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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do progestógeno Levonorgestrel 

(LNG) sobre a reação acrossomal dos espermatozóides in vitro. Quatro homens 

com fertilidade comprovada foram convidados a participar. Foi requerida a cada 

um deles a obtenção de amostras de sêmen, colhidas através de masturbação 

em intervalos de sete ou 14 dias. Após realização da análise de rotina do 

sêmen, os espermatozóides móveis foram separados do líquido seminal por duas 

centrifugações consecutivas com solução tampão de fosfato (PBS) e descarte 

do material sobrenadante e posterior acréscimo, sobre o pellet resultante, de 

meio Human Tubal Fluid (HTF) suplementado com 35mg/ml de albumina de 

soro bovino (BSA) segundo a técnica de swim-up. Após a migração dos 

espermatozóides para o meio de cultura no período de uma hora, os mesmos 

foram incubados durante 20 horas em estufa de cultura, com temperatura e 

concentração de CO2 controladas para a ocorrência da capacitação 

espermática. Após esta incubação, a amostra passou por nova análise de 

concentração, motilidade e vitalidade e foi dividida em sete alíquotas, as quais 

receberam respectivamente meio HTF, fluido folicular (FF), uma das quatro 
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concentrações diferentes de LNG ou Etanol (o diluente do LNG). Após 

incubação dos tratamentos por 15 e 30 minutos, as amostras receberam 

alíquotas do corante supravital Hoescht 33258 (bis-Benzimide) e as lâminas foram 

confeccionadas para posterior coloração com fluoresceina isotiocianato 

conjugada com a lectina de Pisum sativum (FITC-PSA) e leitura da taxa de 

espermatozóides com reação acrossomal. A leitura da reação acrossomal foi 

realizada de tal forma que o leitor desconhecia qual dos tratamentos em questão 

estava sendo avaliado. Somente os espermatozóides vivos, segundo a coloração 

supravital do Hoescht, foram examinados em relação ao status acrossomal 

exibido após a exposição aos diferentes tratamentos. Os resultados de cada 

série de tubos com os diferentes meios agregados foram comparados através 

da análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do teste não-

paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas. Os resultados mostraram, 

em primeiro lugar, que o LNG e o Etanol não produziram efeito tóxico sobre os 

espermatozóides, ao menos durante os 30 minutos analisados. Também que 

nas condições do estudo os espermatozóides capacitaram-se e responderam à 

indução com o FF. Quando os espermatozóides capacitados foram expostos 

por 30 minutos às concentrações de 0,64µM, 1,28µM, 2,56µM e 32µM de LNG 

houve um aumento estatisticamente significativo da taxa de reação acrossomal 

em relação ao HTF. Entretanto, os valores de indução obtidos pelo FF (controle 

positivo) resultaram sempre estatisticamente superiores quando comparados aos 

valores do progestógeno em todas as concentrações estudadas. Considerando 

que os espermatozóides perdem a capacidade de interagir com o oócito após 
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sofrerem a reação acrossomal, o efeito do LNG poderia resultar em uma indução 

prematura desse processo nos espermatozóides capacitados, diminuindo assim 

o potencial fértil. Concluiu-se que talvez este efeito do LNG poderia ser um dos 

mecanismos de ação possíveis do sistema intra-uterino liberador do LNG, 

auxiliando assim a compreensão da alta eficácia contraceptiva deste método.  
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Summary 

The aim of this study was to evaluate the effect of levonorgestrel 

(LNG) on the occurrence of acrosome reaction (AR) on capacitated 

spermatozoa from fertile men. Twenty semen samples from four fertile men 

were evaluated. Spermatozoa were separated by swim-up, and were 

incubated for 20 hours under capacitating conditions. Capacitated 

spermatozoa were exposed to either four different concentrations of LNG 

(200, 400,800, 10.000 ng/ml), follicular fluid (20 % v/v), ethanol or human 

tubal fluid medium (HTF) as control. The rate of AR and the ratio of live/dead 

spermatozoa were assessed after 15 and 30 minutes of incubation at 37ºC 

and 5% CO2. The different treatments were compared with follicular fluid and 

HTF medium as controls. The rate of AR after 15 minutes of exposure was 

significantly higher with follicular fluid than all other treatments with the 

exception of LNG at 200 ng/ml. At 30 minutes of exposure, follicular fluid 

induces significantly higher rate of acrosome reaction than the other 

treatments. Nevertheless, the four LNG concentrations induce greater rate of 

AR than HTF and ethanol used as a control. High LNG concentration induces 
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higher AR rate. In conclusion, the addition of LNG in vitro to capacitated 

human spermatozoa was able to increase the rate of acrosome-reacted 

spermatozoa respect to those incubated in control medium, although lower 

than induce by follicular fluid. 
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1. Introdução 

No processo denominado fertilização, muito fatores estão envolvidos e 

abrangem desde a formação do oócito e do espermatozóide até aos mecanismos 

para interação e fusão entre ambos (GARCIA et al., 1991). Nos mamíferos, em 

especial, ocorrem mudanças complexas na membrana do espermatozóide durante 

este processo (FLESCH e GADELLA, 2000). 

Durante a ovulação, um oócito é liberado do ovário e capturado pelas 

fímbrias da tuba uterina que recobrem esse órgão. O oviducto humano, denominado 

de trompa de Falópio, é um órgão tubular sero-muscular unido de forma distal 

ao ovário e de forma proximal ao útero (HAFEZ, 1978; JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 1995). Dentro do oviducto, na luz oviductal, ocorrem o transporte 

do oócito e do espermatozóide, a fertilização e os primeiros estágios de clivagem 

do pré-embrião (YANAGIMACHI, 1988). A utilização de modelos animais 

tem permitido demonstrar que o oviducto, além de transportar e abrigar os 

espermatozóides, também os selecionam e os capacitam para que somente 

uma subpopulação específica manifeste sua capacidade fertilizante (SYROP e 
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HALME, 1987; SMITH e YANAGIMACHI, 1989; BARRAT e COOKE, 1991; 

MORTIMER, 1995). A trompa de Falópio está revestida por dois tipos de células: 

as ciliadas e as secretoras. As primeiras predominam na fímbria e na ampola, 

enquanto que as segundas predominam no istmo. A composição química do 

fluido oviductal é resultante da secreção celular e também da transdução dos 

componentes séricos (que são máximos no período ovulatório) (LIPPES et al., 

1981; LEESE e GRAY, 1985; LEESE, 1988, LIPPES e WAGH 1989). Existem 

componentes químicos específicos no fluido oviductal, tais como as proteínas 

taurina e hipotaurina (FELLMAN et al., 1987; HUXTABLE, 1992), o HCO3
- 

(OKAMURA et al., 1987) e a progesterona, que possuem comprovada atividade 

moduladora dos gametas. O oviducto também secreta, de maneira estrógeno-

dependente, proteínas específicas denominadas oviductinas cujas funções são 

a de facilitar a união entre oócito e espermatozóide (VERHAGE et al., 1988; 

MALLETTE et al., 1995; BOATMAN, 1997). 

O oócito liberado na ovulação encontra-se circundado pela zona pelúcida, 

mais externamente pelas células da corona radiata e ao redor delas, algumas 

vezes há células do cumulus oophorus. A zona pelúcida consiste em uma 

camada homogênea, acelular e acidófila, rica em glicoproteínas (GARCIA et al., 

1991). Esta camada está associada com o evento de interação entre o oócito 

e o espermatozóide, e será responsável pelo desencadeamento do estímulo 

fisiológico, no espermatozóide, da reação acrossomal. A resposta do 

espermatozóide a esse estímulo irá permitir que ele penetre e fecunde o oócito 

(FLESCH e GADELLA, 2000).  
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As células foliculares que constituem tanto a corona radiata quanto as 

poucas células do cumulus oophorus são impregnadas pela progesterona, 

esteróide capaz de desencadear o estímulo fisiológico da reação acrossomal 

em uma pequena população de espermatozóides que possuem o receptor de 

membrana específico para a progesterona (MEIZEL e TURNER, 1996; CHENG 

et al., 1998; LUCONI et al., 1998; SIRIVADYAPONG et al., 1999; FLESCH e 

GADELLA, 2000). TESARIK et al. (1992) observaram que apenas 10% a 30% 

dos espermatozóides apresentaram receptores para a progesterona, e também 

especularam que talvez seja essa a subpopulação de espermatozóides capaz 

de sofrer a capacitação e posteriormente fertilizar. 

A dose fisiológica de progesterona estimada ao redor do oócito logo após a 

ovulação é de 0,3µg/ml, e esta concentração está em uma faixa-dose apropriada 

para desencadear a reação acrossomal nos espermatozóides (BLACKMORE et 

al., 1990; FLESCH e GADELLA, 2000). 

A progesterona presente nessa matriz que rodeia o oócito também tem 

sido relatada como promotora de alterações nas funções espermáticas relacionadas 

com a fertilização, como os fenômenos de capacitação, ativação espermática, 

reação acrossomal, ligação do espermatozóide na zona pelúcida e penetração 

no oócito (OSMAN et al., 1989; BLACKMORE et al., 1990; SUELDO et al., 

1993; OEHNINGER et al., 1994; BALDI et al., 1998; BRAY et al., 1999; BALDI 

et al., 2000).   
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Tanto o cumulus oophorus como as células foliculares da corona radiata 

devem ser atravessados pelo espermatozóide para que ele possa atingir a zona 

pelúcida, e, nesse ponto, interagir especificamente com o oócito previamente à 

sua penetração. 

Durante a espermiogênese, um processo intrínseco da espermatogênese, 

o gameta masculino passa por uma série de transformações para tornar-se 

maduro. É durante esse processo que o acrossoma, uma organela crucial para 

o processo de fertilização, é formado. O acrossoma dos espermatozóides é 

derivado do complexo de Golgi e forma um capuz na região anterior do núcleo. 

Contém muitas enzimas hidrolíticas e é limitado anteriormente pelo capuz e 

posteriormente por uma região chamada segmento equatorial (GARCIA et al., 

1991; YANAGIMACHI, 1994). 

O acrossoma dos espermatozóides de mamíferos passa por exocitose 

(liberação de vesículas com o conteúdo acrossomal) após receber um estímulo 

apropriado antes da fecundação. Esse evento, denominado reação acrossomal, 

é necessário para a penetração do espermatozóide através da zona pelúcida do 

oócito, e consiste na fusão da membrana acrossomal com a membrana plasmática 

do espermatozóide, liberando com isso o conteúdo acrossomal (CROSS et al., 

1986; YANAGIMACHI, 1994; RISOPATRÓN et al., 2001).  

As enzimas hidrolíticas do conteúdo acrossomal, secretadas no meio 

extracelular, dissolvem a matriz da zona pelúcida localmente, assegurando 
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assim a posterior penetração do espermatozóide na membrana do oócito 

(LANOS et al., 1993; SZASZ et al., 2000). 

A reação acrossomal in vivo ocorre através da interação do espermatozóide 

com a proteína ZP3 localizada na zona pelúcida do oócito e somente os 

espermatozóides capacitados são fisiologicamente capazes de desencadear a 

reação acrossomal em resposta a um estímulo fisiológico. Na ausência de um 

estímulo fisiológico, apenas uma baixa porcentagem de espermatozóides libera 

o conteúdo de seus acrossomas (LEYTON e SALING, 1989; WASSARMAN, 

1992; YANAGIMACHI, 1994; BALDI et al., 2000). 

Há questionamentos em relação ao momento em que a reação acrossomal 

ocorre durante o processo de fertilização, uma vez que tanto a progesterona 

presente na matriz do oócito quanto a ligação do espermatozóide na zona 

pelúcida podem ativar a via de sinalização que conduz à reação acrossomal 

(BLACKMORE et al., 1990; FLESCH e GADELLA, 2000).  

Tem sido proposta a existência de uma interação coordenada entre a 

progesterona e a ZP3 para iniciarem a reação acrossomal. O papel atribuído à 

progesterona poderia ser o de promover a reação acrossomal precoce em 

muitos espermatozóides (BLACKMORE et al., 1990).  

Somente um espermatozóide será fecundante, mas provavelmente os 

outros que também atingem a corona radiata do oócito auxiliam no processo de 

fertilização, pois, estimulados pela concentração de progesterona presente 

nessa camada, liberam nesse ponto seus respectivos conteúdos acrossomais 
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(ou seja, desencadeiam a reação acrossomal), cuja ação facilita a passagem 

dos outros espermatozóides através dessa camada. Muitos espermatozóides 

também chegam a tocar a zona pelúcida mas, somente um, após desencadear 

a reação acrossomal, apropriada nesse ponto, consegue penetrar no oócito 

(BLACKMORE et al., 1990; GARCIA et al., 1991). 

Aqueles espermatozóides que completaram a reação acrossomal 

“precocemente” tornam-se incapazes de penetrar na zona pelúcida pelo fato de 

já terem perdido seus conteúdos acrossomais, e assim tornam-se inférteis 

(BLACKMORE et al., 1990; FLESCH e GADELLA, 2000).  

Vale observar que a possibilidade de se manipular o fenômeno da reação 

acrossomal é uma vantagem potencial, uma vez que tal reação é uma etapa 

necessária para o processo de fertilização (ROBLERO et al., 1988). 

O estudo da capacidade do espermatozóide desencadear ou não reação 

acrossomal após um estímulo fisiológico, tem sido apontado como um bom 

parâmetro na avaliação de pacientes inférteis (RISOPATRÓN et al., 2001). A 

diferença entre a reação acrossomal espontânea, estimada entre 5% a 7% em 

uma amostra de sêmen normal, e a reação acrossomal induzida é um bom valor 

prognóstico para a avaliação da capacidade fertilizante do espermatozóide 

(WHO, 1992; HENKEL et al., 1993). 

Além da reação acrossomal, um outro processo denominado capacitação 

espermática também é de fundamental importância na fertilização do oócito 

pelo espermatozóide (BALDI et al., 2000). 
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A capacitação consiste em mudanças bioquímicas e fisiológicas que 

ocorrem nos espermatozóides durante o trajeto deles no trato genital feminino, 

necessárias para fornecer aos espermatozóides ejaculados a competência 

para eles interagirem de forma específica com o oócito e fertilizá-lo (FLORMAN 

e FIRST, 1988; YANAGIMACHI, 1994; BALDI et al., 2000; FLESCH e 

GADELLA, 2000).  

A capacitação induz mudanças na membrana plasmática do espermatozóide 

que aumentam a afinidade pela zona pelúcida (FLESCH et al., 1999; FLESCH e 

GADELLA, 2000; TÖPFER-PETERSEN et al., 2000). Assim, os espermatozóides 

de mamíferos serão incapazes de fertilizar o oócito até que passem pela 

capacitação (YANAGIMACHI, 1994; FRASER, 1998; IBORRA et al., 2000). 

A superfície dos espermatozóides ejaculados é rodeada por algumas 

moléculas denominadas “fatores decapacitantes”, que irão conservar o estado 

não capacitado dos espermatozóides até elas serem completamente liberadas. 

Esses fatores associados com os espermatozóides são progressivamente 

liberados durante a capacitação (BALDI et al., 2000), e modulam a mesma 

conduzindo os espermatozóides para a capacidade máxima fertilizante somente 

no local da fecundação (FRASER, 1999). 

O processo da capacitação está associado com o desenvolvimento de 

um padrão distinto de motilidade do espermatozóide, chamado hiperativação, o 

qual é caracterizado por uma trajetória não linear do espermatozóide, com um 

pronunciado movimento do flagelo, somado com um movimento lateral da 
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cabeça do espermatozóide. O desenvolvimento dessa motilidade hiperativada é 

relacionado com mudanças bioquímicas e biofísicas ocorridas durante a 

capacitação (YANAGIMACHI, 1994; BALDI et al., 2000). 

Essa motilidade hiperativada que o espermatozóide desenvolve durante a 

capacitação não apenas o habilita para interagir e penetrar no oócito, como também 

pode ser necessária para a sua colisão com o oócito, auxiliando a adesão entre 

os dois gametas (THALER e CARDULLO, 1996). Com a hiperativação, os 

acrossomas dos espermatozóides começam a desestabilizar-se na preparação 

para a reação acrossomal (IBORRA et al., 2000). 

Uma manifestação adicional da capacitação espermática é o espermatozóide 

poder desencadear reação acrossomal em resposta a um estímulo fisiológico, 

como o da proteína ZP3 da zona pelúcida ou da progesterona. A resposta do 

espermatozóide aos estímulos que conduzem à reação acrossomal aumenta 

durante a capacitação, garantindo que a resposta máxima seja dada no local da 

fecundação (BALDI et al., 2000; FLESCH e GADELLA, 2000). 

Também, o aumento na concentração intracelular do íon cálcio é um evento 

bioquímico totalmente caracterizado durante a capacitação (BALDI et al., 1991; 

YANAGIMACHI, 1994; GARCIA e MEIZEL, 1999; FLESCH e GADELLA, 2000). 

 Esse íon possui um papel central no processo de fusão de membranas 

que ocorre no espermatozóide durante a reação acrossomal (BAILEY e STOREY, 

1994; YANAGIMACHI, 1994; BREWIS et al., 1996; WASSARMAN, 1999), e o 

aumento na sua concentração intracelular, anterior à reação acrossomal, tem 
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sido descrito como um evento obrigatório (YANAGIMACHI, 1994; VISCONTI et 

al., 1995; KAUL et al., 1997). 

Tanto a progesterona quanto a zona pelúcida são capazes de provocar o 

aumento na concentração do cálcio intracelular, através de um rápido influxo 

desse íon para dentro do espermatozóide (FLORMAN, 1994; BALDI et al., 1998). 

A progesterona tem sido apontada como indutora da reação acrossomal 

através do aumento na concentração do cálcio intracelular (OSMAN et al., 

1989; BLACKMORE et al., 1990; BALDI et al., 1991; FORESTA et al., 1993; 

MELENDREZ et al., 1994). Aumentos significativos na concentração do cálcio 

foram observados com apenas 10ng/ml de progesterona, enquanto que o efeito 

máximo foi observado com 1.000ng/ml (BLACKMORE et al., 1990). 

Também, a ligação do espermatozóide na zona pelúcida promove um 

aumento significativo do cálcio para dentro do espermatozóide (BAILEY e 

STOREY, 1994; BREWIS et al., 1996; ARNOULT et al., 1999). 

Entretanto, existem diferenças fundamentais entre a progesterona e a 

zona pelúcida na indução da reação acrossomal. A forma da onda de cálcio 

estimulada por ambas é diferente. Enquanto para a progesterona uma onda 

bifásica tem sido descrita, constituindo um pico inicial rápido, seguido por uma 

longa fase de platô, para a zona pelúcida somente há uma longa fase em platô, 

e essa é semelhante à segunda fase vista na onda de cálcio estimulada pela 

progesterona (FLORMAN, 1994; BALDI et al., 1998). 
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Outra diferença é que a ação da zona pelúcida é mediada pelo 

recrutamento dos receptores para proteínas G, os quais não estão envolvidos 

na cascata estimulada pela progesterona (TESARIK et al., 1993; ROLDAN et 

al., 1994; MURASE e ROLDAN, 1996; BALDI et al., 2000). 

Vários estudos têm contribuído para o desvendamento das vias de 

transdução de sinal que conduzem à reação acrossomal no espermatozóide. A 

completa descoberta dos mecanismos envolvidos na reação acrossomal poderá 

abrir espaços para novas pesquisas, e entre elas novos estudos de contracepção. 

Atualmente, a contracepção hormonal baseada na inibição da ovulação 

está bem desenvolvida e o mesmo princípio de se inibir a produção do gameta 

tem sido tentado para a contracepção masculina (NIKKANEN et al., 2000). 

Recentemente, o método hormonal mais promissor para a contracepção 

masculina tem sido a aplicação de injeções semanais de testosterona, ou de 

androgênios combinados com LNG (Gestagen), ou então de antagonistas de 

GhRH combinados com testosterona. O objetivo desses tratamentos é cessar 

totalmente a espermatogênese ou causar uma oligospermia severa (FOEGH, 

1983; BREMNER et al., 1991; GONCHAROV et al., 1995).  

O modelo baseado na aplicação de injeções semanais de testosterona 

intramuscular mostrou que a azoospermia e a oligospermia foram conseguidas. 

Entretanto, esse método ainda está longe da prática clínica porque há muitas 

questões para serem resolvidas (como por exemplo, a seleção do hormônio e 

sua dose, a rotina de administração, etc), além do fato de serem desconhecidos 
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os possíveis efeitos colaterais causados pelas altas doses de testosterona 

(WHO, 1995; NIKKANEN et al., 2000).  

Para a contracepção masculina o bloqueio da espermatogênese não é 

totalmente necessário, e sim a eliminação da capacidade de fertilização do 

espermatozóide. Isso pode ser conseguido através da indução precoce dos 

processos cruciais para a fertilização desenvolvidos pelo espermatozóide, como 

por exemplo, a capacitação e a reação acrossomal (NIKKANEN et al., 2000).  

Baseando-se nesse pressuposto, NIKKANEN et al. (2000) desenvolveram 

um estudo que consistiu na aplicação de altas doses de LNG diretamente na 

cauda do epidídimo de ratos Sprague-Dawley, com a finalidade de buscar um 

modelo contraceptivo pós-testicular. O princípio desse trabalho foi a idéia de que 

os espermatozóides, uma vez capacitados pelo efeito do LNG, não sofreriam nova 

capacitação no trato reprodutivo da fêmea, e desse modo ficariam incapacitados 

para fertilizar os oócitos. Nesse trabalho, amostras de espermatozóides foram 

retiradas da vagina das fêmeas após a cópula, e foi observado que todos os 

espermatozóides estavam imóveis. Entretanto, não foi realizado um exame mais 

detalhado para se verificar a presença da capacitação ou reação acrossomal 

nesses espermatozóides, de modo a constatar-se uma possível associação 

entre o efeito do LNG e a imobilidade deles.  

O LNG é um progestógeno genômico (BLACKMORE et al., 1990) usado 

como contraceptivo feminino, mas também está sendo testado em combinação 

com a testosterona para o controle da fertilidade masculina (FOEGH et al., 1980). 
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Durante as décadas de 70 e 80, muitos estudos foram conduzidos para a 

investigação da eficácia e dos efeitos colaterais do LNG quando administrado 

pós-coito, usando-se várias doses do componente (KESSERÜ et al., 1973; 

CANZLER et al., 1984). O uso repetido do LNG pós-coito na dose de 0,75mg foi 

testado em um estudo multicêntrico na Hungria entre mulheres com freqüência 

coital esporádica (SEREGELY, 1982). Porém, a conclusão a partir desses 

estudos foi que a utilização do LNG não foi uma opção possível e confiável para 

as mulheres que necessitavam de uma contracepção regular. 

A anticoncepção de emergência (AE) é usada para prevenir a ocorrência 

de gravidez após um coito não protegido por um método regular de contracepção, 

e difere da interrupção de uma gravidez recentemente estabelecida (GRIMES e 

RAYMOND, 2002). 

Os mecanismos de ação das várias formas de AE ainda não estão bem 

compreendidos. Entretanto, como todos os contraceptivos hormonais, as pílulas 

para AE provavelmente agem através de mecanismos múltiplos que dependem 

do tempo de suas administrações e da fase do ciclo menstrual em que a mulher 

se encontra (GRIMES e RAYMOND, 2002).  

O LNG é comercializado em vários países para AE na forma de comprimidos 

orais de 0,75mg. Um estudo aleatório que avaliou a taxa de gravidez após o 

uso da AE entre o regime de Yuzpe (com contraceptivos orais combinados) e o 

regime com LNG puro, mostrou que o segundo regime foi mais eficaz, evitando 

um maior número de gravidezes. Esse estudo também mostrou que o regime 
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de LNG foi mais eficaz quanto mais próximo do coito ele era administrado 

(HERTZEN e VAN LOOK, 1998). 

Atualmente, a administração de dois comprimidos de 0,75mg de LNG 

cada um, ingeridos em intervalos de 12 horas, e até as 72 horas seguintes ao 

coito não protegido, tem sido recomendada e mostrada como eficaz para AE 

(TREMBLAY et al., 2001). 

O estudo da farmacocinética do LNG para AE mostrou que há níveis 

plasmáticos significativos do progestógeno com 12 e 24 horas após a administração 

das pílulas orais. Esse estudo reforçou a conduta clínica que recomenda que os 

comprimidos para AE sejam administrados entre 12 e 24 horas porque o LNG 

fica presente no plasma entre as duas administrações (TREMBLAY et al., 2001). 

O efeito contraceptivo depende, entre outros efeitos, da supressão da 

ovulação, o que ocorre apenas em 50% dos casos (NILSSON et al., 1980), mas 

também do efeito local do LNG (NILSSON et al., 1978) sobre o endométrio, o 

muco cervical, a penetração dos espermatozóides no muco cervical e a motilidade 

da tuba uterina (NILSSON e LUUKKAINEN, 1977). Quando as pílulas de AE 

são administradas antes do período ovulatório, as mesmas inibem a ovulação 

em algumas mulheres (DURAND et al., 2001). Muitos estudos têm mostrado 

alterações histológicas e bioquímicas no endométrio após o tratamento com o 

regime de AE. Isso sugere que a receptividade endometrial para a implantação 

do ovo pode ser diminuída, e isso colaboraria para o não estabelecimento de 

uma gravidez (KESSERÜ et al., 1974; YUZPE et al., 1974; LING et al., 1979; 
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LING et al., 1983; KUBBAR et al., 1986; YOUNG et al., 1994). Entretanto, os 

resultados de um estudo recente (DURAND et al., 2001) não suportam essa 

idéia de que o LNG, usado em AE, causaria um efeito contraceptivo 

antiimplantacional, pois não foram observadas alterações histológicas no 

endométrio após a administração da medicação por um curto tempo. 

Desde 1973, uma variedade de sistemas intra-uterinos que liberam LNG 

(SIU-LNG) foi testada como contraceptivo (EL MAHGOUB et al., 1980).  

Atualmente o SIU-LNG comercializado libera 20µg de LNG por dia. Muitos 

estudos indicaram que pequenas doses desse progestógeno apresentaram 

uma boa eficácia contraceptiva (LUUKKAINEN e NILSSON, 1978; EL MAHGOUB 

et al., 1980; NILSSON et al., 1981), e o desempenho obtido com o uso do 

SIU-LNG é comparado com aquele obtido através da esterilização cirúrgica 

(LUUKKAINEN et al., 1986).  

A taxa de gravidez durante o uso desse método tem sido uniformemente 

muito baixa, entre 0,0 e 0,2 por 100 mulheres/ano. Nas duas experiências 

realizadas em Campinas, uma com o uso do SIU-LNG até sete anos, e a outra 

até com um ano de uso, a taxa de gravidez foi zero (FAÚNDES et al., 1993; 

DIAZ et al., 2000).  

Como contraceptivo, o SIU-LNG foi desenvolvido visando reduzir alguns 

problemas encontrados com o uso de  dispositivos intra-uterinos (DIU) com 

cobre, principalmente o aumento do número e da quantidade de sangramento 

menstrual (LUUKKAINEN et al., 1986). Tudo indica que esse objetivo foi 
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alcançado, uma vez que diferentes autores mostraram que durante o uso do SIU-

LNG as quantidades do sangue menstrual foram significativamente reduzidas 

(NILSSON et al., 1978; EL MAGOUB et al., 1980; HEIKKILÄ et al., 1982; NILSSON 

et al., 1983; MONTEIRO et al., 2002). 

Embora o SIU-LNG apresente uma taxa de gravidez muito baixa, os 

mecanismos de ação apresentados na literatura não parecem ser convincentes 

para explicar sua altíssima performance.  

Durante o uso do SIU-LNG, as concentrações do progestógeno no 

endométrio são da ordem de 400ng/g de tecido úmido (NILSSON et al., 1982), 

e são significativamente maiores que os níveis plasmáticos deste hormônio. 

Não há dados na literatura que relacionem a eficácia contraceptiva do 

SIU-LNG com algum possível efeito sobre os espermatozóides humanos após 

os mesmos entrarem em contato com o LNG liberado constantemente na 

cavidade endometrial das usuárias. 

Baseando-se no fato de que o SIU-LNG é mais eficaz que a ligadura 

tubária e que a AE com LNG também é melhor que o regime de YUZPE, e mais 

eficaz ainda quanto mais perto do coito seja administrada, é possível pensar 

que ambos não exerceriam um efeito somente sobre a ovulação, o muco cervical 

ou o endométrio, mas que talvez tivessem algum efeito sobre a capacidade 

fertilizante do espermatozóide humano.  
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A hipótese do presente estudo foi que as altas concentrações endometriais 

de LNG poderiam estar relacionadas ao mecanismo de ação do SIU-LNG e seu 

altíssimo desempenho contraceptivo.  

Assim, foi especulado se as doses similares às altas concentrações de 

LNG no endométrio seriam capazes de desencadear reação acrossomal precoce 

nos espermatozóides. 
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2. Objetivo 

2.1. Objetivo 

Avaliar se a adição in vitro de diferentes concentrações de Levonorgestrel 

em espermatozóides capacitados de homens férteis seria capaz de influenciar a 

taxa de espermatozóides com reação acrossomal. 
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3. Sujeitos e Métodos 

3.1. Desenho do estudo 

Um estudo experimental. 

3.2. Tamanho da amostra 

Foram utilizadas 20 amostras de sêmen, provenientes de quatro voluntários 

saudáveis, com fertilidade comprovada e com espermograma normal (WHO, 1992). 

Como não existe nenhum antecedente na literatura sobre este tema, este número 

de amostras foi escolhido aleatoriamente.  

Apenas quatro doadores foram utilizados neste trabalho porque dados na 

literatura mostraram que a capacitação espermática e a reação acrossomal são 

bastante variáveis de indivíduo para indivíduo, e, devido a isso, um número restrito 

de doadores deve ser utilizado quando se objetiva testar agentes antifertilizantes 

(PERREAULT e ROGERS, 1982; ROBLERO et al., 1988).  
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Dois voluntários cederam seis amostras de sêmen cada um, um voluntário 

cedeu cinco amostras e o último voluntário cedeu três amostras de sêmen. As 

mesmas foram colhidas em intervalos de sete ou 14 dias.  

3.3. Critérios de inclusão e exclusão das amostras 

3.3.1. Critérios de inclusão 

Amostras de sêmen com valores normais de espermograma segundo as 

recomendações da World Health Organization (WHO, 1992). As amostras 

incluídas no estudo tiveram necessariamente que confirmar sua respectiva 

condição de capacitação, adquirida ou não, durante o período de incubação por 20 

horas. A verificação da capacitação espermática foi realizada através da análise da 

capacidade dos espermatozóides desencadearem reação acrossomal após 

indução com fluido folicular (FF). Foram consideradas capacitadas somente as 

amostras cujas taxas de reação acrossomal, após a indução com FF, atingiram no 

mínimo valores iguais ao dobro em relação às taxas obtidas para a reação 

acrossomal basal. 

3.3.2. Critérios de exclusão 

Amostras de sêmen que não apresentaram valores de espermograma 

normais segundo as recomendações da WHO (1992) foram descartadas do 

estudo. Também foram excluídas as amostras que não apresentaram condições 

de capacitação, ou seja, aquelas amostras nas quais os espermatozóides não 
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apresentaram mudança na taxa de reação acrossomal, em relação aos valores 

basais, após o estímulo com FF. 

3.4. Procedimentos 

O esquema geral dos procedimentos realizados está resumido no Anexo 2. 

1) Coleta da amostra de sêmen 

Obtida por masturbação e colhida em um recipiente plástico estéril. 

Para esta coleta os doadores obedeceram a um período de abstinência 

sexual de três a cinco dias segundo as recomendações da WHO (1992). 

Após a coleta, as amostras foram deixadas em estufa de cultura a 

37ºC, por 30 minutos, para a liquefação do plasma seminal. 

2) Análises macroscópicas e microscópicas do sêmen 

Realizada segundo critérios da WHO (1992). Todos os seguintes itens 

(constituintes da análise de rotina do espermograma) foram examinados: 

volume; cor; viscosidade; liquefação; pH, motilidade e concentração 

espermática, contagem de células redondas, quantificação dos leucócitos, 

vitalidade e leitura da morfologia segundo o critério estrito de Kruger. 

3) Separação do plasma seminal por Swim-up 

O plasma seminal foi removido do sêmen através de dois ciclos de 

acréscimo de Phosphate Buffered Saline (PBS), (Dulbecc’os – Gibco; 

Invitrogen Corporation; NY, USA), ao sêmen seguido por centrifugação 
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da mistura por dez minutos a 200g. Após a segunda centrifugação, foram 

adicionados 4ml de meio de cultura Human Tubal Fluid (HTF) (Irvine 

Scientific; Santa Ana, Califórnia, USA), enriquecido com 35mg/ml de 

Albumina de Soro Bovina (BSA) (fração V, Sigma, A7906), sobre o 

sedimento de espermatozóides. Este material foi incubado por uma 

hora em estufa de cultura a 37oC, com atmosfera de 5% de CO2. Após 

este período de incubação foi realizada a aspiração de 3ml do 

sobrenadante. Nessa fração aspirada, foram encontrados os 

espermatozóides apresentando uma excelente motilidade e ajustados 

para uma concentração entre 2 a 8 milhões de espermatozóides/ml 

apropriada para estudos que abrangem testes de indução da reação 

acrossomal (CALVO et al., 1989). 

4) Análise da concentração, motilidade e vitalidade espermática após 
a seleção 

Em uma câmara Makler, aquecida a 37oC, foi colocada uma gota 

do sobrenadante após a incubação conjunta com o sedimento de 

espermatozóide, e em seguida a câmara foi examinada ao microscópio 

óptico para a contagem do número de espermatozóide e definição da 

concentração espermática. Os espermatozóides também foram avaliados 

quanto a motilidade e a vitalidade após o swim-up. A leitura da vitalidade 

nesta etapa foi realizada usando-se a coloração da Eosina Y (segundo 

as recomendações da WHO, 1992) e consistiu na observação e posterior 

estimativas percentuais dos espermatozóides corados e não-corados. 

Isso porque os espermatozóides lesados (ou seja, os mortos) ficarão 

corados devido à passagem do corante através da membrana plasmática, 

enquanto que aqueles espermatozóides vivos, apresentando membrana 

intacta, não receberão o corante. 
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5) Incubação do swim - up por 20 horas (Capacitação) 

O meio de HTF suplementado com BSA (35mg/ml) contendo os 

espermatozóides recuperados após o swim-up foi incubado por 20 

horas em estufa de cultura a 370C e atmosfera com 5% de CO2. Isto 

foi realizado porque os espermatozóides precisavam estar altamente 

capacitados nesta etapa que antecedeu ao acréscimo das substâncias 

testadas. Apesar de ter havido uma redução da motilidade espermática 

após o longo período de incubação, os espermatozóides apresentaram 

vitalidade normal. 

6) Divisão da amostra contendo os espermatozóides capacitados 

em 6 diferentes tubos 

Cada um dos seis tubos recebeu uma alíquota de 400µl do meio HTF 

com os espermatozóides capacitados. Neles foi posteriormente colocado 

ou uma das três alíquotas de LNG, ou uma alíquota de Etanol, ou uma 

alíquota de FF. No último tubo não foi adicionado nada além do meio 

HTF com a população de espermatozóides capacitados. As alíquotas de 

LNG forneceram concentrações finais de 200ng/ml, 400ng/ml e 

800ng/ml, ou seja, respectivas concentrações finais de 0,64µM, 1,28µM, 

e 2,56µM. Em 12 experimentos, além das três concentrações de LNG 

mencionadas, também foi avaliado o efeito da concentração final de 

10µg/ml de LNG, ou seja, a concentração de 32µM. 

Três controles foram utilizados em todos os experimentos. O tubo 

contendo somente os espermatozóides capacitados em meio HTF 

serviu para a verificação da taxa de reação acrossomal basal dos 

espermatozóides da amostra. O tubo que recebeu o acréscimo da 

alíquota de 9µl de Etanol, previamente diluído em meio HTF na 
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proporção de 1:100, foi examinado para verificar se este álcool 

utilizado para a dissolução do LNG causaria algum efeito tóxico nos 

espermatozóides capacitados. Esse volume de 9µl corresponde à 

média ponderada do volume de Etanol estimado nas três amostras de 

LNG. O último material de controle foi o tubo que recebeu a alíquota 

de FF, e o propósito deste controle foi o de atestar que os 

espermatozóides em estudo estariam capacitados e prontos para 

desencadearem reação acrossomal se houvesse algum estímulo para 

isso, no caso, a progesterona presente no FF na concentração final de 

124.000 ng/ml (respectiva concentração de 394,3µM estimada através 

do método de eletroquimioluminescência) foi a substância responsável 

pelo estímulo. 

A rotulação dos tubos, os quais ganharam etiquetas com as letras de 

A-F, foi aleatória de forma que o conteúdo de cada frasco tornou-se 

desconhecido para a pessoa que manuseou o experimento. Essa 

medida foi tomada para evitar possíveis vícios na posterior avaliação 

do material. 

7) Incubação dos tubos A - F em dois tempos 

Após 15 e 30 minutos de exposição dos espermatozóides capacitados 

às diferentes concentrações do LNG ou aos controles, foram preparadas 

duas lâminas (uma em cada um dos tempos) dos conteúdos de cada 

um dos tubos, para posterior análise da taxa de espermatozóides vivos 

e com reação acrossomal. 
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8) Confecção aleatória das lâminas para a análise da vitalidade e da 

reação acrossomal 

A ordem do preparo das lâminas, após os diferentes tempos de 

exposições ao LNG, foi previamente determinada através de um programa 

computadorizado que estabeleceu aleatoriamente as seqüências dos 

tubos (A-F) para as 20 amostras do experimento. Com isso, a possível 

variação decorrente da diferença do tempo de preparo entre a primeira 

e a última lâmina foi desprezível. 

9) Colorações fluorescentes da vitalidade e da reação acrossomal 

Após 15 minutos de exposição dos diferentes tratamentos, 200µl do 

conteúdo de cada um dos seis tubos foram transferidos para outros 

tubos e incubados, por 10 minutos à temperatura ambiente, com 100µl 

de solução de Hoescht 33258 (bis-Benzimide; Sigma Chemical Co; St. 

Louis, USA, B2883) a 1µg/ml. Na seqüência, duas lavagens para a 

retirada do excesso do corante foram realizadas através do acréscimo 

de PBS e centrifugações. Após as lavagens, o sedimento de 

espermatozóides foi ressuspendido em 50µl de PBS. Seis lâminas 

foram preparadas com o material de cada um dos tubos e deixadas para 

secar em local escuro e à temperatura ambiente. O mesmo procedimento 

foi realizado após 30 minutos de exposição dos diferentes tratamentos, 

e com isso mais seis lâminas foram confeccionadas. 

Em seguida, as 12 lâminas foram tratadas com metanol absoluto, a 

-200C, por 30 segundos. Depois disso, foram colocadas em um recipiente 

protegido contra a luz e imersas por 30 minutos em solução de 

fluoresceina isotiocianato conjugada com a lectina de Pisum sativum 

(FITC-PSA) (Sigma Chemical Co; St. Louis, USA, L0770), a 40µg/ml. 

Após a incubação, essas lâminas foram lavadas em solução de PBS 
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para a retirada dos resíduos do corante em excesso. Quando secas, 

essas lâminas foram cobertas com lamínulas em meio de montagem de 

glicerol-PBS (9:1), e armazenadas no freezer até a realização da leitura 

da reação acrossomal, feita no máximo até depois de três dias. 

10) Análise da reação acrossomal 

As avaliações das fluorescências da reação acrossomal e da vitalidade 

espermática foram realizadas no microscópio AxioplanII da Zeizz, 

equipado com o filtro para FITC-PSA (com excitação de 494-azul; emissão 

de 520; barreira de 510-514), e com o filtro para o corante Hoescht 

33258 (com excitação de 343-UV; emissão de 480; barreira de 400). 

A vitalidade espermática foi examinada considerando-se que os 

espermatozóides vivos foram aqueles apresentando coloração fraca e 

opaca, enquanto que os espermatozóides mortos foram aqueles exibindo 

forte fluorescência azul brilhante na porção do terço inferior da cabeça. 

A análise da fluorescência emitida pelo acrossoma, ou por resquício 

dele (o segmento equatorial) naqueles espermatozóides reagidos, foi 

simultânea à análise da vitalidade. Apenas os espermatozóides vivos 

segundo a coloração do Hoescht 33258 foram avaliados em relação 

ao status acrossomal, sendo classificados em intactos, reagidos, ou 

em via de reação. Foram avaliados 200 espermatozóides, em campos 

aleatórios, e feita uma estimativa percentual entre essas três formas 

encontradas. No cômputo final, os espermatozóides apresentando o 

acrossoma em vias de reação e reagidos foram agrupados, e a taxa de 

reação acrossomal mostrada refere-se à soma dessas duas categorias. 
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3.5. Análises estatísticas 

Primeiramente foram realizados os cálculos das médias, do desvio padrão 

e erro padrão da média para todos os tubos, e também a análise de variância 

(ANOVA) para medidas repetidas. Em seguida foi realizado o teste não-

paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas para avaliar as diferenças 

entre cada um dos tubos. O nível de significância foi estabelecido em < 0,05. 

3.6. Aspectos éticos 

Os homens participantes da pesquisa foram voluntários saudáveis, 

convidados aleatoriamente para contribuírem com a doação das amostras de 

sêmen. Todos os direitos dos voluntários foram respeitados de acordo com a 

Declaração de Helsinki-III e com as Resoluções 196/96 e 251/97 do Conselho 

Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) (BRASIL, 1996; DECLARAÇÃO DE 

HELSINKI III, 2000). Todos os participantes assinaram um termo de Consentimento 

Informado (Anexo), o qual havia sido previamente aprovado pela Comissão de 

Ética em Pesquisa (CEP) da UNICAMP com o registro n° 31/2001 e pelo CONEP. 
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4. Resultados 

4.1. Padronização das condições de incubação in vitro 

Doze amostras, à parte daquelas constituintes do projeto, foram previamente 

confeccionadas com a finalidade de se confirmar que os espermatozóides 

suportariam as condições de incubação e posterior indução com o FF, assim 

como descartar um possível efeito tóxico do LNG, ou do diluente, sobre os 

espermatozóides capacitados, até 30 minutos de exposição. 

Nestas amostras, a análise da vitalidade através da coloração da Eosina 

Y mostrou que não houve morte dos espermatozóides após o longo período de 

20 horas de incubação do material, e nem decorrente da exposição das três 

distintas concentrações de LNG ou do Etanol durante os 30 minutos avaliados 

(Figura1).  
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Figura 1.  Comparações entre as taxas de vitalidade 
espermática (coloração de Eosina Y). 

Nota: Taxa de espermatozóides vivos após: o swim-up (Basal); a incubação por 20 

horas para capacitação (HTF-20h); e os acréscimos e exposições por 30 minutos do 

fluido folicular (FF), do (Etanol), do (LNG 200), (LNG 400) e (LNG 800). p > 0,05 para 

Basal X HTF-20h; HTF-20h X Etanol; HTF-20h X LNG 200, LNG 400 e LNG 800. 

Também a comparação entre os valores da vitalidade obtidos tanto pela 

coloração da Eosina Y quanto pela coloração fluorescente do Hoescht 33258, 

revelou que não houve diferença significativa entre elas (Figura 2), indicando 

que ambas poderiam ser utilizadas de forma indistinta.  
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Figura 2.  Comparação entre a colorações de Eosina 
Y e de Hoescht 33258 para vitalidade espermática. 

Nota: p valores obtidos a partir da comparação entre as colorações de Eosina e 

Hoescht para cada tratamento: HTF-20h = 0,42; FF = 0,27; Etanol = 0,37; LNG 200 = 

0,37; LNG 400 = >0,99 e  LNG 800 = >0,08. 

As 20 amostras constituintes do projeto apresentaram valores normais de 

espermograma, segundo as recomendações estabelecidas pela WHO (1992). 

As principais características estão mostradas na Tabela 1.  
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TABELA 1 

Principais características do sêmen dos voluntários 

 Concentração de 
sptz (x106sptz/ml) 

Motilidade      
(% A+B) 

Vitalidade      
(%) 

Morfologia   
(%) 

Doador 1 266,3  ±  23,74 56,7  ± 2,10 85,8  ± 1,22 17,1  ±  1,37 

Doador 2 140,3  ±  20,82 50,0  ± 2,58 85,0  ± 1,89 14,5  ±  1,28 

Doador 3 205,6  ±  37,93 37,5  ± 2,50 81,0  ± 1,29 19,0  ±  0,0 

Doador 4 77,7  ±  32,12 33,3  ± 3,33 67,7  ± 6,36 14,0  ±  0,57 

Todos os valores se referem às médias das amostras cedidas por cada voluntário ± EPM (Erro padrão da 
média). 

Valores de morfologia segundo critério estrito de Kruger. 

As coletas realizadas semanalmente, e entre períodos de 14 dias, 

mostraram a existência de variação intraindividual (Figura 3), a qual já havia 

sido previamente relatada pela WHO (1992). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Variações intraindividuais na concentração 
espermática do sêmen dos voluntários. 
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4.2. Efeito do LNG sobre a reação acrossomal 

A análise da taxa de reação acrossomal posterior ao acréscimo das 

diferentes substâncias testadas mostrou que após 15 minutos de exposição, 

nenhuma das três concentrações de LNG foi capaz de promover um aumento 

na taxa de reação acrossomal (Figura 4).  

 

 
Figura 4.  Porcentagem de reação acrossomal na população 
de espermatozóides capacitados e submetidos a diferentes 
tratamentos por 15 minutos. 

Nota: Fluido Folicular (FF); Meio de cultura Human Tubal Fluid (HTF); Levonorgestrel 

200ng/ml = 0,64µM (LNG 200); Levonorgestrel 400ng/ml = 1,28µM (LNG 400); 

Levonorgestrel 800ng/ml = 2,56µM (LNG 800). 

Valores de P: p< 0,001 para FF x todas as demais substâncias. Demais comparações 

entre os grupos p= não significativo.  
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Entretanto, com esse tempo de exposição, foi possível observar um 

aumento estatisticamente significativo (p<0,001) na taxa da reação acrossomal 

na subpopulação de espermatozóides que recebeu o estímulo do FF. Esse 

último resultado mostrou que os espermatozóides da amostra exibiam o status de 

capacitação, e por isso foram capazes de desencadear a reação acrossomal 

assim que receberam o estímulo da progesterona, presente em altas concentrações 

no FF (124.000 ng/ml). 

Por outro lado, com um período de exposição de 30 minutos, foi possível 

observar um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na taxa de reação 

acrossomal, promovido pelas quatro concentrações do LNG (Figura 5).  

Também, as análises estatísticas mostraram que não houve diferença 

significativa entre as concentrações de 200ng/ml, 400ng/ml e 800ng/ml de LNG 

avaliadas no presente estudo (Figura 5).  

Nos 12 experimentos, nos quais foi avaliado simultaneamente o efeito 

sobre a taxa de reação acrossomal de mais uma outra concentração de LNG, a 

de 10.000ng/ml, ou seja, de 32µM, os resultados mostraram que esta última 

concentração de LNG promoveu um aumento, significativamente estatístico 

(p<0,002), na taxa de reação acrossomal (Figura 5), mas este valor foi 

estatisticamente menor quando comparado àquele obtido com o FF. 
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Figura 5.  Porcentagem de reação acrossomal na população 
de espermatozóides capacitados e submetidos a diferentes 
tratamentos por 30 minutos. 

Nota: Fluido Folicular (FF); Meio de cultura Human Tubal Fluid (HTF); Levonorgestrel 

200ng/ml = 0,64µM (LNG 200); Levonorgestrel 400ng/ml = 1,28µM (LNG 400); 

Levonorgestrel 800ng/ml = 2,56µM (LNG 800); Levonorgestrel 10000ng/ml = 32µM 

(LNG 10,000). 

P valores: p< 0,001 para FF x HTF; FF x Etanol; FF x LNG 2OO, 400; 800; HTF x LNG 

800. p< 0,002  para FF x LNG 10.000; HTF x LNG 400; HTF x LNG 10,000. p< 0,005 

para HTF x LNG 200. P= NS para HTF x Etanol; LNG 200 x LNG 400; LNG 200 x 800; 

LNG 400 x LNG 800. 
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5. Discussão 

Os resultados deste estudo mostraram que o progestógeno Levonorgestrel, 

usado nas concentrações de 0,64µM (200ng/ml), 1,28µM (400 ng/ml), 2,56µM 

(800 ng/ml) e 32µM (10000ng/ml) foi capaz de induzir um aumento na taxa de 

reação acrossomal nos espermatozóides capacitados de homens férteis quando 

comparado aos valores do HTF e do Etanol. Apesar do pequeno aumento observado 

na taxa da reação acrossomal com o uso do LNG nestas concentrações, houve um 

efeito estatisticamente significativo sobre a reação acrossomal (p< 0,005; p< 0,002 

e p<0,001 respectivamente). 

É conhecido que em decorrência da morte celular pode haver liberação 

das enzimas acrossomais e autodigestão do capuz acrossomal, reação esta 

denominada “falsa”. Existia, portanto, a possibilidade de que o tratamento com 

LNG resultasse tóxico e afetasse, desta forma, a porcentagem de espermatozóides 

reacionados. Por tal razão, foi realizado primeiramente o exame da sobrevida 

espermática, após o acréscimo ao sêmen das diferentes concentrações do 

LNG. Não foram observadas diferenças significativas após a comparação do 
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número de espermatozóides vivos antes e depois dos diferentes tratamentos, e 

posterior aos 30 minutos de incubação examinados. 

Após certificarmos de que não havia a produção do possível efeito tóxico, 

os espermatozóides capacitados foram expostos a doses crescentes do 

progestógeno. 

As concentrações de 200ng/ml, 400ng/ml e 800ng/ml de LNG foram 

escolhidas com base nos achados de NILSSON et al. (1982) que estimaram 

valores próximos dessas concentrações no tecido endometrial de pacientes 

usuárias do SIU-LNG. Este ponto de referência foi adotado por falta de outro.  

O LNG é um progestógeno com conhecida ação genômica. Esse 

esteróide sintético foi usado por BLACKMORE et al. (1991) que mostraram em 

seus estudos que, nos espermatozóides, os sítios de ligação para a progesterona 

localizam-se sobre a superfície da membrana plasmática. Mais recentemente 

tem sido mostrada a presença dos receptores de progesterona “mascarados” 

sobre a membrana dos espermatozóides (AMBHAIKAR e PURI, 1998). Estes 

sítios de ligação parecem possuir homologia estrutural com o receptor de 

progesterona nuclear, mas diferem quanto à localização e à especificidade de 

ligação (CALOGERO et al., 2000). 

Para mostrar que o efeito da progesterona não era desencadeado 

através da via genômica, BLACKMORE et al. (1991) mostraram que o LNG, 

entre outros progestógenos genômicos, foi incapaz de promover a elevação da 

concentração intracelular do íon Cálcio, em espermatozóides capacitados e 
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não-capacitados, e mimetizar o efeito da progesterona. É importante ressaltar 

que a concentração avaliada por esses autores foi de 10µM e por um período 

entre 20 a 30 segundos após a exposição dos espermatozóides ao componente, e 

que segundo nossas análises, tanto essa baixa concentração, usada no referido 

estudo, quanto o tempo de exposição poderiam ser insuficientes para a observação 

de algum efeito mediado pelo LNG nos espermatozóides capacitados. 

Devido à afinidade do LNG pelo receptor de progesterona genômico e a 

homologia entre os receptores de progesterona, o genômico (inexistente nos 

espermatozóides) e o de superfície no espermatozóide humano, poderíamos 

especular que as concentrações do LNG, avaliadas no presente estudo, induziram 

o aumento na taxa de reação acrossomal através da mesma via que a progesterona 

estimula, ou seja, através dos receptores de progesterona localizados na superfície 

da membrana plasmática. Vale ressaltar que pequenas modificações na 

molécula da progesterona natural resultam na perda do seu potencial de resposta 

(BLACKMORE et al., 1990). Por esse motivo a possível ligação do LNG no sítio 

receptor da progesterona, feita de maneira “imperfeita”, não seria capaz de 

estimular efeito semelhante ao da progesterona presente no FF, uma vez que 

os valores de reação acrossomal após o estímulo com o FF foram superiores 

aos obtidos com a maior concentração avaliada do LNG. Também através 

dessa especulação, da ligação “imperfeita” do LNG no sítio receptor da 

progesterona, torna-se possível compreender o motivo pelo qual a maior 

concentração de LNG avaliada no presente estudo, a de 32µM, foi capaz de 

desencadear 70,5% do efeito máximo de reação acrossomal proporcionado 
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pela progesterona presente no FF. A alta concentração das moléculas do LNG 

possivelmente podem ter saturado a superfície do espermatozóide, favorecendo, 

desta forma, o encontro e ligação do LNG com o sítio receptor da progesterona. 

Contudo, os resultados decorrentes dos respectivos efeitos da progesterona 

e do LNG sobre a reação acrossomal nos espermatozóides não deveriam ser 

semelhantes.  

Isso porque a identificação e caracterização dos sítios de ligação da 

progesterona, sobre a membrana dos espermatozóides, mostrou duas classes 

distintas de receptores. Uma é constituída por sítios específicos e exclusivos 

para a progesterona, enquanto a outra classe apresenta sítios de ligações com 

baixa constante de afinidade e que são capazes de ligar os progestógenos. 

A primeira classe apresenta alta constante de afinidade e atua na faixa de 

concentrações nanomolares devido à sua alta especificidade, e a segunda 

classe atua somente na faixa de concentrações micromolares em decorrência 

de sua baixa especificidade (LUCONI et al., 1998). 

Também por causa da utilização das duas classes dos sítios de ligação é 

possível compreender porque a progesterona promoveu uma indução significativa 

na taxa de reação acrossomal, após 15 minutos de exposição aos espermatozóides 

capacitados, enquanto que o LNG somente foi capaz de desencadear o efeito 

de indução após 30 minutos de exposição. Em acréscimo, estudos recentes 

mostraram que o FF é um eficiente indutor da reação acrossomal não apenas 

pela presença da progesterona em sua composição, mas também porque 
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possui moléculas transportadoras de esteróides, as quais participam maximizando 

o efeito biológico do FF. Entre essas moléculas há a proteína ligadora de 

corticosteróides CBG capaz de ligar-se a várias moléculas de progesterona e 

atuar como uma ponte para facilitar o reconhecimento e ligação dos sítios 

receptores (nos espermatozóides) e o esteróide carreado (MISKA et al., 1994). 

A presença da CBG no FF também reforça sua eficácia de ação, no 

desencadeamento da reação acrossomal, quando o mesmo é comparado com 

as distintas concentrações de LNG, o qual não possui tal proteína carreadora.   

De acordo com os dados de LUCONI et al. (1998), de que são 

necessárias concentrações micromolares para a estimulação da segunda classe 

de receptores, os quais são capazes de ligação dos progestógenos, é possível 

supor o motivo pelo qual as concentrações mais baixas de LNG testadas no 

presente trabalho induziram reação acrossomal em menor proporção. As mesmas 

são concentrações micromolares muito baixas, e por isso não devem ter 

conseguido estimular efetivamente o sítio de ligação e desencadear uma maior 

taxa de reação acrossomal. 

Não existem dados na literatura da quantificação da concentração de LNG 

no fluido da cavidade uterina com o uso do SIU-LNG ou após administração das 

pílulas de AE. A grande maioria dos trabalhos publicados até o momento 

relatou a farmacocinética do LNG e suas concentrações no plasma sangüíneo 

após o regime de AE (TREMBLAY et al., 2001, JOHANSSON et al., 2002). 
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É possível especular que o efeito do LNG, de aumentar a taxa de reação 

acrossomal nos espermatozóides capacitados, seja um mecanismo de ação 

contraceptivo adicional apenas com o uso do SIU-LNG. Isso porque o SIU-LNG, 

atualmente comercializado, libera 20µg diários e a concentração de 32µM de 

LNG, mostrada neste estudo como promotora da reação acrossomal, equivale a 

uma quantidade do progestógeno de 10µg/ml.  

Por outro lado, as concentrações plasmáticas do LNG após a 

administração das pílulas para AE foram respectivamente na ordem de 0,027 a 

0,033µM e de 0,04µM para a ingestão de duas doses de 0,75mg em intervalos 

de 12 horas, ou para a ingestão de uma única dose de 1,5mg (TREMBLAY et 

al., 2001, JOHANSSON et al., 2002). Também, os níveis plasmáticos de LNG 

foram estimados acima de 1µM e constantes nesses níveis por aproximadamente 4,5 

dias após a ingestão das duas doses para AE (TREMBLAY et al., 2001).  

Caso as concentrações no endométrio estejam próximas a estas baixas 

concentrações plasmáticas, as mesmas não serão capazes de estimular os 

receptores de progesterona que possuem capacidade de ligação dos progestógenos, 

que necessitam ao menos de níveis micromolares para desencadearem algum 

efeito no espermatozóide. 

Um estudo em ratos Sprague-Dawley mostrou um efeito inibitório da 

espermatogênese,  após a utilização de altas concentrações de LNG aplicadas 

diretamente sobre a cauda do epidídimo e com algumas semanas de exposição. 

Nesse trabalho, o efeito contraceptivo obtido em um dos grupos avaliados foi 
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considerado como conseqüente do efeito direto do LNG sobre os espermatozóides 

(NIKKANEN et al., 2000). 

Outro estudo (KESSERU et al., 1974) observou uma alcalinização 

progressiva do pH no muco cervical, iniciada entre quatro a cinco horas após a 

ingestão da pílulas de LNG para AE, e especulou que essa modificação no 

ambiente genital poderia influenciar a migração dos espermatozóides e, desta 

maneira, colaborar no mecanismo contraceptivo do LNG. 

Há uma opinião, consensual, de que o efeito contraceptivo do LNG sobre 

os espermatozóides, ou sobre a espermatogênese, necessita de algumas 

semanas para ser efetivo (GONCHAROV et al., 1995, NIKKANEN et al., 2000). 

Por esse motivo, seriam importantes outras pesquisas que trabalhassem no 

sentido de quantificar o tempo de permanência e também a dosagem real do 

LNG, o qual estando presente na cavidade uterina, tanto das usuárias do SIU-

LNG quanto das pílulas para AE, poderia entrar em contato direto com os 

espermatozóides e torná-los inviáveis para fertilizar através do desencadeamento 

da reação acrossomal precoce. 

Os resultados deste estudo sugerem que a exposição dos espermatozóides 

capacitados, por 30 minutos, ao LNG aumenta a taxa de reação acrossomal em 

relação aos espermatozóides não expostos. Há relatos de que apenas 10% a 

30% dos espermatozóides expressam o receptor para a progesterona 

(TESARIK et al., 1992), e talvez seja esta a população de espermatozóides com 

potencial para a fertilização. Considerando que poucos espermatozóides 
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perdem o acrossoma no oviducto e permanecem intactos até as proximidades 

do oócito (local onde ocorre a reação acrossomal), a ocorrência prematura da 

reação acrossomal pode inviabilizar o contato apropriado com a ZP e impedir a 

fertilização. Talvez o pequeno aumento nos níveis de reação acrossomal, 

observado no presente trabalho, poderia sugerir que a presença do LNG fosse 

capaz de diminuir o potencial fertilizante dos espermatozóides. 

Por enquanto, este estudo apenas mostrou que o LNG exerce o 

desencadeamento da reação acrossomal em uma subpopulação de espermatozóides 

capacitados in vitro, mas outros estudos (em encaminhamento) são necessários 

para o futuro esclarecimento se esse efeito é responsável pelo sucesso 

contraceptivo dos métodos que utilizam o LNG.  

Somente após o esclarecimento da concentração de LNG presente in 

vivo será possível uma relação mais precisa quanto ao efeito contraceptivo 

desse progestógeno diretamente sobre os espermatozóides humanos. 
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6. Conclusões 

• As concentrações de 0,64µM (200ng/ml), 1,28µM (400ng/ml), 2,56µM 

(800ng/ml) e 32µM (10.000ng/ml) de LNG foram capazes de induzir reação 

acrossomal, significativamente maiores quando comparadas àquela obtida com 

HTF, e significativamente menores que a obtida com FF, nos espermatozóides 

capacitados de homens férteis, sem afetar a viabilidade dos mesmos após 

30 minutos de exposição. 

• Não houve diferenças nos resultados obtidos com as concentrações de 

0,64µM (200ng/ml), 1,28µM (400ng/ml) e 2,56µM (800ng/ml). A concentração 

de 32µM (10.000ng/ml) induziu significativamente maior reação acrossomal 

quando comparada com as outras três concentrações. 

• Há a necessidade de pesquisas adicionais que quantifiquem a concentração 

in vivo do LNG no fluido da cavidade uterina e também no fluido tubário, 

tanto das usuárias do SIU-LNG quanto daquelas usuárias de pílulas para AE 

para haver uma posterior  relação, mais precisa, quanto ao efeito contraceptivo 

desse progestógeno diretamente sobre os espermatozóides humanos. 
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9. Anexos 

9.1. Anexo 1 - Termo de consentimento informado 

ESTUDO: EFEITO DA ADIÇÃO DE LEVONORGESTREL SOBRE A REAÇÃO 
ACROSSOMAL DE ESPERMATOZÓIDES DE HOMENS FÉRTEIS 

Eu, _______________________________________ fui informado que a 

finalidade deste estudo é melhorar o conhecimento em relação ao efeito de um 

componente hormonal, usado em muitos anticoncepcionais (Levonorgestrel), 

sobre a capacidade de fertilizar dos espermatozóides humanos.  

Entendo que serei convidado a fornecer uma amostra de sêmen por 

semana, durante 5 semanas, em dias e horas a serem determinadas.  

Também me foi esclarecido que estas amostras deverão ser obtidas por 

masturbação, em ambiente próprio existente no Centro de Atenção Integral à 

Saúde da Mulher (CAISM) da UNICAMP. 

Esta pesquisa não trará nenhum beneficio para mim, e apenas estarei 

contribuindo para o progresso da ciência.  
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Fui esclarecido que o sêmen não será utilizado para outros fins que o 

desta pesquisa, sendo descartado ao fim de cada experimento. 

Fui esclarecido que serei compensado com os gastos de transporte e 

que será fornecida uma declaração de comparecimento para que eu possa 

apresentá-la no meu trabalho a cada dia de coleta do sêmen. 

Fui esclarecido e informado a respeito deste estudo.  

Eu tenho e continuarei tendo oportunidade de esclarecer qualquer dúvida 

sobre a pesquisa e sobre minha participação nela, devendo receber respostas 

satisfatórias às perguntas que nesse sentido forem feitas por mim. 

Eu concordo em participar voluntariamente do estudo anteriormente citado.  

Também fui informado que posso interromper minha participação a 

qualquer momento da pesquisa ou que posso me recusar a participar, e que 

isto não trará nenhum prejuízo nos atendimentos futuros na UNICAMP.  

Todos os dados em relação a meu nome serão mantidos de forma sigilosa.  

 

 

Assinatura do voluntário 

Testemunha 

Investigador – Dr. Luis Bahamondes 

F: (19) 3788-7176 
 

Data  _____/_____/_____ 

 

Comitê de Ética em Pesquisa – UNICAMP 
F: (19) 3788-9346 
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9.2. Anexo 2 - Esquema geral do projeto 

 
 

Volume; cor; consistência; 
liqüefação e pH 

Motilidade 

Concentração de 
espermatozóides 

Vitalidade 

Morfologia 

Análises macro e 
microscópicas segundo 

OMS 

Concentração de 
espermatozóides

Motilidade 

Análise pós-seleção 
espermática 

Divisão da 
amostra em 
7 alíquotas

Sêmen +  
HTF 

Sêmen +      
Fluido Folicular 

Sêmen +
Etanol 

Sêmen +        
LNG à 200 ng/ml

Sêmen +      
LNG à 400 ng/ml

Sêmen +      
LNG à 800 ng/ml 

Sêmen +        
LNG à 10000 ng/ml

Após 15 
minutos de 
exposição

FITC-PSA     
(reação acrossomal) 

HOESCHT 33258 
(vitalidade) 

Capacitação do swim-up 
por 20 horas 

Separação do plasma 
seminal por swim-up

Amostra de sêmen 

Após 30 
minutos de 
exposição


