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Resumo

Estudos prévios demonstraram que, em mamiferos, a interacdo entre
0s gametas, que antecede a fertilizagdo propriamente dita, € mediada por uma
glicoproteina, a D-manose. Os dvulos s&o ricos em D-manose e os espermatozoides
apresentam, em sua superficie, receptores para D-manose, que, durante a
interagéo, reconhecem os ovulos através de um mecanismo tipo chave-fechadura.
Os espermatozodides, uma vez capacitados durante sua ascensdo pelo trato
genital feminino, interagem com os oOvulos, sofrem a reacdo acrossdmica e, a
seguir, penetram a zona pelucida. Inumeros trabalhos procuraram estudar esta
interacdo através de um teste de D-manose, porém ndo foram conclusivos
quanto a metodologia nem quanto aos padrbes de expressdo dos receptores
nos espermatozoides. O presente trabalho teve por objetivo padronizar o teste
de D-manose no Laboratério de Reprodugao Humana da Universidade Estadual
de Campinas e avaliar o padrao de expressao de receptores de D-manose em
espermatozoéides de homens sabidamente férteis. No periodo de maio de 2001 a
dezembro de 2002, 30 pacientes do programa de vasectomias da Universidade
Estadual de Campinas foram selecionados e forneceram uma amostra de sémen
apos periodo de abstinéncia sexual de trés dias, apds assinarem consentimento
informado. Todas as amostras enquadraram-se dentro dos critérios de normalidade
propostos pela Organizagdo Mundial da Saude. As amostras foram processadas

de acordo com a técnica de swim-up e incubadas por um periodo de 20 horas
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para induzir a reagao acrossémica. Foram colhidas aliquotas da amostra inicial,
apos processamento seminal por uma hora, e ap6és incubacgao por 20 horas. As
aliquotas seminais foram submetidas ao teste de D-manose, utilizando o corante
Man-FITC-BSA, concomitantemente ao teste da reagao acrossémica, utilizando
o corante RITC - PSA. Para fins de analise, 3.000 espermatozéides foram
analisados em cada momento, e os resultados das aliquotas foram comparados
entre si. Os principais padroes de expressao dos receptores de D-manose em
espermatozoides ndo reagidos acrossomicamente foram determinados. Os resultados
revelaram que houve aumento significativo da propor¢cado de espermatozéides
reagidos acrossomicamente ao se comparar as aliquotas inicial e 20 horas e de
uma e 20 horas, demonstrando que a incubacgao por 20 horas foi eficiente em
provocar a reacdo acrossdOmica. Observou-se expressao de receptores de D-
manose em 18% dos espermatozdides na amostra inicial, em 21,5% na amostra
incubada por uma hora e em 28% dos espermatozdéides incubados por 20
horas. Ao se analisar especificamente os espermatozodides que expressaram
receptores para D-manose, porém que se mantiveram com o acrossoma intacto,
nao houve diferencga estatistica entre os trés momentos (zero hora, 1 hora e 20
horas): medianas de 4,0%, 5,5% e 5,0%, respectivamente. Os principais padroes
de expressao dos receptores de D-manose em espermatozoides nao reagidos
acrossomicamente em homens férteis foram: padrdo 1: marcacdo apenas da
peca intermediaria (25,1%), padrao 2: marcacao do contorno da cabecga (12,2%),
padrao 3: todo o corpo marcado (12,2%), padréo 4: somente regido equatorial
(7,6%) e padrao 5: cabeca toda marcada (6,3%) e outros padrdes (36,6%). Uma vez
estabelecido o comportamento dos receptores de D-manose em homens férteis,
estudos comparativos com homens inférteis poderao ser propostos na tentativa de

se estabelecer novos mecanismos fisiopatoldgicos da infertilidade masculina.
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Summary

Several studies showed that, in mamals, gamete interaction is mediated
by a glycoprotein, D-manose. The surface of the eggs is rich in D-manose, and
the spermatozoa show, in their surface, receptors that interact with the female
gamete in a key-lock manner. The sperm is capacitated during his ascension in the
female tract, interacts with the egg, suffers acrosomal reaction and penetrates
the zona pelucidae. Previous studies fail to establish the methodology of the D-
manose test, nor could determine usual patterns of expression of the receptors.
The objectives of the present work are to standardize the D-manose test in
normal fertile men and to determine the usual patterns of expression of the
receptors at the Laboratory of Human Reproduction of the University of Campinas
Medical School — Brasil. The period at May-2001 to December-2002, thirty
normal patients who presented for vasectomy provided a semen sample after 3
days of sexual abstinence. All samples were considered normal according to the
criteria of World Health Organization (2001). All samples were submitted to
swim-up procedure and further incubation for 20 hours, in order to induce

acrosomal reaction. One aliquot of initial sample, after swim-up (1 hour incubation)
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and after 20 hours of incubation of all samples were collected and submitted
concomitantly to D-manose test, using Man-FITC-BSA dye and to acrosomal
reaction test, using RITC - PSA as dye. Three thousand sperms were analysed
under epifluorescence microscope in every moment, and it was determined the
main patterns of expression of D-manose receptors in spermatozoa without
acrosomal reaction. The results showed that there was a significant increase of
acrosomal reaction in sperm incubated for 20 hours, denoting that this period of
incubation is adequate to induce acrosomal reaction. 18% of sperm expressed D-
manose receptors in initial samples, in 21,5% of sperm incubated for 1 hour and in
28% of sperm incubated for 20 hours. There was no significant statistical
difference of the median percentage of expression of D-manose receptors in
sperm without acrosomal reaction in the three moments (0, 1 and 20 hour
incubation): 4.0, 5.5 and 5.0%, respectively. The most common patterns of
expression of D-manose receptors in spermatozoa that not suffered acrosomal
reaction were: pattern 1 — intermediate piece (25.1%), pattern 2 — around the head
(12.2%), pattern 3 — all body of sperm (12.2%), pattern 4 — only equatorial region
(7.6%), and pattern 5 — all head (6.3%), other patterns (36.6%). Once established
the usual patterns of expression of D-manose receptors of normal fertile donors,
comparative studies can be proposed in order to evaluate infertiie men and to

disclose new physiopathological mechanisms of male infertility.
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1. Introdugao

A fertilizagdo em mamiferos € um processo complexo, que depende do
reconhecimento e interagdo entre moléculas presentes na membrana plasmatica do
espermatozoide e na zona pelucida do 6vulo (MORI et al., 1989; TESARIK et al.,
1991; CHEN e SATHANANTHAN, 1995; YOUSSEF et al., 1996; YAVETZ et al,

2001; FLESCH e GADELLA, 2000).

Nos ultimos trinta anos, a ciéncia da Reprodugdo Humana evoluiu
sobremaneira, em especial com o desenvolvimento de técnicas complexas de
reprodugao assistida, como a fertilizagdo in vitro (FIV) associada ou nao a
micromanipulagdo de gametas (injecao intracitoplasmatica de espermatozéides —
ICSI) (BURKMAN et al.,1988; PERIN e MALUF, 2002). Ainda, com a popularizagéo
das técnicas de reproducao assistida, o nUmero de casais que procura orientacdo

e tratamento da infertilidade aumentou (BAHAMONDES e MAKUCH, 2002).

Através do dominio dessas técnicas, diversas descobertas foram relatadas
quanto ao processo de fertilizagdo. InUmeros casais inférteis, cuja causa de

esterilidade ndo podia ser determinada (e, portanto, eram enquadrados na
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categoria “esterilidade sem causa aparente” — ESCA) passaram a contar com
possiveis explicagdes quanto a sua falha de fertilizagdo, como por exemplo,
alteracdes estruturais dos espermatozoides, falha no reconhecimento da zona

pelucida, etc. (DONADIO e DONADIO, 1997; NEVES, 2002).

Ao se analisar a populagao de casais inférteis, observa-se que, em quase 1/3
deles, o fator masculino é o unico responsavel pela infertilidade. Se for considerado
que em 20% dos casais a causa da infertilidade € mista, o fator masculino pode ter
parcial ou total responsabilidade pela dificuldade de gravidez em aproximadamente

50% dos casais (ESTEVES, 1999).

Desta maneira, percebe-se o quao importante é a analise do fator masculino.
Além do espermograma, que revela alteragbes numéricas e qualitativas, o estudo
funcional dos espermatozéides auxiliara a deteccdo de defeitos intrinsecos do

mecanismo de fertilizagao.

Habitualmente o fator masculino é avaliado através de analises do sémen,

que incluem:

e Analises Macroscoépicas: aspecto, cor, liquefacédo, pH, viscosidade e
volume (OMS, 2001)

e Analises Microscépicas: concentracao de espermatozoides, motilidade,

morfologia, vitalidade, teste da peroxidase, teste hiposmotico, e teste da
reacdo acrossébmica (ELIASSON, 1977; JEYENDRAN et al., 1984;
ROGERS et al.,, 1985; NAGAO et al.,, 1986; NEVES et al., 1990;
MENKVELD e KRUEGER, 1991; TESARIK et al., 1991; MARMAR et
al.,, 1992; FAZANO et al., 1993; NEVES, 1995; BENOFF et al., 1996;

Introducdo 20



YOUSSEH et al., 1996; HERSHLAG et al., 1998; NEVES, et al., 1999;
GLAZIER et al., 2000; BAHAMONDES et al., 2001; OMS, 2001).

Inumeros testes funcionais dos espermatozoides tém sido empregados
na pratica clinica, como teste hiposmatico, teste da hemizona, estudo da reacao

acrossOmica, dentre outros.

O teste hiposmotico avalia a integridade funcional da membrana plasmatica
dos espermatozdides e o transporte de agua através da mesma (JEYENDRAN
et al., 1984; ESTEVES et al.,, 1996). Os espermatozoides que apresentam
membranas integras absorvem agua quando expostos a uma solugao hiposmolar
em relagdo ao meio intracelular e sdo capazes de manter um gradiente osmdtico,
enquanto os espermatozéides com membranas lesadas ndo apresentam
capacidade osmorreguladora e, consequentemente, ndo exibem o inchago da
cauda (VAN DEN SAFFELE et al.,1992). Embora o teste hiposmotico tenha sido
originalmente descrito como um teste de fungcédo espermatica, correlacionando-se
com o teste da hemizona (utilizando évulos de hamster, JEYENDRAN et al., 1984;
FAZANO et al., 1993), outros estudos ndo confirmaram tal propriedade (VAN KOOIJ
et al., 1986; CHAN et al., 1990). Este teste apresenta uma grande correlagdo com
a vitalidade do espermatozoide e também com a capacidade de fecundagao

(FAZANO et al., 1993; GLAZIER et al., 2000; BAHAMONDES et al., 2001).

Atualmente, o teste hiposmotico tem sido utilizado como um teste de
vitalidade espermatica associado as técnicas classicas de vitalidade (eosina e

nigrosina, OMS, 2001). E utilizado para identificar espermatozéides que embora se
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apresentem imoveis, sdo viaveis, e, portanto, podem ser utilizados em técnicas

de reproducéo assistida, como a ICSI (ESTEVES, 1998).

O teste da hemizona (HZA) pode ser usado para aconselhamento de
pacientes antes de um procedimento de reproducéo assistida (TELOKEN e
BADALOTTI, 2002). Este teste consiste na divisdo da zona pelucida em duas partes
iguais, utilizando-se uma micropipeta. Em seguida, uma parte é incubada com
espermatozoéides do paciente e a outra metade € incubada com espermatozéides de
doador fértil como controle. O teste baseia-se na observacido da ocorréncia de
ligacao do espermatozodide a superficie externa da zona pelucida. A capacidade

de ligagao é expressa como indice da hemizona:

indice HZA = numero de espermatozodides ligados do paciente x 100
numero de espermatozodides ligados do doador

(BURKMAN et al.,1988)

O indice de 30% foi estabelecido como limite minimo para o teste da
hemizona para que se observe a fertilizagdo em um programa de reproducgao in
vitro. Em um estudo cego prospectivo, o valor preditivo positivo desse teste
para fertilizagao in vitro (FIV) foi de 85% e o valor preditivo negativo foi de 70%

(FRANKEN et al.,1993).
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Em uma metanalise de 10 trabalhos selecionados foi observada excelente
correlagao entre o teste HZA e a FIV (OEHNINGER, et al.,1998). P6de-se concluir
que a melhor estimativa de correlagado dos resultados dos testes de ligacdo do
espermatozdide com a zona pelucida, expressos pelo indice da hemizona e taxa
de ligacao (espermatozoide — zona peldcida), o indice de fertilizagao foi de 0,64

(KRUGER e COETZEE, 1998).

Para que se possa avaliar alguns testes funcionais para analise espermatica,

deve-se compreender primeiramente como o espermatozoide é formado.

Durante a espermatogénese — processo de maturagao das células gaméticas
masculinas, que se inicia durante a puberdade nos meninos —, o espermatozoide

é formado apdés uma sequéncia inteira de eventos que dura cerca de 74 dias

(divisbes mitéticas, divisbes meidticas e espermiogénese) (Figura 1).

A espermatogOnia, durante o processo de maturagao, transforma-se em
espermatocito primario, espermatocito secundario, espermatide e espermatozadide.
Este, quando maduro, € uma célula movel que tem capacidade natatoria livre
e consiste de trés partes: cabecga, peca intermediaria e flagelo (MOORE e

PERSAUD, 2000).

Introducdo 23



espermatogénese

PERSAUD, 2000).

Figura 1. Esquema da
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Estruturalmente, a cabega do espermatozdide € dividida em quatro regides

(observadas em 1976 por Flechon através do microscépio eletrénico): apical,

pré-equatorial, equatorial e pés-equatorial (FLESCH e GADELLA, 2000) (Figura 2).
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Na regiao apical encontra-se 0 acrossoma, que contém enzimas hidroliticas como a
hialuronidase e a acrosina. Logo abaixo do conteudo acrossomal encontra-se
o envelope nuclear que reveste todo o conteudo nuclear (DNA, altamente
condensado). Entre a cabega e a peca intermediaria observa-se o anel posterior.
Logo abaixo do anel posterior observa-se a peca intermediaria, que abriga as
mitocéndrias (apresentam forma helicoidal), produtoras de energia. Antes de chegar
no flagelo, logo apds a pega intermediaria, observa-se o anel anular e por fim o
flagelo, que € a primeira estrutura a ser desenvolvida durante o processo de
espermatogénese, sendo responsavel pelo movimento do espermatozéide

(FLESCH e GADELLA, 2000).

Cabeca dividida em quatro regides:

1. Regido Apical (membrana acrossomal)
2. Regiao Pré-Equatorial

3. Regiao Equatorial

Peca Intermediaria

Anel Posterior
Anel anular

Flagelo

Figura 2. Estrutura do
Espermatozoéide (Adaptado de
FLESCH e GADELLA, 2000).
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O espermatozoéide apresenta duas membranas: uma interna — na regido da
cabeca, denominada de membrana acrossomal, que reveste todo o acrossoma,
responsavel pela vesiculagdo — e outra externa — que reveste todo o corpo —
conhecida como membrana plasmatica. Esta membrana é responsavel por sintetizar
estruturas como proteinas, fosfolipideos e colesterol, entre outras. Este evento sé
tera inicio quando o espermatozoide comecar a percorrer os tubulos seminiferos no

epididimo (FLESCH e GADELLA, 2000).

A membrana plasmatica também é responsavel por abrigar sitios receptores
para D-manose, um carboidrato presente na superficie do ovécito. Estes sitios
sao fundamentais no processo de fertilizacao, pois se acredita que sio eles que
reconhecem a D-manose presente no 6vulo e, como em um processo chave-
fechadura, eles se ligam, dando inicio aos processos bioquimicos e fisioldgicos

que levam a fecundacao (MORI et al., 1989; TESARIK et al.,1991).

Para que ocorra a fecundagao (interacdo espermatozoéide—6vulo), quatro
processos envolvendo os gametas sao descritos: capacitagao, interagao, reagao

acrossdmica e fertilizagdo propriamente dita.

Em 1951, dois bidlogos em estudos separados observaram que o0s
espermatozoides tornavam-se “capazes” de fertilizar o dvulo apds passarem um

periodo dentro do trato genital feminino (in vivo) (AUSTIN, 1952).

Define-se como “capacitagcao” o conjunto reversivel de alteragdes estruturais,

metabdlicas e bioquimicas que os espermatozoides sofrem desde que sao
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ejaculados até que apresentam a reacao acrossémica. No ser humano, o periodo
de capacitagao dura aproximadamente sete horas (AUSTIN,1972; YANAGIMACHI
et al.,, 1981). Devido a maior resisténcia de alguns espermatozéides do que
outros, a capacitagdo ocorre em momentos diferentes para cada porgdo do

ejaculado (SANTOS e NEVES, 2002).

Durante a capacitagdo sao reconhecidos trés conjuntos principais de

alteragdes (ROGERS e BENTWOOD, 1982):

1) Aumento da velocidade e amplitude do batimento dos flagelos apés os
espermatozoides atingirem a ampola da tuba uterina. Esta mobilidade
ocorre antes da reacao acrossémica e pode ser observada in vitro apos
lavagem e incubagdo do sémen em meio de cultura (processamento
seminal). Acredita-se que a fungao biolégica desta hipermotilidade seja a
de facilitar a liberagcdo do espermatozéide do istmo e a penetragao na
matriz viscosa do cumulus oophurus (SANTOS e NEVES, 2002);

2) Aumento da taxa de respiragdo, devido ao aumento do consumo de
oxigénio pelos espermatozoides e da utilizagdo de substratos energéticos.
Estes fenbmenos podem ser observados in vitro, pois quanto mais
enriquecido estiverem os meios de incubagdo, maiores sdo as taxas
metabdlicas e o numero de espermatozoides capacitados (MONESI,
1972). A principal fonte de energia provém da glicolise ou respiracao
oxidativa, tendo como base a glicose, o lactato e piruvato, presentes

no liquido seminal e fluido tubario.

3) Alteragcdes da membrana citoplasmatica: com a passagem do sémen pelo
trato genital feminino. Substancias que recobrem os espermatozoides,
como proteinas, substancias inibidoras ou estabilizadoras, vado sendo
removidas da superficie e os componentes protéicos e lipidicos da

membrana plasmatica sdo reorganizados estruturalmente, permitindo
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a entrada de ions calcio, expondo receptores que vao intermediar a
reacao acrossOmica, tornando a membrana plasmatica susceptivel a

fusdo com o évulo.

Todas as etapas da capacitacdo sdo importantes para que o espermatozoide,
chegando ao encontro do évulo, possa ligar-se e sofrer a reagao acrossdmica,
permitindo a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario (DE JORGE et al.,

1988; MOORE e PERSAUD, 2000).

A reacgao acrossdmica € um processo irreversivel em que a membrana
acrossomal fragmenta-se, sofre vesiculacao e libera enzimas proteoliticas que
digerirdao as paredes externas do o6vulo (DE JORGE et al.,1988; FLESCH e
GADELLA, 2000). Além da hialuronidase e da acrosina, encontram-se também a
corona penetrating enzyme (CPE - enzima que digere a corona radiata ovular),
ATPases, esterases, fosfolipases, arilsulfatases e outras. Ainda é desconhecido
o inicio da reacao acrossémica in vivo, porém conhece-se o papel dos fatores

séricos e dos ions calcio em testes in vitro (ROGERS e BENTWOOD, 1982).

Durante a capacitacéo observa-se uma alteracdo do conteudo de colesterol e
dos fosfolipideos na membrana plasmatica, com uma certa perda de colesterol.
O colesterol é encontrado em grande quantidade na membrana espermatica e a
alteragdo do seu conteudo antecede a reagdo acrossémica. E nesse momento
que surgem receptores para D-manose importantes na interagdo espermatozoide

e ovulo (SANTOS e NEVES, 2002).

Com a alteragao do colesterol na membrana plasmatica, receptores de

D-manose tornam-se exteriorizados, favorecendo a ligagao dos espermatozéides a
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superficie ovular, rica em D-manose. Dessa forma, os receptores de D - manose
sao mantidos internamente no citoplasma dos espermatozoides ejaculados e
sdo translocados para a superficie, como resultado do efluxo de colesterol

associado a capacitacdo (BENOFF et al., 1993b; BEDFORD, 1997).

Os estudos iniciais envolvendo os receptores de D-manose nos
espermatozoides foram propostos por MORI et al., (1989). Estes autores
observaram que os espermatozoéides previamente tratados com D-manose nao
se ligavam aos ovulos. Este resultado foi contrario quando 6vulos foram pré-
tratados com D-manose. Assim, pdde ser comprovado que nos espermatozoéides
existem receptores para a D-manose, sendo este um dos carboidratos encontrados
em grande quantidade na superficie dos oOvulos. Segundo BENOFF et al.,
(1993a) a ligacdo de D-manose no espermatozdide é preditiva para que ocorra
a fertilizacdo, devido a afinidade entre 6vulo e espermatozdide através deste
acucar. O resultado obtido com as analises dos sitios receptores de D-manose dos
espermatozoides, importantes para que aconteca o processo de fertilizagao,

pode auxiliar o diagndstico de infertilidade conjugal (HERSHLAG et al.,1998).

A presenca destes receptores na superficie dos espermatozoides, mais
especificamente na membrana plasmatica, € aparentemente responsavel pelo
primeiro passo da fertilizagcdo. Através destes receptores os espermatozéides
ligam-se a zona pelucida dos 6vulos, rica em D-manose (TESARIK et al., 1991,

BENOFF et al.,1993a).

Bioquimicamente, a D-manose € um aldeido glicérico com seis carbonos,

epimera da glicose no carbono 2. Funde-se a 132°C, apresentando poder rotatério
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especifico +14,5°/dm.g/ml. A letra D indica que o OH presente no penultimo
carbono esta do lado direito, como apresenta a proposta realizada por Fisher

(ARANHA, 1998) (Figura 3):

H N //O
C
|
HO-C-H
|
HO-C-H
|
H-C-OH
|
Figura 3. Estrutura molecular H-C-OH
da D-manose (Adaptado de |
ARANHA, 1998). H,C — OH

TESARIK et al., (1991) afirmaram que existe uma relacao entre a expressao
dos sitios de receptores de D-manose presentes na superficie da membrana
plasmatica dos espermatozdides e sua capacidade de fertilizagdo. Assim,
propuseram o teste da D-manose para verificarem em que regides da superficie
na membrana plasmatica dos espermatozoides ha receptores preenchidos com
D-manose (TESARIK et al.,, 1991; BENOFF et al., 1993a). Este teste também
permite verificar se, apds um periodo previamente determinado de incubacao
em meio de cultura em estufa com 5% de CO,, ocorre aumento ou ndo do

numero de receptores ligados a D-manose (BENOFF et al., 1993a).

A visualizacdo destes receptores € feita através de uma glicoproteina

(manosilado de soro albumina bovina) ligada a uma fluoresceina (fluorescein

Introducdo 30



isothiocyanete) (Man-FITC-BSA) em microscopio equipado com epifluorescéncia
(TESARIK et al., 1991; BENOFF et al., 1993a; BENOFF et al., 1996; YOUSSEF et

al., 1996; HERSHLAG et al., 1998; YAVETZ et al., 2001) (Figura 4).

LY
N

Ampliagdo de uma regido do espermatozoide onde estao presentes os receptores.

ESA FITC

Fluoresceina - FITC

Comercialmente, a glicoproteina “Manose” ja esta ligada a fluoresceina FITC.

O—e

Durante o periodo de incubagdo da amostra de sémen com a solugao de
Man-FITC-BSA, os espermatozoéides que apresentam sitios receptores para
D-manose ligam-se as glicoproteinas, que sao marcadas através das fluoresceinas
que serao visualizadas em microscopio equipado com epifluorescéncia.

Figura 4. Esquema da ocorréncia da marcagao dos
sitios receptores para D-manose em homens férteis.
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Apos a interagéo entre o espermatozoide e o 6vulo (através dos receptores
de D-manose), inicia-se a reagao acrossémica. Observa-se a liberagéo de enzimas
pelo acrossoma, como a hialuronidase, que atua sobre o acido hialurdnico,
mucopolissacaride presente na matriz que envolve as células do cumulus oophurus.
Na presenca da enzima, as células do cumulus se dispersam, favorecendo a
aproximacao do espermatozoéide. Outras enzimas sao liberadas para permitir a
passagem do espermatozodide pela zona pelucida, como esterases, neuraminidase
e, a mais importante, a acrosina, que esta presente sob a forma de pro-acrosina,
que é convertida em acrosina durante a capacitagdo. A acrosina é a enzima
proteolitica acrossomal responsavel pela lise e dissolugdo dos componentes
da zona pelucida do 6vulo (CARLSON, 1994; SANTOS E NEVES, 2002).
Apos penetrar o espago perivitelineo e a membrana plasmatica do évulo, o
espermatozoéide funde-se com o citoplasma do 6vulo, ocorrendo, portanto, a
fertilizacao. Esta liberacdo enzimatica implica a perda da membrana plasmatica
do gameta masculino (FLESCH e GADELLA, 2000; MOORE e PERSAUD,
2000), sendo um processo irreversivel (SANTOS e NEVES, 2002).

A reagao acrossOmica exige uma alta concentragao intracelular de calcio.
Durante o processo de capacitacdo ocorre um influxo de ions calcio através da
acao da calmodulina, proteina que se liga ao calcio. Esta proteina determina
toda a sintese e degradacdo de cAMP em diversos tipos celulares, dependendo
da quantidade e disponibilidade presente de calcio. Quando ha o aumento do
influxo de calcio ocorre a ativagdo das moléculas de calmodulina, que por sua
vez, ativam a adenilciclase (enzima), aumentando a sintese de cAMP. O calcio
também interage com as lipides da membrana, alterando seu arranjo estrutural,
tornando-a mais susceptivel a fusao e vesiculagdo observada durante o processo

de reacgao acrossdmica (SANTOS e NEVES, 2002) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema correlacionando as regibes do espermatozdide

com o0s eventos da capacitagdo até a reagéo acrossémica
(Adaptado de FLESCH e GADELLA, 2000).

Apods a reacdo acrossémica ocorre um mecanismo de bloqueio, conhecido
como reagao da zona, uma mudanga das propriedades da zona pelucida, tornando-
a impermeavel a entrada de outros espermatozoides. Observa-se uma alteragao da
capa glicoprotéica extracelular do évulo (MOSS et al., 1995). Acredita-se que
a reacao da zona resulte da acdo de enzimas lisossdmicas liberadas pelos
granulos da cortical ovular perto da membrana plasmatica do ovocito. O
conteudo destes granulos, liberados no espacgo perivitelinico, também causa
mudangas na membrana plasmatica do ovdcito, tornando-a impermeavel aos
espermatozoides (WASSARMAN, 1987; BERCEGEAY et al.,, 1995; CHEN e

SATHANANTHAN, 1996).

A cabeca e a cauda do espermatozdide penetram no citoplasma do
ovulo, mas a sua membrana plasmatica fica “retida” no espacgo perivitelino

(MOORE e PERSAUD, 2000). Acredita-se que a membrana plasmatica tenha o
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papel fundamental de conduzir e preparar o espermatozoide para que 0 mesmo
chegue ao encontro do dvulo e realize a interagao (FLESCH e GADELLA, 2000),
principalmente através da manifestacdo dos receptores de D-manose (TESARIK
et al., 1991; BENOFF et al., 1993a; MOORE e PERSAUD, 2000). Apds sua
interacdo e penetracao ela é dispensada, pois ja cumpriu sua fungéo dentro do

processo de fertilizagao (Figuras 6: A e B).

, Zona pelucida
Espago periviteling

Corona radiata

Citoplasma do ovécito

A

Segunda metafase meiotica

Primeiro corpe polar

Membrana plasmatica

do ovocito
Nigcleo do Perfuragoes na Espermatozoide no
espermatozéide  Acrossoma Membrana parede Enzimas citoplasma do 1
contendo conlendo plasmatica do  do acrossoma dissolvem a ovacito sem sua membranaa'a
cromossomas enzimas espermatozoide zona pellicida plasmatica

N

Figuras 6. A e B: Interagdo e penetracdo do espermatozoide
no ovulo (Adaptado de MOORE e PERSAUD, 2000).
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Apds a entrada do espermatozdide, o ovdcito que estava parado na metafase
da segunda divisdo meidtica termina esta divisao e forma um ovécito maduro e
um segundo corpo polar. Apos a descondensagdo dos cromossomos maternos, o
nucleo do ovdcito maduro torna-se o pronucleo feminino que se unira com o
pronucleo do espermatozéide, que é formado apds sua entrada no citoplasma do
ovulo. As membranas dos pronucleos (espermatozoéide — 6vulo) se dissolvem, os
cromossomos se condensam e se dispdem para uma divisdo mitética da célula,

que passara de zigoto para embrido (MOORE e PERSAUD, 2000) (Figura 7).

Fuso meibtico
Zana pelticida

| . Y ‘.n
\ - ; . Corona radiata

Ovocito secundario

Figura 7.

Do momento da
penetragdo do
espermatozoéide
até a formacéo do y
zigoto (Adaptado
de MOORE e
PERSAUD, 2000).
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Os estudos iniciais dos receptores de D-manose propuseram sua avaliagéo
concomitantemente ao estudo da reacdo acrossémica, tendo em vista a intima
relagéo entre sua manifestacdo durante a interacdo dos gametas e a consequente

reagao acrossOmica, permitindo a fertilizagdo propriamente dita.

Para realizar as analises de reagéo acrossémica em conjunto com o teste de
D-manose, BENOFF et al. (1993a) propuseram um protocolo onde verificaram se a
membrana acrossomal (situada no espermatozdide logo abaixo da membrana
plasmatica) apresentava-se intacta ou ndo. Quando a membrana acrossomal esta
intacta, as enzimas como a hialuronidase e a acrosina ainda nao foram liberadas.
Se esta membrana romper sem que o espermatozodide esteja ligado a zona
pellucida, essas enzimas serao liberadas e o espermatozoide nao tera como reverter

esta perda, ndo podendo mais participar do processo de fertilizagéo (Figuras 8 e 9).

Acrossoma Intacto Acrossomas Reagidos

=

Figura 8. Integridade acrossomal dos espermatozoides.

Integro Figura 9. Captura
de imagem referente
a integridade
acrossomal dos
espermatozoides.

Reagido
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Para a realizagdo dos dois testes no mesmo preparado, torna-se importante o
uso de fluoresceinas (marcadores) de cores diferentes. A manose é comercializada
ligada ao FITC (isothicyanate) que, em microscopio equipado com filtros para
epifluorescéncia, apresenta-se na cor verde-maca. A integridade da membrana
acrossomal € observada através de uma lectina Pisum sativum conjugada com uma

fluoresceina RITC (Rhodamine), que é visualizada na cor vermelha (Figura 10).

Ampliacdo de uma regido do espermatozdide
onde a lectina encontrara afinidade para ligar-se.

Comercialmente, a lectina Pisum sativum
ja esté ligada a fluoresceina RITC.

Durante a coloragdo com RITC-PSA, o metanol
(fixador) torna a membrana acrossomal mais
susceptivel para a ligagao da lectina que por
sua vez esta ligada a fluoresceina, podendo ser
avaliada a integridade acrossomal com auxilio
do microscépio equipado com epifluorescéncia.

Fluoresceina - RITC

Figura 10. Esquema da marcagdo da membrana acrossomal para avaliar a sua integridade.
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As lectinas sao proteinas que foram obtidas primeiramente de vegetais
(JUNQUEIRA e CARNEIRO,1995) e hoje sabe-se que elas podem ser encontradas
na maioria dos seres vivos. Sao moléculas com ao menos dois sitios ativos que se
ligam a hidratos de carbono especificos e podem causar aglutinagao de células.
Essas proteinas sdo muito utilizadas para analisar a composicao quimica dos
hidratos de carbono das glicoproteinas e glicolipideos presentes na face externa da

membrana plasmatica (GUPTA SANDHU, 1997; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1997).

Apos MORI et al., (1989) observarem a presenga dos receptores para D-
manose presentes nos espermatozoéides, TESARIK et al.,1991 propuseram um
protocolo e analisaram a expressao dos sitios receptores para D-manose
comparando homens férteis com pacientes inférteis. Nesse trabalho, apresentaram

quatro padrdes de expressao de sitios receptores para D-manose (Figura 11).

Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3 Padrao 3A

Figura 11. Padrbes propostos por TESARIK e colaboradores: Padrao 1:
espermatozoide com todo corpo preenchido com receptores para D-manose.
Padrdo 2: espermatozdide com peca intermediaria e cauda preenchidos com
0s receptores de D-manose. Padréo 3: espermatozdide somente com toda
cabeca (topo até o anel posterior) marcada pelos receptores para D-manose.
Padrdo 3A: espermatozdide com receptores demarcando o topo da cabeca
até o fim da regido equatorial. Adaptado de TESARIK et al., 1991.
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Para observar a reagao acrossémica, a amostra foi incubada durante
quatro horas e utilizado o marcador TRICT — conjugado com imunoglobulina de

coelho (SIGMA).

BENOFF et al., (1993a) propuseram um protocolo diferente de TESARIK
et al., (1991), aumentando o tempo de incubagéo para 20 horas e utilizando um
marcador diferente para a reagdo acrossémica, (RITC-PSA) e encontraram trés
padrdes principais distintos de visualizacdo. Este trabalho comparou homens

férteis com pacientes que foram encaminhados para FIV (Figura 12).

Figura 12. Padrbées propostos por | I Il

Benoff e colaboradores.

Padréo I: o espermatozéide apresenta
somente a pega intermediaria marcada

com D-manose e estd com acrossoma Com
intacto. manose

Padréo II: o espermatozdide apresenta
cabeca e peca intermediaria marcadas
com D-manose e esta com acrossoma

intacto.

Padré&o Ill: o espermatozoide apresenta ’ "ﬂ‘)
regido equatorial e pecga intermediaria

marcadas com D-manose e apresenta

acrossoma reagido.

Integridade
acrossomal

(Adaptado de BENOFF et al., 1993a).

Embora TESARIK et al. (1991) tenham proposto outro reagente para o teste
de reacao acrossdmica (TRICT), seu estudo e o de BENOFF et al., (1993a), foram
capazes de determinar padrdes principais de expressao de receptores para D-
manose, em tempos diferentes: sémen apos liquefacdo e remogédo do plasma
seminal, apos 1 hora de incubagdo em meio de cultura e apdés 20 horas de

incubacdo em meio de cultura, em estufa de CO, (BENOFF et al., 1993a).
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Correlacionou-se a incubacédo por 1 hora com o fenbmeno da capacitagao
(processamento seminal) e por 20 horas com a reagao acrossOmica, pois quanto
maior o tempo de incubagdo, maior a porcentagem de espermatozoides que

sofrem a reag&o acrossdmica (BENOFF et al., 1993a).

Em 1996, YOUSSEF et al., correlacionaram a expressao de ligagdo de
D-manose com a morfologia do espermatozéide, utilizando os critérios estritos
de KRUGER et al.,1986. Nesse trabalho foram comparados doadores férteis com
pacientes com queixas de infertilidade. YOUSSEF et al. (1996), encontraram
cinco padrdes diferentes dos padroes publicados por TESARIK et al., (1991) e
BENOFF et al. (1993a). Concluiram nesse estudo que a expressao alterada dos
sitios de expressao para D-manose esta relacionada com morfologia espermatica

anormal, prejudicando a fertilizagao (Figura 13).

Etrong Bar

Figura 13. Padrbes propostos por YOUSSEF e colaboradores (1996): Light Bar:
espermatozéides com os sitios receptores para D-manose expressos somente na
regiao equatorial. Slot: espermatozéides com os sitios receptores para D-manose
expressos na regido apical e pré-equatorial e pés-equatorial. Strong Bar: espermatozoéides
com os sitios receptores para D-manose expressos na regido equatorial e pos-
acrossomal, incluindo peca intermediaria e flagelo .Cap: espermatozoéides com os sitios
receptores para D-manose expressos na regiao apical, pré-equatorial e equatorial. Outros:
espermatozdides com os sitios receptores para D-manose expressos no corpo todo, s
na cabeca ou na pega intermediaria e flagelo. Adaptado de YOUSSEF et al., 1996.
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Em 1998, GAMZU et al., realizaram um estudo com homens férteis e
pacientes com queixas de infertilidade sobre a expressao de ligagdo da D-manose
nos espermatozdides em associagdo com o potencial de ligagdo a zona pelucida
através do teste HZA. Nesse trabalho apresentaram trés padrbes diferentes

(Figura14).

e
-H-"""--.__‘__
e I A
.
'\\‘ —
‘\.__E o
e .l Il ! D .
B
n._\\- .
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Figura 14. Padrbes propostos por GAMZU e colaboradores (1998). A: padréo I:
espermatozoéides com peca intermediaria marcada e regiées da cabega, hdo
reagidos acrossomicamente - (espermatozéide ndo capacitado). B:padréo Il:
espermatozdides com regido pré e pos-equatorial uniformemente marcada além
da pecga intermediaria, ndo reagidos acrossomicamente - (espermatozoéide
capacitado). C: padréo lll: espermatozoéides sem marcagéo dos sitios receptores
para D-manose, reagidos acrossomicamente — (espermatozdide com acrossoma
reagido). Adaptado de GAMZU et al., 1998.

Nesse trabalho os autores afirmaram que consideraram a expressao dos
receptores de D-manose meramente um marcador do estagio de maturagao do
espermatozoéide. Cada momento de expressao dos receptores e dos locais, assim
como as alteragbes que ocorreram na membrana plasmatica, poderiam estar

relacionados a cada etapa da maturagao espermatica.
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Utilizando estes padroes, GAMZU et al., (2002) realizaram, seis anos apos
a publicacao de YOUSSEF et al., (1996), o mesmo trabalho correlacionando a
expressao de ligacao de D-manose com a morfologia do espermatozoide, e ndo
puderam estabelecer uma correlacéo entre os padrdes propostos por YOUSSEF

et al., (1996) e a morfologia.

Diante desta analise, observa-se que todos os trabalhos concordam quanto a
importancia dos receptores de D-manose nos espermatozoides, e sao discordantes
quanto aos padrdes de expressido dos sitios receptores para D-manose e sua
eventual expressao nos fenbmenos que envolvem a fertilizagao, além de terem
apresentado padrées de homens férteis ao mesmo tempo que comparavam com

um grupo de pacientes inférteis.

O presente trabalho propbe-se a estabelecer padrdes de expressao dos
receptores de D-manose de espermatozoides somente de individuos considerados
férteis. O estabelecimento de padrées determinados de normalidade permitira a
inclusdo do teste de D-manose no laboratério de reprodugéo para comparagdo com
pacientes portadores de infertilidade conjugal. Uma futura andlise de espermatozéides
de pacientes apresentando causas de infertilidade (por exemplo, varicocele,
infecgdo de vias seminais, etc.) podera revelar alteracao dos padrdes de expressao

dos receptores de D-manose.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a expressao dos sitios receptores de D-manose presentes na superficie

de espermatozoides de homens férteis em diversos momentos de incubagao.

2.2. Objetivos especificos

e Observar se o periodo de 20 horas de incubacado é suficiente para

induzir a reacdo acrossémica.

e Avaliar a porcentagem de espermatozéides com receptores para D-manose

expressos com acrossoma intacto nos diferentes tempos de incubacgao.

e Determinar os principais padrées de expressao dos receptores de D-
manose nos diferentes periodos de incubagao (correlacionando-os com

o fendmeno de capacitagao e com a reagao acrossémica).

e Estabelecer padrbes normais de expressdo dos receptores de D-manose
em espermatozdides de homens férteis, em tempos de incubacio
diferentes, no Laboratério de Reprodugdo Humana (LRH) do Centro de
Atencéo Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual

de Campinas (Unicamp).
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3. Sujeitos e Métodos

3.1. Tipo de estudo

Estudo descritivo de corte transversal.

3.2. Tamanho da amostra

Para o presente estudo foram convocados, voluntariamente, 48 homens
candidatos a vasectomia no Ambulatério de Urologia do Hospital das Clinicas (HC)
da Unicamp. O programa de vasectomia do Ambulatério de Urologia da Unicamp
aceita apenas casais que se enquadram nos seguintes critérios: unido matrimonial
ha pelo menos sete anos, presenga de no minimo dois filhos, 0 menor com mais de
um ano de idade, idade do casal igual ou superior a 30 anos, auséncia de disturbios
na esfera sexual, entrevista com assistente social e reunido de esclarecimento dos
casais com o médico responsavel. Todos os homens convocados foram submetidos
a exame fisico especifico e apenas aqueles considerados normais foram aceitos

para o estudo (auséncia de varicocele, alteragcdes epididimarias ou testiculares).
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Desta forma, considerou-se, para o presente estudo, que os homens selecionados
eram normais do ponto de vista de fertilidade. Ainda, dentre os homens convocados,
apenas aqueles cujo espermograma apresentou resultados normais, de acordo
com os critérios da Organizacao Mundial da Saude (OMS, 2001) (Anexo 1) foram

aceitos no presente estudo.

3.3. Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes que apresentaram alguma alteracdo ao exame
fisico, como varicocele ou hipotrofia testicular. As amostras de sémen que nio se
enquadraram dentro dos critérios de normalidade propostos pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS, 2001), também foram excluidas. Dentre os 48 homens
convocados, dois foram submetidos a cirurgia de vasectomia antes da coleta do
sémen, um paciente foi excluido por apresentar varicocele grau lll a esquerda e 15
pacientes apresentaram espermograma inicial fora dos critérios de normalidade da
OMS (2001). Uma vez aplicados todos estes critérios de selegdo, 30 pacientes
foram submetidos ao teste de D-manose, concordando com o estudo e assinando

o Termo de Consentimento Livre e Informado.

3.4. Fases do estudo (Anexo 2)

3.4.1. Primeira Fase

Todas as amostras obtidas dos doadores foram incubadas por 60 minutos

para liquefagdo em estufa de cultura a 37°C. Decorrido este tempo, foram
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realizadas as analises macroscopicas e microscopicas seguindo os critérios da
OMS, onde as amostras que nao se apresentaram dentro dos critérios foram

excluidas do estudo.

3.4.2. Segunda Fase

Todas as amostras que se apresentaram dentro dos critérios de normalidade
da OMS (2001) foram centrifugadas duas vezes com PBS (Dulbecco’s
phosphate-buffered saline, Gibco BRL®, # 14190-136). Apés a segunda
centrifugacao o botao formado foi ressuspenso em 1,0ml de PBS, sendo retirada
a aliquota inicial de 192ul. O restante da amostra foi centrifugado mais uma vez
e o botado formado foi ressuspenso em meio de cultura e incubado em estufa
5% de CO; para processamento seminal. Decorrido este tempo, foi retirada do
sobrenadante a aliquota uma hora de 192ul. O restante do sobrenadante foi
novamente incubado em estufa de 5% de CO, por um periodo de 20 horas.

Apos este periodo, a aliquota 20 horas de 192yl foi colhida.

3.4.3. Terceira Fase

As trés aliquotas retiradas (zero hora, 1 hora e 20 horas) foram submetidas
ao teste D-manose e a seguir ao teste de reagéo acrossémica (descritos a seguir).
A leitura de ambos os testes (D-manose e reagdo acrossémica) foi realizada
concomitantemente em microscoépio equipado com epifluorescéncia. Como as

técnicas da D-manose e da reacdo acrossbmica foram realizadas na mesma

Sujeitos e Métodos 46



lamina, foram utilizadas fluoresceinas diferentes para cada etapa: Man -FITC-
BSA que apresentou uma coloragdo verde maga e rhodamina (RITC — PSA) por
apresentar a cor vermelha, evitando, assim, possiveis erros durante a leitura. Cada
coloracao necessita de um filtro de leitura especifico para que ocorra a excitagéo
das fluoresceinas para que as mesmas possam ser observadas. Em ambiente
escuro foi necessario o uso do microscopio KS, marca Zeiss, equipado com

epifluorescéncia para realizar a leitura.

3.5. Local do estudo e disponibilidade de materiais

Todas as coletas e analises do presente estudo foram realizadas no LRH -
CAISM e no Laboratério de Anatomia Patologica do HC da Unicamp no periodo de
maio de 2001 a dezembro de 2002. Os equipamentos citados a seguir, como
também os materiais a serem utilizados neste estudo, pertencem aos referidos

laboratorios conforme cada etapa realizada.

3.6. Descrigao do Estudo

3.6.1. Primeira Fase

e Coleta das amostras de sémen: A coleta das amostras de sémen foi
realizada apds o paciente ter permanecido trés dias sem ejacular, através
de masturbagdo, em sala anexa ao LRH, utilizando recipiente plastico
estéril para coleta do material. Apds a coleta, os recipientes contendo
as amostras foram imediatamente colocados em estufa de cultura a

37°C por 60 minutos, para que ocorresse a liquefacdo do sémen.
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e Anadlises das amostras de sémen: Os exames macroscopicos e
microscopicos foram realizados dentro dos critérios propostos pela
OMS (2001).

— Exame Macroscoépico

= Aspecto: A analise foi realizada através da observacédo do sémen
contido no recipiente utilizado na coleta, sendo classificado em normal

ou alterado quanto a cor, homogeneidade, viscosidade e liquefacao.

¢ Viscosidade: A amostra foi aspirada em uma pipeta Pasteur
estéril. Caso a saida do sémen ocorresse em gotas individuais,
0 mesmo seria classificado em normal, e se foi observada a
presenca de filamento espermatico maior que 2cm de extensao,

considerou-se como viscosidade aumentada.

% Liquefacao: A liquefacdo do sémen foi classificada em completa
(homogénea) quando nao foi encontrada a presenca de grumos

apds 60 minutos de incubacao a 37°C.

s Cor: As amostras de sémen normal apresentaram-se branco
opalescentes e homogéneas. As amostras diferentes deste
padréo (brancas ou amarelas e translucidas) foram consideradas

alteradas.

= Volume: O ejaculado foi aspirado e colocado em tubo estéril

graduado, sendo considerado um volume normal entre 2ml e 5ml.

= pH: uma aliquota da amostra foi aplicada a uma fita sensivel de
pH onde a leitura foi realizada ap6s 30 segundos, anotando-se o
resultado através do padrao estabelecido pela fita de calibragao

colorimétrica de pH. O valor normal variou de 7,2 a 7,8.
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— Exame Microscopico

» Motilidade: foi realizada através da analise de uma aliquota de 50 pl
de sémen colocada sobre uma lamina de vidro para microscopia, aquecida
a 37°C e coberta por uma laminula de vidro. Em seguida, a lamina foi
observada ao microscopio 6ptico sob aumento de 400 vezes, onde
foram classificados os tipos de deslocamentos realizados pelos
espermatozoides em termos porcentuais e em graus (A, B, C e D):
grau A — movimento progressivo linear rapido; grau B — movimento linear
lento; grau C — movimento ndo progressivo; grau D — auséncia de
movimento. Foram consideradas normais as porcentagens de graus

de motilidade A+B iguais ou maiores que 50% dos espermatozoides.

» Morfologia: foram realizados esfregacos com uma gota de sémen fresco
em laminas para microscopia. Apos a secagem em temperatura ambiente
foram coradas com a coloragao de Papanicolau modificada (Anexo 3) para
espermatozoide, e examinadas sob imersdo. A avaliacao foi feita através
dos critérios estritos de KRUEGER et al., (1986), cujo valor de referéncia
normal foi a presencga de 14% ou mais de espermatozdides estritamente
normais (Figura 15). Os critérios estritos de normalidade incluem: cabecga
oval medindo entre 3mm e 5mm de extensao e entre 2mm e 3mm de
largura, pescogo intacto, pega intermediaria delgada, cauda unica e nao

enrolada, e auséncia de gotas citoplasmaticas.

Figura 15. Foto de -~
um espermatozoide —
morfologicamente y P—
normal (Adaptado )
de VEECK, 1998).
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= Concentracdo Espermatica: realizada através da contagem em
camara de Neubauer preenchida com a amostra diluida em
solugdo de formalina 1%, de acordo com a concentragdo
preestabelecida (1:20 = 1,9ml de formalina somado a 100ul de
sémen, segundo MORTIMER et al., 1986) e observada ao
microscopio Optico com aumento de 400X, e também através da
camara de MAKLER, com uma gota de sémen fresco sob
aumento 20X (Figura 16). Consideraram-se normais as amostras
que inicialmente apresentavam valor igual ou maior que 20

milhdes de espermatozoéides por mililitro.
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Figura 16. Camaras de Neubauer e Makler,
respectivamente (Adaptado de NEVES, 2002).

= Teste da Peroxidase: Segundo NAHOUM e CARDOZO, (1980),
este teste é fundamentado na presenca dos radicais perdoxido no
citoplasma dos leucdcitos, que reagem com a agua oxigenada
resultando em uma coloracdo marrom dos mesmos. Para tanto,
em um tubo de ensaio foram colocados 100ul de sémen e
adicionados mais 100ul de solugéo peroxidase. Esta mistura foi
homogeneizada lentamente e interagiu por 12 minutos. Decorrido

este tempo, uma aliquota de 50ul foi retirada e colocada sobre
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ldmina de vidro e coberta por laminula de vidro. A leitura foi
realizada em microscopio optico, sob aumento de 400 vezes.
Considerou-se como normal a presenca de menos de 1,0 x 10°

leucdcitos por mililitro ejaculado (Figura 17).

Figura 17. Foto apresentando radicais peroxidos nos leucdcitos (em
marrom), indicagdo de contaminagdo seminal. Adaptado da OMS, 1992.

= Vitalidade: Para avaliar a vitalidade dos espermatozoides colocou-
se uma aliquota de 300ul de sémen em um tubo de ensaio e em
seguida adicionou-se eosina, um corante que tem a capacidade de
penetrar células mortas que possuem suas membranas lesadas
(ELIASSON, 1977). Esta mistura foi homogeneizada lentamente
e aguardou-se trés minutos para a seguir adicionar-se nigrosina,
um corante que propicia fundo preto. Em seguida, realizou-se um

esfregaco desta mistura em lamina de vidro para microscopia. Apos
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apresentar-se seca em temperatura ambiente, a mesma foi avaliada
sob microscopio 6ptico com aumento de 400 vezes. Considerou-se
como normal a presenca de pelo menos 75% de espermatozdides

vivos (ndo corados).

= Teste hiposmaético: Uma aliquota de 100ul foi colocada em 1ml de
solugéo hiposmdética (150mOsm de citrato de sodio e frutose),
previamente aliquotado, durante 60 minutos a 37°C. Apds esta
incubagdo em estufa de cultura a 37° C, uma aliquota de 50yl foi
colocada em uma lamina de vidro e coberta por laminula de vidro.
A leitura foi realizada sob microscépio optico, com contraste de fase
e aumento de 400 vezes. Os espermatozéides que apresentaram
inchaco devido ao influxo dessa solucdo para restabelecer o
equilibrio osmoético indicaram a funcionalidade da membrana.
Considerou-se normal a presenca de 60% ou mais de formas

inchadas (Figura 18).

Figura 18. Efeito do teste hiposmdtico: (a) — espermatozoéide sem edema,
considerado anormal. (b) — (g) — varias formas de edema na cauda dos
espermatozoides, considerados normais. Adaptado de Jeyendran et al., 1984.
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3.6.2. Segunda Fase

e Processamento espermatico: Técnica de Swim-up: Apds a amostra estar
liqguefeita, a mesma foi colocada em um tubo de ensaio estéril e misturada
com meio de cultura Dulbecco’s tampéo fosfato salino (PBS), cujo pH é
7,4 e osmolaridade 280mOsm, na propor¢cédo de 3:1. Com uma pipeta
Pasteur, essa mistura foi homogeneizada e centrifugada a 300 — 400g
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o botao formado pelos
espermatozoides no fundo do tubo de ensaio foi ressuspendido em
2,0ml a 5,0ml de PBS para nova lavagem e centrifugagao. A seguir, o
sobrenadante foi descartado, novamente ressuspendido em 1,0ml de
PBS, homogeneizado, de onde se retirou a aliquota inicial para o teste
D-manose. A amostra contendo 1,0ml de sémen com PBS foi centrifugada
por mais cinco minutos. Descartado o sobrenadante, foi adicionado
cuidadosamente sobre o botdo formado 1,0ml de meio de cultura
contendo Human Tubal Fluid (HTF — Irvine Scientific ® # 90125),
suplementado com 10% de Synthetic Serum Substitute (SSS — Irvine
Scientific ® , # 99193 ). O tubo foi colocado em estufa de CO, a 5,0%, a
37°C e inclinado a 45° para que ocorresse a migragéo dos espermatozdides
moveis do botdo para o meio durante o periodo de 60 minutos (NEVES

et al.,1990; NEVES, 1995).
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e Incubacao apds 20 horas: retirada a aliquota apdés processamento
espermatico (1 hora), a amostra foi colocada novamente em estufa a 37°C
com 5% de CO; durante 20 horas. Decorrido este tempo, uma aliquota

de 192ul de sémen era retirada para realizar o teste D-manose.

3.6.3. Terceira Fase

e Teste da D-manose

— Amostras: Inicial (zero hora), apos processamento espermatico (1 hora)

e apos periodo de incubagéo (20 horas).

Em ambiente escuro, cada amostra de 192ul de sémen com PBS foi
adicionada a um tubo Eppendorff previamente preparado contendo 8ul de solugéo-
mae (Anexo 4) de Man — FITC — BSA (Sigma - A7790), resultando em uma
concentracao final de corante de 100ug/ml. Este tubo foi incubado por 30 minutos
a 37°C em estufa com 5% de CO,, para que ocorresse a marcagao dos sitios
receptores de D-manose. Em seguida foi adicionado 1,0 ml de PBS e centrifugado
entre 300g — 400g por 10 minutos. Este procedimento foi realizado duas vezes,
desprezando-se o sobrenadante. Em seguida, o sedimento restante foi ressuspendido
em 50ul de PBS, homogeneizado e foram efetuados dois esfregagos (lamina para

leitura + duplicata) que secaram em temperatura ambiente.

o Teste da Reagao Acrossdomica

Em ambiente escuro, depois que as laminas anteriormente preparadas

com o teste D-manose estavam secas, estas foram tratadas com metanol por
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30 segundos para permeabilizar a membrana plasmatica dos espermatozéides,
permitindo a penetracao do corante RITC-PSA para a visualizacdo do status
acrossomal. Em seguida, foram secas em temperatura ambiente. Decorrido este
processo, foram coradas em camara umida por 30 minutos com 208ul de PBS
que foi colocado em um tubo Eppendorff previamente preparado, contendo 8ul de
solugdo-méae (Anexo 5) de RITC-PSA (Vector Laboratories Inc ®, Burlingame,
CA. RL-1052) resultando em uma concentracdo final do corante de 100ug/ml.
Decorrido este periodo, as laminas foram lavadas duas vezes com PBS, secas

em temperatura ambiente e armazenadas em caixa de laminario a 5°C.

3.7. Visualizagao, analise e leitura

3.7.1. Receptores de D-manose

A visualizagao foi realizada em um microscopio KS, marca Nikon, equipado
com epifluorescéncia sob filtro BP 490 faixa de excitagéo, lampada 500 (dichroic)
e filtro de barreira LP 515. Foram contados 20 campos diferentes, sendo cinco
espermatozoides por campo, totalizando a leitura de 100 espermatozéides em

cada lamina para cada momento (zero hora, 1 hora e 20 horas).

3.7.2. Reagao Acrossdmica

A reagao acrossbmica foi observada sob filtro BP 545 faixa de excitacao,
lampada 580 (dichroic) e filtro de barreira de LP 590 em microscépio equipado

com epifluorescéncia, KS, marca Zeiss. Foram avaliados os mesmos 20 campos
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do teste da D-manose, e os mesmos 5 espermatozdides por campo, totalizando
100 espermatozdides por lamina para cada momento, observando-se a integridade

do acrossoma.

3.7.3. Leitura

Inicialmente, para aumentar o indice de refragcdo emitido pela fonte de luz do
microscopio equipado com epifluorescéncia, utilizou-se em cada lamina duas gotas
de solugéo de glicerol entre lamina e laminula. Em seguida a l&dmina foi selanizada
com esmalte incolor. No microscopio, inicialmente focava-se um campo com cinco
espermatozoides e avaliava-se a integridade do acrossoma, que poderia apresentar-
se intacto ou reagido. Esta avaliagdo era feita utilizando um filtro BP 545 faixa
de excitagao, lampada 580 (dichroic) e filtro de barreira LP 590. Em seguida,
mantinha-se focado o mesmo campo da leitura da reagcdo acrossOmica, mas
mudava-se o rotor de filtro para BP490 faixa de excitagéo, lampada 500 (dichroic) e
filtro de barreira LP 515, e avaliava-se nos mesmos cinco espermatozoides a
ocorréncia ou nao da expressao dos sitios receptores de D-manose. Quando se
observavam sitios receptores de D-manose avaliava-se em qual regido ocorria essa
expressao e os padrées eram anotados em uma tabela. Esse procedimento foi

realizado para cada um dos 20 campos diferentes avaliados.

e Amostra inicial: foram avaliados 100 espermatozoéides em cada lamina
para cada paciente (n =30). Portanto, a leitura total neste momento foi

igual a 3.000 espermatozdides.
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e Amostra apds processamento espermatico (1 hora de incubagao): foram
avaliados 100 espermatozoides em cada lamina para cada paciente (n=30).

Portanto, a leitura total neste momento foi igual a 3.000 espermatozoides.

e Amostra apo6s incubacdo durante 20 horas: foram avaliados 100
espermatozodides em cada lamina para cada paciente (n = 30). Portanto,

a leitura total neste momento foi igual a 3.000 espermatozoides.

Em todos os trés tempos foram avaliados espermatozoides que se

apresentaram:

Reagidos acrossomicamente e com expressao dos sitios receptores

para D-manose;

e N3&o reagidos acrossomicamente e com expressao dos sitios receptores

para D-manose;

e Reagidos acrossomicamente e sem expressao dos sitios receptores

de D-manose;

e Nao reagidos acrossomicamente e sem expressao dos sitios receptores

de D-manose.

Os resultados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon
para dados assimétricos (CONOVER, 1999). As amostras iniciais, apés 1 hora
de incubacgao e apds 20 horas de incubagao, foram comparadas entre si através

da mediana com confiabilidade de 95% para avaliar o comportamento do
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espermatozoide quanto a sua integridade acrossomal e quanto a expressao dos

sitios receptores de D-manose.

3.8. Aspectos Eticos

Todos os pacientes voluntariamente convocados assinaram o Termo de
Consentimento Informado que solicitava a coleta de uma uUnica amostra de
sémen apos um periodo de abstinéncia sexual de trés dias. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Unicamp, afirmando que o projeto apresentado atendia
todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter aprovado

o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 6).

Sujeitos e Métodos 58



4. Resultados

TABELA 1

Analise segundo a reacao acrossomal dos espermatozoéides
com ou sem receptores de D-manose (n = 30)

Variavel Momentos Meédia PD eSVIO " Minimo Maximo
adrao
Espermatozéides  Reagidos oh 49 1534 18 "
acrossomicamente 1h 48,9 18,02 16 91
independentes 20h 64,27 16,33 32 97
da ligacao de
D-manose (%) N&o reagidos Oh 51 15,34 23 82
1h 51,1 18,02 9 84
20h 35,73 16,33 3 68
Espermatozoides - Com Oh 13,6 71 2 31
receptores de ligagao 1h 14,67 10,17 2 43
de D-manose e 20h 21,5 12,26 2 51
acrossoma reagido
Sem Oh 35,4 12,97 11 59
1h 34,23 13,66 11 66
20h 42,77 13,11 17 63
Espermatozoides — Com Oh 443 2,97 0 12
expressao de ligagao 1h 6,53 6,17 0 31
de D-manose e 20h 6,57 5,34 0 21
acrossoma nao reagido
Sem Oh 46,57 15,95 13 79
1h 44,57 19,85 6 82
20h 29,17 16,21 0 63
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4.1. Analise 1

Avaliagdo do comportamento espermatico em relagdo a integridade

acrossomal em homens férteis.

Amostra inicial: do total de 3.000 espermatozdides avaliados, 51% (n=1.530)

dos espermatozodides apresentaram seus acrossomas integros.

Amostra apds processamento espermatico (1 hora de incubagéo): do total
de 3.000 espermatozoides avaliados, 51,1% (n = 1.533) dos espermatozoides

apresentaram seus acrossomas integros.

Amostra apés 20 horas de incubacao: do total de 3.000 espermatozoides
avaliados, 35,7% (n = 1.072) dos espermatozoides apresentaram seus acrossomas

integros.

Observou-se um aumento significativo (p = 0,0018) entre a porcentagem de

espermatozoides reagidos apos incubacéo por 20 horas (Tabela 2 e Grafico 1).

TABELA 2

Comparagoes entre as amostras inicial, apés processamento (1 hora)
e apos incubacao (20 horas), em relagao ao status acrossomal (p<0,05)

Status Amostra inicial Valor Amostra apds Valor Amostra apds
Acrossomal (zero h) P* processamento (1 h) P* incubagdo (20 h)
integro 49,5 0,8887 49,0 0,0018 38,0
Reagido 50,5 0,8887 51,0 0,0018 62,0

* Teste de Wilcoxon.
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Gréfico 1. Analise da Integridade Acrossomal.
4.2. Analise 2

Avaliacdo do padrao de expressao dos sitios receptores de D-manose

Amostra Inicial: foram avaliados 3.000 espermatozodides, sendo que 541 (18%)
expressaram receptores para D-manose. Dentre os espermatozoéides analisados,
133 (4%) apresentaram receptores para D-manose e ndo apresentaram reagao

acrossomal (Tabela 3).
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TABELA 3

Analise da leitura da amostra inicial (zero hora)

Comportamento Espermatico Zero Hora
(D-manose e RA) n %
Com manose e ndo reagido 133 4
Com manose e reagido 408 14
Sem manose e nao reagido 1.397 47
Sem manose e reagido 1.062 35
Total 3.000 100

Amostra apos processamento espermatico (1 hora de incubagéao): foram
avaliados 3.000 espermatozoides, sendo que 636 (21,5%) expressaram receptores
para D-manose. Dentre os espermatozdides analisados, 196 (6,5%) apresentaram

receptores para D-manose e ndo apresentaram reagado acrossémica (Tabela 4).

TABELA 4

Analise da leitura da amostra apés 1 hora de incubagao

Comportamento Espermatico 1 hora de incubagio
(D-manose e RA) n %

Com manose e nao reagido 196 6,5
Com manose e reagido 440 15,0
Sem manose e nao reagido 1.337 44,5
Sem manose e reagido 1.027 34,0
Total 3.000 100
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Amostra apés 20 horas de incubagao: foram avaliados 3.000 espermatozdides,
sendo que 852 (28%) apresentaram receptores para D-manose. Dentre os
espermatozéides analisados, 197 (6,5%) apresentaram receptores para D-manose

€ nao apresentaram reagao acrossémica (Tabela 5).

TABELA 5

Analise da leitura da amostra apés 20 horas de incubagao

Comportamento Espermatico 20 horas de incubagao
(D-manose e RA) n %

Com manose e ndo reagido 197 6,5
Com manose e reagido 645 21,5
Sem manose e nao reagido 875 29,0
Sem manose e reagido 1.283 43,0
Total 3.000 100

Ao se analisar estatisticamente o total de espermatozdides que expressaram

ou néao receptores para D-manose, observaram-se os seguintes resultados:

e Espermatozoides com receptores e ndo reagidos acrossomicamente: ndo
houve diferenca estatisticamente significante em nenhum dos diferentes
momentos analisados. As medianas a zero hora, incubagao por 1 hora e

incubacgéao por 20 horas foram respectivamente de 4,0%, 5,5% € 5,0%.

e Espermatozoides com receptores e reagidos acrossomicamente: nao
houve diferenga estatistica entre as medianas a zero e 1 hora; porém
observou-se incremento estatistico significativo entre as medianas a 1
hora (15%) e 20 horas (21,5%) de incubagao (p=0,0253).
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e Espermatozdéides sem receptores ndo reagidos: observou-se diminui¢ao

significativa entre os momentos 1 hora (mediana 43,5%) e 20 horas
(mediana 26%) (p=0,003).

e Espermatozoides sem receptores e reagidos acrossomicamente: observou-

se incremento significativo entre os momentos 1 hora (mediana 33,0%)

e 20 horas (mediana 42,5%) (p= 0,0205).

TABELA 6
Anadlise da leitura referente aos trés momentos
Comportamento 0 hora 1 hora 20 horas Total
espermatico
(D-manose e R.A.) n %* n %* n %* n %*
Com manose nao reagido 133 4 196 5,5 197 5 526 4,8
Com manose reagido 408 14 440 15 645 21,5 1.493 16,8
Sem manose néo reagido 1.397 45,5 1.337 43,5 875 26 3.609 38,3
Sem manose reagido 1.062 33,5 1.027 33 1.283 42,5 3.372 36,3
Total 3.000 100 3.000 100 3.000 100 9.000 100

* Valores da Mediana dos percentuais de espermatozéides através do teste de Wilcoxon.

Padrdes
Encontrados

Amostra
inicial (0 h) p*

TABELA 7

Comparagoes entre as amostras inicial, apés processamento (1h) e
apos incubacgao (20h), correlacionando a integridade acrossomal e a
presenca de sitios receptores de D-manose (p<0,05)

Valor -

Amostra p/
processamento (1 h) P*

Valor - Amostra p/

incubagdo (20 h)

Com manose e
acrossoma reagido 14

Sem manose e

acrossoma reagido 33,5
Com manose e
acrossoma integro 4
Sem manose e

45,5

acrossoma integro

*Teste de Wilcoxon.

0,9471

0,6803

0,2484

0,7074

15

33

55

43,5

0,0253 21,5
0,0205 42,5
0,8593 5
0,003 26,0
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O Gréafico 2 apresenta a analise da expressao dos receptores de D-manose
ao longo do tempo. Observa-se aumento progressivo da porcentagem de
espermatozodides que apresentam a reagao acrossdmica, diminuicdo progressiva
dos espermatozdéides sem receptores de D-manose e que ndo apresentam a reagéao
acrossémica, € manutencao da porcentagem de espermatozodides que apresentaram
receptores de D-manose, mas que nao sofreram a reacdo acrossOmica durante

o periodo de incubacao.
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Grafico 2. Analise da expresséo dos sitios receptores de D-manose.

4.3. Analise 3

Avaliacédo dos padrdes obtidos de expressao dos sitios receptores de D-

manose em espermatozoides nao reagidos.
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Foram encontrados trés principais tipos de marcacao diferentes para

cada momento (zero hora, apds 1 hora e apds 20 horas de incubacgao).

Amostra inicial: do total de 133 espermatozéides, 56 (42%) apresentaram

somente expressao dos receptores de D-manose na regido da pecga intermediaria,

26 (20%) contorno da cabega, 19 (14%) na regidao equatorial e 32 (24%)

apresentaram outros padrées (Figura 19).

Padrao 1A

Padrao 2A

Padrao 3A

Figura 19. Marcacao dos sitios receptores para D-manose e acrossoma integro (zero hora).
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Amostra apds processamento espermatico (incubacado por 1 hora): do

total de 196 espermatozdides, 38 (19%) apresentaram expressao dos receptores de

D-manose do contorno da cabega, 33 (17%) cabecga toda preenchida, 28 (14%)

somente a pega intermediaria e 97 (50%) apresentaram outros padrdes (Figura 20).

Padrao 1B

Padrao 2B

Padrao 3B

()

Figura 20. Marcacgao dos sitios receptores para D-manose e acrossoma integro (1 hora).

Resultados 67



Amostra apos 20 horas de incubacgao: do total de 197 espermatozoides,

64 (32,5%) apresentaram somente expressao dos receptores de D-manose no

corpo todo, 48 (24%) na peca intermediaria, 21(11%) na regido equatorial e 64

(32,5%) apresentaram outros padrdes.

Padrao 1C

Padrao 2C

Padrao 3C

Figura 21. Marcacgéo dos sitios receptores para D-manose e acrossoma integro (20 horas).
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Contorno do
corpo todo

Cabeca toda preenchida
+ peca intermediaria

Regiao
pré-equatorial

|

Regiao equatorial +
peca intermediaria

Regiao equatorial + peca
intermediaria + cauda

Regiao
poés-equatorial

|

Regiao pés-equatorial
+ pecga intermedidria

Regiao pés-equatorial +
peca intermediaria + cauda

Peca intermediaria

+ cauda

|

Somente cauda

|

Figura 22. Outros padrbes de expresséo de sitios receptores para D-
manose encontrados durante os trés momentos (zero hora, apdés uma
hora de processamento espermatico e apos 20 horas de incubacéo).
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5. Discussao

Os espermatozodides sofrem alteragdes que os tornam capazes de ligar-
se ao oOvulo e penetra-lo. O primeiro evento € a capacitacdo, processo que
tornara a membrana plasmatica do espermatozoide permeavel para a interagao
com o ovulo (MOORE e PERSAUD, 2000; SANTOS e NEVES, 2002). Essa
interacao ocorre através do influxo de colesterol que torna ativos os sitios
receptores de glicoproteinas, encontradas na superficie do 6vulo. Uma destas

glicoproteinas € a D-manose (BENOFF et al., 1993b).

MORI et al., (1989) fizeram uma analise sobre a interagdo espermatozoide-
ovulo, utilizando oligossacarideos. Esse trabalho mostrou que espermatozoides
pré-tratados com 50mmol/L D-manose nao penetraram a zona pellcida, o que
nao foi observado quando pré-trataram os espermatozdides com outros
acgucares. Assim, estabeleceu-se a importancia entre o receptor de D-manose e

a zona pelucida rica em D-manose.

Em 1991, TESARIK et al., apresentaram quatro padrdes de expressao

dos sitios receptores para D-manose, comparando homens férteis e inférteis.
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As amostras foram avaliadas apds duas centrifugagdes, apés uma hora de
processamento espermatico e apds quatro horas de incubagao, que os autores
consideraram suficientes para a capacitacao e inicio da reagao acrossémica. O
presente trabalho difere do de TESARIK et al, 1991 por estudar somente homens
férteis. Os padrdoes de expressao de receptores de D-manose propostos por

TESARIK et al., 1991 sdo:

Padrao 1: espermatozéide com todo o corpo preenchido com receptores

para manose,

e Padrao 2: espermatozéide com peca intermediaria e cauda preenchidos

com os receptores de manose;

e Padrao 3: espermatozéide somente com toda a cabecga (topo até o

anel posterior) marcada pelos receptores para manose;

e Padrdo 3A: espermatozoide com receptores demarcando do topo da

cabeca até o fim da regido equatorial.

No presente trabalho observou-se a expressao de receptores de D-manose
em 18% dos espermatozoides na amostra inicial, em 21,5% na amostra incubada
por 1 hora e em 28% dos espermatozoides incubados por 20 horas. Ao se
analisar especificamente os espermatozdides que expressaram receptores de
D-manose, porém que se mantiveram com o acrossoma intacto, ndo houve
diferenga estatistica nos trés momentos (zero hora, 1 hora e 20 horas): medianas de
4,0, 5,5 e 5,0%, respectivamente. Ainda, observou-se um incremento significativo
de espermatozoides que sofreram reacdo acrossdmica entre os periodos de

incubacao de 1 hora e 20 horas. Desta forma, a reacdo acrossémica também é
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acompanhada da maior expressado de receptores para D-manose, sendo que
nenhum dos estudos propostos explicou o motivo da relagdo entre o aumento
de ligacdo para D-manose e o fenbmeno da reagdo acrossébmica. Porém, se
considerarmos que o0s espermatozoides que expressam D-manose e que nao
sofrem a reagédo acrossOmica, fendmeno irreversivel, sdo aqueles que realmente
participardo da interacdo espermatozoide-6vulo, concluiu-se que o estudo
independe do tempo de incubagao e do consequiente aumento da porcentagem de
espermatozoides reagidos. Em relagdo ao padrao de expressao dos receptores
de D-manose dos espermatozoides néo reagidos acrossomicamente, observou-

se 0s seguintes principais padrdes, nos diferentes tempos de incubagao:

e Amostra inicial
— Padréao |: somente pega intermediaria (42%)

— Padrao II: marcacao apenas do contorno da cabecga do espermatozodide
(20%)

— Padréo lll: somente a regido equatorial demarcada (14%)

e Amostra apds incubagao por 1 hora
— Padréo |: somente contorno da cabecga (19%)
— Padréo II: cabega toda preenchida (17%)

— Padréo lll: somente pecga intermediaria (14%)

e Amostra apds 20 horas de incubacao
— Padréo [: corpo todo preenchido (32,5%)
— Padréo II: somente a pega intermediaria (24%)

— Padréo lll: apenas a regido equatorial (11,5%).
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Ao se agrupar todos os espermatozoides que apresentaram receptores
para D-manose, e que ndo apresentaram a reagdo acrossOmica, e tendo em
mente que ndo houve influéncia do tempo de incubagao (reagéo acrossémica)
sobre a porcentagem mediana deste tipo de espermatozdide nos diferentes tempos,
pode-se inferir os seguintes principais padrdes de expressdo de receptores de

D-manose para homens férteis:

e Padrdo 1: marcacao apenas da peca intermediaria: n=132 — 25,1%
e Padrio 2: marcacgao do contorno da cabeca: n =64 —12,2%

e Padrio 3: todo o corpo marcado: n=64 — 12,2%

e Padrao 4: somente regido equatorial: n=40 — 7,6%

e Padrio 5: cabecga toda marcada: n = 33 -6,3%

e Qutros: n =193 - 36,6%

Figura 23. Foto realizada no KS, ZEISS, referente ao padrdo 1.
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Nossos padrdes nao se assemelharam aos propostos por TESARIK et al.

(1991).

BENOFF et al., (1993a) correlacionaram o teste da D-manose com o teste
de reagao acrossOmica, em amostras de sémen de homens férteis e candidatos
ao programa de FIV, propondo trés padrées. Esses padroes foram analisados
em diferentes periodos de incubagdo (ap6s uma hora de processamento
espermatico e apdés 20 horas de incubagao). Esses eventos sdo importantes
para que ocorra o processo de fecundacao e esta habilidade foi observada

naquele trabalho através da fertilizagao de 6vulo in vitro.

Os padrodes propostos por BENOFF et al., 1993a, foram:

e Padrédo |: espermatozoides com os receptores de manose presentes

somente na regido da pega intermediaria € ndo reagidos acrossomicamente;

e Padrao Il: espermatozoéides com receptores de manose na cabecga e na

peca intermediaria e ndo reagidos acrossomicamente;

e Padrao lll: espermatozdides com os receptores de manose presentes na

regido equatorial e pega intermediaria e reagidos acrossomicamente.

Nesse trabalho concluiu-se que os homens férteis apresentaram com

maior frequéncia os padrdes | e Il.

O presente trabalho utilizou o protocolo proposto por BENOFF et al.,
(1993a), com algumas modificagdes: centrifugacao durante 10 minutos do sémen

com PBS para retirar o plasma seminal; o processamento espermatico foi

Discussdo 74



realizado somente pela técnica de swim-up, onde o botdo era incubado com
HTF suplementado com 10% de SSS. No teste da D-manose aumentou-se o
tempo de incubagdo para 30 minutos, ja que no projeto-piloto o tempo de
incubacado de 15 minutos proposto por BENOFF et al. (1993a) foi insuficiente

para marcagao dos sitios receptores de D-manose.

No mesmo ano, BENOFF et al., (1993b) estudaram a importéncia do efluxo
de colesterol através da membrana plasmatica no mecanismo de expressao
dos receptores de D-manose. Para isto, compararam amostras de homens
candidatos ao programa de FIV cujas parceiras ndo obtiveram a gravidez (FIV
negativo) com amostras de homens candidatos ao programa de FIV cujas parceiras
obtiveram a gravidez (FIV positivo). Concluiram que os homens do grupo FIV
positivo apresentaram poucos espermatozdéides reagidos acrossomicamente e
com pouca perda do conteudo de colesterol, além de encontrarem com maior

frequéncia o padrao Il para o teste de D-manose.

Em 1996, YOUSSEF et al., compararam amostras de sémen de
doadores férteis com amostras de pacientes com queixas de infertilidade,
correlacionando a expressao de ligagcao de D-manose com a morfologia do
espermatozoide utilizando os critérios estritos de Kruger. No presente trabalho,
embora tenhamos utilizado o critério estrito de Kruger para avaliar a morfologia,
nao fizemos nenhum tipo de correlacdo entre este e o teste da D-manose, pois

analisamos apenas amostras de homens férteis, ou seja, com critério estrito
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de Kruger maior ou igual a 14%. O interessante do trabalho de YOUSSEF et al.,

1996 € que apresentaram cinco padrdes diferentes dos propostos anteriormente:

e [ight Bar: espermatozodides com os sitios receptores para D-manose

expressos somente na regiao equatorial,

e Slot: espermatozodides com os sitios receptores para D-manose expressos

na regiao apical e pré-equatorial e pés-equatorial;

e Strong Bar. espermatozdides com os sitios receptores para D-manose
expressos na regidao equatorial e pdés acrossomal, incluindo peca

intermediaria e flagelo.

e (Cap: espermatozodides com os sitios receptores para D-manose expressos

na regiao apical, pré-equatorial e equatorial;

e Qutros: espermatozoides com os sitios receptores para D-manose

expressos no corpo todo, s na cabega ou na pega intermediaria e flagelo.

Concluiram no trabalho que a alteracdo da expressdo dos sitios de

receptores de D-manose coincide com a morfologia anormal do espermatozéide.

Em 1998, GAMZU et al., avaliaram a expressao dos sitios receptores de
D-manose e a capacidade de interagao (6vulo e espermatozéide) através do
teste HZA, apds periodos de incubacdo com lectinas lipossémicas. Compararam
homens férteis com um grupo infértil. Nesse trabalho propuseram trés padrdes

de expressao de receptores de D-manose:

e Padrao |: espermatozoides com pecga intermediaria marcada e regides
da cabecga, ndo reagidos acrossomicamente - (espermatozéide nao

capacitado);
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e Padrao II: espermatozdoides com regidao pré e pos-equatorial
uniformemente marcada além da peca intermediaria, ndo reagidos

acrossomicamente (espermatozoide capacitado);

e Padrdo lll: espermatozdides sem marcacgao dos sitios receptores para
D-manose, reagidos acrossomicamente (espermatozéide com acrossoma

reagido).

Concluiram que as amostras de homens férteis apresentaram com maior

frequéncia o padrao Il.

Nenhum dos padrdes propostos por GAMZU et al., em 1998 foi encontrado

com maior frequéncia no presente estudo, em nenhum dos periodos analisados.

Em 2002, GAMZU et al., realizaram o mesmo trabalho de YOUSSEF et
al., (1996) correlacionando a expressao de ligagdo de D-manose com a morfologia
do espermatozoide. No referido estudo discordaram dos cinco padrdes
propostos por YOUSSEF, ja que encontraram os mesmos trés padrdes principais
do estudo de 1998, por sua vez diferentes dos de TESARIK et al., (1991) e

BENOFF et al., (1993a).

O presente trabalho retomou o estudo dos receptores de D-manose,
atendo-se ao estudo apenas de homens sabidamente férteis e com espermograma
normal. Desta maneira, pdde-se observar que a expressao de receptores de D-
manose em espermatozoides que nao sofrem a reacédo acrossdmica independe do
tempo de incubacao, sendo estabelecidos cinco principais padroes de expressao,

distribuidos nos trés periodos analisados. De acordo com os resultados
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observados, a incubacdo por 20 horas é suficiente para induzir a reagao
acrossdmica, mas parece nao alterar a porcentagem de espermatozoides intactos
e que expressam receptores para D-manose. Sendo estes os espermatozoides
responsaveis pelo fendmeno de interagao o&vulo-espermatozoide, o estudo
comparativo da expressao destes receptores em homens normais e inférteis
podera estabelecer como causa de infertilidade a auséncia ou o prejuizo da

capacidade de expressao dos receptores de D-manose.

Uma vez implantado o método no LRH e conhecidos os resultados em
homens normais e férteis, € possivel o estudo comparativo destes receptores
em homens com infertilidade (por exemplo com varicocele, infec¢ao, atrofia
testicular, etc) sendo que o encontro de alteragdes da expressao e dos padrées
de expressao destes receptores podera explicar o mecanismo pelo qual alguma
patologia associada pode levar a infertilidade masculina. Casais com falha em
ciclos de FIV convencional poderao revelar alteracdo dos padroes de expressao
dos receptores de D-manose, justificando a indicagdo de ICSI. A incluséo do
teste de D-manose, padronizado e com resultados estabelecidos para homens
férteis e normais, na rotina laboratorial do Laboratério de Reprodugcdo Humana
do CAISM-Unicamp, podera se tornar uma atitude valiosa para o estudo da

infertilidade masculina.
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6. Conclusoes

No presente estudo, concluiu-se que:

O tempo de 20 horas de incubacao foi suficiente para induzir um aumento

estatisticamente significativo da reagc&o acrossomica;

Nao se observou diferenca significativa na expressdo de receptores de D-
manose em espermatozoides ndo reagidos acrossomicamentre, em relagao

aos diferentes periodos de incubacao;

Os principais padrdées de expressao dos receptores de D-manose em
espermatozoides ndo reagidos acrossomicamente em homens férteis foram:
— Padrao 1: marcagéo apenas da pega intermediaria: n=132 (25,1%)
— Padrao 2: marcagéo do contorno da cabega: n = 64 (12,2%)
— Padréao 3: todo o corpo marcado: n=64 (12,2%)
— Padréao 4: somente regiao equatorial: n=40 (7,6%)
— Padréao 5: cabega toda marcada: n = 33 (6,3%)
— Outros: n =193 (36,6%)

Uma vez estabelecido o comportamento dos receptores de D-manose em
homens férteis, estudos comparativos com homens inférteis poderao ser
propostos, na tentativa de se estabelecer novos mecanismos fisiopatolégicos

da infertilidade masculina.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1- Critérios de normalidade do espermograma de acordo com
a Organizagao Mundial de Saude , (2001)

Critérios Padrao de Normalidade
Cor Branco opalescente
Volume Entre 2,0 e 5,0 mililitros
Viscosidade Normal
Liquefagao Incompleta
pH Entre 7,2 -7.,8

Concentragdo Espermatica

Igual ou maior que 20,0 x 10° por mililitro de sémen

Motilidade Igual ou maior que 50% de graus A+B
Leucécitos Igual ou menor que a 1,0 x 10° por mililitro de sémen
Vitalidade Igual ou maior que 50% de formas vivas

Morfologia Estrita de Kruger

Igual ou maior que 14% de formas normais

Teste hiposmotico

Igual ou maior que 60% de formas inchadas
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9.2. ANEXO 2 - Algoritmo

PRIMEIRA FASE

| AMOSTRA INICIAL DE SEMEN |

Aspecto — | LIQUEFACAO | — Motilidade
Viscosidade [ — Vitalidade
ANALISE ANALI$E
MACROSCOPICA, MICROSCOPICA,
Liquefagdo OMS, 2001 OMS, 2001 —  Peroxidase
Cor — —  Hiposmotico
Volume - — Morfologia
pH — — Concentragéo
CELULAS
REDONDAS SPTZ
h 4
ANORMAL ANORMAL
h 4
- ALGORITMO
EXCLUSAO SEGUNDA FASE
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ALGORITMO

SEGUNDA FASE

AMOSTRA NORMAL (OMS, 2001)

v

LAVAR DUAS VEZES

v

RESSUSPENDER - »

v

CENTRIFUGAR POR 5 MINUTOS

v

Incubagéo por 1 hora para
processamento seminal pela —p
técnica de “swim-up”

v

Incubag&o por 20 horas L »

ALIQUOTA INICIAL

ALIQUOTA 1 HORA

ALIQUOTA 20 HORAS

TERCEIRA FASE
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ALGORITMO

TERCEIRA FASE

PARA CADA ALIQUOTA(INICIAL, 1H E 20H) INCUBACAO

COM SOLUCAO-MAE DE Man-FITC-BSA

v

LAVAR DUAS VEZES

v

RESSUSPENDER

v

ESFREGACO EM LAMINA

v

SECAR EM TEMPERATURA AMBIENTE

v

PERMEABILIZAR COM METANOL

v

SECAR EM TEMPERATURA AMBIENTE

v

COLORAGAO COM RITC-PSA

v

SECAR EM TEMPERATURA AMBIENTE

v

GLICEROL E SELANIZAGAO DA LAMINULA

v

LEITURA EM MICROSCOPIQ EQUIPADO
COM EPIFLUORESCENCIA
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9.3. ANEXO 3 - Coloragdo de Papanicolau Modificada para
Espermatozdides (OMS, 2001)

Deixar as laminas secarem em temperatura ambiente e, em seguida,

colocar sob imersao no etanol-éter (50%etanol + 50% éter) por 30 minutos.

Hidratar em etanol 80% (10 imersdes)
Hidratar em etanol 70% (10 imersdes)
Hidratar em etanol 50% (10 imersdes)

Lavar em agua corrente (10 imersdes)

Corar em hematoxilina de Harris por 3 minutos
Deixar em agua corrente por 5 minutos

Lavar em etanol-acido (2 imersoes)

© N oA~ wDdh =

Lavar em agua corrente por 5 minutos
9. Deixar em solugao Scott por 4 minutos
10.Lavar em agua destilada (1 imersao)

11. Desidratar em etanol 50% (10 imersdes)
12.Desidratar em etanol 70% (10 imersdes)
13. Desidratar em etanol 90% (10 imersdes)
14.Desidratar em etanol 95% (10 imersdes)
15. Corar com Orange G6 por 2 minutos
16.Lavar em etanol 95% (10 imersdes)
17.Lavar em etanol absoluto (10 imersdes)
18.Corar com EA — 36 por 5 minutos
19.Lavar em etanol 95% (10 imersdes)
20.Lavar em etanol absoluto (5 imersdes)
21.Lavar em etanol absoluto (5 imersées)

22.Deixar em xilol por 15 minutos.
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9.4. ANEXO 4 - Preparo da solugdao-mae de Man — FITC-BSA (100u.g/ml)

e Material Utilizado
— 1 frasco contendo 2mg de solugdo de Man-FITC-BSA (sigma A7790)
— 2ml de Dulbecco’s solugao fosfato-salino
— 01 tubo Eppendorff por exame

— papel aluminio

e Procedimento

— Adicionar 1ml de Dulbecco’s solugdo fosfato-salino (PBS) em um

frasco de 2mg de solugcdo de Man-FITC-BSA (Sigma A7790).
— Homogeneizar

— Aliquotar 8ul desta solugdo e acondicionar cada aliquota em tubo

Eppendorf.
— Envolver o tubo com papel aluminio e armazena-lo a —20°C.

— No momento da coloragdo cada Eppendorff de 8ul de solugdo sera

homogeneizado com 192l de sémem e levado a incubaggo.
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9.5. ANEXO 5 - Preparo da Solugcao-Mae de RITC — PSA. (100ug/ml)

e Material Utilizado

— 01 frasco contendo 5mg de RITC-PSA (Vector Laboratories, Inc,

Burlingame, CA. RL1052)
— 1,0ml de Dulbecco’s solugao fosfato-salina (PBS)
— 01 tubo Eppendorff por exame

— papel aluminio

e Procedimento

— Adicionar 1,0ml de Dulbecco’s solu¢do fosfato-salina (PBS) em um
frasco contendo 5mg de RITC-PSA (Vector Laboratories, RL1052).

— Homogeneizar

— Aliquotar 8pul desta solugédo e acondicionar cada aliquota em tubo

Eppendorff.
— Envolver cada tubo com papel aluminio e armazenar a —20 °C.

— No momento da coloragcdo cada Eppendorff de 8ul sera dissolvido
em 208ul de Dulbecco’s solugéo fosfato-salino (PBS) e esta solugéo

resultante sera utilizada para a coloragéo da lamina.
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9.6. ANEXO 6 - Consentimento Informado

Eu, , paciente do
Ambulatério de Urologia/Andrologia do Hospital das Clinicas — UNICAMP fui informado
sobre a realizacdo da pesquisa “Determinacido do padrao de expressao de receptores

de D-manose em espermatozoéides de homens férteis” cujo objetivo € melhorar o
conhecimento cientifico sobre a infertilidade masculina.

Concordo em participar voluntariamente desta pesquisa sabendo que nao receberei
nenhum beneficio pessoal, comparecendo primeiramente ao Ambulatério de Urologia do HC
- UNICAMP onde sera realizado um exame clinico pelo Dr. Paulo A. Neves antes da minha
cirurgia de vasectomia. Realizado este exame, comprometo-me a comparecer em data
previamente agendada no Laboratério de Reprodugdo Humana — CAISM — UNICAMP
tendo mantido abstinéncia sexual (sem ocorréncia de ejaculagéo) por trés dias, para coletar,
por masturbagéo, amostra de sémen. Esta amostra tera a finalidade Unica e exclusiva de
atingir o objetivo desta pesquisa, sendo a mesma descartada apds a realizagado das
analises de rotina (espermograma) e dos testes propostos no estudo (D-manose e
reacdo acrossdmica). Caso seja encontrado qualquer tipo de alteracdo durante exame
clinico ou no espermograma serei notificado.

Fui informado e estou ciente dos possiveis desconfortos, riscos e beneficios que o
exame clinico e a coleta da amostra de sémen podem acarretar.

Os ambulatérios do HC- UNICAMP néo deixarao de atender-me caso eu desista de
participar deste estudo, respeitando os meus direitos como voluntario de acordo com a
declaragao de Helsink-Il e da resolucdo 196/96 do CONEP.

Estou ciente de que serei compensado dos custos de transporte como também
receberei um comprovante de comparecimento do LRH para que eu possa apresentar
em meu trabalho, apds a coleta da amostra de sémen.

Todos os pesquisadores envolvidos neste estudo comprometem-se a esclarecer
qualquer duavida que eu tiver sobre o mesmo, como também garantem o total sigilo,
assegurando a privacidade dos meus dados confidenciais nesta pesquisa.

Campinas, de de 2001.
Assinatura do Voluntario Assinatura do Investigador
Exame clinico realizado em: / /
Data da coleta: / / no LRHF: (19)3788-9358

Pesquisadores Responsaveis: Carolina Fernanda Silveira (Bidloga e mestranda da Tocogineco-LRH-
CAISM) F: (19)3788-9358; Dr. Paulo Augusto Neves (Urologista do Amb. Andro/Uro do HC — UNICAMP)
F: (19)3788-7481

Dr. Francisco A.T. Fazano (Responsavel pelo LRH — CAISM-UNICAMP) F: (19)3788-9358

FCM — Comité de Etica em Pesquisa — UNICAMP — F: (19)3788-8936
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