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RESUMO: A fertilizagio nos mamiferos representa a fusao de duas células sexuais com a finalidade
de criar um individuo com o potencial genético derivados dos pais. E a fusdo do material genético
dos gametas masculino com o feminino. Trata-se de um processo complexo que inicia com a ativacéo
do espermatozéide e termina pela ativagdo do ovécito mediada pela célula masculina. O processo
da fertilizag@io, constantemente estudado, tem sua importéncia na procura pelo homem de formas
de multiplicar a si mesmo e aos animais do qual se alimenta, além daqueles em vias de extingdo. A
presente revisdo bibliografica visa abordar mecanismos envolvidos no processo, tentando de forma
objetiva, agregar defini¢des, desenvolvimentos, interagdes, mecanismos e aspectos fundamentais para
o desencadeamento do processo.
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MECHANISMS OF THE FECUNDATION

ABSTRACT: The fecundation in the mammals represents the fusion of two sexual cells with the
objective to create an individual with the genetic potential diverted from the parents. It is the fusion
of the genetic material of the masculine gamete with the feminine thing. It is a complex process that
begins with the activation of the spermatozoon and ends with the activation of the oocyte mediated by
the masculine cell. The process of fecundation, constantly studied, has its importance in the search by
the man of the forms of multiplying himself and the animals of which it is fed, besides those about
to extinction. The present bibliographical revision aims to approach mechanisms involved in the
process, trying in an objective way to join definitions, developments, interactions, mechanisms and
basic aspects for the starting of the process.

INDEX TERMS: Fertilization, Revision Bibliographical, Process.

Aprovado para publicacdo em 07.04.2006

Médica Veterinaria, M. Sc. em Ciéncia Animal, Professora Adjunta do ISPA/UFRA.
Meédico Veterinario. M. Sc., Professor Adjunto do ISPA/UFRA

Médico Veterinario, Dr.. Professor Associado do ISPA/UFRA

T

Rev. ciénc. agrar., Belém, n. 45, p. 309-330, jan./jun. 2006



RUTH HELENA FALES! PALHA DE MORAES BITTENCOURT. MOACIR CERQUEIRA DA SILVA. HAROLDO FRANCISCO LOBATO RIBEIRO

1 INTRODUCAO

A fertilizagdo € um processo que se ini-
cia com o contato entre o espermatozdide e o
ovocito (6vulo) e finda com a fusdo do mate-
rial genético contido nestes gametas. Nos ma-
miferos representa o inicio de uma nova vida,
onde duas células sexuais fundem-se para
criar um novo individuo com potencial gené-
tico derivado dos pais, realizando, portanto,
uma combinag¢do dos genes derivados dos pais
e a criagcdo de novos organismos.

O contato entre as membranas cito-
plasmaticas do espermatozoide e do ovdcito
induz, neste ultimo, a reaco cortical, ou seja,
a exocitose das enzimas contidas nos granulos
corticais localizados na periferia do ovdcito.
Essas enzimas provocam modificacdes na
zona pelucida, levando ao seu endurecimen-
to e inativagdo dos receptores. Estas altera-
¢des, denominadas reagdo zonal, impedem,
na maioria das espécies, definitivamente, a
penetragdo de outro espermatozdide (polies-
permia) no ovocito. O contato das membranas
citoplasmaticas dos gametas induz, ainda, a
ativagdo do ovocito.

Com a fusdo das membranas cito-
plasmaticas, o material contido no esperma-
tozdide € transferido para o ovdcito. O ma-
terial genético do espermatozéide (pro-nu-
cleo masculino) e o do ovécito (pré-nucleo
feminino) fundem-se e preparam-se para a
primeira clivagem da, agora, denominada
célula ovo ou zigoto.

Ap6s a ovulagdo, o ovécito secundario
€ captado pela ampola da tuba uterina, o epi-
télio ciliado e o movimento peristaltico desta,
auxiliam na condugdo do gameta feminino a
cavidade uterina.
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Apds a espermiogénese, 0S esperma-
tozoides sdo morfologicamente maturos,
mas ndo tém mobilidade e sdo incapazes de
fertilizar o ovdcito, ficando armazenados no
epididimo até atingirem a maturag¢do quimi-
ca, a rigor, os espermatozodides sO atingem
seu potencial fertilizante quando chegam a
cauda do epididimo, onde sofrerdo modifi-
cagdes quimicas na membrana plasmatica.

Na ejaculagdo, os espermatozéides
passam rapidamente através do ducto defe-
rente € misturam-se as secreg¢oes das vesicu-
las seminais e prostata, em seguida, durante
a copula, os espermatozoides sdo deposita-
dos na parte superior da vagina, como por
exemplo, na vaca, e ultrapassam as barreiras
do trato genital feminino (como pH 4cido da
vagina, regido e muco cervical e istmo da
tuba uterina). Durante o periodo em que os
espermatozoéides passam pelo trato femini-
no, ocorrera o processo de capacitagao es-
permatica.

A interag¢do dos espermatozdides com
receptores especificos da zona pelucida de-
sencadeia a reacdo acrossomica, criando-se
poros que permitem a exocitose de enzimas,
as quais irdo digerir a zona pelucida, sendo
assim, possivel a fusdo do espermatozdide
com a membrana plasmatica do ovdcito,
despolarizando-a e levando a exocitose de
proteases e glicosidases. Estas tltimas alte-
ram as glicoproteinas da superficie celular,
impedindo a fertilizagdo por outros esper-
matozdides, a poliespermia.

A importidncia da fertilizacdo ser
constante e profundamente estudada, reside
na razdo de que o homem procura cada vez
mais formas de multiplicar a si e aos ani-
mais. A ciéncia tem se mostrado cada vez
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mais rapida nas suas descobertas, entretanto, a
ética humana ndo a acompanha com a mesma
rapidez. Nos dias de hoje, depois de alcancada
a fertilizacdo “in vitro”, ja se estuda o desenvol-
vimento embrionario e fetal “in vitro”.

Este trabalho de revisdo bibliografica
pretende estudar os mecanismos da fertili-
zagdo, “in vivo”, nos mamiferos domésti-
cos, considerando passo a passo, tentando,
de forma objetiva, agregar defini¢des, de-
senvolvimentos, interacdes, mecanismos e
aspectos fundamentais para o desencadea-
mento do processo.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 AFERTILIZAGAO

A fertilizag@o € um processo duplo que,
no aspecto embrioldgico, envolve a ativagao do

ovdcito (gameta feminino) pelo espermatozoéide
(gameta masculino) e, no aspecto genético
envolve a introducdo do material hereditario
do pai dentro do ovdcito. Na fertilizagdo, duas
células, os gametas masculino e feminino,
combinam-se para formar uma, o zigoto, € 0
local de fertilizaggo, em todos os mamiferos
domésticos e na maioria dos outros mamiferos,

¢ a jungdo istmo-ampolar (HAFEZ, 2000).

Cernach (2003) descreve a fertilizagao
como uma série de processos que se inicia com
o espermatozoide penetrando na coroa radiata e
termina com a fusdo dos pré-nicleos masculino
e feminino, ou seja, € a unido de um ovocito
com espermatozoide, dando inicio a formagao
de um novo individuo e compreende um
conjunto de eventos celulares que se inicia com
a penetragdo do ovocito e vai até a singamia
(Figura 1).

Processo da Fertilizacdo

Sitio da Fertilizagdo

Figura 1 — Processo da Fertilizagdo esquematizado iniciando com a penetragdo do SPTZ na coroa
radiata, terminando com a fusdo do pré-nucleo masculino com o feminino.

Fonte: Modificado de Burks e Saling, (1992).
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A fertilizac3o comeca com a ativacgéo
do espermatozoide e termina pela ativagdo
do ovoécito mediada pela célula masculina
(BURKS; SALING, 1992). O ovécito €
capaz de ser fecundado imediatamente
apds ser liberado do ovario, entretanto o
espermatozoide tem que passar por uma
série de processos de maturagido depois de
ser produzido no testiculo (MORATALLA,
2002).

Segundo Flores (2000), a espermato-
génese e a ovogénese preparam O esperma-
tozdide e o ovdcito para a fertilizagdo, en-
tretanto, a capacitagio final ocorre no trato
genital feminino, para que o ovdcito sofra a
maturagao meidtica e o espermatozoide seja
capacitado.

2.2 0 OVOCITO

O termo ovdcito define a etapa de
meiose em que se encontram as células da
linhagem feminina e se permite utilizar a
terminologia 6vulo para referir-se ao game-
ta feminino que é liberado durante a ovu-
lagdo. A ovulagdo, portanto, pode ser des-
crita como a liberagdo do gameta feminino
(6vulo), geralmente no estagio de ovocito
secundario, que se encontra preparado para
a fecundagcio (MORATALLA, 2002).

Os ovocitos dos mamiferos ndo sdao
somente células que apresentam uma longa
vida, mas também que se caracterizam por
interromper a profase da primeira divisdo
meidtica, estidgio dipldéteno, da vida fetal
durante a maturagdo (BYSKOV et al,
2000)

-
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O crescimento do ovocito caracteriza-
se pelaamplia¢do do citoplasma poracumulo
de granulos de deutoplasma (vitelo) de
diferentes tamanhos; pelo desenvolvimento
de uma membrana ovular (zona pelicida)
e; pela proliferagdo mitdtica do epitélio
celular e tecido adjacente. A maturagdo dos
ovocitos, em mamiferos, compreende dois
estagios, (a) um periodo de crescimento e
(b) um periode final de preparo nuclear e
citoplasmatico, que € pré-requisito para
a fertilizagdo e desenvolvimento normal
(HAFEZ, 2000).

Sinowatz, Kolle e Topfer-Petersen
et al. (2001) descrevem a zona pelicida
como uma matriz extracelular transparente
que envolve o ovécito e o embrido primi-
tivo. A zona pelticida, na maioria dos ma-
miferos, possui uma composi¢do basica de
glicoproteinas sulfatadas, com pelo menos
trés familias, a ZP1, ZP2 e ZP3 com pesos
moleculares que variam com as espécies
(GONZALEZ, 2002).

De acordo com Florman e Storey
(1982), Berger et al. (1989) e Urch (1991),
a zona pelicida possui receptores espécie-
especifico para unido com o espermatozoide
capacitado, da mesma forma em que estd
envolvida na indugdo da reagdo acrossdmica
do gameta masculino.

Berger (1996) referiu que a zona pe-
licida (ZP) é a primeira camada do ovécito
que o espermatozoéide encontra durante a
fertilizacdo “in vivo” em muitas espécies,
conforme mostra a Figura 2. Além da zona
pelicida, que rodeia os ovoécitos dos ma-
miferos, existe ainda o cumulus oophorus,
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composto por células e por uma matriz, cujo
componente principal € o 4cido hialurénico
(GONZALEZ, 2002). O cumulus é rapida-
mente removido do ovécito de bovinos apds

" a ovulagdio e em observacdes realizadas em

ovocitos recentemente ovulados de porcas

sugerem sua permanéncia por tempo limita-
do (BERGER, 1996).

Células Foliculares

Zona
Peliicida

Figura 2 — Ovocito ndo ovulado mostrando a ZP como a primeira camada encontrada pelos

espermatozoéides durante a fertilizagao.
Fonte: Florman e Storey (1982)

A zona pelucida representa diversas
funcdes importantes dentro de uma seqiién-
cia orquestrada de interagdes entre os ga-
metas masculino e feminino (BLEIL; WA-
SSARMAN, 1980; SINOWATZ; KOLLE;
TOPFER-PETERSEN, 2001; SINOWATZ,
2003). Segundo Hunter (2003), uma das
fungdes da zona pelucida, e que considera
de extrema importdncia, é o bloqueio para
a entrada de varios espermatozoéides no
ovulo por ocasido da fertilizagao.

Para Berger (1996), os pepitidios ZPA,
ZPB e ZPC sdo modificados por glicosilagdo
heterogénea e em alguns casos por divisdo ou
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clivagem peptidica, a seqiiéncia homologica
conhecida de moléculas individuais entre
porcos e bovinos, caes, gatos e humanos e
coelhos encontram-se entre 70 a 85%.

A interagdo do espermatozoéide com
a zona pelucida, tanto antes quanto apos a
fertilizagdo € crucial para a fertilidade, pois um
nico espermatozoide precisa penetrar a zona
e ser capaz de fundir-se com o ovo, ativando-
0, enquanto que os espermatozoides restantes
deverdo ser excluidos (HUNTER, 2003).

Kopf (1990) e Wassarman (1990)
descreveram que apds a fertilizagdo a ZP3
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sofre alteracdes bioquimicas e transforma-
se em ZP3f. que perde a habilidade
ligante e a capacidade de induzir a reagédo
acrossOmica. contribuindo assim. para o
bloqueio a poliespermia. Kopf (1990) e
Hatanaka et al. (1992), relataram a ZPI
como tendo a funcdo de manter a estrutura
da zona pelicida ligando os heterodimeros
de ZP2 e ZF3.

Cummins (2003) refere a zona
pelicida, que rodeia o ovoécito ovulado
de ratos. contendo trés glicoproteinas,
duas das quais, ZP2 e ZP3, sdo apontadas
como receptoras espermaticas e que apos a
fertilizacdo a zona pelucida, ¢ modificada
pela clivagem da ZP2, impedindo a liga¢do
dos demais espermatozdides.

O 6vulo resume o processo da meiose
da profase | da primeira divisdo meidtica
assim que comeca a maturar, durante a
foliculogénese. O o6vulo encontra-se na
metafase Il da segunda divisdo meidtica
quando ovulado, na maioria das espécies.
Entretanto, 6vulos de cadelas, éguas e
raposas encontram-se na primeira divisiao
meidtica no momento da ovulagdo. A
matura¢do do 6vulo e a meiose ndo estdo
completas até que a fecundagdo seja
realizada, quando o &vulo torna-se um
zigoto (HAFEZ, 2000)

De acordo com Cernach (2003), o
ovocito € captado pelas tubas uterinas,
quando eliminado do ovario, envolvido
pela zona pelucida e pelas células da coroa
radiata. O epitélio da trompa ¢é ciliado
e o movimento dos cilios, em dire¢do a
cavidade uterina, ajuda a conduzir o gameta
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feminino além do movimento peristaltico
da tuba. O ovdcito € transportado mais
lentamente através da regido da ampola
e mais rapidamente através da regido do
istmo e parede uterina.

2.3 O ESPERMATOZOIDE

Durante o processo da espermato-
génese, as espermatogoénias, células pri-
mitivas da linhagem germinal. dardo ori-
gem aos espermatozdides, passando por
estagios intermediarios. O espermatécito
primario experimenta a primeira das divi-
sdes meidticas, dando origem aos esperma-
tocitos secundarios, os quais sofrerdo uma
segunda divisdo meidtica. originando as
espermatides. A espermétide € uma célula
haploide que sofre diferenciacdo terminal
até¢ espermatozoide, caracterizado como
uma célula hapléide matura e diferenciada
(MORATALLA, 2002).

Os espermatozéides (Figura 3) sdo
formados dentro dos tibulos seminife-
ros e, quando completamente formados,
apresentam-se, como células alongadas
constituidas de: (a) uma cabega cuja por-
¢do anterior é recoberta pelo acrossomo,
membrana que possui aproximadamente
dez enzimas, as quais s@o liberadas duran-
te a reacd@o acrossomica (R.A.), pré-requi-
sito para que o espermatozdide penetre a
zona pelucida, esta reagdo ocorre apos a
capacita¢do; (b) uma peca intermediaria
que une a cabeca a cauda e (c¢) cauda (HA-
FEZ, 2000).
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Figura 3 — Desenho esquematico de um espermatozoide

Fonte: Modificado de Wilde (2001)

Mudangas quimicas na membrana
conferem a cabeca do espermatozdide a
habilidade para aderir-se & zona pelicida.
Uma importante mudanca, que ocorre
durante a maturagdo espermatica no
epididimo, € sua habilidade para locomover-
se com movimentos ativos € progressivos.
Entretanto, ¢ na membrana plasmatica
que ocorrem as maiores mudangas
durante a maturagdo e, apds a maturagdo,
macromoléculas de origem epididimaria
s3o adsorvidas ou integradas na membrana
plasmatica, dentre estas macromoléculas
estdo as glicoproteinas as quais sdo alteradas
por enzimas reguladoras da glicosilaggo,
como a galactosil-trasferase e a sialil-
transferase (GONZALEZ, 2002).

A maturacdo espermatica ocorre nas
vias eferentes do trato genital masculino
e envolve alteracdes relacionadas com a
aquisi¢do da capacidade de movimentar-se,
alteracOes tanto na membrana plasmatica
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quanto na estrutura das organelas celulares e na
estabiliza¢@o da cromatina e dos componentes
do fagelo (MORATALLA, 2002).

De acordo com Suarez e Ho (2003),
a hiperativacdo € um movimento padrio
observado no espermatozéide no momento
e no local da fertilizagdo em mamiferos.
Trata-se de um aspecto critico para o sucesso
da fertilizagdo, pois aumenta a habilidade do
espermatozodide para se desligar da parede
do oviduto, favorecendo a sua migragdo
através do aumento da amplitude fragelar
e usualmente, com ritmo assimétrico no
limen, culminando a penetragdo na zona
peliacida do ovocito.

Os movimentos hiperativados dos
espermatozoides foram inicialmente estu-
dados por Yanagimachi em 1969, quando
observou, “in vitro”, que o espermatozoide
tornava-se extremamente ativo e que ga-
nhava habilidade para fertilizar o ovdcito.
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Ele propés que os movimentos vigorosos
tinham uma funcdo vital sobre a penetragdo
na zona pelucida.

Hiperativacdo € um processo dificil
de ser definido precisamente pelas caracte-
risticas fisicas do padrdo e mobilidade, en-
tretanto sabe-se que a forma de movimen-
tacdo do espermatozdide varia de acordo
com a espécie e com o ambiente no qual o
espermatozdide se movimenta (SUAREZ;
HO, 2003).

Yanagimachi (1994) definiu motili-
dade ativada como o espermatozdide den-
tro do epididimo sendo inerte e que quando
liberados no plasma seminal, *“in vivo™, ou
em meio fisiolégico “in vitro”, os esperma-
tozoides adquirem a capacidade de se movi-
mentar vigorosamente seguindo uma traje-
téria virtualmente continua.

Ho e Suarez (2001) definiram a mo- .

tilidade hiperativada, observando esperma-
tozoides recuperados da ampola do oviduto
por hora da fertilizagdo, com um padrdo de
mobilidade que assemelha-se a um nado,
onde a cauda ou flagelo do espermatozéide
hiperativado d4 voltas vigorosas e seus bati-
mentos sdo usualmente assimétricos, resul-
tando em um espermatozoide hiperativado
com “nados™ vigorosamente em circulos,
quando observados ao microscopio e, refe-
riram, que nos bovinos, os espermatozodides
totalmente hiperativados completam um ci-
clo dentro de dois movimentos flagelar de-
monstrando a aparéncia de um oito.

Stauss, Votta ¢ Suarez (1995), utili-
zando “in vitro” vérios métodos para impe-
dir a hiperativacdo em espermatozoéides de
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hamster, embora sem inibir a reagdo acros-
somal, demonstraram que a hipermotilidade
era em grande parte, 0 maior sucesso para a
penetragdo do espermatozoide na zona pelu-
cida do ovdcito, quando comparava-se com
os nao hiperativados.

Jansen (1978) e Suarez et al. (1992)
e Suarez, Brookman e Lefebvre (1997)
destacaram a importdncia da hipermoti-
lidade quando da entrada do espermato-
z6ide no oviduto e o muco existente no
6rgdo. Suarez et al. (1992) observaram “in
vitro”, que espermatozéides de javali que
ndo apresentavam hipermotilidade, quan-
do encontravam o muco espesso presente
no sistema genital feminino, fracassavam
na penetragao.

De acordo com Suarez et al (1991) e
Suarez e Dai (1992), o cumulus oophorus
tem acdo semelhante 2 do muco dificultan-
do a passagem do espermatozdide, referiram,
ainda, que o muco aumenta a viscosidade
e a elasticidade do meio aquoso no qual o
espermatozdide “nada™ e, observando “in
vitro”, espermatozoéides de ratos e de hams-
ters, hiperativados e ndo hiperativados, veri-
ficaram que os hipermotilizados penetravam
a substancia viscoelatica mais efetivamente
que aqueles que ndo foram hiperativados e
concluiram que os espermatozoides hiperati-
vados sd0 mais capacitados para atravessar 0
muco do oviduto e a matriz do cumulus oo-

phorus “in vivo”.

Suarez e Ho (2003) referem que es-
permatozdides de animais de grande porte
nao foram estudados dentro do oviduto,
entretanto, sabe-se que eles encontram um
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ambiente semelhante aquele observado em
experimentos realizados com ratos.

Segundo Suarez (2002), em muitas
espécies domésticas, um reservatorio e es-
permatozdides € encontrado dentro do ist-
mo no oviduto e que nesse local os esper-
matozoides sdo preservados assegurando
que eles sejam hiperativados para fertilizar
o0 ovdcito.

Ignotz et al. (2001) relataram a difi-
culdade que os espermatozodides de bovi-
nos enfrentam para fecundar o 6vulo, visto
que, os espermatozoides ejaculados no trato
genital se ligam a moléculas de carboidra-
tos identificadas como PDC-190, também
conhecidas como BSP-A1/A2, proteinas
secretadas pelas vesiculas seminais, e que
uma modifica¢do ou perda da PDC-190 da
superficie do espermatozoide, aparentemen-
te, liberara o espermatozéide do epitélio e
que a hiperatividade ira auxiliar a sua libe-
racdo e passagem.

De Mott e Suarez (1992), examinaram
o movimento de espermatozodides de ratos
dentro do oviduto e referiram que somente
os espermatozoéides hipermotilizados conse-
guiam se liberar do epitélio e relataram que
a hipermotilidade, semelhante a atragdo pe-
los oligossacaridios, auxilia a liberagao do
espermatozoide do epitélio do oviduto.

Segundo Roncoletta (2000), o esper-
matozoide utiliza mecanismos alternativos
para manutengdo de sua viabilidade frente
aos processos testiculares e posteriores a
este 6rgdo. Sao eles a maturagdo epididima-
ria, a interag@o espermatozoide com o plas-
ma seminal na ejaculagdo, na capacitagdo e
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reacdo acrossomal no trato genital feminino
e na fertilizagdo (fusdo das membranas).

2.4 A CAPACITACAO ESPERMATICA

As mudangas fisiologicas que levam
os espermatozdides a estarem competentes
para a fertilizagdo sdo coletivamente de-
nominadas de capacitagdo espermatica. Os
espermatozdides maturados no epididimo
sdo capazes de movimentacdo ativa, mas
ndo possuem capacidade imediata de ferti-
lizagdo (YANAGIMACHI, 1994; FLESCH;
GADELLA, 2000).

Os espermatozoides permanecem
necessariamente no trato reprodutivo da
fémea antes de tornarem-se capazes de
atrair e penetrar o Ovulo, esse processo
foi denominado Capacitacdo Espermatica
(HAFEZ, 2000).

De acordo com Roldan e Gomendio
(1992), Gordon (1994) e Pérez’ et al
(1996 apud SOUZA, 2003), a capacitagio
espermatica estd relacionada a mudancgas
fisiolégicas e bioquimicas da membrana
plasmatica dos espermatozdides para
que ocorram interagdes entre eles e os
ovocitos. Segundo Flesch e Gadella (2000),
a capacitagdo espermatica ird induzir
mudangas na membrana plasmatica do
espermatozdide, que resultardo em um
aumento da sua afinidade pela zona pelicida,
propiciando a fertilizagdo.

s PEREZ, L. J; VALCARCEL, A; DELAS HERAS, M.

A. et al. Evidence fhat frozen/thawed ram spermato-
zoa show accelerated capacitation in vitro as assessed
by chlortetracydine assay. Theriogenology, Stoneham,
v. 46, p. 131-140, 1996.
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O local onde se inicia e termina a
capacitagdo espermatica pode variar de
acordo com a espécie. Nas espécies onde
o sémen € depositado intra-ttero durante a
cobertura, os espermatozdides encontram-
se totalmente ou em sua maioria capacita-
dos nas partes iniciais da regido istmica do
oviduto, local em que os espermatozoides
fertilizadores estdo armazenados (YANA-
GIMACHI, 1994; FLESCH; GADELLA
2000).

Faltam esclarecimentos sobre os fa-
tores que determinam a capacitagdo no trato
genital feminino, mas tem sido proposto que
algumas substincias, como as catecolami-
nas, glicosaminoglicanos, taurina, f-amilase,
B-glucuronidase, anidrase carbonica, arilsul-
fatase, entre outras, participam ativamente
(GONZALEZ, 2002)

Yanagimachi (1994) referiu que nos
ruminantes, onde os espermatozdides sdo
depositados na vagina, a capacitagdo esper-
matica pode ter inicio enquanto os esperma-
tozoides passam através do muco cervical.

Nos mamiferos, os espermatozoides
devem ser capacitados para fertilizar um
ovocito, estando competentes para fertilizar
quando passam pelo trato genital feminino,
por uma série de reagdes fisioldgicas rela-
cionadas com altera¢cdes na concentragdo
espermatica, nos ions intracelulares, na
fluidez da membrana plasmatica, no meta-
bolismo e na motilidade (VISCONTI et al.,
1995).

Os mecanismos de capacitagdo sdo
pouco conhecidos, entretanto, sabe-se que
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ocorrem alteragdes bioquimicas e estruturais
que conduzem a eliminagdo de componen-
tes aderidos a membrana do espermatozéi-
de, modificagdo na composi¢ao lipidica da
membrana espermatica, aumento da permea-
bilidade aos ions célcio (Ca++), alteragdes no
pH interno e um aumento da permeabilidade
e do metabolismo celular (PALMA, 2001).
Flores (2000), referem que a capacitagdo
dos espermatozéides inclui o aumento das
concentragdes de célcio, alteracdes no pH e
fosforilagdo de proteinas tirosina quinases
(PTK), dependente do AMP ciclico.

Flesch e Gadella (2000) citam o
bicarbonato, a albumina, o ion calcio e
os glicosaminoglicanos desempenhando
papel de desencadeadores do processo de
capacitacdo espermatica.

Harrison (1996) e Flesch e Gadella
(2000) consideram o bicarbonato como o
principal componente desencadeador da
capacitacdo, ativando diretamente uma
adenilato ciclase espermatozoéide especifica
a qual se ligara a proteina quinase A (PKA)
que, via fosforilagdo proteina da tirosina,
ativa direta ou indiretamente o deslocamento
de fosfolipideos levando a uma alteragdo
da assimetria da membrana, resultando em
células espermaticas capacitadas.

Roncoletta (2000) relatou que as

“interacdes ao nivel uterino enquadram

eventosdemembranaespermaticaassociados
a adesdao dos HDLs (lipoproteinas de alta
densidade) presentes no trato reprodutor
feminino, mediando a troca do colesterol
e fosfolipideos na membrana plasmatica
do espermatozodide, conferindo alteragdo na
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permeabilidade das membranas, facilitando,
desta forma. a entrada de calcio, por ativagdo
da fosfolipase A. desencadeando o processo
de capacitacdo espermatica e posteriormente
a reacdo acrossomal.

A albumina esta relacionada a extra-
¢ao do colesterol da membrana plasmatica
que ira ocorrer em areas restritas da membra-
na. havendo, devido a isto, um deslocamen-
to dos fosfolipideos. levando a um rearranjo
de sua arquitetura (YANAGIMACHI, 1994;
FLESCH: GADELLA. 2000). Segundo Pal-
ma (2001). a extragdo do colesterol desenca-
deia a capacitagio.

O plasma seminal de bovinos (BSP)
contém em maior quantidade uma familia de
proteinas, secretadas pela vesicula seminal
denominadas BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3 ¢
BSP-30k-Da. Essas proteinas se unem aos
fosfolipidios colinada membrana espermatica,
recobrindo a membrana do espermatozéide e
interagindocom a HDL, resultando na captag@o
do colesterol e dos fosfolipidios. induzindo
uma alteragdo na sua relagdo provocando a
capacitagdo (PALMA. 2001).

O ion calcio (Cat+) extracelular é
de extrema importancia para o processo de
capacitagdo, visto que o processo depende de
alteragdes da permeabilidade da membrana
ligadas ao transporte dos ions Cat+. A
modulagdo do ion Ca++ € fundamental para os
espermatozoides adquirirem a capacidade de

fertilizagdo tendo esse processo trés aspectos
fundamentais: (1) a presenca de uma ATPse
capaz de bombear o Ca++ para fora da célula:
(2) o processo de troca do Ca++ (exterior)
com sodio (Na+) para o interior e: (3) canais
de sodio que facilitariam a rapidez de fluxo
(FRASER, 1994).

Em relatos de Ferrari® e Ziige’ (1997,
1999 apud SOUZA 2003 ). os glicosaminoglica-
nos (GAG) poderiam atuar sobre a capacitagao
removendo os fatores descapacitantes ou por
modificagdes diretas na membrana plasmatica,
induzindo um aumento na captagao de calcio
ou pela ativacdo da proteina quinase dependen-
te da adenosina monofosfato ciclico (AMPc).

Sousa (2003) relatou que durante as
duas primeiras horas de capacitagdo in vitro
o ingresso inicial de Ca++ no espermatozoi-
de € utilizado para chegar a um receptaculo
localizado no acrossomo e que esse armaze-
namento € critico para que se cumpra a ca-
pacitagao.

2.5 AREACAO ACROSSOMICA (R.A.)

A reacdo acrossomica pode ser defi-
nida como a fusdo da membrana plasmati-
ca do espermatozdide com a membrana do
acrossomo e seu desaparecimento gradativo
(CERNACH, 2003).

A reacdo acrossomica ocorre apds a
capacitagdo nos espermatozoides vivos e

FERRARL S. Meios de capactiagdo espermatica na especie ovina (Ovis aries. Linnaeus. 1758): reag@o acrossémica e
penetragdo i vitro em odcitos zona-free de hamster. 1997. 71f Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade de Sao Paulo. 1997.

ZUGE. R. M. Avaliacde do sémen de biifalos congelados em diluidores Tes. Tris e Glicerina-gema. através do teste de

penetragdo em oocitos zona free de hamster. 1999. 32f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade de Sdo Paulo. 1999.
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moveis em condigdes fisiologicas, sendo
um pré-requisito para o espermatozdide
penetrar a zona pelicida. Apds a reagdo
espermatica,amembrana plasmaticatorna-
se continua com a membrana acrossémica
externa até o limite do segmento equatorial
que ndo esta envolvido na reagdo (COLE;
CUPPS, 1984; HAFEZ, 2000).

De acordo com Smith et al. (1985),
a membrana plasmatica funciona, dentre
outras, como barreira de permeabilida-
de, capaz de separar altas concentragdes
extracelulares de ions, como o Ca++, de
concentragdes intracelulares muito mais
baixas.

De acordo com Moratalla (2002), a
reagdo acrossOmica do espermatozdide é
um processo de secre¢do das enzimas con-
tidas no acrossomo, sendo considerada um
processo crucial, uma vez que é essencial
para que o espermatozéide possa penetrar
os envoltérios do ovdcito e ser capaz de
fusionar-se com a membrana plasmatica
do ovdcito.

A ruptura da membrana acrossémi-
ca leva a uma série de reacdes mediadas
pelo célcio no interior do espermatozodi-
de, levando a entrada de sédio e célcio,
saindo prétons e ions potéssio, tendo sido
observado, também, a presenca de uma
clave de um oligassacaridio para iniciar a
reagdo, fazendo que se estenda o filamen-
to acrossémico. Antes que ocorra a reagao
acrossdmica, existe uma proteina regula-
dora que impedira a polimeragéo da actina
e também a ativagdo de uma dineina que

-
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ira favorecer a motilidade do espermato-
z6ide (FLORES 2000).

Thomas e Meizel (1989) referiram
a glicoproteina ZP3 como iniciadora da
exocitose, comportando-se como ligadora
do espermatozéide. Por outro lado, foi
demonstrado que a progesterona, presente
na matriz do cumulus oophorus, estimula a
exocitose.

Segundo Wilde (200 ), aidéia de que
a ZP3 pode induzir a reagdo acrossdmicaos
mamiferos, depois que o espermatozodide
se liga a esta, ndo foi facilmente aceita,
uma vez que a reagdo acrossomica deveria
ocorrer antes da ligagdo, como ocorre no
ourico do mar, € que o espermatozdide
dos mamiferos utilizariam as enzimas
acrossOmicas para penetrar através do
cumulus, entretanto, Endo Kopf e Schultz
(1987) e Endo, Lee e Kopf (1987) e Leyton
e Saling (1989) demonstraram que a porg¢éo
protéica da ZP3 era capaz de induzir a
reagdo acrossdmica nos espermatozodides
de ratos e que a regido hidrocarbonada,
essencial para a ligacdo do espermatozdide
ndo € necessaria para induzir a reacdo
acrossomica.

Conforme referiu Wassarman (1988),
a ZP3 ¢ responsével pela liga¢do do esper-
matozoide e pela indugédo da reagdo acros-
somica. Leyton e Saling (1989b), relata-
ram que parece que a ZP3 induz a reagdo
acrossodmica através de ligamentos cruza-
dos de seus receptores, uma vez que, expe-
rimentalmente, utilizando espermatozoides
capacitados de ratos incubados com frag-
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-

mentos da ZP3, que poderiam ligar-se aos
espermatozoéides, e que estes fragmentos da
ZP3 se ligaram, e a reagdo nao ocorreu, en-

tretanto, que quando estes fragmentos eram
ligados com anticorpos contra ZP3, ocorria
exocitose do acrossomo (Figura 4).

Fragmentos da ZP3
e
Py C e
o
S
o

Membrana
Plasmatica
do SPTZ

Unifo de Fragmentos ZP3

AnW
para ZP3

AA*X

Unido cruzada de Fragmentos ZP3

Figura4—Demonstrativo do experimento realizado por Leyton e Saling em 1989 comprovando
a importancia de anticorpos contra a ZP3 na reag@o acrossomica.

Os indutores naturais da reagdo
do acrossomo parecem ser substincias
presentes no cumulus oophorus ou na
zona pelucida. Algumas glicoproteinas da
zona pelicida (ZP3) se unem a membrana
plasmatica do espermatozdide sobre o
capuz acrossOmico, causando mudancas
conformacionais que permitiriam um
aumento temporario da permeabilidade
da membrana ao Cat+ extracelular
(GONZALEZ, 2002). Conforme relatou
Fraser (1992), o Ca++ extracelular, também,
¢ extremamente importante para a reagao
acrossémica.

O Cat+ funciona como mensageiro
ou regulador de ions. O gradiente de con-
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centragdo e Ca++ entre o fluido extracelular
e o citoplasma permite que o Ca++ funcio-
ne como um sinalizador i6nico para ativar
0s processos intracelulares. A bicamada li-
pidica da membrana celular apresenta uma
baixa permeabilidade ao Ca++, portanto, o
influxo de Ca++ para o interior do citoplas-
ma € controlado por um grupo heterogéneo
de transportadores ou mediadores do Ca++,
pelo potencial de membrana, pelos recep-
tores de membrana ou pelos mensageiros
intracelular secundérios (MILLER, 1992).

Segundo Gonzalez (2002), a mem-
brana plasmatica do espermatozdide deve
ter receptores que iniciam dois processos
paralelos: (a) um processo nao-dependen-
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te de Ca++ que aumenta o pH intracelular  acrossdmica, bem como ions a ambos lados
mediante a entrada de ions sodio (Na+) ea  da membrana, estejam envolvidos direta ou
saida de hidrogénio (H+); e (b) um processo  indiretamente na reagéo.

Ca++ dependente que causa a despolariza-

¢d0 da membrana. Ambos processos resulta- O influxo do Ca++ para o interior das
riam na abertura de canais que permitiriam  células € capaz de regular a fungdo celular
o ingresso macico de ions Ca++, fato que  atravésdainteracdocomasproteinasligadoras
induziria a fusdo das membranas plasmatica  do Ca++, como por exemplo, a calmodulina e
e acrossOmica, terminando com a exocitose ~ com as proteinas quinase sensiveis ao Cat++,
do contetido acrossdémico. Entretanto, o flu-  esse influxo é capaz também de estimular
xo de Ca++ nio ¢ suficiente para precipitar  respostas biologicas, como liberagdo de
a reacdo, sendo provavel que quase todos os  neurotransmissores, contragdo e secre¢ao
componentes das membranas plasmaética e  (ROSOL; CAPEN, 1997) (Figura 5).

] oo B “...:l‘

B o e
e % ..- Espermatozéide
-...o-'-' ".-' —.-_\‘

‘\.F" . . .‘” S P Ly
Membrana Plasmética , « = - Célula ™
v " e e Ovo YN

; Calmodulina

Deposito
da c a 2+

Figura 5 — Liberacdo do Ca dos depésitos celulares modulada pela liberagdo da calmodulina
introduzida no citoplasma da célula ovo no momento da fusdo das membranas
Fonte: Rosol e Capen (1997)

Flores (2000) refere a reacdo como o AMPc; b) Canais idnicos, a ZP3
acrossdmica dependente de interagdes  estimula os canais de célcio dependentes de
multivalentes, incluindo: a) Proteinas G, voltagem tipo T, levando a despolarizagdo da
onde os receptores para ZP3 ativardo uma membrana de -60mV a -30mV; ¢) Elevagéo
proteina G, a qual, por sua vez ativara uma do pH devido a contrapartidla HCO®/CI
segunda proteina G, a proteina G g/11  dependente do sddio que levard, finalmente,
que dara origem a segundos mensageiros a uma unido de inositol trifosfato (IP3)

-
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com seu receptor do reticulo e a subseqiiente
liberacdo de calcio (Ca++) intracelular e;
d) Ativagdo das adenilciclases, proteina
fosfatases, proteinas quinases A e C, tirosina
quinases e fosfolipases A2, C e D, que levardo
o [P3 e o Ca++ intracelular.

De acordo com Moratalla (2002), a
exocitose envolve uma série de alteragOes
moleculares que culminam com a fusdo da
membrana externa do acrossomo com a
membrana plasmatica, formando poros que
permitirdo a liberagio de enzimas contidas
em um granulo acrossdmico, as quais serdo
capazes de abrir um canal na zona pelucida e
desta forma avancar através dela.

Segundo Gonzalez (2002), o acrosso-
mo contém pelo menos 20 enzimas hidroli-
ticas, dentre elas a hialuronidase, acrosina,
proteinase, esterase, neuraminidase, fosfa-
tase, colagenase, B-galactosidase, fosfoli-
pase C e outras. Cernach (2003) refere que
a fusdo da membrana plasmatica do esper-
matozoide com a membrana do acrossomo
e seu desaparecimento gradativo, promove
a liberagdo de enzimas como acrosina, neu-
raminidase e hialuronidases, no interior do
acrossomo que irdo facilitar a passagem da
cabeca do espermatozdide através da zona
pelacida.

2.6 INTERACAO E FUSAO DO ESPER-
MATOZOIDE-OVOCITO

A reagdo acrossomica € um pré-requi-
sito para a fusdo entre as membranas plasma-
ticas do espermatozdide e do évulo. Apds o
espermatozoéide ter atravessado a zona pelu-
cida, a cabega move-se para dentro do espago
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vitelino e entra em contato com a membrana
vitelina. A ligacdo do espermatozdide ocorre
principalmente no segmento equatorial da ca-
beca, seja com as microvilosidades ou com a
area de intervilosidades da membrana viteli-
na. Subseqiientemente, a superficie da regido
equatorial do espermatozdide € incorporada
na membrana plasmatica do dvulo. A regido
equatorial da membrana plasmatica do es-
permatozdide torna-se entremesclada com a
membrana do évulo e pode ser identificada na
membrana do 6vulo até o estagio de oito célu-
las (HAFEZ, 2000) (Figura 6).

A unido do espermatozdide a zona
pelicida desencadeia a reagdo acrossomal
permitindo a penetragdo do espermatozodide
na zona. O espermatozdide promove uma
abertura na zona, através de uma combina-
cdo de forga e digestdo enzimatica. Apds a
penetracdo na zona, o espermatozdide en-
trante se fixa no espago perivitelino do ovo-
cito entrando em contato com a membrana
plasmatica, onde o segmento equatorial da
cabega do espermatozoide iniciard a fusdo
espermatozoide-ovocito. Uma proteina do
espermatozoide chamada fertilicina € consi-
derada como mediador dessa fusdo nos ma-
miferos. A fertilicina apresenta um dominio
molecular, dominio desintegrina, que per-
mite atuar reciprocamente com as proteinas
da membrana chamadas integrinas, levando
a expectativa de que as integrinas do ovoci-
to funcionam como receptoras de esperma-
tozdides, e que a unido entre a desintegrina
do espermatozdide e a integrina da mem-
brana plasmatica do ovécito € responsavel
pela interagdo dos gametas nos mamiferos
(WILDE, 2001).
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Duplicacio dos cromossomas do SPTZ e
do ovo passando para metaf se 11

10

Replicagio
dos centriolos
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Meiose II f nal
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Reacdo
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4
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plasmaticas do ovo e
do SPTZ

Despolarizagio

Figura 6 — Demonstrativo da interacdo e fusdo do espermatozoéide-ovocito
Fonte: Modificado de Fernandes, Soares Furtado e Corréia Pinto (200 -).

Flores (2000) relata que logo que a
reagao acrossdmica ocorre € 0 espermatozdide
penetra a zona pelicida, a membrana
plasmatica do 6vulo e a do espermatozdide
com O acrossomo reagente se unem e,
posteriormente, se fusionam. Acredita-se que
a fertilicina seja responsével pela unido do
6vulo com o espermatozdide e, possivelmente,
também pela fusdo de ambos.

Sathananthan e Trounson (1985) re-
feriram que em condig¢des fisioldgicas, so-
mente um espermatozoide se fusiona com a
membrana e penetra no ovoécito e que a en-
trada do espermatozoide desencadeia a exo-
citose dos granulos corticais os quais irdo

-
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modificar os envoltérios do ovdcito, evi-
tando a fecundagdo polispérmica. Segundo
Palma (2001), o espermatozoéide alcangando
a zona pelucida, se une as proteinas da zona,
as quais induzirdo a reagdo acrossdmica.

Segundo Yanagimachi (1994) e Be-
dford (1998), a penetracdo da zona pelicida
responde a um processo de proteolise regio-
nal limitada pelas proteinas que a consti-
tuem, e que a medida que o espermatozoéi-
de se movimenta e a reagdo acrossOmica
avanca. Kole et al. (1998) relataram que a
proteina ZP3 ¢ a responsavel pela unido e €
caracteristicamente espécie-especifica.
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De acordo com Fernandes et al. (200 -)
a interagdo do espermatozoide com receptores
especificos da zona pelicida (ZP3) desenca-
deia a reagd@o acrossomica, criando-se poros
que permitem a exocitose das enzimas acro-
sina, neuraminidase e hialuronidases que
irdo digerir a zona peltcida, sendo, assim,
possivel a fusdo do espermatozdide com a
membrana plasmatica do ovécito, despola-
rizando-a e levando a exocitose de proteases
e glicosidases que alteram as glicoproteinas
da superficie celular, como a ZP3, impedin-
do a fertilizagdo por outros espermatozdi-
des, ou seja, a poliespermia.

Devido a hidrolise da ZP3, por acdo
das enzimas proteinase e glicosidase pro-
venientes dos granulos corticais, os esper-
matozdides ndo tém mais pontos de ligagdo
com a zona e sdo incapazes de penetra-la.
Uma demora na exocitose dos grénulos
corticais atrasara a reagdo da zona, po-
dendo levar a poliespermia (GONZALEZ,
2002).

Cernach (2003) refere o bloqueio
a poliespermia envolvendo mecanismos
que irdo impedir a entrada de mais de um
espermatozoide no ovodcito, ocorrendo um
bloqueio rapido que consiste na rapida
despolarizagdo da membrana plasmatica
do ovo e que ocorre entre 2 a 3 segundos
apds a fusdo dos prdé-nicleos, impedindo
a aderéncia de outros espermatozdides e
um segundo bloqueio, um bloqueio lento,
com duas reacdes: a rea¢do cortical, onde a
propagacdo de fons célcio ativa os granulos
corticais que se unem amembrana plasmaética
do ovo e liberam seu contetido para o espago
perivitelino, os granulos exercem uma forga
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osmotica, tornam-se hidratados e afastam a
zona pelicida da membrana do ovdcito; e a
reacdo da zona, onde as enzimas depositadas
no espaco perivitelino se difundem pela
zona pelicida e hidrolisam os receptores
(moléculas ZP3), dessa forma impedindo
que outros espermatozdides se liguem a
zona pelicida.

De acordo com Gonzélez (2002),
existem duas hipdteses para explicar a pas-
sagem dos espermatozoéides pela zona pelt-
cida: (a) uma hipdtese mecénica, que esta-
belece que as enzimas acrossémicas teriam
a unica funcio de iniciar a reagdo do acros-
somo, ndo tendo nada a ver com a pene-
tracdo do espermatozoide através da zona,
ou seja, o espermatozdide atravessa a zona
batendo vigorosamente a cauda, movimen-
to essencial para a penetracdo, ajudado por
movimentos laterais e antero-posteriores da
cabeca, sendo, portanto, o Gnico propdsito
da reagdo acrossdmica o de expor a mem-
brana interna do acrossomo perfuratorium,
parecendo que o espermatozdide “corta™
a zona ao invés de dissolvé-la e; (b) uma
hipétese enzimatica, onde a cada passo da
penetracdo espermatica seria mediado por
enzimas, como a hialuronidase que facilita
a passagem pelo cumulus oophorus, ao pas-
S0 que outras enzimas atuardo na adesdo do
espermatozoide & zona; a acrosina hidrolisa
glicoproteinas para amaciar a zona. Entre-
tanto, as evidéncias indicam que o mais pro-
vavel € que os espermatozdides usem tanto
0s meios mecénicos como enzimaticos para
penetrar a zona.

Sueldo et al. (1993) citaram que, em
humanos, a progesterona aumenta a quanti-
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dade de espermatozdides com reagd@o acros-
somica e hipermotilidade e o namero de es-
permatozdides com habilidade para se ligar e
penetrar a zona peldcida.

3 CONCLUSAO

A fertilizagdo € um processo basica-
mente espécie-especifico;

Viérias interagdes entre espermatozdi-
de e ovdcito estdo envolvidas no processo da
fertilizagdo nos mamiferos;

Os mecanismos da capacitagdo es-
permatica sdo pouco conhecidos, todavia,
sabe-se que o espermatozdide para fecundar
o ovulo dos mamiferos, devera passar por
processos de capacitagdo e de reagdo acros-
sOmica para interagir com a zona pelucida do
ovulo proporcionando a fusdo dos gametas;

Na maioria das espécies, o 6vulo en-
contra-se na metafase Il da segunda divisdo
meiotica, exceto nas cadelas, éguas e rapo-
sas, onde encontra-se na primeira divisdo
meiodtica;

As glicoproteinas ZPA, ZPB e ZPC,
que formam a zona pelucida, sdo fundamen-
tais para a realizagdo do processo da fertili-
Zacao;

O ion Ca++ € muito importante duran-
te todo o processo da capacitagdo e da reagédo

acrossomica;

Para que o espermatozéide possa inte-
ragir com o ovdcito € extremamente impor-

.
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tante que ele esteja capacitado e tenha sofrido
a reacdo acrossomica (hipétese mecanica) e
que, cada passo da penetragdo seja mediado
por enzimas (hipotese enzimatica) que faci-
litam a passagem do espermatozoide pelas
barreiras encontradas no processo da fecun-
dagdo.

A fertilicina, proteina espermatica €
responsavel pela unido do 6évulo com o es-
permatozdide, e que apds a sua entrada, de-
sencadeia a exocitose dos granulos corticais
que modificam os envoltérios do ovécito evi-
tando a poliespermia.
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