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Abreviaturas

mM — milimolar

ug — micrograma

nm — nanémetro

AMPc — monofosfato de adenosina ciclico
Ca®" — on calcio

CI" —ion cloro

CO, — diéxido de carbono

GIFT — transferéncia intrafalopaiana de gametas
GPI — glicosilfosfatidil inositol

HCO3 — Bicarbonato

IMPs — particulas intramembranas

IP3 — inositol trifosfato

K" — ion potassio

kDa — kilodalton

Na® — ion sédio

PKA — proteina kinase A

PKA — proteina kinase A

ROS — espécies reativas de oxigénio

SH — radicais sulfidrila

S-S — pontes de dissulfeto

Zn?* — ion zinco



1. Introducgao

Os espermatozéides dos mamiferos apds a ejaculagdo ndo séo capazes de
fecundar os odcitos, mesmo apresentando motilidade e aparente normalidade
morfoldgica, adquirindo esta capacidade no trato genital feminino em um processo
tempo dependente denominado capacitagdo espermatica (PEREZ et al., 1996,
PEREIRA et al.,, 2000). Os primeiros relatos da capacitagdo espermatica foram
descritos independentemente por Austin na Australia e Chang nos Estados Unidos em
1951 (GORDON, 1994, BAZER et al., 1995, HARRISON, 1996).

A capacitacdo espermatica esta relacionada a mudangas fisiologicas e
bioquimicas da membrana plasmatica dos espermatozdides para que ocorram
interacdes entre os eles e os odcitos. Entre os processos envolvidos podem-se verificar
modificagdes como da fluidez da membrana, do fluxo de ions, entre outros (ROLDAN &
GOMENDIO, 1992, GORDON, 1994, PEREZ et al., 1996).

Frente ao exposto, esta monografia tem como principal objetivo apresentar os
eventos relacionados ao processo de capacitacdo espermatica, além de apresentar

uma breve revisdo sobre membranas biolégicas (plasmatica).

2. Revisao de literatura

2.1.Membranas Celulares (ALBERTS et al., 1994)

As membranas celulares sao essenciais para a vida da célula. A membrana
plasmatica define a célula, seus limites e mantém as diferengas entre o citoplasma e o
meio extracelular.

Em todas as células, a membrana plasmatica possui proteinas que agem como
sensores de sinais externos, avisando a célula a mudar seu comportamento em
resposta as alteracbes do meio. Estas proteinas sensoriais ou receptoras transferem
informacdes antes que ions ou moléculas atravessem a membrana.

Apesar de diferengas funcionais, toda membrana biolégica tem uma estrutura

geral comum: uma camada fina de lipideos e proteinas ligadas entre si por interagoes



nao covalentes. As membranas celulares sao dindmicas estruturas fluidas e a maioria
das moléculas é capaz de se mover no plano da membrana. As camadas de lipideos
sdo arranjadas como uma dupla camada de aproximadamente 5 nm de espessura que
fornece a estrutura basica da membrana e serve como uma barreira relativamente
impermeavel a passagem da maioria das moléculas soluveis em agua.

As moléculas de proteina “dissolvem” a bicamada lipidica mediando a maioria
das fungdes da membrana (transporte especifico de moléculas). Algumas servem como
sitios estruturais que conectam a membrana ao citoesqueleto e/ou a matriz extracelular
ou célula adjacente enquanto outras servem de receptores para detectar e traduzir
sinais quimicos do ambiente celular.

As membranas celulares s&o estruturas assimeétricas. A composicao de lipideos
e proteinas da face interna e externa difere, relacionando-se com o modo que exercem

suas funcgdes.

2.1.1. Bicamada lipidica

Todas moléculas lipidicas das membranas celulares s&o anfipaticas ou
anfifilicas, isto €, ttm uma extremidade hidrofilica (polar) e outra hidrofébica (n&o polar).
As mais abundantes sao os fosfolipideos que tém uma cabeca polar e duas caudas
hidrofobicas de hidrocarbonos. A cauda geralmente é de acidos graxos que podem
diferir em tamanho (14 a 24 atomos de carbono). Uma das caudas geralmente tem uma
ou mais dupla cis ligagao, isto é, é insaturada. Esta dupla ligagdo cria uma dobra na
cauda. A diferenca no tamanho e saturacdo das caudas de acidos graxos é importante
devido influenciarem a habilidade das moléculas dos fosfolipideos acomodarem-se
umas nas outras e por esta razdo eles afetam a fluidez da membrana (ALBERTS et al.,
1994, FLESCH & GADELLA, 2000).

E a forma e a natureza anfipatica das moléculas de lipideos que causam a
formagdo espontdnea da bicamada em solugdo aquosa, pois quando elas sao
circundadas por agua, tendem a agregar-se, com suas caudas hidrofébicas

direcionadas para o interior e suas cabegas hidrofilicas sdo expostas a agua.



Dependendo da forma, elas podem fazer isto de dois modos. Podem formar micelas
esféricas com as caudas para o interior ou formar uma lamina bimolecular ou bicamada,
com as caudas hidrofobicas entre as cabecas hidrofilicas (ALBERTS et al., 1994).

Além disso, esta bicamada lipidica tende a fechar-se e formar compartimentos
eliminando margens livres quando as caudas hidrofébicas estdo em contato com a
agua. Pela mesma raz&do, compartimentos formados pela bicamada tendem a se
restabelecer quando sdo rompidos (ALBERTS et al., 1994).

Uma das mais importantes caracteristicas das membranas ¢é a fluidez, essencial
para suas fungcbdes (ALBERTS et al., 1994).

O componente lipidico da membrana é um fluido bidimensional em que os
constituintes moleculares séo livres para movimentarem-se lateralmente, sendo os
fosfolipideos normalmente confinados a sua propria monocamada (ALBERTS et al.,
1994). Segundo Flesch & Gadella (2000), esta restricido deve-se a organizagao da
membrana plasmatica em dominios e subdominios.

A fluidez correta da membrana, que é dependente de sua composicdo e sua
temperatura, é biologicamente importante para processos de transporte da membrana e
atividade enzimatica, podendo ser cessados quando a viscosidade da bicamada é
aumentada (ALBERTS et al., 1994).

Uma bicamada sintética faz mudancas de um estado liquido para o estado
cristalino rigido (gel) como uma caracteristica do ponto de congelamento. Esta
mudancga no estado é chamada de fase de transicdo e a temperatura que isto ocorre é
mais baixa (isto €, a membrana fica mais dificil de congelar) se a cadeia de
hidrocarbonetos for curta ou tiver duplas ligagbes. Uma cadeia curta reduz a tendéncia
das caudas de hidrocarbonetos de se interagirem e a ligagdo dupla cis produz uma
dobra na cadeia de hidrocarbonos fazendo com que seja mais dificil de agrega-los,
mantendo a membrana fluida a baixas temperaturas (GRAHAM & FOOTE, 1987;
ALBERTS et al., 1994).

Entretanto, a bicamada lipidica ndo € composta exclusivamente de fosfolipideos.
Ha colesterol e glicolipideos (ALBERTS et al., 1994).



As membranas plasmaticas eucaridticas tém uma grande quantidade de
colesterol, sendo mais de uma molécula para cada molécula de fosfolipideo. O
colesterol acentua as propriedades de permeabilidade da bicamada. Eles se orientam
com seus grupos hidroxil (OH") perto do grupo de cabecgas polares das moléculas de
fosfolipideos. Para sua rigidez, anéis esterdides como laminas interagem e
parcialmente imobilizam aquelas regides das cadeias de hidrocarbonos que sao
proximas aos grupos de cabecgas polares. Pela redugdo da mobilidade dos primeiros
grupos CH; da cadeia de hidrocarbonos das moléculas e fosfolipideos, o colesterol faz
a bicamada lipidica menos deformavel nesta regido, diminuindo a permeabilidade a
pequenas moléculas soluveis em agua (ALBERTS et al., 1994).

As altas concentragbes de colesterol nas membranas plasmaticas tendem a
fazer a bicamada menos fluida, prevenindo a ligagédo e cristalizagdo das cadeias de
hidrocarbonos. S&do maneiras de inibir a possibilidade da fase de transicdo (GRAHAM &
FOOTE, 1987; ALBERTS et al., 1994).

A concentragcédo de colesterol e de fosfolideos varia conforme a espécie (TAB.
01).

Tabela 01: Porcentagem de colesterol e fosfolipideos nos espermatozéides mamiferos.

Espécie Colesterol Fosfolipideos Colesterol:fosfolipideos % molar de
(uM/10° sptz*) (LM/10° sptz*) relagdo molar colesterol
Carneiro 0,722 1,920 0,38 27
Touro 0,893 1,991 0,45 31
Coelho 1,411 1,607 0,88 62
Homem 1,438 1,447 0,99 50
*_sptz — espermatozdide Watson, 1981

Os principais fosfolipideos sao a fosfatidilcolina; esfingomielina; fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina que juntos representam mais de 50% dos lipideos de membrana.
Um outro lipideo, o inositol, esta presente em pequena quantidade, sendo importante
para a sinalizagéo celular (ALBERTS et al., 1994).



As duas metades da bicamada sao diferentes devido a disposi¢cdo dos quatro
fosfolipideos principais, sendo a fosfatidilserina o unico com carga negativa (ALBERTS
et al., 1994).

Conforme a espécie, os espermatozoéides possuem uma proporc¢ao diferente na

composicao dos fosfolipideos de membrana (TAB. 02).

Tabela 02: Composicao dos fosfolipideos dos espermatozoides de diferentes espécies.

Carneiro Touro Cachaco Cao Homem
Fosfatidilcolina 17,3 15,5 37,4 27,5 28,8
Colina fosfoglicerideos 40,8 44,8 9,8 3,6 2,7
Esfingomielina 11,4 10,5 12,6 18,3 21,4
Fosfatidilserina 1,0 1,8 24 3,6 2,7
Fosfatidiletanolamina 5,6 3,5 13,5 20,1 21,6
Fosfatidilinositol Nd* Nd* Nd* 2,7 1,9

*-ndo detectado ou em concentragéo abaixo de 1% Watson, 1981

Nos bovinos e ovinos, 45% sao fosfoglicerideos enquanto nas outras espécies a
fracao de fosfoglicerideos € de 20% ou menos (WATSON, 1981).

Enquanto que os espermatozdides bovino e ovino sdo distinguiveis de outras
espécies pela alta proporcéo de colina fosfoglicerideos, os espermatozdéides dos suinos
sdo aparentemente similares na distribuicdo de fosfolipideos (WATSON, 1981).

Os fosfolipideos nao dao indicativos da constituicdo dos acidos graxos que
influenciam as caracteristicas de membrana. O acido docosahexaendico (22:6) foi
relatado como sendo o principal fosfolipideos ligado aos acidos graxos em quase todas
as espécies de mamiferos examinadas com excegao do coelho, cdo e o macaco
Rhesus em que o acido docosopentaendico (22:5) e/ou acido palmitico (16:0)
predominam (WATSON, 1981).

A assimetria da membrana é importante funcionalmente. A enzima proteina
Kinase C, por exemplo, € ativada em resposta a sinais extracelulares. Ela se liga a face

citoplasmatica da membrana plasmatica onde a fosfatidilserina € concentrada e requer



a carga negativa do fosfolipideo para atuar. Similarmente, o inositol esta concentrado
na metade citoplasmatica da membrana (ALBERTS et al., 1994).

As moléculas lipidicas que mostram a mais estreita e consistente assimetria na
distribuicdo da membrana celular sdo os agucares contendo moléculas de lipideos
chamados de glicoproteinas. Estas moléculas sdo encontradas exclusivamente na
metade ndo citoplasmatica da bicamada lipidica e constituem cerca de 5% dos lipideos
na monocamada externa (ALBERTS et al., 1994).

2.1.2. Proteinas de membrana

Apesar da estrutura basica das membranas biologicas ser a bicamada lipidica, a
maioria das funcdes especificas € conduzida por proteinas. A quantidade e o tipo das
proteinas na membrana s&do altamente variaveis. O usual é que 50% da massa da
membrana ser de proteinas. Como a membrana lipidica, a proteina de membrana
geralmente tem cadeias de oligossacarideos ligados a ela. Entdo a superficie que a
célula apresenta para o exterior consiste largamente de carboidratos que formam o
glicocalix (ALBERTS et al., 1994).

Como os lipideos, as proteinas transmembranais sdo anfipaticas. Sua regido
hidrofobica passa através da membrana e interage com as caudas hidrofobicas das
moléculas de lipideos no interior da bicamada. Suas regides hidrofilicas sdo expostas a
agua em um ou outro lado da membrana. A hidrofobicidade de algumas proteinas é
aumentada pela ligagao covalente com cadeias de acidos graxos que estao dentro do
citoplasma da bicamada lipidica. Outras proteinas séo localizadas inteiramente no
citoplasma e sdo associadas com a bicamada somente por meio de uma ou mais
ligacbes covalentes nas cadeias de acidos graxos ou outro tipo de cadeia lipidica
chamada grupo prenil. Ha proteinas que estao inteiramente expostas a face externa da
célula, sendo ligadas a bicamada somente por ligagdes covalentes (via
oligossacarideos especificos) ao fosfatidilinositol da monocamada lipidica externa
(ALBERTS et al., 1994).



Algumas proteinas que nao entraram no interior hidrofébico da bicamada sao
ligadas com uma ou outra face da membrana por interagdes n&o covalentes com outras
proteinas de membrana. Muitas podem sair da membrana por extragdo como a
exposicao a forgas ibnicas fortes ou fracas ou pH extremo que interferem com as
interagdes proteinas-proteinas mas deixam a bicamada intacta. Estas proteinas sao
chamadas de periféricas. Em contraste, proteinas transmembranais, muitas proteinas
ligadas a bicamada pods-grupos lipidicos e outras firmemente ligadas ndo podem ser
separadas por este método e sdo chamadas de integrais (ALBERTS et al., 1994).

A proteina ligada a membrana e associada com a bicamada lipidica, usualmente
reflete a fungdo da proteina. Somente as proteinas transmembranais podem funcionar
dos dois lados da bicamada ou transportar moléculas através dela (ALBERTS et al.,
1994).

A proteina transmembranal tem uma orientagdo unica. Isto reflete a maneira
assimeétrica que é sintetizada e sua inser¢cédo na bicamada no reticulo endoplasmatico
liso e suas diferentes fun¢gdes no dominio do citoplasma e fora dele. Estes dominios sao
separados por segmentos de membrana de cadeias de polipeptideos que se contatam
com o meio hidrofébico da bicamada e sdo compostos na maior parte por residuos de
aminoacidos com cadeias nao polares (ALBERTS et al., 1994).

Devido aos peptideos se unirem por ligagdes polares e a agua estar ausente,
toda regido peptidica na bicamada é dirigida a formar ligagdes de hidrogénio, que é
maximizada se a cadeia polipeptidica formar uma o hélice regular como as que
atravessam a barreira. Esta € como a maioria dos segmentos de membrana das
cadeias polipeptidicas é levada a atravessar a bicamada (ALBERTS et al., 1994).

Na proteina transmembranal passagem simples, os polipetideos atravessam
uma vez, enquanto as multiplas passagens, atravessam varias vezes, sendo dificil as
proteinas transmembranais se cristalizarem (ALBERTS et al., 1994).

Algumas proteinas transmembranais multiplas passagens tém segmentos
arranjados como  cilindro antes das a hélices. As mais estudadas s&o as porinas. A
membrana externa é penetrada por varias proteinas porinas que formam poros que

permitem selecionar solutos hidrofilicos de até 600 Dalton para difundir através da
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membrana externa. As porinas tém uma B superficie ao invés da o hélice na maioria
das estruturas transmembranais (ALBERTS et al., 1994).

Como a membrana lipidica, as proteinas nao viram através da bicamada (flip-
flop), mas elas podem rotacionar sobre seu eixo perpendicular do plano da bicamada
(difuséo rotacional). Outras sdo capazes de se mover lateralmente dentro da membrana
(difusao lateral) (ALBERTS et al., 1994).

Muitas células tém maneiras de confinar as proteinas de membrana em dominios
especificos da bicamada. Isto ocorre por barreiras especificas nas jungdes
intracelulares (tight junction) (ALBERTS et al., 1994).

Uma célula pode criar dominios membranais sem usar jungdes intracelulares. Os
espermatozoides mamiferos sao as unicas células que consistem de partes distintas
estrutural e funcionalmente, cercados por uma membrana plasmatica continua. Ha pelo
menos trés dominios distintos: cabega anterior e posterior e cauda (ALBERTS et al.,
1994, FLESCH & GADELLA, 2000), podendo ser detalhados em peri-acrossomal, pés-
acrossomal, cabeca espermatica, peca intermediaria e flagelo (CUNHA, 2000). Algumas
propriedades da membrana como sua distribuicdo lipidica, assimetria e interacdes
lipideo-lipideo ou lipideo-proteinas sdo a base para a organizagdo destes dominios
(PARKS & GRAHAM, 1992, FLESCH & GADELLA, 2000).

As proteinas da membrana plasmatica, como regra, ndo sao expostas para o
exterior celular, mas sao recobertas por carboidratos que estdo presentes na superficie
celular. Estes carboidratos ocorrem como cadeias covalentes de oligossacarideos
ligados a proteinas de membrana (glicoproteinas) ou lipideos (glicolipideos) ou como
cadeias de polissacarideos de moléculas integrais da membrana, os proteoglicanos. Os
proteoglicanos, que consistem de cadeias longas de polissacarideos ligados
covalentemente a um centro protéico, sdo encontrados principalmente fora da célula
como parte da matriz extracelular, mas no caso dos proteoglicanos integrais de
membrana, o centro protéico também se estende através da bicamada lipidica ou é
ligado a bicamada por uma ligacao glicosilfosfatidil inositol (GPI) (ALBERTS et al.,
1994).
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O termo glicocalix é geralmente usado para descrever uma regidao de
carboidratos na superficie celular. O glicocalix exerce um papel importante na
comunicacao intercelular dos gametas, pois forma uma capa na superficie do
espermatozoide (ALBERTS et al., 1994, FLESCH & GADELLA, 2000).

As proteinas ligadas a carboidratos sdo as lecitinas. Apesar da maioria dos
carboidratos estar ligado a molécula da membrana plasmatica intrinseca, o glicocalix
usualmente contém glicoproteinas e proteoglicanos que foram secretados dentro do
espaco extracelular e entdo adsorvidos na superficie celular (ALBERTS et al., 1994).

O lado da cadeia de oligossacarideos das glicoproteinas e glicolipideos é
diferente em seu arranjo de agucares (ALBERTS et al., 1994).

Recentemente, a membrana plasmatica ligada a lecitina tem sido identificada por
reconhecer especificos oligossacarideos na superficie celular glicolipidica e
glicoproteica para mediar o processo de adesdo célula-célula, incluindo a ligagao
espermatozoide-6ocito (ALBERTS et al., 1994).

12



2.2.Capacitagao

Os espermatozoides maturados no epididimo sdo capazes de movimentagao
ativa, mas nao possuem capacidade imediata de fertilizagcdo. Eles ganham esta
habilidade apds permanecerem no genital feminino por algum tempo. As mudangas
fisiologicas que levam os espermatozoides a estarem competentes para a fertilizagao
sdo coletivamente denominadas de capacitagao (YANAGIMACHI, 1994, FLESCH &
GADELLA, 2000).

Historicamente, a capacitacdo tem sido definida como o intervalo de tempo entre
a deposicao do sémen no genital feminino durante a cobertura natural e a ocorréncia da
fertilizagdo (KOPF et al., 1999).

A descoberta da capacitacao foi resultado de tentativas frustradas de realizar a
fertilizacdo de odcitos in vitro com espermatozoides do ejaculado ou do epididimo. Em
1949, Noyes, Finkle e Rocke encontraram que espermatozdéides de coelhos obtidos do
sémen ou dos ductos deferentes foram incapazes de fertilizar odcitos no oviduto,
enquanto aqueles que permaneciam no oviduto por quatro a oito horas, possuiam esta
capacidade. Estes achados nao foram totalmente avaliados, ndo sendo por isto
publicados (YANAGIMACHI, 1994).

Os créditos da descoberta da capacitagdo foram dados a Austin e Chang no ano
de 1951, pois foram os primeiros a documentar, de forma independente, evidéncias
experimentais da necessidade da capacitagdo em coelhos e ratos (YANAGIMACHI,
1994, FERRARI, 1997).

A capacitagdo espermatica ira induzir mudangas na membrana plasmatica do
espermatozoide que resultardo em um aumento da sua afinidade pela zona pellcida,
propiciando a fertilizagao (FLESCH & GADELLA, 2000).

Mesmo hoje, apos cinquenta anos da descoberta da capacitagdo, as bases
moleculares ndo foram totalmente entendidas. Entretanto, acredita-se que um dos
principais eventos na capacitacdo seja a remocgéo ou alteragdo de estabilizadores ou
fatores protetores da membrana plasmatica, adquiridos durante o transito pelo

epididimo ou exposicdo ao plasma seminal, os quais levariam a membrana a uma
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condicdo propicia para a fertiizacdo e a ligagdo espermatozoéide-odcito
(YANAGIMACHI, 1994, FERRARI, 1997).

2.2.1. Local da capacitagao

O local onde se inicia e termina a capacitagao espermatica pode variar de acordo
com a espécie. Nas espécies onde o sémen é depositado intra-utero durante a
cobertura, os espermatozoides encontram-se totalmente ou a maior parte deles
capacitados nas partes iniciais do istmo, onde os espermatozéides “fertilizadores” estao
armazenados. Em hamsters, a capacitacdo espermatica no istmo ocorrera mais
rapidamente quando as fémeas sdo cobertas apds a ovulagdo. E improvavel que todos
0s espermatozoides completem a capacitacdo e cheguem ao istmo simultaneamente.
Ao invés disto, sub-populagdes especificas de espermatozoides sdo capacitados em
momentos diferentes, provavelmente devido a diferencas fisioldgicas e de localizagao
no istmo, levando de minutos a horas para que o processo se concretize. Contudo,
muitos espermatozoéides poderdo nao reagir a estimulos indutores da capacitagéo ou
ainda se deteriorarem sobre estas condi¢des (YANAGIMACHI, 1994, FLESCH &
GADELLA, 2000).

Nos espécies em que os espermatozdides sdo depositados vagina durante a
cobertura, como por exemplo nos ruminantes, a capacitacdo espermatica pode ter inicio
enquanto os espermatozodides passam através do muco cervical. A fricgdo da superficie
espermatica contra 0 muco adsorve substancias como as proteinas do plasma seminal,
facilitando a capacitacdo. Apesar de alguns espermatozoides estarem em um estagio
avangado da capacitagado apos esta passagem pelo muco, pouco se sabe sobre a real
capacidade destas células entrarem no oviduto para participarem da fertilizagdo. Nos
hamsters, os espermatozoides que foram totalmente capacitados intra-utero ndo serao
capazes de migrar eficientemente até o oviduto (YANAGIMACHI, 1994, FERRARI,
1997).
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2.2.2. Especificidade e especialidade do genital feminino em relagado a

capacitacao

Em coelhos, os espermatozoides sao capacitados mais efetivamente quando
passam sequencialmente pelo utero e oviduto. Entretanto, eles ja podem estar
totalmente capacitados no utero sem ascenderem ao oviduto. A capacitagcdo podera
ainda ocorrer em ovidutos isolados em um processo mais lento ou mesmo dentro de
alguns segmentos da vagina (YANAGIMACHI, 1994).

Gestagdes bem sucedidas em mulheres apds a transferéncia intrafalopaiana de
gametas (GIFT) indicaram que o espermatozéide humano nao necessita do utero ou da
regidao do istmo para tornar-se capacitado, sugerindo que a capacitagao in vivo nao é
restrita a érgaos especificos (YANAGIMACHI, 1994).

A capacitagao no trato genital feminino também nao é espécie-especifica porque
0 espermatozodide e o odcito de uma espécie podem realizar a fertilizagdo no trato
genital de uma fémea de outra espécie. E claro que a capacitacdo é possivel in vitro
sem qualquer contribui¢do do genital feminino (YANAGIMACHI, 1994).

Apesar de em alguns casos o genital feminino ndo ser essencial a capacitacao,
ele possui uma habilidade singular e especial que € a “liberar” os espermatozoides
capacitados em numero suficiente para todos os odcitos ovulados antes deles ficarem
velhos demais (YANAGIMACHI, 1994).

Quando a fémea esta pronta para ovular, ela entra em estro e aceita o macho.
Se ela é coberta imediatamente ou logo apés o inicio do estro, os espermatozoides que
foram selecionados na cérvix e/ou na jungdo utero-tubarica sdo armazenados em
segmentos anteriores ao istmo, ficando aderidos ao epitélio, mantendo-se viaveis e se
tornando capacitados lentamente. Alguns completam a capacitagdo no momento da
ovulagao, deixando o istmo, e fertilizando o odcito recém ovulado. Outros completarao a
capacitacdo apos a ovulagdo e deixardo o istmo logo apos o final deste processo,
fertilizando os odécitos que chegaram ao oviduto algum tempo depois da primeira
ovulagdo. Se a fémea nao puder ser novamente coberta apds a ovulagéo, o processo

de capacitagao é acelerado e os espermatozdides deixardo o istmo mais cedo, antes

15



dos odcitos ficarem velhos no oviduto. Esta habilidade do genital feminino em controlar
a velocidade da capacitacao e liberar prontamente os espermatozoéides capacitados
para todos os oécitos ovulados ndo tem uma relagcdo com o tempo da cobertura, sendo
um mecanismo que beneficia a reproducdo de todas as espécies de mamiferos,
especialmente aquelas que ovulam varios odcitos por periodos prolongados e sem um
comportamento distinto de estro (YANAGIMACH]I, 1994).

2.2.3. Fatores desencadeadores da capacitagao

Segundo Ferreira (1997) e Flesch & Gadella (2000), o bicarbonato, a albumina, o
ion calcio e o glicosaminoglicanos desempenhariam o papel de desencadeadores do

processo da capacitacdo espermatica.

2.2.3.1. Bicarbonato

O principal componente e considerado o desencadeador da capacitagdo € o
bicarbonato, o qual atuaria da seguinte forma (HARRISON, 1996, FLESCH &
GADELLA, 2000):

O bicarbonato ativa diretamente uma adenilato ciclase espermatozoide
especifica que entéo se liga a proteina kinase A (PKA) que, via fosforilagdo proteina da
tirosina, ativa direta ou indiretamente o deslocamento de fosfolipideos levando a uma
alteracao da assimetria da membrana, resultando em células espermaticas capacitadas.

O deslocamento dos fosfolipideos € dose dependente dos niveis de bicarbonato,
sendo que eles podem se movimentar na auséncia do bicarbonato quando ha inibidores
da fosfosdiesterase os quais inibem a quebra do AMPc, ativadores da PKA, inibidores
da fosfatase 1 e 2a e pela adigao de analogos do AMPc (FLESCH & GADELLA, 2000)

A concentracdo de bicarbonato & baixa na cauda do epididimo (< 1mM), local
onde ficam armazenados os espermatozoéides. Quanto chegam ao genital feminino,
encontram concentragao muito superiores, da ordem de 15 mM. Os niveis intracelulares

de bicarbonato também podem aumentar pela entrada de bicarbonato na célula via
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canais idbnicos na membrana plasmatica (CI/HCOs’, Na*/HCO3). Uma alternativa de
explicagdo para a entrada do bicarbonato é que os niveis de CO,/HCO;3; estdo em
equilibrio em compartimentos intra e extracelulares pela difusdo de gas através da
membrana plasmatica, sendo a anidrase carbbnica, que esta presente na cabeca do
espermatozoide, envolvida na manutencdo da alta concentragcdo intracelular de
bicarbonato pela conversédo do CO; difundido (FLESCH & GADELLA, 2000).

Em estudo in vitro com espermatozoides equinos, pode-se verificar o importante
papel do bicarbonato no processo da capacitagdo, onde este atuou na mudanca do
conteudo e distribuicao dos lipideos (COLENBRANDER et al, 2002).

2.2.3.2. Albumina

A albumina esta relacionada a extragcdo do colesterol da membrana plasmatica
que ira ocorrer em areas restritas da membrana havendo, devido a isto, um
deslocamento dos fosfolipideos, levando a um rearranjo de sua arquitetura
(YANAGIMACHI, 1994, FLESCH & GADELLA, 2000).

Nas espécies onde a membrana plasmatica é rica em colesterol (humanos e
bovinos), tais eventos nao sao evidenciados na mesma velocidade como nas com um
baixo nivel (suinos e ovinos). Frente a isto, o tempo para capacitagdo varia, sendo
verificada a necessidade um maior tempo naquelas com altos niveis de colesterol na
membrana (FLESCH & GADELLA, 2000).

2.2.3.3. lon calcio — Ca2+
Um terceiro componente capacitante é o fon Ca®* extracelular, entretanto seu

papel direto sobre a fosforilagcdo proteina tirosina é dificil de ser avaliar, pois varios

processos necessitam dele e diferem entre as espécies (FLESCH & GADELLA, 2000).
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2.2.3.4. Glicosaminoglicanos

Em relatos de Ferreira (1997) e Zuge (1999), os glicosamionoglicanos poderiam
atuar sobre a capacitacdo removendo os fatores decapacitantes ou por modificacdes
diretas na membrana plasmatica, induzindo um aumento na captag¢ao de calcio ou pela

ativagao da proteina Kinase dependente do AMPc (PKA).

2.2.3.5. Espécies reativas de oxigénio - ROS

Por muito tempo, as espécies reativas de oxigénio foram indicadas como
agentes téxicos para os espermatozoides, mas evidéncias recentes sugerem que estas
moléculas quando presentes em baixa quantidade estariam também envolvidas em
algumas fungdes fisioldgicas. A adicdo de peroxido de hidrogénio (H202) em baixas
quantidades promove a capacitagdo enquanto que a presenga de catalase, a previne,
sendo a produgdo do O, € um dos primeiros eventos da capacitagédo (BALDI et al.,
2002).

2.2.4. Eventos que ocorrem no espermatozoide durante a capacitagao

2.2.41. Mudangas nos ions intracelulares

Como outras células, os espermatozéides devem manter um gradiente ibnico
através da membrana plasmatica. A concentragdo de ions potassio (K*) dentro da
célula é maior que fora dela, enquanto que o contrario ocorre com o ion sodio (Na*).
Este gradiente idnico € mantido por bombas de Na'/K* ATPase dependente. As
concentracdes de K* e Na’ no espermatozoide bovino da cauda do epididimo sdo
aproximadamente de 120 mM e 14 mM, respectivamente (YANAGIMACHI, 1994).

Durante o processo de capacitacédo, as concentragdes intracelulares destes ions
alteram significativamente conforme demonstrado nos espermatozéides do porquinho

da india que quando incubado em meio para a capacitacdo, reduziram as
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concentracdes de K intracelular de 3 a 5 pg para 0,6 ug/10° espermatozoides ao final
de duas horas de incubagdo. Ao contrario, as concentracdes de Na® aumentaram
drasticamente de 0,2 a 0,4 ug para 11 a 12 pg/10® espermatozéides durante o mesmo
periodo (YANAGIMACHI, 1994).

Ndo esta claro como o Ca®** extracelular passa pela membrana plasmatica
durante a capacitagao e pouco se conhece sobre a cinética intracelular deste ion neste
processo. Concorda-se que a concentracio intracelular de Ca®* nos espermatozéides é
um pouco menor, tanto na cabega como em partes da cauda, devido a presencga de
uma variedade de canais de Ca®": canais de Ca** voltagem dependente, Ca** ATPase,
trocadores Na*/Ca?*, sistema de trocas Ca?/H" entre outros. Além destes canais, a
presenca de canais Ca®" portdo inositol trifosfato (IP3) no acrossomo tem sido descrita,
assim como a presencga de Ca** ATPase no acrossomo, sugerindo que 0 acrossomo
pode servir como um escoadouro do Ca?" intracelular. Entretanto, o Ca®* acrossomal é
imobilizado por proteinas ou cristais de sal devido ao pH acido do acrossomo. Pode-se
notar que os espermatozdides necessitam do reticulo endoplasmatico como um
reservatério para o Ca®" imobilizado, sendo isto suportado pela observacéo que o IP3
ndo afeta os niveis de Ca®" citosdlicos nos espermatozoides. Além disto, as
mitocondrias n&o estao localizadas na cabecga espermatica, nao influenciando os niveis
de Ca* na regido acrossomal (YANAGIMACHI, 1994, FLESCH & GADELLA, 2000).

Foi postulado que os niveis de Ca** no citoplasma sdo mantidos baixos nos
espermatozoides recém ejaculados pela calmodulina sensivel a Ca** ATPase que inibe
a capacitacdo. A inibicdo da calmodulina ou da calmodulina sensivel a Ca** ATPase
leva ao aumento dos niveis de Ca®" intracelular que s&o refletidos em uma maior
propor¢cdo de células capacitadas. Isto sugere que a continua remogao do Ca**
citoplasmatico pela Ca?* ATPase estd envolvida na capacitacdo prematura dos
espermatozoides. Além disto, a inibicdo do trocador Na*/Ca®* por um peptideo do
plasma seminal de 10 kDa, a caltrina, previne o aumento de Ca** nos espermatozoides
recém ejaculados de bovinos. A proteina kinase C e os canais de Ca®" voltagem
dependente também estdo envolvidos no aumento do Ca?*. A despolarizagdo do

potencial da membrana plasmatica € um pré-requisito para a zona pelucida induzir a

19



reacdo acrossomal. A bomba Na'/K* ATPase pode desempenhar um papel na
capacitacao induzindo a despolarizagao, pois a incubacao de espermatozdides no meio
de capacitagdo com baixos niveis de sodio (menos de 25mM) inibem a capacitagao.
Este fenbmeno pode ser explicado pelo requerimento de sédio intracelular para ativar
os trocadores de Na+/Ca2+, aumentando as concentragcbes de Ca®* intracelular
(FLESCH & GADELLA, 2000).

2.2.4.2. Mudangas no metabolismo

Relata-se que os espermatozdides exibem um aumento do metabolismo
intracelular como, por exemplo, da atividade glicolitica e o de consumo de oxigénio
apos a incubagéo no trato genital feminino ou em meio capaz de induzir a capacitagao.
Os espermatozdides de camundongos em meio de capacitacdo exibem um aumento
constante nos niveis de respiragao do inicio ao fim do periodo de incubagao, contudo
consomem oxigénio na mesma proporgdo nos meios capacitante e ndo capacitante,
podendo-se assim concluir que o aumento da respiracdo do espermatozéide em um
meio capacitante é devido a presencga de substancias oxidaveis e, desta forma, € um
evento secundario ao processo de capacitagao antes de um fator desencadeador
(YANAGIMACHI, 1994, ZUGE, 1999).

2.2.4.3. Mudancgas nos sistemas adenilatociclase-AMPc

Na maioria das espécies, o0 espermatozéide comega a mover ativamente com o
contato com o plasma seminal no momento da ejaculagdo. Entretanto, o
espermatozoide “destinado” a fertilizagdo pode temporariamente experimentar uma
reducdo ou perca de sua motilidade, retomando esta movimentagao de forma mais
vigorosa ao final da capacitagao (YANAGIMACHI, 1994). Este incremento na motilidade
dos espermatozéides € denominada de hiperativacdo. Ha uma controvérsia sobre a
inter-relacao capacitagédo e hiperativacdo, sendo considerados eventos distintos por

alguns pesquisadores (KOFT et al., 1999).
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Nos sistemas de capacitagcdo in vitro, os espermatozoides mantém
movimentag&do regularmente ativa durante o periodo de capacitagdo (YANAGIMACHI,
1994).

A ativacdo das proteinas kinase dependentes de AMPc e a fosforilagdo de
proteinas espermaticas exercem papel vital no inicio e manutengdo da motilidade
espermatica. Segundo Yanagimachi (1994), ha evidéncias do aumento da atividade da
adenilato ciclase durante a capacitacdo espermatica. Aumentando a adenilato ciclase
provavelmente aumenta o AMPc disponivel, podendo estimular a proteina kinase
dependente de AMPc, e esta, quando estimulada, pode alterar a estrutura das

proteinas espermaticas da membrana e/ou de movimentagao pela fosforilagao.
2.2.4.4. Mudangas no nucleo

Os nucleos dos espermatozoides maturos da maioria dos eutérios sao estruturas
bem estaveis devido a ligacdo das proteinas nucleares por extensas pontes de
dissulfeto (S-S). Sua estabilidade € mantida por todo processo de capacitagdo. Nos
humanos, as proteinas nucleares do espermatozoide sdo também ligadas por pontes
dissulfeto, porém com menor extensdo que as das outras espécies (YANAGIMACHI,
1994).

No plasma seminal, o ion zinco (Zn**), de origem prostatica, liga-se aos radicais
sulfidrila (SH) livres das proteinas nucleares do espermatozoide apds a ejaculagao,
causando uma temporaria estabilizagdo das proteinas nucleares. Durante a
capacitacdo, o nucleo perde os ions Zn®** e aumenta sua estabilidade, provavelmente
pela oxidagao da liberagdo dos radicais SH das pontes de dissulfeto (YANAGIMACHI,
1994).

2.2.4.5. Mudangas no acrossomo
A forma do acrossomo nao muda notadamente durante a capacitagdo na maioria

das espécies. Relata-se que a proacrosina inativa do acrossomo do espermatozoide de
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suinos €& convertida em acrosina ativa por glicosaminoglicanos do fluido uterino
(YANAGIMACHI, 1994). Um exemplo destes glicosaminoglicanos é a heparina
(GORDON, 1994, O'FLAHERTY et al, 1999).

2.2.4.6. Mudangas na membrana plasmatica

Devido a membrana plasmatica estar diretamente exposta ao ambiente de
capacitacdo, ndo é de se surpreender que as mudangas mais significativas ocorram
nela durante o processo. Foi postulado que a remogédo ou alteracdo da “capa de
cobertura” da superficie espermatica constituia uma importante parte do processo de
capacitacao. Estes materiais de cobertura que sao removidos ou alterados durante a
capacitacao incluem os chamados fatores decapacitantes, as caltrina de 5 a 10 kDa,
uma proteina de 6,4 kDa inibidora da proteinase, glicoproteinas de 15-, 16- e 23- kDa e
espermina, todas com origem no plasma seminal, e proteinas de estabilizagcao
acrossomol de 125 a 259 kDa com origem epididimal (YANAGIMACHI, 1994).

Em carneiros, verificou-se que os espermatozoéides ejaculados que foram
incubados no fluido uterino liberam de suas superficies trés proteinas glicosiladas
diferentes (65, 41 e 24 kDa). No mesmo tempo, eles adsorvem uma proteina de 16 kDa
do fluido. No fluido do oviduto, eles liberam proteinas de 97 kDa e 41 kDa
(YANAGIMACHI, 1994).

No modelo do mosaico fluido das membranas biolégicas, proteinas ou
glicoproteinas sao nao covalentes associadas com a bicamada lipidica que formam a
matriz da membrana. Proteinas integrais, que estdo firmemente aderidas a bicamada,
podem ser removidas apenas por severo tratamento com detergentes, enquanto que as
proteinas periféricas, que estdo associadas com a membrana primariamente por
interacdes eletrostaticas, podem ser liberadas pela simples adicdo de agentes
quelantes ou pelo aumento do pH ou da forga i6nica. Entdo, a maioria das proteinas ou
glicoproteinas liberadas da superficie espermatica durante a capacitagdo € periférica
(YANAGIMACHI, 1994, FLESCH & GADELLA, 2000).
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Mudangas na habilidade de ligacao da lecitina a membrana plasmatica durante a
capacitagdo indicam que a metade das glicoproteinas periféricas ou integrais € alterada
durante a capacitacdo, sendo atribuido este fato a remocédo de terminais de acido
sialico das glicoproteinas da superficie dos espermatozoéides (YANAGIMACHI, 1994).

A avaliacdo da membrana plasmatica apés a criofratura de espermatozoides de
hamsters e porquinhos da india incubados em meio de capacitagdo revelou que
particulas intramembranas (IMPs), que s&o proteinas intrinsecas dentro da bicamada
lipidica, mudam suas distribuigbes tanto na regido da cabega como da cauda. Regides
livres de IMPs aparecem na membrana plasmatica de espermatozéides humanos
durante a capacitacdo (YANAGIMACHI, 1994).

Foram encontradas areas livre de IMPs, desigualmente rodeadas por areas ricas
em IMPs, sem ou com muito pouco colesterol e lipideos anidnicos (cardiolipina). A
membrana plasmatica coberta na regido da peca intermediaria dos espermatozoides
nao capacitados de porquinhos da india tem concretamente arranjados os IMPs em
posicdes proximas a hélice mitocondrial interna. Este unico arranjo das IMPs
desaparece quando os espermatozoides estdo capacitados. Todas estas mudangas
podem ser resultado de alteracdes fisicas e quimicas da bicamada lipidica durante a
capacitacao (YANAGIMACHI, 1994).

Segundo Flesch & Gadella (2000), este rearranjo das proteinas da membrana
ocorre durante a capacitacdo, enquanto que alteracbes do citoesqueleto ndo sao
observadas.

Acessando a fluidez da membrana plasmatica dos espermatozoides de
camundongos usando técnicas fluorescentes de fotobranqueamento, encontrou-se que
a fluidez da membrana muda mais proeminentemente na peca principal da cauda
durante a capacitagdo. A quantidade relativa de fosfolipideos de membrana pode ser
mudada durante a capacitagcdo, mas a distribuicdo de cada lipideo na camada interna e
externa pode ser alterada pela capacitagdo. Ha relatos ou sugestdes da alteracdo da
composicao dos fosfolipideos da membrana espermatica durante a capacitacdo. O
fosfatidilinositol, que é ausente no ejaculado fresco de suinos, é “sintetizado” pelo

espermatozoide durante a incubacao no genital feminino. A metilagdo dos fosfolipideos
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(conversdo do fosfatidiletanolamina em fosfatidilcolina) parece ocorrer durante a
capacitacdo dos espermatozdides de hamsters. Foi postulado que durante a
capacitacdo dos espermatozoides de porquinhos da india, o acido fosfatidico
intracelular é convertido a cardiolipina, que é entado inserida dentro da camada externa
da bicamada lipidica da membrana plasmatica (YANAGIMACHI, 1994).

Muita ateng¢ao tem sido direcionada para ao colesterol da membrana plasmatica
devido a ele exercer varios papéis em todas as membranas bioldégicas como a
passagem ativa ou passiva de ion pela membrana, regulando a orientacao, fluidez e a
espessura das membranas lipidica. Acredita-se que a albumina e lipoproteinas do trato
genital retram o colesterol da membrana plasmatica do espermatozdide
(YANAGIMACHI, 1994, KOFT et al., 1999).

Apesar da importancia da remoc¢ao do colesterol da membrana plasmatica para o
processo de capacitacdo ter sido extensamente estuda, pode ser que a fase de
separacao dos fosfolipideos de membrana e colesterol (migracdo lateral destas
moléculas dentro da bicamada lipidica para formar os dominios), e ndo a remogao
completamente do colesterol da membrana, seja mais importante para a capacitagao.
Ha relatos que a fluidez dos lipideos da cabega dos espermatozdides e da cauda da
membrana plasmatica alterem-se como resultado da capacitagdo, sendo a
movimentag&o do colesterol responsavel em parte por tais mudangas (YANAGIMACHI,
1994, FLESCH & GADELLA, 2000).

Alteracdes do glicocalix durante a capacitagao podem ser verificadas por estudos
de ligagao a lecitina. Durante a capacitag¢ao, ha reposicéao de glicolipideos, liberagcédo de
fatores decapacitantes e de outros fatores. Foi postulado que a remogao de fatores
decapacitantes induzem a atividade da tirosina kinase nas proteinas transmembrana,
permitindo sua agregacdo posterior agregacdo com a zona pelucida (FLESCH &
GADELLA, 2000).
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3. Consideragoes Finais

Apesar de mais de cinco décadas terem se passado desde a descoberta da
existéncia do fendbmeno da capacitagao espermatica, verificam-se ainda varios pontos
de interrogacdo ao longo desde processo, principalmente no que diz respeito aos
eventos ocorridos in vivo.

Contudo, devido ao grande interesse dos centros de pesquisa e trabalho na area
de biotecnologia da reprodugdo, associado ao avango nas técnicas de avaliagdo dos
espermatozoides e aos estudos moleculares, prevé-se a elucidagdo de pelo menos
parte destes pontos, permitindo assim ndo somente melhores resultados de fertilidade,
como um melhor entendimento dos processos fisiolégicos, bioquimicos e moleculares

da capacitacdo espermatica.
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