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Abstracts

The objective of the study was to evaluate the patterns
of expression of D-mannose receptors at the surface of
spermatozoa of fertile men, during capacitation and fo-
Nlowing induction of acrossomal reaction with incubation
for 20 hours. Thirty patients who were candidate for va-
sectomy provided one semen sample before the surgery;
after signing an informed consent. All men had normal
general and urological physical exams and all samples
met the normal criteria of the World Health Organizat-
on. Allsemen samples, after routine sperm analysis, were
submitted to D-mannose test and to acrossomal react-
on test according to the protocol proposed by Benoff et
al. (1993a). All semen samples were evaluated at three
different moments. after lhiquefaction and washing (O
hour), after swim-up (sperm processing) (1 hour), and
after incubation of the samples for 20 hours, in order to
/induce acrossomal reaction (20 hour). Five main pat-
terns of expression of D-mannose receptors with intact
acrossome were observed. There was no statistical diffe-

rence among the patterns in the three moments of obser-
vation. It was possible to establish normal patterns of ex-
pression of D-mannose receptors of normal fertie men that
could be compared with semen samples from infertile men.

Key words: male infertillty; D-mannose receptors; acros-
somal reaction

Introducao

A fertilizacdo em mamiferos é um processo comple-
x0, dependente de reconhecimento e interacao mo-
lecular entre a membrana plasmatica do espermato-
zbide e a zona pellcida do évulo (Mori et al., 1989;
Tesarik et al., 1991;Youssef et al., 1996; Yavetz et al,
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2001; Flesh & Gadella, 2000). O fator masculino é
responsavel por 40 a 50% das causas de infertilidade
e deve ser adequadamente avaliado. Andlises esper-
maticas podem apresentar alteracdes quantitativas e
qualitativas, podendo ser acompanhadas de estudos
funcionais dos espermatozdides que detectam defei-
tos intrinsecos que podem ocorrer durante o proces-
so de fertilizacdo (Santos e Neves, 2002).

Estudos prévios em mamiferos mostraram que existe
uma interacao dependente entre os gametas mascu-
lino e feminino através de um carboidrato conhecido
como D-manose, presente em altas concentracoes
na superficie dos dvulos. Na superficie dos esperma-
tozdides existem receptores para este tipo de carboi-
drato, que, durante o processo de interacao que pre-
cede a fertilizacdo, liga-se a D-manose como um sis-
tema chave-fechadura (Mori, 1989).

Os espermatozdides apresentam duas membranas,
a plasmatica (externa) e a acrossomal (interna). Du-
rante o trajeto no trato feminino, os espermatozdides
sao capacitados e neste momento ocorre o efluxo de
colesterol que estd associado a exteriorizacao dos
receptores de D-manose, possibilitando a interacao
com o évulo, seguida da reacao acrossomal, permi-
tindo assim a entrada do espermatozdide na zona
pelicida do 6vulo (Flesch & Gadella, 2000).

Varios estudos propuseram avaliar a presenca de re-
ceptores de D-manose e também a reacdo acrosso-
mal, como o protocolo proposto por Benoff et al.
(1993a). Nesse trabalho, os resultados obtidos dife-
rem de outros estudos realizados que utilizaram o
mesmo protocolo, como os trabalhos descritos por
Youssef et al (1996) e Gamzu et al (1998), que ndo
apresentaram os mesmos padroes de expressao en-
contrados por Benoff e cols. Assim, fica inconclusivo
um padrao especffico para homens férteis.

O objetivo deste estudo foi avaliar os padrdes de re-
ceptores de D-manose e integridade acrossomal de
homens férteis e compara-los com os padrdes en-
contrados nesses estudos anteriores, estabelecendo
um padrao normal de expressao para o teste D-ma-
nose que podera ser utilizado em casais que apre-
sentarem esterilidade sem causa aparente (ESCA),
sendo, assim, mais um teste para elucidar estes ca-
sos em que as alteragdes entre os gametas apresen-
tam dificuldade de interagao.

Materiais e Métodos

O estudo foi realizado pela Divisao de Urologia e pelo
Laboratério de Reprodugao Humana do Departa-
mento de Obstetricia e Ginecologia do Centro de
Atencdo Integral a Satde da Mulher (CAISM) da Uni-
versidade Estadual de Campinas (Unicamp), Campi-
nas, So Paulo, Brasil. O Comité de Etica aprovou o
trabalho e todos os homens inscritos no programa de
vasectomia que manifestaram interesse em participar
deste estudo assinaram o consentimento informado.
Estes homens foram examinados fisicamente por um
urologista e, sendo considerados normais, doaram
uma amostra de sémen antes da cirurgia de vasecto-
mia. Inicialmente as amostras de sémen foram sub-
metidas a avaliagdo, de acordo com os critérios da
Organizacao Mundial de Saude (2001), sendo exclu-
fdas as que nao se encontravam dentro do padrao de
normalidade. Trinta amostras foram selecionadas para
este estudo.

Todas as amostras de sémen, apds andlises, foram
colocadas em tubo estéril de 15 ml e centrifugadas
uma vez com PBS (Dulbecco s phosphate-buffered sa-
/ine, Gibco BRL®,14190-136), durante 10 minutos,
a 300g. O sedimento formado apds centrifugagao foi
ressuspenso em 1 ml de PBS, e uma aliquota de 192
ul foi retirada. Foi adicionado mais 1 ml de PBS e le-
vado a centrifugagdo novamente. Sobre o sedimento
formado foi adicionado cuidadosamente 1 ml, meio
HTF Medium (Irvine #90125), com 10% de soro (SSS
— Irvine #99193) e submetido ao processamento
espermatico swim-up utilizando uma estufa com 5%
de CO,. Apbs uma hora de incubacdo, uma aliquota
de 192 ul foi retirada. A incubacio foi estendida du-
rante 20 horas e outra aliquota de 192 ul foi coletada.
As trés aliquotas (zero hora, uma hora e 20 horas)
foram submetidas aos testes D-manose e reacdo
acrossémica. Todas as analises foram realizadas nos
trés momentos, utilizando-se um microscédpio KS Zeiss
equipado com epifluorescéncia. O teste de D-mano-
se utilizou fluoresceina, Man-FITC-BSA (Sigma —
A7790), que durante a observagdo no microscopio
apresenta coloracdo verde maga, e para o teste acros-
somal foi utilizada fluoresceina RITC-PSA (Vector — RL
— 1052), que apresentou coloracao vermelha.
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Durante a avaliagado no microscopio foram conta-
dos cinco espermatozdides por campo, sendo ava-
liada primeiramente a integridade acrossomal, uti-
lizando filtro com excitacao de 545 BPF, lampada 580
e filtro de barreira LP590. Mantendo o mesmo cam-
po, houve troca do filtro de excitagdo para BP490,
lampada 500 e filtro de barreira LP 515, para ava-
liar a expressao dos receptores de D-manose.
Quando o espermatozdide apresentava expressao
dos receptores de D-manose, registrava-se a re-
gido marcada. Foram avaliados 100 espermatozdi-
des em cada um dos trés momentos para cada
doador (total de 3.000 espermatozdides em cada
momento: zero, uma e 20 horas).

Teste D-manose

Em local escuro, apds a primeira centrifugacao da
amostra de sémen, foi adicionada uma aliquota de
192 ul desta amostra em um microtubo previamente
preparado contendo 8 ul de solucdo-estoque de Man-
FITC-BSA, cuja concentracao final deve ser igual a 100
ug/ml. Este tubo foi incubado por 30 minutos em es-
tufa de 5% CO, a 37°C. Apds este perfodo foram
adicionados 800 ul de PBS (completando o volume
total de 1 ml) e centrifugados a 300 g durante 10 mi-
nutos. A centrifugaco foi repetida e o sedimento res-
suspenso em 50 ul de PBS para realizar um esfregaco
em lamina, que secou em temperatura ambiente.
Todas as laminas foram lidas em microscopio equipa-
do com epifluorescéncia.

Teste da Reacdo Acrossémica

Em local escuro, cada lamina previamente prepa-
rada com o teste D-manose foi tratada com meta-
nol durante 30 segundos e secou em temperatura
ambiente. Em seguida foi corada durante 30 minu-
tos em cadmara Umida com a solucdo rodamina
(RITC-PSA, laboratério Vector, CA, RL—1052). Esta
solucdo foi aliquotada em varios microtubos, com
8 ul cada. No momento da coloragao foram adicio-
nados 208 ul de solucao PBS em cada um, man-
tendo a concentracao final da solugcdo em 100 ug/
ml. Apds o periodo da coloracdo, as laminas foram
lavadas duas vezes em PBS e secas em tempera-
tura ambiente. No momento da leitura em micros-

copio equipado com epifluorescéncia, as laminas
receberam glicerol, foram montadas com laminu-
las e selanizadas com esmalte incolor.

Trezentos espermatozdéides foram analisados em cada
momento. Os padrdes de expressao de receptores
para D-manose eram avaliados juntamente com o
Status acrossomal, sendo observado se a membrana
acrossomal estava intacta ou ndo (Figura 1). Os re-
sultados foram analisados com o teste nao paramétri-
co de Wilcoxon para dados assimétricos (Conover,
1999). Foram comparadas as amostras iniciais, apds
uma hora e 20 horas de incubacao, utilizando um valor
médio com 95% de confianca para determinar o pa-
drao de expressao de receptores de D-manose e
membrana acrossomal integra.

Resultados

Analisando os dados, observamos uma reacdo acros-
sdmica significativa nos espermatozdides apds 20
horas de incubacdo. Comparamos o total de esper-
matozdides reagidos entre as amostras inicial e de 20
horas e as amostras de uma e 20 horas de incuba-
cao, confirmando a inducdo da reacao acrossémica
apds 20 horas de incubacdo (Tabela 1).

A expressao dos receptores para D-manose, inde-
pendente do sfatus acrossomal, foi observada em
18,0% dos espermatozdides nas amostras iniciais,
20,5% apds uma hora de incubacio e 26,5% apds
20 horas de incubacao (Gréfico 1).

O padrao de expressao de receptores de D-ma-
nose, cuja membrana acrossomal apresentou-se in-
tacta, foi de 4,0% no momento inicial, 5,5% apds
uma hora e 5,0% nas amostras apds 20 horas de
incubacdo, ndo sendo estatisticamente significativo
(Tabela 2).

Foram observados neste estudo cinco padrdes de
expressao de receptores de D-manose em esper-
matozdides com acrossoma intacto (Figura 2):
Padrdo 1: peca intermediaria: 25,1%

Padrao 2: contorno da cabeca: 12,2%

Padrao 3: todo o corpo: 12,2%

Padrao 4: regidao equatorial: 7,6%

Padrdo 5: toda a cabeca: 6,3%

Outros padrdes: 36,6%
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Tabela |
Comparacao Entre as Amostras Inicial (0 h), Apés Processamento (| h) e Apés Incubacao (20 h),
em Relacao ao Status Acrossomal (p < 0,5)

Status acrossomal Zero hora p* ! hora p* 20 horas
Acrossoma intacto 495 0,8887 4910 0,0018 38,0
Acrossoma reagido 50,5 0,8887 51,0 0,0018 62,0

* Teste de Wilcoxon.

Tabela 2
Comparacao Entre a Amostra Inicial (0 h), Apés Processamento (I h) e Apds Incubacao (20 h),

Correlacionando a Integridade Acrossomal e a Presenca de Sitios Receptores de D-manose (p < 0,05)

Fadrées encontrados Amostra Oh Valorp* Amostra 1 h Valorp* Amostra 20 h
Com manose e acrossoma reagido 14 0,9471 15 0,0253 21,5
Sem manose e acrossoma reagido 33,5 0,6803 33 0,0205 425
Com manose e acrossoma integro 4 0,2484 5,5 0,8593 5

Sem manose e acrossoma integro 455 0,7074 435 0,003 26,0

*Teste de Wilcoxon

Figura 1 — Status acrossomal visualizado pelo corante rodamina. A: espermatozdide com acrossoma reagido, apresentando uma faixa na regiao
acrossomal. B: espermatozdide com acrossoma integro.
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Padrao | Padrao 2

Padrao 3

Padrao 4 Padrao 5

Figura 2 — Fadrdes de expressio de sitios receptores de D-manose mais visualizados. Fadrdo 1: somente a peca intermedidria. Padréo 2:
somente contorno da cabega marcada. Fadrao 3. contorno de todo o corpo. Fadrao 4. somente a regido equatorial marcada. Fadrdo 5: cabega

toda marcada.

Discussao

O espermatozdéide sofre algumas modificagdes antes
de encontrar o évulo que o torna apto ao processo
de fertilizacdo. O primeiro evento € a capacitacao, ou
seja, uma série de alteracdes bioquimicas e estrutu-
rais na membrana plasmatica, permitindo a interacdo
do espermatozdide com o évulo (Moore & Persaud,
2000; Santos & Neves, 2002). Esta interagdo ocorre
apds o influxo de colesterol e exposicao dos recepto-
res de D-manose (Benoff et al., 1993b).

Tesarik et al(1991) propuseram quatro padroes de
expressao de receptores de D-manose, comparan-
do homens férteis e inférteis. As amostras de sémen
foram analisadas apds duas centrifugacdes, apds uma
hora e quatro horas de incubacdo. Os autores con-
sideraram o periodo de inducao para reacao acrosso-
mal de quatro horas suficiente, porém nao encontra-
ram um padrao normal para homem fértil.

Benoff et al (1993a) correlacionaram o teste da D-
manose com a reagao acrossomal utilizando amos-
tras de sémen de homens férteis candidatos do pro-
grama de fertilizacao /in vitro (FIV). Eles propuseram

trés momentos no estudo: zero hora, uma hora e 20
horas de incubacdo. No presente trabalho foi usado
o protocolo proposto pelos autores ja citados, mas
com poucas alteragdes: a centrifugacao inicial da amos-
tra de sémen foi feita em 10 minutos utilizando PBS e
a técnica de swim-upfoi realizada utilizando HTF me-
dium suplementado com 109% de soro (SSS). A incuba-
¢do do teste de D-manose foi estendida para 30 mi-
nutos, desde que nds observamos a ndo coloracao dos
receptores utilizando o periodo proposto pelo estudo
de 15 minutos. Os padrdes descritos por Benoff ef ai.
foram diferentes dos obtidos em nosso trabalho.
Youssef et al (1996) compararam amostras de sémen
de homens férteis com amostras de homens infér-
teis, correlacionando os padrdes obtidos nos testes
D-manose e reacao acrossomal com a morfologia dos
espermatozéides, utilizando o critério estrito de Kru-
ger. Eles correlacionaram alteracoes na expressao dos
receptores de D-manose com morfologia anormal.
Gamzu et al (1998) avaliaram a expressao dos re-
ceptores de D-manose e a habilidade de interacao
do espermatozdide em penetrar o dvulo utilizando o
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teste da hemizona. Eles compararam homens férteis
com inférteis e descreveram trés padrdes de expres-
sao, sendo que alguns destes foram observados em
nosso estudo. Também foi feita uma correlacdo entre a
expressao dos receptores de D-manose com a morfo-
logia, seguindo o mesmo trabalho proposto anterior-
mente por Youssef et al. (1996), mas ndo encontraram
0s mesmos cinco padroes descritos pelo mesmo.

Em nosso trabalho, determinamos o periodo de 20
horas de incubagdo como adequado para induzir a
reacao acrossdmica. Nao houve alteracoes na expres-
sao dos receptores de D-manose entre as amostras
inicial, de uma hora e 20 horas de incubacao, como
pudemos observar nos dados: 4,0%, 5,5% e 5,0%,
respectivamente, em espermatozéides com acrosso-
ma intacto.

Cinco padrdes foram determinados para amostras de
sémen de homens férteis: Padrdao 1: somente peca
intermediaria, 25,1%; Padrdo 2: contorno da cabe-
¢a,12,2%; Padrdo 3: todo o corpo marcado, 12,2%;
Padrdo 4: somente a regiao equatorial, 7,6%; e Pa-
drdo 5: somente a cabeca, 6,3%; outros padroes:
36,6%, sendo estes observados durante os trés pe-
rfodos do estudo, mas ndo faziam parte de algum
padrdo especifico e também nao foram observados
com freqUéncia.

Nossos padrdes nao foram os mesmos descritos por
Benoff et al (1993) e por Tesarik et a/(1991).

O presente trabalho realizou os testes D-manose e
reacao acrossdmica em amostras de sémen de ho-
mens férteis, na tentativa de definir padrdes de ex-
pressao de receptores de D-manose. Apds analise
dos dados, concluimos que a expressao dos recepto-
res de D-manose ¢ independente do status acrosso-
mal, pois a incubagdo de 20 horas foi suficiente para
induzir a reacdo acrossémica, mas nao alterou a por-
centagem de espermatozdides intactos que expres-
saram receptores para D-manose.

Assim, uma vez estabelecidos os padrdes de expres-
sao de receptores de D-manose para homens fér-
teis, o teste podera ser aplicado em homens consi-
derados inférteis, com alguma patologia associada,
além de casais com falha em ciclos de FIV convencio-
nal que poderao apresentar possiveis alteracoes na

expressao dos receptores de D-manose, justificando
a indicacdo de ICSI. A inclusdo do teste D-manose
padronizado podera tornar-se uma atitude valiosa para
ampliar a investigacdo da infertilidade masculina.

Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar os padroes de ex-
pressao dos receptores de D-manose presentes na
superficie dos espermatozdides de homens férteis,
durante a capacitacdao e apods a inducao da reacao
acrossémica, incubando as amostras durante 20 ho-
ras. Trinta pacientes candidatos do programa de va-
sectomia doaram uma amostra de sémen antes de
realizarem a cirurgia e assinaram o consentimento
informado. Todos os homens considerados férteis
passaram por exames fisicos e todas as amostras apre-
sentaram-se dentro dos critérios de normalidade pro-
postos pela Organizacdo Mundial de Saude. Todas as
amostras de sémen, apds as andlises de rotina, foram
submetidas aos testes D-manose e de reacdo acros-
sdmica, de acordo com o protocolo proposto por Be-
noff et a/ (1993a.) Todas as amostras de sémen fo-
ram avaliadas em trés diferentes momentos: apos |i-
quefacdo e lavagem (zero hora), apds técnica de pro-
cessamento espermatico swim-up (uma hora) e apds
incubacdo por 20 horas, para induzir a reagao acros-
sémica (20 horas). Cinco tipos de padrdes de expres-
sao de receptores de D-manose com acrossoma in-
tacto foram observados, nao havendo diferenca esta-
tistica entre os padrdes nos trés momentos observa-
dos. Assim, foi possivel estabelecer padrdes normais
de expressao de receptores de D-manose para ho-
mens férteis, podendo ser comparados com amos-
tras de homens inférteis.

Unitermos infertilidade masculina; receptores de D-
manose; reacdo acrossomal.
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