Ativacao e fecundacao do od6cito de mamiferos
Fertilization and Oocyte Activation in Mammalians

FERNANDO A. SOUZA

Médico veterindrio, MSc, PhD, Universidade Estadual de Maranhdo. Bolsista PNPD, Sao
Luis, Maranh&o, Brasil

femedvet@yahoo.com.br

JAIR PEREZ OSORIO

Médico veterinario e zootecnista, MSc, PhD. Professor associado, Faculdade de Ciéncias
Agropecudrias, Universidade de La Salle, Bogotd, Colémbia

jairperez@unisalle.edu.co

JOSE ALBERTO CARDONA ALVAREZ
Médico veterindrio e Zootecnista, Esp, MSc. Docente, Universidade de Cérdoba, Coldmbia
cardonalvarez@hotmail.com

RAFAEL JOSE OTERO ARROYO
Médico veterindrio e zootecnista, MSc, PhD
reproductionmvz@hotmail.com

LILIANA CHACON JARAMILLO

Médica veterindria, MSc, PhD. Professora associada, Universidade de La Salle, Bogota,
Colémbia

Ichacon@unisalle.edu.co

JOSE CARLOS GONZALEZ CUELLO

Médico veterindrio e zootecnista, especialista em Producdo Bovina Tropical. Candidato a
Mestrado em Reproduc¢do Animal, Universidade de Cérdoba, Colombia
josegonzalez_22@hotmail.com

RESUMO

O o06cito, no momento da ovulagao, encontra-se circundado pela zona pelucida (ZP), e mais
externamente pela corona radiata e por células do cumulus oophorus, que sao impregnadas
com progesterona e sao capazes de desencadear o estimulo para a reacdo acrossomal em
uma pequena populacdo de espermatozoides que possuam o receptor para este hormonio.
O espermatozoide precisa atravessar o cumulus oophorus e as células foliculares da corona
radiata para que possa atingir a ZP e, assim, interagir com o 00cito previamente a penetragao.
A penetracao da ZP € um dos processos vitais da fecundacao, desta maneira, espermatozoides
incapazes de reconhecer e se ligar as glicoproteinas da ZP n3ao obtém éxito na fecundagao.
O reconhecimento do gameta e as proximas interagdes sao realizadas por ligagdes (proteina-
carboidrato) com os receptores da ZP, que ativam o sinal para a exocitose acrossomal por
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reagoes de fosforilagao/desfosforilagao. A interagao entre a estrutura da ZP e o espermatozoi-
de capacitado, conjuntamente a apresentagao das cadeias de oligossacarideos pode iniciar a
formagao de um complexo receptor multimérico dentro da membrana espermatica, mediada
por ions calcio. A esse complexo, sao agregadas moléculas sinalizadoras que ativam a cascata
da reagao acrossomica, levando assim a penetragao da zona pelucida, a fusao com o odcito e,
na sequeéncia, a fecundacao.

Palavras chave: calcio, reacao acrossomica, zona peldcida.

ABSTRACT

The oocyte is surrounded by the pellucid zone (PZ) during ovulation and, externally, by the
corona radiata and cumulus oophorus cells, which are impregnated with progesterone and are
capable of triggering the stimulus for acrosome reaction in a small population of spermatozoa
having the receptor for this hormone. The spermatozoon must move through the cumulus
oophorus cells and the follicle cells of the corona radiata in order to hit the PZ and, thus, inte-
ract with the oocyte prior to penetration. Penetration of the PZ is one the most vital process
of fertilization. Spermatozoa incapable of recognizing and linking to glycoprotein of the PZ do
not succeed in fertilization. Recognition of the gamete and the following interactions are done
by linking (carbohydrate — protein) with PZ receptors. These receptors activate the signal for
acrosomal exocytosis by phosphorylation/dephosphorylation reactions. Interaction between the
PZ structure and the abled spermatozoa, together with the oligosaccharide chains, can initiate the
formation of a multimeric receptor complex in the sperm membrane, mediated by calcium ions.
Signaling molecules that activate the acrosome reaction cascade are added to this complex, thus
leading to penetration of the pellucid zone, fusion with the oocyte and, as a result, fertilization.

Keywords: Calcium, acrosome reaction, pellucid zone.

Introducao

A interagao dos espermatozoides de ma-
miferos durante a fecundagao ocorre sob
trés niveis distintos: (i) na camada do
cumulus; (i) na zona pelucida (ZP), que
induz a exocitose do conteudo acrosso-
mico, e (iii) na membrana plasmatica do
00cito, que inicia com a adesao ao oole-
ma e conclui com a fusao da membrana
espermatica (Evans, 2002). Para que isto
ocorra, o espermatozoide fecundante
precisa sofrer um complexo e laborioso
processo, uma vez que € incapaz de fe-
cundar o 00cito sem que ocorram essas
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modificacoes (Amann & Graham, 1992).
Deste modo, precisa permanecer no
trato reprodutivo feminino por determi-
nado periodo e, assim, se tornar capaz
de penetrar no odcito (Bedford, 1983).

Ap0s a deposicao do sémen no aparelho
genital feminino pré-ovulagao, o esper-
matozoide precisa ser transportado até
0 reservatorio espermatico e manter-se
viavel no genital feminino até a ovulagao
ocorrer, € a0 mesmo tempo deve ser pre-
parado para fecundacao do odcito. Desta
maneira, entre os diversos fatores envol-
vidos na fecundacao do odcito, alguns



se destacam: a motilidade espermatica,
a contracao miometrial e a inflamagao
espontanea uterina pos-cobertura, que
sao fatores importantes para o transporte
e sobrevivéncia do espermatozoide no
trato reprodutivo da fémea (Troedsson
et al., 1998). Esta revisao de literatura
tem como objetivo ressaltar e discutir os
principais pontos envolvidos na ativagao
e fecundac¢ao do oocito.

Revisao de literatura

Modificacoes do
espermatozoide necessdrias
a fecundagdo

O lumen uterino momentos apos a co-
bertura e/ou inseminagao artificial se tor-
na um ambiente desfavoravel, devido ao
processo inflamatorio instalado via o in-
fluxo de polimorfos nucleares (PMNs) e
ativacao do sistema complemento, que €
desencadeado pelo sémen, constituintes
do meio diluidor e bactérias (Troedsson
etal, 1998).

A cascata do sistema complemento me-
dia uma série de reagoes biologicas que
incluem: o aumento da permeabilidade
vascular, quimiotaxia, opsonizacao para
fagocitose, ativacao da lipase na mem-
brana e lise de micro-organismos e ele-
mentos estranhos no sémen. A ativacao
dessa cascata resulta na clivagem do fator
C5 em C5a e C5b, assim a subunidade
(C5a média a quimiotaxia dos PMNs que
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se ligam aos espermatozoides, bactérias
e macromoléculas do sémen e do meio
diluidor (Troedsson et al., 1995). Entre-
tanto, as bases moleculares da ligacao do
complemento permanecem desconheci-
das (Troedsson et al., 1998).

Os espermatozoides presentes no lumen
uterino sao envolvidos pelo C5a e em
seguida fagocitados pelos PMNs ativa-
dos. Os PMNs ativados liberam PGF, a
partir do metabolismo do acido aracdo-
nico (via cicloxigenase) proveniente das
membranas das células espermaticas fa-
gocitadas (Troedsson et al., 1998). A
PGF, , além de atuar como um media-
dor inflamatorio, € um potente agente
tonico do miométrio. Deste modo, as
contragoes uterinas induzidas pela PGF,
atuam na remocao fisica do fluido e dos
produtos liberados durante o processo
inflamatorio (Troedsson et al., 2005;
Fiala et al., 20006).

O plasma seminal, presumivelmente, é
importante no transporte e sobrevivéncia
espermatica no utero, uma vez que pos-
sui efeitos inibitorios sobre a quimiotaxia
de PMNs e a fagocitose, além de con-
ter ocitocina e prostaglandina que sao
agentes miotonicos (Katila, 2001). Em
equinos, 0 aumento do transporte esper-
matico, do fluxo sanguineo no utero e na
tuba uterina, tém sido associados a pre-
senca do plasma seminal. Embora tenha
sido sugerido que os componentes do
plasma seminal influenciem o transporte
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espermatico em varias espécies, em equi-
nos as informagoes permanecem limi-
tadas. Baseado em estudos conduzidos
com suinos, acredita-se que a presenca
de estrogeno no plasma seminal de ga-
ranhoes tenha efeitos positivos sobre o
transporte espermatico e a fecundacao
(Claus & Schams, 1990).

Os espermatozoides no aparelho repro-
dutivo da fémea necessitam atingir a
tuba uterina dentro de poucas horas pa-
ra que possam evitar a fagocitose pelos
PMNs, que estarao presentes no lumen
uterino 30 minutos apos a cobertura ou
inseminagao, obtendo numero maximo
de fagocitos entre 8 e 24 horas apos.
Estudo em equinos registrou grande nu-
mero de espermatozoides presentes na
tuba uterina 4 horas apos o servico (Fiala
etal., 2006). Os espermatozoides que al-
cancam a tuba uterina podem permane-
cer armazenados neste local em estado
funcional por horas durante dias, embo-
ra, na espécie equina, a capacitagao € a
fecundagao nao requeiram este evento
para que possam ocorrer normalmente,
a preservagao de na tuba uterina € de
valia em servicos realizados pré-ovulacao
(Troedsson et al., 1998).

Na égua, o principal reservatorio esper-
matico € a tuba uterina, mais especifica-
mente, a regido caudal do istmo, local
este onde também ocorre a capacitacao
espermatica (Delpech & Thibault, 1993).
Durante a passagem pelo trato repro-
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dutivo, com a subsequente chegada a
tuba uterina, os espermatozoides sofrem
modificagdes nos componentes da mem-
brana espermatica, que provocam a des-
estabilizagao da bicamada fosfolipidica.
Consequentemente, ocorrera fusao das
membranas plasmatica e acrossomica
externa, iniciando a reagao acrossomica
(Amann & Graham, 1992; Bazer et al,,
1995) e a hiperativacao da motilidade
espermatica (Bedford, 1983; Delpech &
Thibault, 1993).

Para preservar a membrana plasmatica
integra durante o transporte pelo apare-
lho genital feminino, proteinas do plasma
seminal se aderem a mesma, formando
assim uma capa de glicoproteinas. Os
espermatozoides, ao passarem do plasma
seminal para os fluidos do genital femi-
nino, terao removidas ou modificadas
a capa de glicoproteinas (Gadella et al.,
2001). Desta forma, ocorre alteracao do
fluxo idnico transmembrana, exposicao
dos sitios de receptores da membrana
espermatica e remocao dos componen-
tes que recobrem a cauda, evitando ini-
bidores da hiperativacao da motilidade.
Alteracoes semelhantes ocorrem nas
porgoes caudal e rostral da cabega do
espermatozoide, precedendo a reacao
acrossomica, e nas pecas intermediaria e
principal, antecedendo a hipermotilidade
(Amann & Graham, 1992).

As mudangas nos componentes da mem-
brana espermatica seguem-se progressi-



vamente com: perda de proteinas, re-
dugao do peso molecular e da propor¢ao
de colesterol/fosfolipidio, além de au-
mentar a mobilidade lateral de lipidios
e proteinas. A reducao das propor¢oes
de colesterol/fosfolipidios na membrana
plasmatica e na membrana acrossomal
incrementa a fluidez, através do fluxo
de colesterol por transferéncia para mo-
léculas de albuminas e lipoproteinas de
alta densidade presentes na tuba uterina
(Amann & Graham, 1992; Delpech &
Thibault, 1993).

O colesterol tem importante fungao na
estabilizagao das membranas biologicas,
e sua remocao, desestabiliza a membrana
€ promove a reorganiza¢ao dos compo-
nentes da bicamada, incluindo redistri-
buicao de proteinas integrais (Amann &
Graham, 1992). Ha evidéncias de que
o bicarbonato também pode facilitar a
desorganizacao da membrana, princi-
palmente na regiao apical da cabeca do
espermatozoide (Gadella et al., 2001).
A desestabilizacao por afetar a porcao
lipidica da membrana altera a permeabi-
lidade i0nica, particularmente ao calcio e
as propriedades fusogénicas, as quais sao
importantes para a reacao acrossomica
(Amann & Graham, 1992).

A capacitagao nas células espermaticas
dos mamiferos in vivo, aparentemente,
€ dependente, nao somente do calcio
(Ca?"), mas também do bicarbonato,
uma vez que supostamente, esta pre-
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sente em niveis mais elevados na tuba
uterina (20 mM) do que no fluido es-
permatico (<1 mM) (Colenbrander et al.,
2002). Esta molécula estimula a forma
soluvel da adenilciclase (AC), abundante
nos espermatozoides, resultando assim
no aumento dos niveis de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) que ativa
a proteina quinase A (PKA) que, por
sua vez, induz a fosforilacao de residuos
de tirosina (Gadella et al,, 2001). Esta
fosforilagdo media uma variedade de
funcoes celulares, como regulacao do
crescimento, controle de ciclos celulares,
regulacao de ions, formacao do citoes-
queleto, além de ser um componente
essencial da capacitacao espermatica por
ativar proteinas da membrana plasmatica
relacionadas com a ligacao na zona peld-
cida (Visconti & Kopf, 1998).

A atividade metabolica normal dos es-
permatozoides sob condicoes aerobicas
gera radicais livres como: anion superoxi-
do (O?), peroxido de hidrogenio (H,0O,)
e oxido nitrico (NO,). Os radicais livres
em altas concentracoes sao prejudiciais
ao espermatozoide (Ball et al.,, 2002);
entretanto, em baixas concentragoes,
eles desempenham fungoes essenciais
para a hiperativacao, capacitacao esper-
matica e reacao acrossomica, iniciados
pela fosforilacao de residuos de tirosina
(Lamirande et al., 1997).

De acordo com Gadella e Colenbran-
der (2003) a hipermotilidade, induzida
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pelo bicarbonato, leva a fosforilacao de
residuos de tirosina na cauda caracte-
rizado por aumento da amplitude do
batimento flagelar, proporcionado pela
maior flexibilidade na peca intermediaria
e mudanga no padrao de motilidade, de
progressivo para circular, devido a nao
rotacao da cabega espermatica (Bedford,
1983; Delpech & Thibault, 1993).

Os processos de hiperativacao e capa-
citagao espermatica envolvem meca-
nismos distintos (Amann & Graham,
1992). A liberacao de colesterol e a re-
distribuicao de proteinas na membra-
na plasmatica permitem a abertura dos
canais de calcio e, consequentemente,
0 aumento dos niveis de calcio intrace-
lular. Contudo, ha evidéncias de que a
hiperativacao seja relacionada aos niveis
de AMPc, calcio dependente, ou seja,
o0 aumento desta molécula precede o
inicio da motilidade hiperativada (Del-
pech & Thibault, 1993). Bedford (1983)
sugere que a hiperativacao espermatica
maximiza a probabilidade de contato
dos espermatozoides presentes na am-
pola com o odcito, facilitam o transporte
espermatico do istmo para a ampola e a
penetracao no oocito.

Juntamente com a hiperativa¢ao, o esper-
matozoide precisa passar pelo processo
de capacitagdo e reacao acrossomica
(fusao da membranas), que corresponde
a uma série de modificagdes no acros-
soma, necessarias para a passagem pela
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parede do oocito (Amann & Graham,
1992; Bazer et al., 1995).

A capacitacao previne a ativacao pre-
matura do acrossoma, até que o esper-
matozoide atinja o local de fecundagao
do odcito na ampola da tuba uterina
(Bazer et al., 1995) e nao precocemente
durante a passagem do espermatozoide
no aparelho genital feminino nas por¢oes
anteriores (Amann & Graham, 1992).
Embora a duragao do processo de capa-
citagao in vitro tenha sido estabelecida
para varias espécies, o tempo requerido
para a capacitacao in vivo nao € conheci-
do para todas (Amann & Graham, 1992).
Acredita-se que seja dependente da re-
lacao estrogeno/progesterona (Delpech
& Thibault, 1993).

Proximo ao momento da ovulacao, os
espermatozoides capacitados sao entao
liberados do epitélio da tuba uterina e
deslocam-se até o local da fecundacao.
A tuba e o proprio 0dcito parecem coor-
denar a funcao espermatica e a interagao
gamética (Topfer-Petersen et al., 2000).

Ativacdo do odcito

O odcito, no momento da ovulagao, en-
contra-se circundado pela zona pelucida
€ mais externamente pela corona radiata
e células do cumulus oophorus que sao
impregnadas por progesterona, capazes
de desencadear o estimulo fisiologico
da reacao acrossomal em uma peque-



na populacao de espermatozoides que
possuam o receptor para este hormonio
(Meizel & Turner, 1996).

O espermatozoide precisa atravessar tan-
to o cumulus oophorus como as células
foliculares da corona radiata para que
ele possa atingir a zona pelucida (ZP),
e interagir com o 00cito previamente a
penetracao (Osman et al., 1989).

A proteina espermatica de superficie
(PH-20) com hialuronidase ativa € consi-
derada como responsavel pela passagem
do espermatozoide através da camada
do cumulus. Esta informacao esta su-
portada por estudos conduzidos com
anticorpos contra PH-20, que eliminou
a hialuronidase ativa e preveniu a pene-
tracao espermatica através da ZP. Con-
tudo, a hialuronidase ativa nao € reque-
rida para a ligacao do espermatozoide
a ZP. Assim tem sido sugerido que o
terminal-C da PH-20 pode funcionar
como um dominio de adesao e mediar
a ligagao (Myles et al., 1997).

Apos a passagem pelo cumulus, a ZP
prové uma barreira para ligagcao do es-
permatozoide capacitado, levando assim
a indugao da exocitose celular (reagao
acrossomica), permitindo, entao, a pene-
tracao e fusao ao oolema e em seguida
o enrijecimento da ZP para prevencao
da polispermia. A funcao da ZP tem
sido reconhecida ha tempos, porém so
recentemente a acao foi atribuida a gli-

ATIVACAO E FECUNDACAO DO OOCITO DE MAMIFEROS

coproteinas especificas (D'Cruz, 1996;
Wassarman et al. 2004).

A ZP do odcito de mamiferos € compos-
ta por trés glicoproteinas, denominadas
de ZP1, ZP2 e ZP3, que interagem por
ligacoes do tipo nao-covalentes. A ZP2
e a ZP3 estao presentes em quantidades
equimolar semelhante, e sao mais abun-
dantes do que a ZP1 (Wassarman et al.
2004). Cada um dos tipos de glicopro-
teinas consiste de uma cadeia comum de
polipeptidio, que € heterogeneamente
glicosilado com o oligossacarideo ligado
a asparagina-(N) que se liga a serina/
treonina-(O), e sendo modificados por
sulfatacao, sialilacao entre outras subdi-
visoes (Gupta et al., 2004).

A ZP3 € a responsavel pela ligacao es-
permatica primaria a ZP e pela induc¢ao
da reagao acrossomica, enquanto a ZP2
participa na ligacao espermatica secunda-
ria a ZP (Lasserre et al,, 2003). A ligagao
do espermatozoide ao 00cito é espécie-
especifica, e € mediada por oligossacari-
deos ligados a ZP3. Os peptideos da ZP,
apesar de especificos para a espécie, tem
varias regioes identificadas que incluem
uma sequéncia de sinais de terminal-N,
um grande dominio da ZP, um consenso
do local da clivagem pela furina (CFCS)
e uma regiao transmembrana hidrofobi-
ca proxima ao terminal-C (Wassarman
et al,, 2004).

Ha um polipeptidio entre o terminal-C
do dominio da ZP e o CFCS, uma regiao
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de ZP3 denominado de local combinado
para o espermatozoide. Esta regiao pos-
sui residuos glicosilados de serina (Ser)
para que o espermatozoide, com acros-
soma intacto, possa se ligar durante a fe-
cundagao (Gupta et al,, 2004). A ZP3 de
camundongos tem cinco residuos de Ser
nesta regiao (-Ser-Asn-Ser-Ser-Ser-Ser-),
mas somente duas dessas, Ser-332 e a
Ser-334, aparentemente, apresentam li-
gacao com oligossacarideo O-ligado, que
€ reconhecido pelo espermatozoide. Em-
bora a estrutura desses oligossacarideos
nao tenha sido determinada, evidéncias
sugerem que varios agucares incluindo
galactose, fucose e glucosamina-acetil-N,
podem estar envolvidos no reconheci-
mento pelo espermatozoide. E notavel
que, embora a Ser-332 e a Ser-334 ten-
ham sido conservadas na ZP3 de ca-
mundongos e humanos, esta regiao tem
sofrido consideraveis mudancas durante
a evolucao. Tendo sido sugerido como
coadjuvante para a selecao Darwiniana
positiva, e em parte, podendo ser respon-
savel por manter a fecundacao espécie-
especifica (Wassarman et al., 2004).

Em contraste, a informagao disponivel
acerca da composicao da ZP e do seu
papel durante a fecundacado, a caracte-
rizacdo molecular e bioquimica das pro-
teinas espermaticas envolvidas na ligacao
da ZP, precisa ser mais bem estudada.
Em humanos, varias proteinas tém sido
propostas como participantes da ligacao
primaria e secundaria da ZP. Dentre es-
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tas estao o antigeno FA-1, receptor zona
quinase (ZRK), P34H, lectina-manose,
hexosaminidase (Hex, E.C.3.2.1.52), um
antigeno reconhecido pelo anticorpo
mitocondrial 4A8, selectinas, protei-
na YLP12, proteinas reativas anti-SLIP,
SOB3, PH20, SP10 e pro-acrosina. A
codificagao da sequéncia de algumas des-
sas proteinas tem sido relatada. Contudo,
ainda, nao foi realizada comprovacao se
a0 essenciais ou N2o a interacao oocito-
espermatozoide (Lasserre et al., 2003).

Mudancgas oocitarias
a fecundacdo

A penetragao da zona peltcida € um dos
processos vitais durante a fecundagao.
Desta maneira, espermatozoides inca-
pazes de reconhecer e se ligar a essas
glicoproteinas, falham em fecundar o
oocito. O reconhecimento do gameta e
as proximas interagoes sao realizados por
interagOes proteina-carboidrato dos re-
ceptores da zona pelucida, que ativam o
sinal da cascata, a qual inicia a exocitose
acrossomal por reagoes de fosforilagao/
desfosforilacao (Topfer-Petersen et al.,
2000).

A interacao entre a estrutura da ZP e o
espermatozoide capacitado, bem como a
apresentacao conjunta das cadeias de oli-
gossacarideos, pode iniciar a formacao de
um complexo receptor multimérico den-
tro da membrana espermatica, mediada
por ions calcio. A esse complexo, € agre-



gado moléculas sinalizadoras que ativam
a cascata da reagao acrossomica, levando
assim a penetracao da zona pelucida e
a fusao com o oocito (Topfer-Petersen
et al.,, 2000; Ben-Yosef & Shalgi, 2001).

A fusao de membranas € um dos even-
tos chave na diversidade dos fenome-
nos celulares, tais como transporte entre
organelas, na endocitose e exocitose,
miogénese, infeccao viral e fecundacao.
Desta forma, pode-se pressupor que a
especificidade da fusao de membranas
sugere o envolvimento de modulado-
res especificos que regulam o recon-
hecimento das membranas envolvidas
(Evans, 2002).

A adesao da membrana plasmatica do
espermatozoide ao oolema, desencadeia
uma fusao destas estruturas que € simi-
lar a resposta que ocorre em linfocitos
apos ativacao na presenca de antigenos.
Sugere-se que principios similares podem
ser extrapolados aos eventos de fusao na
fecundagao. Baseado nestes fatos, tém
sido desenvolvidos estudos na tentativa
de elucidar a contribuicao das varias
moléculas de adesao celular na fusao do
espermatozoide com o odcito (D'Cruz,
1996; Evans, 2002).

Tem sido postulado que a ligagao do
espermatozoide a integrina do o0cito
€ um pré-requisito para a adesao e na
sequéncia para a fusao das membranas
espermatica e do odcito. A integrina do
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tipo B1 tem sido especialmente implica-
da como sendo requerida para a fusao
do espermatozoide (He et al., 2003). O
conceito de que uma integrina no oocito
seja requerida para a fusao de membra-
nas originou-se com a identificacao de
uma proteina espermatica de superficie,
a fertilina, originalmente descrita como
PH-30 (Myles, 1993). Essa proteina ini-
cialmente foi correlacionada com a fusao
de gametas, baseado em estudos de ini-
bicao com anticorpos (He et al., 2003).

Estudos tém registrado evidéncias que
sustentam a hipotese que a integrina na
superficie do odcito pode ser o receptor
para a molécula de superficie do esper-
matozoide, responsavel pela fusdo. As in-
tegrinas sao classificadas como moléculas
de adesao que ligam células a matriz ex-
tracelular ou a outras células. Sao forma-
das por duas subunidades heterodimeras
(o e B) com multiplos subtipos, tanto o
(120-180 kDa) quanto B (90-110 kDa),
sendo que essas subunidades podem se
associarem em varias combinagoes para
formarem familias de moléculas (Myles,
1993).

A fertilina € a proteina da superficie es-
permatica que corresponde ao sitio de
ligacao das integrinas do 0dcito, e assim
como as integrinas, € um heterodime-
ro composto por subunidades o e B, e
ambas pertencentes as desintegrinas e
metaloproteinases (ADAM), familia das
proteinas da membrana plasmatica (Pri-
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makoff & Myles, 2002). Baseado no fato
que a desintegrina soluvel encontrada no
veneno de serpentes liga-se a integrina
allbpB3, foi proposto que o dominio da
desintegrina da fertilina espermatica po-
de ligar-se a integrina do odcito (He et al,,
2003). Varias integrinas do odcito tém si-
do reportadas (Evans, 2002), com acoes,
sobre a fertilina, e também associadas a
CD?9 em varias células (He et al., 2003).

A CD9 pertence a superfamilia da te-
traspanina (TM4SF), proteinas integrais
da membrana plasmatica. Essas proteinas
possuem quatro dominios transmem-
brana, duas alcas extracelulares e trés
segmentos citoplasmaticos curtos. Atuam
como “moléculas facilitadoras” por con-
duzirem e estabilizarem complexos mo-
leculares. As tetraspaninas tém sido asso-
ciadas fisicamente com os membros da
familia das integrinas, com a classe do
complexo de histocompatibilidade prin-
cipal, dentre outras. Embora o preciso
mecanismo de acao permaneca incerto,
a tetraspanina (CD9), interage com as
integrinas a3B1, a6 1, a4p1 e allbp3,
sugerindo que sua agao na sinalizagao,
migragao e adesao a matriz extracelular
dos substratos € por intermédio destas
integrinas (Chen et al., 1999).

ApOs o espermatozoide realizar os pro-
cessos de adesao, penetracao e passagem
pela ZP (via liberacao de acrosina) para
o espacgo perivitelino (EPV), ele pode
interagir com as micro vilosidades do
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oolema, se ligar, fundir €, a seguir, ser
engolfado pelo oocito, onde o nucleo
do espermatozoide é descondensado
(ooplasma) e, mais tarde, transformado
no pro-nucleo masculino. A partir desse
momento, a reacao cortical € iniciada, a
segunda divisao meiotica € retomada, ha
um aumento da atividade metabolica, re-
modelagem do citoesqueleto, formagao
do pro-nucleo feminino unificacao geno-
mica, sintese de DNA e a primeira di-
visao mitotica (Meng & Wolf, 1997; Kaji
& Kudo, 2004).

De todas as reacOes que se iniciam com
a ativacao do o0cito, a ativacao dos gra-
nulos corticais (reacao cortical [RCD €
considerada de maior relevancia por
impedir a polispermia. Esses granulos sao
organelas especializadas no citoplasma
do oocito que permanecem em intimo
contato com a membrana plasmatica.
Primeiramente, aparecem durante o
crescimento do oocito como produto do
complexo de Golgi contendo varias en-
zimas hidroliticas. A RC envolve a fusao
dos granulos corticais, a membrana plas-
matica, com concomitante exocitose do
conteudo dos granulos dentro do EPV
em resposta a fecundacao. A exocitose
provavelmente é precedida por sinais de
transdugao, similarmente ao que ocorre
em células somaticas (Wassarman et al.,
2004). As enzimas dos granulos corti-
cais, apos liberacao no EPV, adentram
na ZP, altamente porosa, e, modificam
as glicoproteinas (ZP2 e ZP3), entao



se estabelece a reagao de zona, que €
caracterizada por diminuicao da solubili-
dade da ZP e perda da receptividade aos
espermatozoides livres, devido a proteo-
lise de parte da ZP2 e oligossacarideos
O-ligados da ZP3, pela acao das glico-
sidases provenientes dos granulos (Liu
etal, 1997).

Em algumas espécies como o ouri¢o-do-
mar e a 13, a ligacao do espermatozoide
promove a despolarizacao imediata da
membrana do odcito, e assim impede
a entrada de mais espermatozoides. Na
maioria dos animais estudados, a ligagao
do espermatozoide induz uma grande e
transiente elevacao das concentragoes
citoplasmaticas do ion calcio no odcito,
que se inicia no local da penetracao e
move-se por todo o odcito em forma
de onda (Ben-Yosef e Shalgi, 2001). Em-
bora o mecanismo pelo qual o esper-
matozoide induza as ondas de calcio
seja questionavel, foi estabelecido que
a onda de elevagao do calcio € que in-
duz a fusao das vesiculas corticais com a
membrana plasmatica, resultando assim
na elevacao do envelope de fecundagao,
formacao de uma barreira a penetracao
de outros espermatozoides (Hable &
Kropf, 2000).

Essa onda transiente de calcio € reque-
rida n3o somente para ativar a reagao
cortical, mas também para reativacao
da meiose, na formagao pro-nuclear,
iniciacao da sintese de DNA e progres-
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sao normal da clivagem embrionaria.
Em adicao, recentes estudos demons-
tram que a frequéncia e a amplitude
da onda de calcio podem ter impacto
nos estadios de desenvolvimento pré
e pos-implantacdo. O mecanismo exa-
to pelo qual o espermatozoide inicia a
oscilagao da concentragao de calcio no
00cito ndo € completamente conhecido,
porém sabe-se que envolve a producao
de inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3), e estes
por sua vez se ligam aos receptores no
reticulo endoplasmatico (principal esto-
que intracelular fons calcio), permite-se
desta forma o efluxo de ions calcio para
o citosol (Ben-Yosef & Shalgi, 2001 ; Be-
dford et al., 2004).

Tem sido postulado classicamente que
a producao de IP3 se inicia através da
proteina G ou pela sinalizacao da tirosina
quinase ligada aos receptores no oolema.
Entretanto, estudo divergente sugere que
o espermatozoide seja o iniciador da
producao de IP3, uma vez que a fusao
espermatozoide-odcito precede o inicio
transiente de ions calcio, ocorrendo o
pico de calcio a seguir, apos breve atraso,
o que torna condizente as evidéncias da
teoria sobre do fator espermatico como
sendo o responsavel pela iniciacao da os-
cilacao de calcio em mamiferos (Bedford
et al,, 2004).

A primeira onda transiente de ions cal-
cio € seguida por uma série de ondas
de baixa frequéncia e alta amplitude.
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A oscilagao de ions calcio € observada
em oocitos de todos os mamiferos es-
tudados, embora as caracteristicas seja
espécie-especifica. Em roedores e huma-
nos, as oscilagoes sao de alta frequéncia,
com intervalos regulares de 2 a 4 mi-
nutos de pico a pico. Com o progresso
da fecundacao, a dimensao do pico € a
frequéncia do Ca?* diminuem, enquanto
a amplitude aumenta até o término da
oscilagao do calcio, que culmina com
o0 inicio da interfase e da formacao do
pro-nucleo (horas apos a entrada do es-
permatozoide). A oscilacao do ion calcio
requer um continuo influxo do mesmo
para preencher os estoques do reticulo
endoplasmatico. Embora uma simples
elevacao dos niveis de calcio seja sufi-
ciente para produzir a ativagao oocitaria,
a oscilacao pode ser necessaria para o
desenvolvimento de eventos adicionais
(Ben-Yosef & Shalgi, 2001).

Atualmente, € sabido que o calcio é re-
querido na fecundacao para a ativacao
do odcito, porém nao foi estabelecido
como 0s espermatozoides promovem
as mudangas de ions calcio em o0citos,
nem como a mudanga nos diferentes pa-
droes afetam o desenvolvimento embrio-
nario. Permanece incerto o mecanismo
de desencadeamento da maturacao do
o0cito mediada pelo calcio, embora o
impedimento de sua mudanca intracelu-
lar possa inibir a maturacao meiotica em
estadios especificos (Homas et al., 1993).
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Consideracdes finais

O oocito e os espermatozoides de ma-
miferos passam por complexos even-
tos durante o decorrer da fecundacao,
sendo que alguns eventos ocorrem em
ambos os gametas, como a fusao das
membranas (reacao acrossomica, reagao
cortical e fusao espermatozoide-ooci-
to) e os que acontecem envolvendo a
proteolise da ZP (penetragao da ZP e
reacao da ZP). Os trés primeiros pro-
cessos utilizam sinais intracelulares do
oocito ou do espermatozoide, posterior-
mente os dois processos subsequentes
utilizam enzimas presentes em organelas
especializadas, semelhantes a lisossomos,
nos espermatozoides (acrossoma) ou
no oocito (granulos corticais) para mo-
dificar as glicoproteinas da ZP. Tendo,
tanto o espermatozoide quanto o odcito,
adesao de moléculas presentes na super-
ficie que suporta a interacao, espécie-
especifica, entre gametas que precede
a fusao. Desta forma, apesar da consi-
deravel diferenca, o espermatozoide e o
00cito usam mecanismos analogos para
alcancar o objetivo de comum que € a
fecundacao.
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