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SUMARIO

A activagdo de ovdcitos de mamiferos compreende virios fendmenos depen-
dentes da libertagdo intracelular de calcio que incluem a exocitose dos grinulos
corticais, o completar da meiose com diminui¢do dos niveis de MFP e MAP
quinase e activa¢ao metabdlica do zigoto. Este artigo foca o papel das oscila-
¢Oes de cilcio na cascata de eventos celulares que ocorrem apds a fertilizagdo e
levam & conversio de ovécito em zigoto.

A FERTILIZACAO INDUZ
MULTIPLAS OSCILACOES

DO TIAO CALCIO NOS OVOCITOS
DE MAMIFEROS

Antes da fertilizacdo os ovdcitos
dos mamiferos encontram-se parados
na metafase da segunda divisio meio-
- tica (MII). Apés a fertilizagdo pelo
~ espermatozéide exibem um aumento
- dramitico da concentragiio intracelu-
~ lar do ido cilcio livre, o qual é res-
- ponsdvel pela activagio do ovécito
~ (1). Baseado na dinimica temporal das
- respostas, a activagio do ovdécito
- compreende  eventos imediatos ¢
- eventos mais tardios. Em relagao aos
- eventos imediatos, estes sdo caracteri-
- zados por uma despolarizagio do oo-
lema, pelas oscilagdes de cilcio (1°
ioo), e pela exocitose das vesiculas
corticais. A despolarizacio do oolema

funciona como o bloqueio precoce
contra a polispermia, enquanto que o
primeiro pico de cdlcio induz a reac-
¢io cortical. A exocitose das vesiculas
corticais permite libertar para o espa-
¢o perivitelino substidncias coloidais e
enzimas que alteram a estrutura da
zona pelicida (ZP), levando ao blo-
queio secunddrio da polispermia (2).
Os eventos mais tardios sdo caracteri-
zados pelo completar da meiose, en-
trada no primeiro ciclo celular ¢ pela
activagiio metabdlica do zigoto. Nos
ovécitos de mamiferos, estes eventos
incluem, ao nivel morfolégico, a ex-
trusdo do segundo corpo polar, a des-
condensaciao do niicleo do espermato-
z6ide, com formac¢do do pronicleo
masculino, a formaciio do pronicleo
feminino, a migracio dos pronicleos
e a singamia (Fig. 1).

Contrariamente a ovdcitos de pei-
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Fig. 1 - Activagio do ovécito de mamiferos. O ovécito estd parado em MII exibindo o 1° corpo
polar (1° CP), as vesiculas corticais (VC) intactas e o fuso numa posigio tangencial &
membrana citoplasmatica (MC) (A). Ap6s a penetragiio do espermatozdide através da
zona pelicida (ZP) e sua fusdo com o oolema, di-se a exocitose do conteddo das VCs
para o espago perivitelino (EPV), um dos mecanismos de bloqueio a polispermia. Mais
tarde efectua-se a 2* divisio meidtica, com extrusio do 2° corpo polar (2° CP) (B). Apos
a descondensagio de ambas as cromatinas, feminina e masculina, dd-se a formagdo dos
prontcleos (PN) masculino e feminino (C)

xes, de equinodennes, e de Xenopus,
nos quais a fertilizagio induz um pico
dnico de cdlcio (3.4), nos mamiferos a
fertilizagio dos ovdcitos induz multi-
plas oscilagdes da concentragiio cito-
sélica do ido clcio livre ([Ca®Ji), que
passarei a designar simplesmente de
oscilagdes de célcio (5-7).

As oscilagdes de célcio induzidas
pelo espermatozdide consistem numa
resposta inicial e numa resposta mais
tardia. Em ovdcitos de ratinho a res-
posta inicial ¢ caracterizada por um
pico de cdlcio que se prolonga por
cerca de 3-4 minutos e que sobe de
uma concentragdo basal de 50-100
M para uma concentragdo que pode
atingir 1 mM (8). A resposta mais tar-
dia é representada pelos subsequentes
picos de cdlcio com uma duragdo mais
curta (30-60 seg), e que ocorrem em
intervalos relativamente constantes,
espagados de cerca de 2-4 minutos.
Contrariamente ao pico inicial de cdl-
cio, cada um destes picos secundarios
¢ precedido por um ligeiro aumento
da concentragfo intracelular do cdlcio
livre, a que se segue um aumento

brusco assim que € atingido um de-
terminado limiar da concentragio in-
tracelular do cdlcio livre. Apesar da
amplitude dos picos de clcio decres-
cer com o tempo, estas oscilagoes po-
dem durar por vérias horas apds a fer-
tilizagdio (8-11) (Fig. 2).

Ainda que o pico inicial de cilcio
em resposta a entrada do espermato-
z6ide seja independente do cdlcio ex-
tracelular, os picos subsequentes re-
querem a presenga do cdlcio extra-
celular. Uma possivel explicagdo para
esta dependéncia do cilcio extracelu-
lar reside no facto do cdlcio que dé
origem ao primeiro pico ser de origem
interna. O cilcio interno encontra-s¢
armazenado em reservatorios intrace-
lulares e apds ser libertado para o ci-
tosol ¢ depois expelido para o meio
extracelular. O influxo extracelular de
célcio € entdo requerido para repreen-
cher os reservatorios intracelulares,
que sdo depois usados para as subse-
quentes oscilagdes de cdlcio (12-15).

O padriio das oscilagoes de cdlcio
induzido pela fertilizagdo varia conso-
ante a espécie. Por exemplo, nos bo-
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Fig. 2 - Oscilagoes de cilcio induzidas pelo espermatozéide na fertilizagao de ovécitos de ratinho

vinos, a duragio das oscilagdes de
cdlcio € maior mas, no entanto, a sua
frequéncia é menor comparativamente
a outras espécies como a do ratinho,
hamster, coelho, porco, e humano
(9.10,13,16-18). As implicagdes bioldgi-
cas desta variagiio entre espécies ain-
da nido é conhecida. Contudo, estudos
conduzidos em células somdticas re-
velaram que a frequéncia das oscila-
¢oes de cilcio poderd funcionar como
um sistema de descodificagio de
mensagens (19.20).

FUNCAO DAS OSCILACOES
DE CALCIO NA ACTIVACAO
DO OVOCITO

As oscilagdes de cdlcio tém um
papel fundamental durante a activagdo
dos ovdcitos. A activagiio dos ovéci-
tos dos roedores pode ser estimulada
partenogeneticamente  por  agentes
como o etanol, os iondforos do cilcio,
ou por injec¢ao directa de calcio.
Contudo, estes agentes induzem um
pico Unico de cilcio, sendo apenas
efectivos na activagio de ovécitos en-
velhecidos in vitro apés a ovulagio
(cultura por 24-48 horas na auséncia
de fertilizacdo) (5,21). A activagio
partenogenética eficiente de ovdcitos

ovulados recentemente tem que ser
acompanhada do tratamento com ini-
bidores da sintese proteica ou das pro-
teinas quinase, de modo a permitir a
inactivagdo sustentada do “Maturation
Promoting Factor” ou MPF, uma vez
que o pico tnico de cdlcio induzido
pelos agentes partenogenéticos tem
apenas a capacidade de inactivar tem-
porariamente 0 MPF (22). O MPF ¢
um complexo proteico formado pela
associagdo entre a p34°* (subunidade
catalitica), e a ciclina-B (subunidade
reguladora) a qual € responsivel pela
actividade quinase da p34®?, também
referida como actividade quinase HI,
e que € mdxima durante a fase MII
(23) (Fig. 3). Apenas agentes como o
estroncio, o qual se liga e activa o lo-
cal de ligacdo ao cilcio no receptor do
inositol trisfosfato (IPsR) (24,25), ou a
estimulagdo por pulsos eléctricos re-
petidos, os quais induzem mdltiplas
oscilagdes de cdlcio, similares as da
fertilizagdo, permitem a activagdo de
ovocitos ovulados recentemente, con-
firmando a necessidade de persisten-
tes oscilagdes de cdlcio na activagdo
dos ovécitos de mamiferos (26).

Foi também demonstrado que as
oscilagdes de cilcio tém um papel im-
portante na exocitose das vesiculas
corticais e na retoma e terminagiio da
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Fig. 4 - A microinjecgio de 1 mg/ml

de SF em ovdcitos na fase
MII, que inicia oscilagoes de
cilcio semelhantes aquelas
induzidas pela fertilizagio,
induz activagiio e divisio ce-
lular até ao estidio de 2 célu-
las. Mas, a microinjecgiio de
15 mg/ml de SF, que inicia
oscilagoes de cdlcio de eleva-
da amplitude e frequéncia,
induz fragmentagio e blo-
queio da divisio celular. Fo-
tografia de contraste de fase
de embrides de 2 células ob-
tidos pela fertilizagfio in vivo
(A), pela microinjecgiio de |
mg/ml de SF (C), e pela mi-
croinjecgiio de 15 mg/ml de
SF (E, G), apés cultura por
24h

kDa e

»
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Fig. 3 - Em ovdcitos imaturos no estddio de vesicula germinal a actividade quinase H1 que reflete
a actividade do MPF ¢é baixa. Esta actividade aumenta durante o processo de maturagao do
ovéeito, atingindo a sua actividade mixima na fase MII

meiose do ovécito. Através da manipu-
lagdio da frequéncia e duragio das osci-
lagdes de cdlcio por pulsos eléctricos,
verificou-se também que o ndmero de
picos de cdlcio determina o tempo que
decorre até a formagio dos prontcleos
(27), bem como o nimero de células do
botio embriondrio do blastocisto (28),
sugerindo que as oscilagdes de cdlcio
induzidas na activagdo do ovécito po-
dem alterar mais tarde o rumo embrio-
nério, favorecendo quer o desenvolvi-
mento, quer a apoptose (29). Resulta-
dos similares foram demonstrados nos
humanos, em que, s6 os embrides com
determinada frequéncia de picos de
cdlcio apresentavam capacidade de de-
senvolvimento (11).

CONCLUSOES

A activagio do ovéeito implica di-
versos eventos, que incluem o blo-
queio 2 polispermia, a retoma e finali-
zagio da meiose ovocitdria, a
formaciio dos prondcleos feminino e
masculino, e a actividade metabdlica
do zigoto. Na base destes eventos estd
uma cascata de fosforilagdes proteicas
mediadas por oscilagdes de cdlcio. As
oscilagoes de cdlcio sdo tdo importan-
tes neste contexto que lhes foi sugeri-
da a fungdo de tipo linguagem interna,
em que uma frequéncia adequada
conduz a formagido de um embrido

funcional, enquanto que um excesso
da frequéncia conduz a apoptose,
fragmentagiio e paragem do desenvol-
vimento embriondrio (Fig. 4).
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