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ATIVAÇĀO

DO OÓCITO
Série de eventos que acontecem

durante a fertilização pelo

espermatozoide. 



ATIVAÇĀO

DO OÓCITO
Série de eventos que acontecem

durante a fertilização pelo

espermatozoide. 

REINÍCIO DA MEIOSE

BLOQUEIO DA
POLISPERMIA 

ATIVAÇÃO DO
METABOLISMO

SÍNTESE DE DNA

TRADUÇÃO DE RNAM 



ATIVAÇĀO

DO OÓCITO

FOSFOLIPASE CZ
Cliva diretamente o fosfoinositol 4,5-
bifosfato (PI[4,5]P2) para produzir
INOSITOL 1,4,5-TRIFOSFATO e
diacilglicerol.

INOSITOL 1,4,5-
TRIFOSFATO (IP3)
Aumento na concentração de IP3 > 
> Liberaçāo de Ca2+ do retículo
endoplasmático.

FLUXO DE CÁLCIO
Elevaçāo de Ca2+ > Abertura de mais
canais de Ca2+ > Onda e Oscilações de
Ca2+ intracitoplasmático.



ATIVAÇĀO

DO OÓCITO

PRONÚCLEO FEMININO
Término da meiose > 01 oócito maduro e
01 segundo corpo polar. 

Cromossomos maternos se
descondensam.

Núcleo do ooócito maduro torna-se o
pronúcleo feminino.

CONTEÚDO DO SPZ
ENTRA NO CITOPLASMA
DO OVÓCITO
MP e mitocôndrias ficam para trás.
Cauda degenera.

PRONÚCLEO MASCULINO
Núcleo do espermatozóide aumenta
para formar o pronúcleo masculino



FORMAÇĀO DO ZIGOTO
Crescimento dos pronúcleos - Replicaçāo
do DNA haplóide em duas cromátides -
Reorganizaçāo em fuso mitótico único 



PLC Ζ MOLÉCULA COM PAPEL
FUNDAMENTAL PARA
DESENCADEAR O
DESENVOLVIMENTO
EMBRIONÁRIO?



PLCZ SE MANTEM
COMO
MOLÉCULA
FUNDAMENTAL
PARA ATIVAÇĀO
DO OÓCITO?

E NOS
CASOS DE
ICSI?





15% dos homens com análise de

sémen normal são inférteis.

NĀO sāo avaliados: Integridade do

DNA/protamina, capacitação,

reação acrossômica, interação

espermatozoide-oócito e ativação

do oócito

Necessidade de testes funcionais

ESPERMOGRAMA



FDNA: ocorre durante a

configuração da cromatina ou

troca de histona por

protamina.

Impacto já bem

documentado: Concepçāo

natural - FIV - ICSI.

IFDNA



Cita estudos em animais que

associam deficiência de

protamina, FDNA e  reduçāo

da fertilidade.

DEFICIÊNCIA DE
PROTAMINA



3-5 dias de abstinência.  

Critérios WHO 2010.

Automatizada. Para

avaliaçāo de morfologia,

pelo menos 200 células

por amostra com

magnificaçāo de 100x.

MATERIAIS E
MÉTODOS

ALTERAÇĀO DO ESPERMOGRAMA
FOI QUE DETERMINOU OS GRUPOS

PARA COMPARAÇĀO.



PLCZ - Citometria de fluxo.

IFDNA - TUNEL 

Deficiencia de Protamina -

Indireta: Coloração com

cromomicina A3 (CMA3) 

MATERIAIS E
MÉTODOS



EXCLUSĀO:

Leucocitospermia

Varicocele

Febre/ infecçāo 90 d antes

da coleta 

Alcohol em excesso e

outras drogas  

Klinefelter’s 

Cancer 

Amostras com > 1mi de cel

redondas ou outros tipos. 

MATERIAIS E
MÉTODOS



RESULTADOS



IDADE:               33.18±1.31              vs               31.01±1.7           

Sem diferença estatística!



26.47% ± 3.2

14.82% ± 1.22

41.13% ± 2.56 

29.25% ± 1.53 

30.04% ± 3.82 

52.82% ± 4.68 





Morfologia seria preditiva para %PLCζ?

`Seleção com base na morfologia pode ter um efeito na sua capacidade de induzir a ativação de

oócitos com base na probabilidade de expressão de PLCζ.`



DISCUSSĀO



PRESENÇA E LOCALIZAÇÃO DE PLCΖ
DEPENDEM DA EXPRESSÃO

ADEQUADA DESTE GENE 

 Nível de mRNA 

Nível de proteína

 Estresse oxidativo

enfrentado durante a

ESPERMIOGÊNESE

FDNA vs %PLCZ

AINDA SEM ESTUDOS QUE MOSTREM A

CORRELAÇĀO DIRETA ENTRE O

ESTRESSE OXIDATIVO E A %PLCZ



PRESENÇA E LOCALIZAÇÃO DE PLCΖ
DEPENDEM DA EXPRESSÃO

ADEQUADA DESTE GENE 

 Nível de mRNA 

Nível de proteína

 Estresse oxidativo

enfrentado durante a

ESPERMIOGÊNESE

FDNA vs %PLCZ

USO DE ANTIOXIDANTES
PODE MELHORAR

TAMBÉM A %PLCZ??



%PLCZ

VANTAGENS DA CITOMETRIA DE
FLUXO

Rápida e reprodutível

Oferece objetividade, precisão e poder

de análise estatística em relação à

microscopia. 

Avaliaçāo da FDNA já bem estabelecida. 



IFDNA

MICROSCOPIA E FLUORECÊNCIA

Limitaçāo do método, uma vez que

varias análises do semen foram

realizadas. 



DEFICIÊNCIA DE PROTAMINA

SEM correlaçao significativa!!



ICSI
PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Gradiente de densidade poderia separar

espermatozóides com alto teor de PLCζ



%PLCΖ

PONTO DE CORTE PARA INDICAR
ATIVAÇĀO OOCITÁRIA ARTIFICIAL??

Comparou amostras de semen normais vs alteradas.

Correlaçāo com IFDNA.

Ponto de corte foi definido a partir da amostra do

próprio estudo.

Sem correlaçāo com resultados de ICSI





Oócitos não conseguem fertilizar

em 1% a 5% dos ciclos de ICSI.

Injeção incorreta de

espermatozóides.

Expulsão do esperma injetado do

oócito.

Falha na descondensação da

cabeça.

ICSI

DEFICIÊNCIA NO MECANISMO DE ATIVAÇÃO DO OÓCITO É CONSIDERADA A
PRINCIPAL CAUSA DA FALHA NA FERTILIZAÇÃO OU DE UMA FERTILIZAÇÃO

ANORMALMENTE BAIXA DEPOIS DA ICSI.



Imunofluorescência quantitativa

da PLCZ. 

Homens cujos ejaculados

resultaram na ativação normal do

oócito - Nível era semelhante?

 

O padrão de localização do PLCZ

está ligado à capacidade normal

de ativação do oócito??  

OBJETIVO

ESPERMATOZOIDES DE PACIENTES QUE APRESENTAM
FALHA RECORRENTE DE ICSI 



GRUPO ESTUDO

Pelo menos oito oócitos do

mesmo paciente não conseguiram

fertilizar após ICSI, ou quando a

opinião clínica experiente indicou

possíveis problemas de ativação.

Uma história de falha de ICSI ou

morfologia espermática anormal. 

MATERIAIS E
MÉTODOS



GRUPO CONTROLE

Homens cujos espermatozoides

foram capazes de resultar em

taxas bem-sucedidas de

fertilização e ativação de oócitos

após RA.

Homens com fertilidade

comprovada (filhos anteriormente

sem o uso de RA).

MATERIAIS E
MÉTODOS



GRADIENTE DE DENSIDADE PARA

TODAS AS AMOSTRAS.

PLCZ por imunofluorecência.

MATERIAIS E
MÉTODOS



RESULTADOS





PLCζ



PLCZ NOS SPZ DE 10 DOS 16
INDIVÍDUOS CONTROLE (62,5%)

NÃO FOI SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTE DOS NÍVEIS TOTAIS

NOS ESPERMATOZOIDES DE
PACIENTES COM OAD



*SIGNIFICANTE

#INSIGNIFICANTE



DISCUSSĀO



 VARIAÇÃO NOS NÍVEIS DE PLCZ
TOTAL NOS ESPERMATOZOIDES

CONTROLE 

 Nem todos os isolados após DGW e exibindo

imunofluorescência de PLC-z sejam capazes de

induzir a ativação do oócito ou iniciar o

desenvolvimento embrionário.

Estudos futuros devem examinar se

a variação na proteína PLCZ no

esperma humano se correlaciona

com padrões variáveis de

liberação de Ca2+. 



VARIAÇÃO NOS NÍVEIS DE PLCZ
TOTAL NOS ESPERMATOZOIDES

CONTROLE.

A IMUNOFLUORESCÊNCIA
QUANTITATIVA PODE NÃO SER UM

INDICADOR PROGNÓSTICO
CLINICAMENTE VIÁVEL DA

CAPACIDADE DE ATIVAÇÃO DO
OÓCITO.
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