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Figura11.10 Um espermatozéide huma-
no. Avesicula acrossémica na extremidade
anterior do espermatozéide contém enzimas
que sdo utilizadas para digerir os envoltérios
protetores em torno do ovo. A membrana
plasmética na cabeca do espermatozéide
contém varias proteinas especializadas que se
ligam ao envoltério do ovo e facilitam a sua
entrada. O espermatozdide move-se gragas ao
seu flagelo Unico, que obtém energia de mito-
condrias. O comprimento total da cabecaaté o
final da cauda é de aproximadamente 60 um.
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A fecundagdo - a fusao do ovo e do espermatozoide — é o evento que desencadeia o
inicio do desenvolvimento. As membranas do ovo e do espermatozéide fusionam-se e
o nicleo do espermatozéide penetra no citoplasma do ovo, tornando-se o pronucleo
do espermatozoide. Nos mamiferos e em muitos outros animais, a fecundacio desen-
cadeia a conclusdo da meiose no 0vo, e 0 conjunto de cromossomos maternos retido
no ovo torna-se o pronticleo do ovo. Os pronticleos do espermatozoide e do ovo for-
mam o nticleo zigético. Na fecundacio, o ovo tem a sua divisdo ativada e embarca em
seu programa de desenvolvimento. A fecundagdo pode ser externa, como nas rds, ou
interna, como na Drosophila, em mamiferos e em aves. De todos os espermatozéides
liberados por um animal macho, apenas um fecunda cada ovo. Em muitos animais,
incluindo os mamiferos, a penetragao do espermatozéide ativa um mecanismo de blo-
queio no ovo que impede a entrada de qualquer outro espermatozdide — o chamado
bloqueio da polispermia. Isso & necessario porque, se mais de um nticleo de espermato-
z6ide entrasse no ovo, haveria conjuntos adicionais de cromossomos e centrossomos,
resultando em um desenvolvimento anormal. H4 varios mecanismos para garantir que
apenas um nicleo de espermatozéide contribua para a formacao do zigoto. Em alguns
animais, como nas aves, muitos espermatozoides penetram no ovo, mas todos, com
excecdo de um, sdo destruidos no citoplasma,

Tanto ovos como espermatozéides sio estruturalmente especializados para a fecun-
dagdo. As especializacées do ovo estio direcionadas para impedir a sua fecundacdo por
mais de um espermatozéide, enquanto as do espermatozéide estio direcionadas para
facilitar a penetragdo no ovo. Os ovos estio geralmente envolvidos por vérias camadas
protetoras e, em muitos organismos, eles possuem uma camada de granulos corticais
logo abaixo da membrana plasmatica. O ovo de mamifero é delimitado por uma membra-
na plasmatica com granulos corticais subjacentes e, em torno dela, estd a zona pelicida,
que serve para tornar o ovo impenetravel a mais de um espermatozdide. Todos os esper-
matozdides sdo células dotadas de mobilidade, tipicamente projetadas para a ativacdo
do ovo e, a0 mesmo tempo, para a liberagdo de seu ndcleo no citoplasma do ovo. Eles
consistem fundamentalmente em um nticleo, em mitocdndrias, para o provimento de
uma fonte de energia, e em um flagelo, para o movimento. A extremidade anterior é
altamente especializada, auxiliando na penetracdo (Fig. 11.10). Os espermatozéides do
nematédeo C. elegans e os de alguns outros invertebrados sdo incomuns porgue se asse-
melham a uma célula normal e se deslocam por movimentos amebdides.

11.7 Afecundacio envolve interagdes de superficie celular entre o ovo eo
espermatozoéide

Depois de os espermatozéides terem sido depositados no trato reprodutivo de uma
fémea de mamifero, eles passam porum processo conhecido como capacitacao, que faci-
lita a fecundacdo por remover certos fatores inibitérios. H4 muito poucos ovos maduros
- geralmente um ou dois em seres humanos e em torno de 10 no camundongo - espe-
rando para serem fecundados, e menos de 100 dos milhges de espermatozéides deposi-
tados acabam chegando a esses ovos. O espermatozoide tem de penetrar vérias barreiras
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Figura11.11 A fecundacéo de um ovo de
mamifero. Depois de penetrar na camada

de células do ctimulo derivada do foliculo, 0
espermatozdide liga-se a zona peltcida (1).
Isso desencadeia a reacdo acrossdmica (2),

na qual so liberadas enzimas da vesicula
acrossdmica que degradam a zona peltcida.
Isso possibilita que o espermatozoide penetre
na zona peltcida (3) e se ligue 8 membrana
plasmatica do ovo. A membrana plasmatica
da cabeca do espermatozéide funde-se coma
membrana plasmética do ovo (4). Isso ativa o
ovo, causando a liberago dos granulos corti-
cais e a entrada do nucleo do espermatozoide
no citoplasma do futuro zigoto (5).

Segundo Alberts, B. et al.: 1989.
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fisicas para entrar no ovo (Fig. 11.11). Em ovos de mamiferos, a primeira barreira é a ca-
mada das células do ciimulo, incrustadas em uma massa pegajosa de dcido hialuronico. A
atividade de hialuronidase na superficie da cabeca do espermatozoide ajuda-o a penetrar
nessa camada. O espermatozoide encontra a seguir a zona pelcida, uma camada de gli-
coprotefnas que envolve o ovo. Esta camada também atua como uma barreira fisica, mas
a penetragdo dos espermatozéides nela é auxiliada pela reacéo acrossémica — a liberagao
| do contetido da vesicula acrossomica localizada na cabega do espermatozdide. A zona
| pelticida contém trés glicoproteinas, incluindo a ZP3, que & um receptor para a ligagio
espécie-especifica do espermatozdide. A proteina SED1, que estd na membrana plasma-
tica da cabeca do espermatozéide, liga-se a zona pelticida. Quando o espermatozoide se
liga & ZP3, o contetido do acrossomo € liberados por exocitose. Dentre as enzimas libe-
radas estdo a B-N-acetilglicosaminidase, que quebra as cadeias laterais oligossacaridicas
das glicoproteinas da zona pelticida, e uma protease denominada acrosina. Essas enzimas
permitem que o espermatozéide aproxime-se da membrana plasmatica do ovo.

A reacdo acrossdomica também expoe protefnas na superficie do espermatozdide
que podem ligar-se @ membrana do ovo e que estdo envolvidas na fusdo das membranas
do espermatozdide e do ovo. Um componente potencial é a proteina fertilina, que pode
se ligar a um receptor do tipo integrina na membrana plasmdtica do ovo. Um receptor
do ovo fundamental para o espermatozéide € a proteina CD9. A interacdo de um esper-
matozéide com a CD9 poderia iniciar a fusdo do espermatozéide e do ovo. Em esperma-
tozo6ides de muitos invertebrados, como o ourico-do-mar, a reacdo acrossomica resulta
na extensao de um processo acrossomico em forma de bastdo. Esse processo forma-se
pela polimerizagdo da actina e facilita o contato com a membrana do ovo.

«  E possivel fecundar ovos humanos em cultura e depois transferir um embrido mui-
to inicial para a mae. Essa técnica de fecundagdo in vitro (IVE, de in vitro fertilization)
tem sido de grande ajuda para casais que tém, por uma vérias razdes, dificuldades
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Figura 11.12 A despolarizagdo da mem-
brana plasmatica do ovo de ourico-do-mar
na fecundacgdo. O potencial de repouso da
membrana do ovo ndo-fecundado de ourico-
do-mar é de -70 mV. Na fecundacéo, ele muda
rapidamente para +20 mV e depois retorna
lentamente ao seu valor original. Essa despola-
rizacio poderia constituir um bloqueio rapido
a polispermia.

Figura11.13 Areagdo cortical na fecunda-
¢ao de ourico-do-mar. O ovo é envolvido por
uma membrana vitelinica, que fica do lado de
fora da membrana plasmética. Granulos corti-
cais limitados por membrana estao posiciona-
dos logo abaixo da membrana plasmética do
ovo. Na fecundacdo, esses granulos fundem-se
com a membrana plasmatica e parte do seu
conteldo é liberada por exocitose. O material
liberado junta-se a membrana vitelinica para
formar uma forte membrana de fecundacao,
que entao se descola da superficie do ovo e
impede a entrada de outros espermatozéides.
Outros constituintes dos granulos corticais
dao origem a uma camada hialina, que en-
volve o 6vulo fecundado sob a membrana da
fecundacéo.
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para conceber. E possivel até mesmo fecundar um ovo humano injetando-se um unico
espermatozéide individual intacto diretamente no ovo.

11.8 Alteracées da membrana do ovo na fecundagao bloqueiam a polispermia

Embora muitos espermatozoides adiram aos envoltérios circundantes do ovo, € impor-
tante que apenas um deles se fusione com a membrana plasmatica e libere seu nticleo
no citoplasma do ovo. Assim, existem mecanismos para impedir a entrada de mais de
um espermatozéide. O principal bloqueio a polispermia em muitos animais é posto
em acio tdo logo o primeiro espermatozoéide se fusiona a membrana plasmatica. Isso
estimula a liberacdo dos granulos corticais que, em mamiferos, contém enzimas que
bloqueiam a ligacdo de outros espermatozéides a zona pelticida. Em ourigos-do-mar.
que consideraremos em maiores detalhes, as enzimas contribuem para a formagao de
uma membrana de fecundacio impenetravel ao redor do ovo fecundado.

No ovo de ourico-do-mar, um bloqueio rapido a polispermia é desencadeado por
uma despolarizacdo transitéria da membrana plasmatica, causada pela fusdo esperma-
tozoide-ovo. O potencial elétrico de membrana através da membrana plasmatica vai de
—70 mV a +20 mV em um periodo de poucos segundos apds a penetragdo, do esperma-
tozéide (Fig. 11.12). O potencial de membrana retorna lentamente ao seu nivel original
enquanto a membrana de fecundacdio é formada a partir dos granulos corticais e da
membrana vitelinica. Se a despolarizacdo for impedida, ocorre polispermia, mas a ma-
neira pela qual a despolarizacdo bloqueia a polispermia ainda néo foi esclarecida. (Na
fecundacio do camundongo, ndo hé altera¢do do potencial de membrana). A reacac
cortical do ourico-do-mar, que é mais lenta, é melhor compreendida. A entrada do es-
permatozéide no ovo do ourico-do-mar resulta na iniciagdo de uma onda de liberacao
de célcio e faz com que os granulos corticais, que se situam imediatamente sob a mem-
brana plasmética no ovo maduro, liberem seu contetido no lado externo da membrana
plasmatica por exocitose. Isso resulta no desprendimento da membrana vitelinica dz
membrana plasmatica. O contetido dos granulos corticais contribui para que a mem-
brana vitelinica forme a membrana de fecundagio e também constitui uma camadz
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15 segundos 19 segundos 25 segundos

hialina entre ela e a membrana plasmatica do ovo (Fig. 11.13). Essas duas estruturas
impedem que outros espermatozoides se liguem & membrana plasmatica do ovo.

11.9 Uma onda de calcio iniciada na fecundacio resulta na ativagao do ovo

A ativacdo do ovo na fecundagdo inicia uma série de eventos que resulta no comeco
do desenvolvimento. Por exemplo, no ovo do ourico-do-mar, ha um aumento de varias
vezes na sintese protéica e, em varios outros casos, ha mudancas em estruturas do
ovo, como a rotagdo cortical que ocorre em OVOS de anfibios (ver Secdo 3.6). Os even-
tos principais, contudo, comegam com 0 & conclusdo da meiose do ovo, a qual havia
sido bloqueada em um de seus estagios. Depois disso, 0s nicleos do ovo e do esper-
matozoéide se fusionam para formar o genoma zigético dipldide, e o ovo fecundado
entra em mitose. Em camundongos e em seres humanos, as membranas pronucleares
desaparecem antes dos pronticleos se unirem.

A fecundacdo e a ativagdo do ovo em mamiferos e ourigos-do-mar estao associadas a
uma liberacdo explosiva de fons de Ca”* livres no interior do ovo, produzindo uma onda
de célcio que viaja através dele (Fig. 11.14). Aliberagao de calcio é desencadeada pela en-
trada do espermatozdide e € necessaria e suficiente para dar inicio ao desenvolvimento.
A onda comega no ponto de entrada do espermatozéide e cruza o ovo a uma velocidade
de 5a 10 um por segundo. Em todos os mamiferos, ocorrem oscilagoes na concentragao
de célcio por vérias horas apos a fecundagdo. O mecanismo para a liberagdo de Ca’" na
fecundacio ndo é conhecido, mas é possivel que o espermatozéide introduza um fator
protéico especifico que inicie a liberacéo de Ca®* apbs a fusdo dos granulos.

0O acentuado aumento de Ca>* livre é crucial para a ativagdo do ovo. Os ovos de uma
variedade de animais podem ser ativados se a concentragdo de Ca*" no citosol for artifi-
cialmente aumentada, por exemplo, por injecdo direta de Ca’". Em contrapartida, quan-
do o o aumento da concentragdo de célcio é impedido por meio da injecdo de agentes
que se ligam a ele, como 0 quelante de calcio EGTA, a ativacio é bloqueada. Ja se sabe,
ha muitos anos, que os ovos de Xenopus podem ser ativados por uma simples picada com
uma agulha de vidro; isso se deve a um influxo local de cdlcio no sitio da insercao da
agulha, o qual desencadeia uma onda de cdlcio. O célcio inicia o desenvolvimento do ovo
fecundado por meio de sua agao sobre proteinas que controlam o ciclo celular.

0 ovo de Xenopus ndo-fecundado ¢ mantido na metafase da segunda divisao meié-
tica pela presenca de altos niveis de um complexo protéico, o fator promotor de matu-
racdo (MPF, de maturation-promoting factor), que & um complexo de uma quinase depen-
dente de ciclina (Cdk, de cyclin-dependent kinase) com a sua ciclina correspondente. Os
efeitos do MPF sdo devidos a fosforilagao de varias proteinas-alvo pela quinase. Para que
o ovo complete a meiose, o nivel de atividade do MPF deve ser reduzido (Fig. 11.15).
Complexos Cdk-ciclina similares controlam o ciclo celular mitético. A onda de calcio
resulta na ativac@o da enzima proteino-quinase calmodulina-dependente 11. A atividade
desta quinase resulta indiretamente na degradacdo do componente de ciclina do MPF, o
que permite que 0 0VO complete a meiose. Os pronticleos entdo se fusionam, € 0 zigoto
avanca para o proximo estagio do seu desenvolvimento, que ¢ a entrada nos ciclos celu-
lares mitoticos da clivagem.

31 segundos 36 segundos

Figura11.14 Aonda de célcio na fecunda-
cao. Uma série de imagens mostrando uma
onda de célcio intracelular na fecundagao de
um ovo de ouri¢o-do-mar. O espermatozoide
fecundante fundiu-se um pouco a esquerda
do topo do évulo e desencadeou a onda. A
concentracdo de fons de célcio é monitorada
com um corante fluorescente sensivel a calcic
utilizando microscopia confocal de fluorescen-
cia. A concentacio de clcio é mostrada em
cores falsas: vermelho é a concentragao mais
elevada e, depois, amarelo, verde e azul. Os
tempos mostrados sao segundos ap0s a entrz-
da do espermatozoide.

Fotografias cortesia de M. Whitaker.




e e h ] “\ A UE! "’

462 + LEWISWOLPERT & COLABORADORES

Atividade do MPF Estimulo de progesterona

|— Blogueio interfésico

Degradacdo de ciclina induzida por Ca**

p———— Bloqueio metafdsico ———

12 corpiisculo pofar

pronticleos 29 corpiisculo
masculino efeminino Polar

Conclusdo da Entrada em Meiose Il Fecundagdo Conclusdo da Mitose Mitose
Meiose | Meiose Il
.Omto 06cito maduro Zigoto diploide
y imaturo
Figura 11.15 Perfil de atividade do fator
Resumo

promotor de maturagao (MPF) no desenvol-
vimento inicial de Xenopus. O avanco do ci-
clo celular do oécito imaturo de Xenopus esta
bloqueado. Ao receber um estimulo hormonal
de progesterona, ele entra na primeira divisao
meidtica e a completa, com a formagao do
primeiro corpidsculo polar. Ele entra entdo na
segundé divisdo meidtica, mas fica novamente
retido na metafase. Neste ponto, ocorre a pos-
tura. Na fecundacéo, a onda de célcio leva a
conclusdo da meiose, sendo formado o segun-
do corpusculo polar. O zigoto comega entéo

a clivar rapidamente por divisdes mitoticas.

A atividade do fator promotor de maturacao
(MPF) aumenta abruptamente um pouco
antes de cada divisdo dos ciclos celulares mei-
otico e mitdtico, permanece elevada durante
cada mitose e depois cai abruptamente e per-
manece baixa entre mitoses sucessivas.

A fusdo do espermatozéide e do ovo na fecundacéo estimula o ovo a comecar a se dividir e a se
desenvolver. Tanto o espermatozoide como o ovo tém estruturas especializadas relacionadas a fe-
cundacio. A ligacdo inicial do espermatozoide ao ovo em mamiferos ¢ mediada por moléculas da
zona pellicida e leva a liber’acdo do conteudo do acrossomo do espermatozdide, o que facilita a
penetracio do espermatozoide nas camadas que envolvem o ovo e lhe permite atingir a membra-
na plasmatica do ovo. O bloqueio da polispermia permite que apenas um espermatozéide se fu-
sione com o0 ovo e libere seu ndcleo no citoplasma dele. Em ouricos-do-mar, o primeiro bloqueio
érapido e parcial e 0 segundo resulta da liberacdo do contetido dos granulos corticais no exterior
para formar uma membrana de fecundacio impenetravel. Uma funcao fundamental na ativacdo
do ovo apds a fecundacéo é desempenhada pela liberagdo de ions de célcio livres no citosol, os
quais se espalham em uma onda a partir do sitio da fusdo do espermatozdide. Em mamiferos e na
maior parte dos outros vertebrados, a fecundacdo desencadeia a conclusdo da segunda divisao
meidtica; os pronucleos hapléides do espermatozéide e do ovo originam o nicleo do zigoto, e 0
ovo se divide.

Resumo: a fecundacdo nos mamiferos

atividade da hialuronidase na superficie do espermatozéide de mamifero

\

o espermatozéide penetraa  =>
camada do cimulo

a ligagdo a zona pelucida induz a
reagao acrossdémica no espermatozéide

b

enzimas sdo liberadas pelo acrossomo na cabega do espermatozéide

a membrana plasmaética do espermatozdide
fusiona-se com a membrana plasmatica do ovo

b

ondas de calcio
reagao cortical prové o bloqueio da polispermia 4}

o nucleo do espermatozéide é liberado no citoplasma

0 ovo completa a meiose e o desenvolvimento é iniciado




