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RESUMO

O estudo proposto teve como objetivo principal investigar a atuagdo de dois métodos
de capacitagdo espermatica como possiveis facilitadores da selegdo sexual in vitro.
Para tanto, foram avaliados os métodos de swim up e de migragdo em gradiente de
Percoll, através da comparagdo das razdes de sexo obtidas antes e apds cada
procedimento. A avaliagdo da razdo de sexo foi realizada através da visualizagdo do
Corpo F em esfregagos obtidos de suspensOes espermaticas representativas de cada
situagdo, corados pelo diidrocloreto de quinacrina e observados sob microscopia de
fluorescéncia, empregando-se nas comparagdes estatisticas o teste ¢ de Student para
dados emparelhados. Os resultados indicaram uma selegdo favoravel para o sexo
feminino através do método de swim up. A fim de acentuar as diferengas obtidas,
algumas amostras foram submetidas a um segundo momento de capacitagdo
espermatica, represéntado por um swim up classico seguido de migragdo em meio de
cultura com concentragdes aumentadas de albumina sérica humana, obtendo-se a
formagao de duas camadas de migragdo, apresentando a superior uma prevaléncia
de formas masculinas. Os resultados obtidos sugeriram uma selegdo favoravel para o
sexo feminino na utilizagio do método de swim up, e para o masculino com o
método de migragio em dois tempos. Embora medianamente satisfatorios,
constituem, até o momento, alternativas viaveis de operacionalizagdo simples e
econdmica a serem oferecidas a casais portadores de doengas com padrdo de heranga

ligada ao sexo.
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1. INTRODUCAO

Desde a Antigiiidade, o interesse pelo controle do sexo da prole tem se
manifestado nas mais diversas culturas, gerando padrdes de comportamento
influenciados por fatores econdmicos, socioculturais e pessoais especificos do

momento histérico de cada geragio.

Os primeiros registros sobre o tema remontam as citagdes da Biblia e do
Talmude, acerca de particularidades do coito como método de sele¢do sexual, embora
com interpretagdo obscura. Paralelamente, o papel da gonada masculina na procriagéo
humana foi definido peloé egipcios através da observagdo de efeitos especificos, como
falta de libido e esterilidade decorrentes da castragdo testicular (BATZOFIN, 1987,
ZARUTSKIE et alii, 1989; JAFFE et alii, 1991). A partir do século V a.C. € com o
apogeu da cultura grega ocorreu o entendimento sobre a participagdo de ambos os
sexos na fecundacdo humana (KOVACS & WALDRON, 1987; ZARUTSKIE et ali,
1989), acentuando-se, contudo, a idéia da superioridade do sexo masculino sobre o

feminino e conferindo aos primeiros caracteristicas privilegiadas.

Nesse contexto, foram incorporados os postulados de grandes pensadores
como Hipocrates, que vinculava o desenvolvimento normal e completo do feto
masculino a implantagdo no lado mais nobre do ttero - o lado direito. Aristoteles, por
sua vez, atribuia ao sémen um papel decisivo na concepgdo, qualificando 0 homem
como fonte das caracteristicas herdadas e a mulher como nutriz do ovo, recomendando

que esta se reclinasse sobre o seu lado direito durante o coito, a fim de possibilitar a



concep¢do de um menino (ZARUTSKIE et alii, 1989; WINDSOR, EVANS, WHITE,
1993).

Numa variagdo desses postulados, Anaxagoras afirmava que os homens
eram gerados a partir do sémen advindo do testiculo direito, aconselhando a extirpagio
do contralateral para garantir uma descendéncia masculina. Embora aparentemente
aneddtico, este conceito foi mantido ao longo dos séculos, sendo a extirpagdo do
testiculo esquerdo uma pratica adotada entre os nobres da Franga do século XVIIL, a
fim de assegurar a sucessdo do trono ao primogénito da familia (GLASS, 1976;

BATZOFIN, 1987; ZARUTSKIE et alii, 1989; WINDSOR et alii, 1993).

Os periodos seguintes foram marcados por tentativas esparsas de
substituigdo de alguns mitos pela argumentagdo cientifica, ainda que fortemente
contaminada pela idéia da superioridade masculina, de modo que, mesmo com a
avango da Biologia e as evidéncias sobre os efeitos da nutrigdo no desenvolvimento
fetal, SCHENK (1898)' recomendava uma dieta com alto teor protéico para promover a

maturagdo do 6vulo e a concepgdo de um feto masculino.

A partir do século XX, as investiga¢des citologicas de PAINTER (1921)
resultaram na constatagio de que células masculinas e femininas apresentavam
cromossomos sexuais diferentes, visualizados nio somente na mitose, mas também na
intérfase (BARR & BERTRAN, 1949)°, observagdes que foram exploradas apenas
décadas depois, com a introdugio do tratamento ;ipot()nico as preparagdes celulares.

Tal recurso possibilitou o estabelecimento do niimero de cromossomos da espécie

! SCHENK apud KOVACS, G.T. & WALDRON, K. - Sex preselection - A review. Australian Family Physician, 16:608-13,

1987.
“PAINTER, T.S. apud THERMAN, E. & SUSMAN, M. - Origins and directions of Human Cytogenetics. In: THERMAN,

E. & SUSMAN, M. Human Chromossomes - Structure, Behavior and Effects. 3rd edition. Springer-Verlag, NY,

1993, p. 1-13.
*BARR, M.L. & BERTRAN, E.G apud THERMAN, E. & SUSMAN, M. - Origins and directions of Human Cytogenetics.

In: THERMAN, E. & SUSMAN, M. - Human Chromossomes - Structure, Behavior and Effects. 3rd edition,
Springer-Verlag, NY, 1993. p. 1-13.



humana, a caracterizagdo de cada um deles, bem como, juntamente com as demais
técnicas de cultivo celular, a evolugdo da Citogenética como ciéncia. As evidéncias
obtidas ndo foram, contudo, suficientes para despojar o antigo axioma de que a
determinagdo do sexo, na espécie humana, estaria vinculada a fatores externos

ambientais e, por isso, passiveis de controle (WINDSOR et alii, 1993).

A década de 70 foi marcada pela profusdo de estudos que procuravam a
associagdo entre a fertilidade humana e a atuagdo dos mais variados fatores ambientais,
entre os quais a dieta (STOKOWSKY & LORRAINS, 1980), o pH da vagina (DIASIO
& GLASS, 1971; DOWNING & BLACK, 1976), a sazonalidade (LYSTER, 1971) ou,
ainda, uma combinagdo destes (SHETTLES, 1970; GLEDHILL, 1983). Foi neste periodo
que os estudos de Biologia Reprodutiva, associados aos da Genética, promoveram o
avango das técnicas de reprodugdo assistida e sua imediata aplicagdo na clinica.
Acompanhando esta tendéncia, os estudos sobre pré-sele¢do sexual abandonaram
parcialmente a questio especulativa, de cunho sociocultural, para adquirr,
gradativamente, uma conotagdo ética diante de um recurso oferecido a casais
portadores de doehgas genéticas com padrio de heranga ligada ao sexo (WERTZ &
FLETCHER, 1988; VEIT & JEWELEWICZ, 1988; CARSON, 1988; KHATAMEE,
LEINBERGER-SICA, MATOS, 1989; WINDSOR et ali, 1993; MUNNE et alii,
1994).

A partir da evidéncia citogenética acerca das diferentes proporgdes entre 0s
cromossomos X e Y, multiplicaram-se os ensaios a respeito da biologia do gameta
masculino, bem como algumas dedugdes empiricas sobre 0 seu comportamento em
condi¢des fisiologicas. Considerando o espermatozoide humano maduro como
constituido quase que exclusivamente de nucleo, portanto material genético, entdo o
espermatozoéide portador do cromossomo X seria comparativamente maior € mais

pesado, provavelmente mais denso, conseqiientemente mais lento e, no caminho para a
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fecundagdo do o6vulo, retardatario. Por outro lado, o espermatozdide portador do
cromossomo Y seria menor, mais leve, menos denso e mais agil (GOODALL &
ROBERTS, 1976; HEWITT, 1987). Desta forma, as diferengas morfofisiolégicas
seriam suficientes para constituir duas populagdes em um ejaculado, uma
predominantemente masculina € a outra feminina, conferindo comportamento distinto a

cada uma delas.

Encorajado por estudos prévios e por alguns relatos de literatura que
sugeriam esta tendéncia (SHETTLES, 1960, 1961, 1970; RHODE, PORSTMANN,
DORNER, 1973), SHETTLES (1976) propds uma série de medidas comportamentais,
visando ao preparo do aparelho genital feminino para receber ou facilitar a penetragdo
de espermatozéides de um ou outro sexo. Estas recomendagdes, resumidas em seis
passos principais, referiam-se basicamente a0 momento do ato sexual em fungdo do
periodo ovulatorio e a posigﬁo do casal durante o coito (QUADRO 1). Segundo o autor,
as taxas de sucesso obtidas oscilaram entre 84% e 82% para sele¢do de meninos e
meninas, respectivamente (SHETTLES, 1976), valores ndo confirmados pela literatura
nas mais diversas populagdes (WILLIANSON, LEAN, VENGADASALAM, 1978;
FRANCE et alii, 1984; SIMCOCK, 1985).

Numa analise critica a esse respeito, WILLIANSON e colaboradores (1978)
realizaram um estudo em Cingapura - Asia, quanto a aplicabilidade do método em larga
escala, em uma casuistica que reuniu 10.000 casais interessados. A inefetividade do
método foi comprovada e atribuida ndo somente a questdes basicas, como a restri¢do de
uso as mulheres com irregularidades menstruais, mas principalmente 2 complexidade
da sexualidade humana, de modo a questionarem se todas as recomendagdes seriam, de
fato, rigorosamente seguidas pelos casais, questionamento também partilhado por
CARSON (1988). Os procedimentos postulados por SHETTLES (1976) encontraram

outra restrigdo importante, relativa a concep¢do de meninos proximamente a ovulagéo,
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em oposi¢do aos relatos de alguns autores, cujos dados referiam um aumento na
concepgdo de meninas exatamente neste periodo (GUERRERO, 1974; HARLAP, 1979;
WHO, 1984; GRAY, 1991).

QUADRO 1

RECOMENDACOES SUGERIDAS POR SHETTLES (1976) PARA CASAIS QUE
DESEJAVAM GERAR UMA CRIANCA COM SEXO PRE-DETERMINADO

SEXO MASCULINO SEXO FEMININO
Coito no momento da ovulagdo 2 dias antes da ovulagdo
Ducha Vaginal alcalina acida
Posigdo posterior face a face
Penetragao profunda superficial
Orgasmo feminino recomendado nio recomendado
Abstinéncia sexual - do inicio do ciclo até a ovulagio 2 a 3 dias antes da ovulagdo

Estudos como os de SHETTLES, nos quais multiplas variaveis estdo
associadas a normas de comportamento, sdo dificilmente controlados, ndo somente pela
variabilidade da amostra, mas também por apresentarem um amplo intervalo entre a
aplicagio do método e a obtengdo do resultado final, no caso o nascimento.
Associando-se o fato da precariedade de registros sobre os abortos ocorridos durante o
periodo de avaliagdo, as conclusdes em geral perdem a relagdo causal anteriormente
pretendida. Como recurso para sanar parte destas dificuldades, os estudos passaram a
priorizar a investigagdo da razdo de sexo primaria através da analise cromossomica dos
gametas, em substitui¢do a verificagdo da razdo de sexo ao nascimento. Entretanto,
como a avaliagdo citogenética de gametas ainda era uma técnica incipiente, com
reprodutibilidade insatisfatéria e extremamente laboriosa, avaliagdes desta natureza

ganharam novo impulso somente quando ZECH (1969) e VOSA (1970), relataram a
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afinidade da cromatina Y pela quinacrina, um corante fluorescente derivado das
acridinas, que revelava a regido distal do cromossomo Y. Esta era visualizada como um
ponto fluorescente especifico das células em intérfase advindas de individuos do sexo
masculino (VOSA, 1970; BARLOW & VOSA, 1970; PEARSON, 1972), constituindo
o Corpo F. Deste modo, as células negativas para esta estrutura foram denominadas FO,
as positivas F1, aquelas com dois pontos fluorescentes F2, e assim por diante

(PEARSON, BOBROW, VOSA, 1970).

Amparados por uma técnica de identificagdo relativamente simples, ndo
invasiva e sobretudo rapida na detec¢do da cromatina Y, multiplicaram-se os trabalhos
relativos a  investigagdo das propriedades dos espermatozoides e sobre o possivel
dimorfismo sexual no ejaculado. Com a publicagdo dos trabalhos de SUMNER,
ROBINSON, EVANS (1971) e de GLEDHILL et alii (1976), determinando uma
diferenca de 2,7% no conteudo de DNA dos cromossomos X e Y humanos, obtinha-se,

finalmente, a base tedrica para admitir a possibilidade da selecdo de género na espécie.

A procura de dimorfismo sexual no gameta masculino mostrou algumas
informagdes discordantes do consenso geral sobre suas propriedades. A este respeito,
salientaram-se os relatos de VAN DUIIN (1960), que observou 1.500 espécimes
humanos sem encontrar, porém, diferengas significativas com relagdo a forma ¢ as
dimensdes das cabegas dos espermatozéides, o que foi por BISHOP (1960),
ROTHSCHILD (1960) e, posteriormente, por BROER et alii (1976). Mais
recentemente, McCOSHEN e colaboradores retomaram o tema, através da avaliagdo do
Corpo F em conjunto com a analise morfométrica, associada a imagem bidimensional
computadorizada, verificando uma correlagdo positiva entre a forma elipsoidal e as
células F1 contrapondo-se as células FO de forma mais arredondada (McCOSHEN et

alii, 1994), relatos que aguardam confirmagdo da literatura.



A investiga¢do de outras variaveis como um reflexo das diferengas entre os
cromossomos sexuais foi igualmente surpreendente. Assim, ndo foram demonstradas
associagdes entre as variagdes do pH e a capacidade de sobrevivéncia e migragdo
espermaticas, quer nos ensaios simulados de laboratério (DIASIO & GLASS, 1971,
DOWNING & BLACK, 1976; BROER et alii, 1976), quer nos testes pds-coito
realizados in vivo (KAISER et alii, 1974). Embora estes tltimos tenham evidenciado
uma prevaléncia das células F1 na cérvice e cavidade uterinas, o autor constatou que o
evento ndo estava associado as propriedades intrinsecas do espermatozoide, como
viscosidade, morfologia, motilidade ou mesmo periodo pds-coito, mas sim a uma

interagdo destas com os fatores cervicais.

Quanto a expressdo de antigenos e cargas de superficie, YANAGIMASHI e
colaboradores (1972) verificaram que os espermatozoides apresentavam uma carga
negativa. Entretanto, alguns autores obtiveram a separagdo das células do ejaculado em
duas populagdes (BATTHACHARYA, SHOME, GUNTHER, 1977; KANEKO et alii,
1983b; ENGELMANN et alii, 1988) de modo que, embora com evidente migragio
celular para o polo catodico, os espermatozédides F1 revelaram-se mais rapidos na
corrida eletroforética, propriedade considerada por ENGELMANN e colaboradores
(1988) como decorfente da maior incidéncia de acido sialico na superficie destes. A
separagdo dos espermatozdides X e Y através de eletroforese foi recentemente obtida
em murinos .e confirmada através de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) por

ISHIJIMA e colaboradores (1992).

Numa Qariagﬁo dos procedimentos acima, a propriedade de migragdo
diferenciada em coluna de troca idnica foi verificada com sucesso por LANG (1973),
todavia sem confirmagio por DOWNING & BLACK (1976). SARKAR (1984)
verificou, por outro lado, graus variados de linearidade em fluxo laminar, apresentando

as células FO movimento mais direcionado do que as F1, nestas condigdes.



As tentativas de selegdo sexual através da expressdo dos antigenos de
superficie HY tém sido objeto de estudo em animais de experimentacdo. Fémeas de
camundongos imunizadas contra este antigeno apresentaram um decréscimo da
progénie masculina (BENNETT & BOYSE, 1973), mas a reprodutibilidade do método
foi insatisfatoria para outras espécies antmais, como em coelhos (HANCOCK, 1978) e
bafalos (PINKEL et alii, 1985). Estudos de avaliagdo sorologica nestes animais tém
demonstrado que os antigenos HY estdo localizados na membrana plasmatica da cabega
do espermatozéide (KOO et alii, 1973), porém, segundo HOPPE & KOO (1984), néo

se expressariam no lote haploide.

Com relagdo a capacidade diferenciada de adesdo celular a substincias
diversas, o trabalho de ERICSON, LANGEVIN, NISHINO (1973) ¢, sem duvida, o
mais citado na literatura. Publicado na Revista Nature em dezembro de 1973, os
autores descreveram um processo de capacitagio e selegdo sexual com base na
migragio espermatica através de gradientes descontinuos de albumina sérica bovina
(BSA), resultando num enriquecimento da ordem de 85% para o sexo masculino. Apos
a publica¢io do trabalho original, a técnica foi patenteada nos Estados Unidos pela
Gametrics Limited, funcionando até o momento em esquema de franquia para clinicas
de Reprodugio Humana (CARSON, 1988; EDWARDS, 1988). Ainda que tenha sido
um trabalho pioneiro a propor a selegdo gamética in vitro segundo protocolos
especificos, e por isso leitura obrigatéria em abordagens correlatas, o éxito divulgado
ndo ofereceu reprodutibilidade nos mais diversos laboratorios do mundo, sendo alvo de
criticas severas, comentadas nog periddicos de circulagdo internacional (ROSS,
ROBINSON, EVANS, 1975; BRANDRIFF et alii, 1986b; JAFFE et alii, 1991;
FLAHERTY & MATTHEWS, 1994; KALACA & AKIN, 1995), em comparagao com
alguns poucos relatos favoraveis (DMOWSKI et alii, 1979; FULGHAM &
ALEXANDER, 1990).



Em um desses comentarios, BRANDRIFF e colaboradores (1986b)
divulgaram o insucesso obtido com a técnica, ressaltando que uma das amostras havia
sido processada em um dos centros da Gametrics Limited. Os argumentos do autor e de
seu grupo referiram-se a qualidade da albumina sérica empregada, além da
interferéncia do citrato de clomifene, utilizado como indutor de ovulagdo na maioria
dos protocolos de estimulagido ovariana, o que seria contra-indicado na selegdo para o
sexo masculino (BEERNINK & ERICSON, 1981; ERICSON, 1994). Curiosamente, a
variavel contestada refere-se ao método de avaliagdo das amostras € ndo ao método de
selegdo gamética empregado, de modo que as questdes relativas a interferéncia das
propriedades peso, densidade e motilidade adquirem um papel secundario nos

comentarios dos autores.

Em uma analise critica a respeito do painel atual das técnicas de separagdo
gamética, WINDSOR et alii (1993), corroborando os estudos de GLEDHILL (1983) e
AMANN (1989), afirmaram que nenhuma delas apresenta reprodutibilidade
sustentavel, excetuando-se a separagédo por citometria de fluxo (FCM), que, diferindo
dos métodos convencionais, estabelece a segrega¢do espermatica a partir do contetido

de DNA de cada célula isoladamente.

A separagdo gamética através da FCM foi divulgada por JOHNSON,
FLOOK, HAWK (1989), e os resultados satisfatorios foram confirmados em varias
espécies animais, como ovelhas, suinos e alguns roedores (MORRELL et alii, 1988,
JOHNSON, 1991; JOHNSON, /1992; CRAN et alii, 1993). As principais restrigdes
quanto a sua aplicagdo em Reprodugdo Humana referem-se a qualidade insatisfatoria
do sémen processado, bem como ao alto custo do método, uma vez que requer
aparelhagem sofisticada e de dificil acesso a grande maioria dos centros de Reprodugdo
Humana até mesmo dos paises mais desenvolvidos, fatos que ndo tém limitado os

grandes entusiastas da técnica, a ponto de JOHNSON et ali1 (1993) acenarem com
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resultados mais satisfatérios quanto ao seu emprego na espécie humana. Seguindo o
método do autor, LEVINSON et alii (1995) obtiveram o primeiro caso de gestagdo
humana em curso, com analise de vilosidade coribnica confirmando o sexo feminino e
a normalidade cromossomica do feto. Paralelamente, inicia-se o debate sobre a
seguranga do método, uma vez que o procedimento utiliza dois agentes potencialmente
mutagénicos, o corante vital Hoechst 33342 ativado pela luz ultra-violeta

(ASHWOOD-SMITH, 1995; MUNNE, 1995).

Finalmente, os recentes avangos da Genética Molecular possibilitaram o
rastreamento dos cromossomos sexuais humanos através de sondas especificas,
possibilitando a avaliagdo mais precisa destes nas diversas situagdes de diagndstico e
de pesquisa. Mais recentemente, a hibridizagdo in situ tem sido empregada na pesquisa
de cromossomos sexuais em bidpsia embrionaria (HANDYSIDE et alii, 1989;
GUTTENBACH & SCHMID, 1990; VAN KOOIJ & VAN OOST, 1992; MUNNE et
alii, 1994; WANG et alii, 1994), apresentando o inconveniente de ser um método de

avaliagdo posterior a fecundagio.

Por outro lado, a mais recente publicagdo de McKUSICK (1992), sobre
heranga mendeliana, registrou 3.307 fenétipos com padrdo bem-defimido, sendo 368
ligados ao cromossomo X. A relevancia dos estudos em questdo € justificada ndo
apenas pela grayidade das doengas, mas também pela sua incidéncia, estimada por
CARTER (1977) entre 5 por 10.000 nascimentos € responsavel por aproximadamente
25% e 10% dos casos de retardo mental no sexo masculino e feminino, respectivamente
(EMERY, 1983). Também ¢ jus;iﬁcada pela menor dificuldade de detecgdo do padrdo
de heranga e, conseqiientemente, atuag¢do mais incisiva no aconselhamento genético.
Como em nivel de diagndstico pré-natal os recursos estdo limitados a uma pequena

parcela destas doengas, a selegdo do género efetua-se, via de regra, apds o periodo de

implantagdo, através do aborto seletivo. Considerando as seqiielas psicologicas
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apresentadas pelos casais que fizeram esta opgdo, mesmo nas situagdes bem conduzidas
(BLUMBERG, GOLBUS, HANSON, 1975; BREWER, 1978), assim como as
dificuldades relativas a aceitagdo da doagio de gametas (EVANS, DRUGAN,
BOTTOMS, 1991) e da adogdo de uma crianga, pode-se inferir o que representaria
oferecer ao casal a possibilidade de gerar um filho do sexo permitido, de modo a evitar

0 acometimento por doenga grave.

A preocupagdo com essas situagdes tem se revelado nos atuais Comités de
ética em Reprodugdo Humana, como o da FIGO, recomendando o desenvolvimento das
pesquisas neste dominio (ANEXO 1) e obtendo o endosso do Conselho Federal de
Medicina em novembro de 1992 (ANEXO 2). Por outro lado, os avangos obtidos a
partir dos recursos de Reprodugdo Assistida fomentaram a discussdo acerca de temas
polémicos, como o aborto seletivo, o congelamento de embrides e gametas, a selegdo
do género, assim como a sanidade dos embrides obtidos através da fertilizagdo in vitro

(MRC, 1990; GEIER, 1991; VAN STEIRTEGHEM et alii, 1992).

Considerando a atualidade desses aspectos € a sua vinculagdo com o0s
processos de capacitagio espermatica, pareceu-nos oportuno investigar se tais
procedimentos atuariam como facilitadores da selegdo sexual gamética, € se a
viabilidade dos espermatozdides seria alterada apos os mesmos. Para tanto, foram
avaliados dois métodos empregados rotineiramente, Percoll e swim up, comparando-se
as razdes de sexo obtidas antes e apos os tratamentos. As variaveis analisadas foram a
razio de sexo gamética ea mtegridade da cromatina, verificadas através da presenga do

corpo F nos espermatozdides, e da resposta destes ao teste do alaranjado de acndina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento do Estudo e Constituicio das Amostras

O ensaio experimental desenvolvido neste trabalho foi dividido em duas
fases sucessivas, sendo a primeira programada para avaliar a razdo de sexo € a
integridade cromatinica em dois métodos convencionais de capacitagdo espermatica,
Percoll e swim up, utilizando amostras representativas das situagdes antes e apos cada
procedimento. Para a segunda fase, foram avaliadas as mesmas varidveis em amostras
submetidas a processo de capacitagdo espermatica modificado, que consistia na
migragdo convencional em swim up, seguida de migragdo em meio de cultura com

concentragdo aumentada de albumina sérica humana, num segundo momento.

Para compor a amostra da primeira fase, foram selecionados nove individuos
com fertilidade comprovada e inscritos no Programa de Vasectomia desenvolvido pelo
Hospital de Clinicas da UNICAMP (declaragéo assinada pelos mesmos no ANEXO 3),
que se dispuseram a doar uma amostra de sémen para fins de analise laboratorial e que
apresentaram perfil seminal compativel com os valores de normalidade estabelecidos
pela Organizagdo Mundial da Saide no manual WHO (1987). Estes correspondem a
um volume de ejaculado superior a 2ml, com liqiiefagdo completa apés 60 minutos de
repouso a 37°C, motilidade e vitalidade espermatica superiores a 50% e concentragdo

celular acima de 20 milhdes de espermatozdides por ml de ejaculado (ANEXO 4).
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Como cnitérios de inclusdo adicionais, utilizou-se a avaliagio da morfologia
espermatica pela técnica de Papanicolaou e valores de normalidade superiores a 14%,
conforme recomendado por KRUGER et alii (1986), além de um periodo de
abstinéncia sexual entre dois e quatro dias. O perfil seminal desta amostra esta

relacionado na TABELA 18 do ANEXO 6.

O tamanho amostral do ensaio da segunda fase foi calculado através do teste
t de Student para dados emparelhados (1924)‘, considerando a manutengdo das
diferengas obtidas na etapa anterior. Constituiram a amostra cinco individuos com
perfis seminais inseridos nos mesmos critérios de normalidade descritos na fase

anterior e relacionados na TABELA 18 do ANEXO 6.

2.2. Coleta de Sémen e Procedimentos Iniciais

O sémen era coletado através de masturbagdo em frasco estéril e mantido em
repouso a 37°C, durante 45 a 60 minutos, aguardando a liqtiefagdo completa do
matenial. A seguir, pequenas aliquotas eram submetidas as analises de rotina para
averiguagdo do volume, motilidade, vitalidade, concentragdo celular, pesquisa de
leucocitos e morfologizi, segundo os critérios do manual WHO (1987), relacionados no

ANEXO 4.

Realizadas as analises convencionais, o sémen restante era transferido para
um tubo de ensaio, ao qual se acrescentava igual volume de meio de cultura HAM F10
(Sigma). A solugdo era cuidadosamente homogeneizada e submetida a centrifugagdo de

300g, a temperatura ambiente, durante dez minutos. Apos descarte do sobrenadante,

* FISHER, RA. apud BEIGUELMAN, B. - A analise dos caracteres quantitativos. In: BEIGUELMAN, B. - Dindmica dos
genes nas familias e nas populagdes, ed. EDART-SP, 1977, p. 329-50.
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acréscimo de 2ml de HAM F10 ao sedimento e homogeneizagdo, separavam-se, com
uma pipeta volumétrica, duas aliquotas de 1ml, que eram preparadas em paralelo para
os processos de capacitacdo espermatica, uma delas pelo método de swim up e outra

pela migragdo em gradiente de Percoll.

A equivaléncia das fragdes quanto a concentragio celular foi verificada em
avaliagOes prévias através da contagem do nimero de espermatozoéides de cada fragdo
em camara de Neubauer (TABELA 16 do ANEXO 5) e de analise estatistica dos dados
através do teste de dados emparelhados (TABELA 17 do ANEXO 5), obtendo-se
valores de p que comprovaram a similaridade das amostras quanto a esta variavel (0,80
>p > 0,70). O pequeno volume deixado no frasco original foi reservado para avaliagdo

posterior e denominado a partir de entdo amostra antes da capacitagdo, ou antes cap.

2.3. Capacitacio Espermatica pelo Método de Swim up (Método de IRIANNI
et alii, 1990, modificado)

Com a primeira aliquota separada, procedia-se a nova centrifuga¢do de 300g
a temperatura ambiente, durante dez minutos, seguida de retirada do sobrenadante e
acréscimo, sobre o sedimento, de 1ml de meio HAM F10 contendo albumina sérica
humana (Laboratorio Behring), nas proporgdes de oito volumes de meio para trés
volumes de albumina. O frasco era deixado em repouso em estufa incubadora a 37°C e
atmosfera de 5% de CO2, durante 45 minutos. Os espermatozoides que migravam para
0 meio de cultura, formando a nuvem de migracdo espermdtica, eram recolhidos e
reservados para avaliagdes posteriores, representando a amostra depois do swim up, ou

simplesmente swim up.
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2.4, Capacitacido Espermatica pelo Método de Migracio em Gradiente de
Percoll (Método de PARD et alii, 1988, modificado)

Paralelamente ao procedimento anterior, a segunda aliquota era depositada
sobre uma coluna recém-preparada em tubo de ensaio de 8ml, formada por gradientes
crescentes e sucessivos de 1ml de Percoll diluido em meio HAM F10 a 35%, 65% ¢
90%. Apds centrifugagdo a 300g durante 15 minutos, desprezavam-se as camadas
superiores e recolhiam-se apenas a de Percoll a 90% junto ao sedimento formado,

constituindo a amostra depois da capacitagdo em Percoll, ou simplesmente Percoll.

2.5. Confeccao dos Esfregacos

Finalizados os processos de capacitagdo espermatica, as amostras
correspondentes a cada situagdo eram processadas em conjunto, através de dupla
lavagem das suspensdes celulares em solugdo salina a 0,9%, de modo a obter
sedimentos concentrados para a confecgdo dos esfregagos. Estes eram feitos a partir de
gotas de Sul sobre ldminas rigorosamente limpas, deixados para secar a temperatura
ambiente e fixados em solugdo de Carnoy (metanol-acido-acético 3:1) durante duas
horas. Apds a secagem, o material era armazenado em caixas fechadas e abrigadas
contra entrada de luz, ndo excedendo o periodo maximo de 15 dias para o tratamento

com as coloragdes especificas.

Como estruturagdo geral, cada amostra era representada por seis esfregagos,
sendo dois utilizados na observagio do Corpo F, dois no teste do alaranjado de acridina
e dois arquivados como garantia contra eventuais danos durante a manipulagdo dos

mesmos.
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2.6. Métodos de Coloracao

2.6.1. Técnica de Visualiza¢do do Corpo F

A visualizagdo do Corpo F seguiu o método de ZECH e colaboradores
(1976), modificado. Iniciava-se pela hidratagdo das ldminas em banhos sucessivos de
alcoois nas concentragdes de 100%, 95%, 75%, 50% e 30%, durante cinco minutos
cada, sendo, a seguir, imersas em solugdo-tampdo Mcllvaine pH 5,5, durante dez
minutos. A coloragdo pelo diidrocloreto de quinacrina (Sigma) a 0,5% (diluida em
solugio aquosa de etanol a 10%) exigia um periodo minimo de 30 minutos de
exposi¢do ao corante, & temperatura ambiente, seguida de dois banhos sucessivos em
tampdo Mcllvaine. As laminas eram recobertas com laminulas e mantidas em camara
umida até o momento da leitura, realizada impreterivelmente até duas horas apos a
coloragdo. Caso esta ndo se evidenciasse neste periodo, a preparagdo retornava para o
banho de corante até que apresentasse padrio satisfatorio de fluorescéncia, quando
observado aumento ao microscopio de fluorescéncia através de objetiva com aumento
de 10 vezes, ou seja, pano de fundo negro com pontos moderadamente fluorescentes e
homogeneamente distribuidos ao longo da lamina. Nos casos de coloragdo excessiva,
situacdo rara neste estudo, o material recebia banhos adicionais em tampdo Mcllvaine,

até que estivesse em condigdes de ser avaliado.

Obtendo-se o padrio ideal de coloragdo, procedia-se imediatamente a leitura
dos esfregagos em objetiva de imersdo, em microscopio de fluorescéncia Zeiss,
equipado com os filtros especificos BP 436, FT 460 ¢ LP 470. O Corpo F era
identificado segundo os critérios de BIBBINS e colaboradores (1988) como um ponto
de fluorescéncia intensa dentro do nucleo, com margens bastante nitidas, forma esférica
e situado, via de regra, na regidio mediana do espermatozoide. Em preparagoes
altamente satisfatorias, mostrava-se inequivoco, parecendo configurar uma pequena

depressio esférica no interior do espermatozoide e distinto de outros pontos
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fluorescentes em razio da heterogeneidade na forma, tamanho e intensidade de

fluorescéncia destes, além da disposi¢ao em plano diferente da célula em questdo.

A contagem das células com e sem Corpo F iniciava-se no tergo médio da
lamina, prosseguindo até totalizar 100 espermatozodides, identificando-os como F1, F2
e FO. Para cada amostra foram realizadas duas leituras, e os resultados foram

registrados em tabelas na forma percentual de células F1 e F2.

As leituras foram feitas por um unico observador e desconhecidas as
amostras de origem, uma vez que as preparagdes eram colocadas ao acaso na prancha
de suporte ¢ avaliadas em sala totalmente escura. As preparagdes das amostras
anteriores a capacitagdo com valores inferiores 2 30% foram posteriormente retiradas
do estudo, em razdo da possibilidade de estarem vinculadas a falha técnica de dificil
controle, como qualidade do vidro das laminas e alteragdo estrutural do cromossomo Y.
Conseqiientemente, as amostras de Percoll e swim up correspondentes foram igualmente

descartadas.

2.6.2. Teste do Alaranjado de Acridina

A técnica empregada seguiu o método de TEJADA e colaboradores (1984).
Os esfregagos eram imersos em solugdo de tampdo citrato a 0,02M durante cinco
minutos e corados em solugdo aquosa do alaranjado de acridina (AA) a 2,5% durante
dez minutos, & temperatura ambiente. A seguir, eram lavados em nova solugdo de
tampdo citrato, recobertos com laminulas e imediatamente observados em objetiva de
imersao, a luz de microscdpio de fluorescéncia Zeiss, com filtros especificos BP 450-
490, FT 510 e LP 520. A identificagdo da positividade para o alaranjado de acridina

baseava-se na coloragdo vermelha exibida pelas células com DNA desnaturado,
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enquanto as integras apresentavam-se brilhantes, com coloragdo verde, amarelada ou
uma combinagio de ambas.

A leitura iniciava-se no tergo médio da lamina, prosseguindo até completar
200 células, ndo excedendo o periodo maximo de 40 segundos de observagao em cada
campo. Os dados foram registrados em tabelas na forma de percentuais de células AA

positivas, ou seja, com DNA desnaturado.

A FIGURA 1 apresenta um esquema dos procedimentos mencionados até o

momento.

- »'Nove'lﬁamduos’: .
Semmtotal

\l/ -) Anahses de rotma . o
Lavagem em Melo Ham FlO

. sb X 300g
Sedlmento + 2m1 de Mexo Ham FlO

AMOSTRA ANTES CAP (ESFREGACOS)

:x300g ow
' ' e &Capacrtaqaomgmdlmtedel’emﬂ 3
| Capacﬁaqaomswzmup ¥ x300g :
AMOSTRA SW UP (ESFREGACOS) AMOSTRA PERCOLL (ESFREGACOS)

FIGURA 1 - PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA A CAPACITACAO ESPERMATICA PELOS
METODOS DE PERCOLLE E DE SWIAM UP
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2.7. Método de Capacitagio Espermaitica Modificado

Conforme ja mencionado, houve nesta etapa a incorporagido de um segundo
momento, logo apds a exposigdo do material a um swim up classico, ou seja, lavagem
dupla em meio HAM F10, obtengdo do sedimento e acréscimo de meio contendo
albumina sérica humana (ASH) sobre o mesmo. Apds repouso por 45 minutos em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, a nuvem de migragdo espermatica era
recolhida e depositada sobre meio de cultura contendo ASH em proporgdes mais
elevadas, entre 40% e 45%. Deste modo, o sémen capacitado era depositado sobre 2ml

de meio mais denso e viscoso e deixado em repouso a 37°C durante 60 minutos.

Com a migragdo dos espermatozoides para o meio mais denso, as duas
bandas formadas eram recolhidas em frascos separados e submetidas a centrifugagio,
seguida de obtengdo do sedimento para avaliagdes da concentragdo celular, motilidade
e confecgdo dos esfregagos para investigagdo do Corpo F e do teste do alaranjado de

acridina. Os procedimentos realizados nesta fase estdo esquematizados na FIGURA 2.

A verificagdo da exeqiiibilidade da técnica, para posterior aplicagdo as
diversas situagoes de Reprodugdo Assistida, foi realizada em experimentos posteriores,
através da avaliagdo das concentragdes e motilidade celulares em uma amostra de nove
individuos com perfis seminais inseridos nos mesmos critérios anteriores € cujo sémen

fo1 submetido a0 mesmo processo de capacitagdo espermatica modificado.
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FIGURA 2. PROCEDIMENTOS EMPREGADOS DURANTE O PROCESSO DE CAPACITA-
CAO ESPERMATICA MODIFICADO

2.8. Analise Estatistica

As comparagdes estatisticas entre as amostras foram feitas através do

teste t de Student para dados emparelhados®, admitindo-se um nivel de significancia

menor ou igual a 5%.

As variaveis submetidas a analise estatistica foram os percentuais de

positividade para o Corpo F (verificados através das células F1 e F2) e para o

alaranjado de acridina (verificados através das células AA positivas, ou com DNA

desnaturado). Foram comparados os valores anteriores ao tratamento com aqueles

obtidos ap6s as capacitagdes pelos métodos de migragdo em Percoll e em swim up.

® FISHER, R.A. apud BEIGUELMAN, B. - A andlise dos caracteres quantitativos. In: BEIGUELMAN, B., ed. -

Dindmica dos genes nas familias e nas populagdes. EDART-SP, 1977, p. 329-50.
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Os valores submetidos a analise estatistica consistiram na média dos

percentuais registrados entre duas laminas representativas de cada situagao.

O mesmo método estatistico foi empregado para o processo de capacitagdo
espermatica modificado, sendo comparadas as amostras prévias e posteriores ao

tratamento, considerando cada camada como uma variavel do mesmo.

Os valores de concentragdes celulares obtidos na segunda fase ndo foram,
evidentemente, submetidos a analise estatistica, uma vez que se destinavam apenas a
investigagdo da aplicabilidade do método em situagdes clinicas, considerando variaveis
importantes como o-numero minimo de espermatozoides viaveis € com movimentagao

direcionada, necessarios a fecundagdo do ovocito.
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3. RESULTADOS

3.1. Capacitagio Espermaitica pelos Métodos de Migragio em Percoll e de Swim up

Os percentuais médios de células F1 obtidos nas diferentes amostras foram
registrados na TABELA 1, cujos valores oscilaram entre 36% e 50% nas amostras
prévias a capacitagdo espermatica (anfes cap). Apés os tratamentos, os percentuais
oscilaram numa amplitude entre 23% e 50% para o método de Percoll e entre 12% e

39% para o swim up (TABELA 1).

TABELA 1

PERCENTUAIS MEDIOS(*) DE CELULAS F1
APRESENTADOS PELAS DIFERENTES AMOSTRAS

AMOSTRA ANTES CAP PERCOLL SWIM UP

13 36 29 34
15 39 40 12
16 50 42 34
17 40 49 25
18 50 42 31
19 42 40 33
20 53 50 39
21 60 50 31
22 43 23 35

(*) - Média entre duas laminas
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A comparagido estatistica aplicada as situagdes antes e apds Percoll ndo
indicou diferengas entre as mesmas (0,20 > p > 0,10), contrapondo-se ao método de
swim up, que produziu uma diminuig¢do significativa de células F1 (p < 0,001);
conseqiientemente, as propor¢des de células F1 diferiram nos dois tratamentos
(p < 0,05) (TABELA 2). Entretanto, a analise de varidncia aplicada as diferencas
demonstrou que os valores das médias e de seus respectivos desvios ndo eram
suficientemente distintos para caracterizar populagdes separadas, com relagdo ao Corpo

F(p=0,12) (TABELA 3).

TABELA 2

COMPARACAO ESTATISTICA ENTRE OS METODOS DE PERCOLL
E SWIM UP SEGUNDO O TESTE t PARA DADOS
EMPARELHADOQOS - para células FI

ANTES - PERCOLL  ANTES - SWIM UP  PERCOLL - SWIM UP

X 4,67 17,11 12,11
S 8,0 925 13,29
t 1,75 (0.205p-0.10) 5,55 (p=0.001) 2,73 (p<0.05)

X= meédia das diferengas  S= desvio das diferengas

TABELA 3

ANALISE DE VARIANCIA DAS DIFERENCAS INTRAPARES APLICADA NA
COMPARACAO DAS AMOSTRAS PERCOLL E SWIM UP - para células F1

Fonte de Variagdo SO GL 52 {x) F p
ENTRE OS TRATAMENTOS 450,66 2 225,33 2,24 0,12
RESIDUO 2408,00 24 100,33
TOTAL 2858,66 26
SQ = Soma dos Quadrados das diferengas GL = Graus de liberdade

s* = Variancia das diferengas F = Coeficiente de variagio



Os percentuais médios de células F2 oscilaram numa amplitude entre 0% e
9%, quer nas amostras prévias aos procedimentos, quer ap0s a capacitagdo por
quaisquer dos métodos empregados (TABELA 4). A comparagdo estatistica entre os
pares de dados, diante dos diferentes tratamentos, acusou valores de p entre 0,40 ¢ 0,30
para o método de migragdo em Percoll e entre 0,20 e 0,10 para o método de swim up

(TABELA 5).

TABELA 4

PERCENTUAIS MEDIOS DE CELULAS F2 APRESENTADOS PELAS
DIFERENTES AMOSTRAS

AMOSTRA ANTES CAP PERCOLL SWIM UP
13 1 2 1
15 3 3 1
16 6 9 6
17 2 0 1
18 0 0 0
19 1 1 0
20 9 9 9
21 2 1 0
22 1 0 0

TABELA 5

COMPARACAO ESTATISTICA ENTRE OS METODOS DE
PERCOLL E SWIMUP SEGUNDO O TESTE t PARA DADOS
' EMPARELHADOS - para células F2

ANTES - PERCOLL ANTES - SWIM UP
X 1,0 0,66
S 0,92 0,37
1,08 (0,40:p=030) 1,80 (0.20 > P>0,10)

X =Meédia das Diferengas S = Desvios das diferengas  t = coeficiente de variagdo
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Quanto ao teste do alaranjado de acridina (AA), obteve-se um percentual
médio de positividade, ou de espermatozoides com DNA desnaturado, numa amplitude
entre 1% e 18%, quando prévios ao tratamento, valores que oscilaram entre 6% e 18%
nas amostras Percoll, com um aparente declinio nas amostras correspondentes ao swim
up, entre 1% e 13% (TABELA 6). A comparagdo dos pares de dados, apos os

processos de capacitagdo, ndo detectou significancia estatistica em quaisquer situagdes

(TABELA 7).

TABELA 6

PERCENTUAIS MEDIOS DE CELULAS AA POSITIVAS
APRESENTADOS PELAS DIFERENTES AMOSTRAS, NO TESTE DO

ALARANJADO DE ACRIDINA
AMOSTRA ANTES CAP PERCOLL SWIM UP
13 16 16 5
15 A 9 9 3
16 16 11 9
17 18 11 1
18 10 17 9
19 6 6 12
20 10 11 3
21 1 18 13
22 12 18 7
TABELA 7

COMPARACAO ESTATISTICA SEGUNDO O TESTE t PARA DADOS
EMPARELHADOS APLICADA AOS PROCEDIMENTOS DE PERCOLL
E SWIM UP, PARA O TESTE DO ALARANJADO DE ACRIDINA

ANTES-PERCOLL ANTES-SWIM UP PERCOLL-SWIM UP

X -2,11 4,00 6,11
S 2,38 2,90 1,80
t 0,89 (0.40 > p > 0.30) 1,78 (0,40 > p>0.30) 3,39 (0,02>p>0.01)
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3.2. Miétodo de Capacitacio Espermatica Modificado

A utilizagdo de meio de cultura com propor¢des aumentadas de albumina sérica
humana resultou na migragdo diferenciada dos espermatozdides capacitados e formagao
de duas camadas, denominadas bandas superior e inferior, respectivamente, ¢
intercaladas por um largo menisco de meio de cultura (FIGURA 1 e esquema).

Os percentuais médios de células F1 apresentados pelas amostras prévias
aos tratamentos mantiveram-se nos mesmos intervalos do ensaio anterior, com valores
entre 37% e 53%. Apbs a capacitagdo pelo método modificado, os valores oscilaram

entre 58% e 81% na banda superior, e 35% e 55% na banda inferior (TABELA 8).

TABELA 8

PERCENTUAIS MEDIOS DE CELULAS F1 OBTIDOS APOS PROCESSO DE
CAPACITACAO ESPERMATICA MODIFICADO

AMOSTRA ANTES CAP BANDA SUP BANDA INF
23 38 67 39
24 37 81 35
25 44 58 40
26 48 66 42
27 53 65 55

A aplicagdo do teste estatistico as amostras mostrou uma distribui¢do ndo
casual de células F1, com uma concentragdo destas na banda superior (p < 0,02),
contrapondo-se a um percentual aproximadamente complementar, todavia nao-
significativo na inferior (0,20 > p > 0,10), conforme os dados da TABELA 9.
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TABELA 9

COMPARACAO ESTATISTICA ENTRE PERCENTUAIS DE CELULAS F1
OBTIDOS NAS BANDAS SUPERIOR E INFERIOR, APOS PROCESSO DE
CAPACITAGAO ESPERMATICA MODIFICADO

ANTES - SUP ANTES - INF SUP - INF
X -23.6 1,8 25.4
S 13,27 2,99 13,61
t -3,97 (p<0.002) 1,35 0,20 >p>0,10) 4,17 (p<0.02)
ANTES = ANTES DE CAPACITACAO SUP / INF = BANDAS SUPERIOR E INFERIOR, RESPECTIVAMENTE

A analise da variancia aplicada as diferengas revelou que as médias e os
desvios das camadas superior ¢ inferior estavam suficientemente distintos para
configurar duas populagdes (p < 0,0001), quanto ao comportamento de migragéo em

meio de cultura com denéidade e viscosidade aumentadas (TABELA 10).

TABELA 10

ANALISE DE VARIANCIA DAS DIFERENCAS INTRAPARES, APLICADA AS
BANDAS SUPERIOR E INFERIOR - PARA CELULAS F1

Fonte de Variagdo SQ GL $2(x) F p
ENTRE TRATAM 5907,60 2 2953,80 24 06 0,0001
RESIDUO 147280 12 122,73
TOTAL 380,40 14
SUP'INF = BANDAS SUPERIOR E INFERIOR. RESPECTIVAMENTE GL = GRAUS DE LIBERDADE
SQ = SOMA DOS QUADRADOS DAS DIFERENCAS 2 = variancia das diferengas
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FIGURA 3 - MIGRACAO DIFERENCIADA APOS METODO DE CAPACITACAO ESPERMATICA MODIFICADO

ESQUEMA DA FIGURA 3

HAM F10

+ SWIM UP
RECOLHIDO

30% SAH

CAMADA » 68% DEF1 (P <0,02)
q SUPERIOR

HAM F10
+
40%
CAMADA .
INFERIOR — 41% DE F0 (0,20 > P>0,

28



A aplicabilidade do método foi confirmada através dos resultados de
concentragdes celulares, acusando um indice de recuperagdo bastante satisfatorio,
desde que as concentragdes iniciais garantissem os percentuais de perda naturalmente
ocorridos durante o procedimento (TABELA 11). Reforgando este aspécto, o teste do
alaranjado de acridina mostrou que ndo ocorreram aumentos significativos de células
AA positivas nas bandas formadas, indicando a viabilidade do método quanto a

manutengdo da estrutura do DNA (TABELA 12 e TABELA 13).

TABELA 11

CONCENTRACOES DE ESPERMATOZOIDES OBTIDAS EM DIFERENTES
MOMENTOS, DURANTE O PROCESSO DE CAPACITACAO ESPERMATICA
 MODIFICADO (EM MILHOES /ml)

AMOSTRA CONCENTR. N°ESPERM. CONCENT. APOS CAPACIT. MODIFICADA
NUMERO POR ML EJACULADO APOS SWIMUP BANDA SUP. BANDA INF.

28 138 468 81 10 40
29 37 130 10 1 3
30 135 351 2 0 0.4
31 19 68 2 0.2 0,2
32 78 124 10 1 3
33 422 760 10 1 4
34 178 888 30 14 15
35 88 193 12 2 5
36 175 525 80 20 40
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TABELA 12

PERCENTUAIS MEDIOS DE CELULAS AA POSITIVAS OBTIDOS APOS
PROCESSO DE CAPACITACAO ESPERMATICA MODIFICADO

AMOSTRA ANTES CAP. BANDA SUP. BANDA INF.
23 13 5 7
24 16 8 9
25 13 7 5
26 8 12 10
27 15 9 9
TABELA 13

COMPARACAQ ESTATISTICA ENTRE PERCENTUAIS DE CELULAS AA
POSITIVAS OBTIDOS NAS BANDAS SUPERIOR E INFERIOR, APOS
PROCESSO DE CAPACITACAO ESPERMATICA MODIFICADO

ANTES - SUP ANTES - INF SUP - INF
X 4,80 5,00 -0,20
S 2,24 1,79 0,80
t 2,14 (0.10>p>0.05) 2,80 (0,05:p-0,02) -0,25 (0.90>p>0.80)

ANTES = ANTES DE CAPACITAGCAO SUP /INF = BANDAS SUPERIOR E INFERIOR, RESPECTIVAMENTE
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Quanto as células F2, verificadas neste procedimento, os percentuais médios
oscilaram entre 0% e 11% nas amostras prévias aos tratamentos e com intervalos entre

0% e 8% apos a capacitagdo espermatica, em ambas camadas (TABELA 14).

TABELA 14

PERCENTUAIS MEDIOS DE CELULAS F2 OBTIDOS APOS PROCESSO DE
CAPACITACAO ESPERMATICA MODIFICADO

AMOSTRA ANTES CAP BANDA SUP BANDA INF
23 0 0 0
24 2 5 3
25 4 2 3
26 11 8 8
27 0 0 0

A comparagio estatistica dos resultados acima mostrou que os percentuais

de células F2 ndo se alteraram com o procedimento (TABELA 15).

TABELA 15

COMPARACAO ESTATISTICA ENTRE OS PERCENTUAIS MEDIOS DE CELULAS F2
OBTIDOS NAS CAMADAS, SUPERIOR E INFERIOR, APOS PROCESSO DE
CAPACITAGAO ESPERMATICA MODIFICADO

ANTES-BAND SUP ANTES-BAND INF SUP-INF
X 0,40 0,60 -0,20
S 1.03 0,68 0,49

t 0,39 (0.80>p>0.70) 0,88 (0.50>P>0,40) -0.41 (0,70>P>0.60)
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4. DISCUSSAO

A razdo de sexo ¢ definida como o niimero de individuos do sexo masculino
para cada 100 do femimino, sendo denominada secunddria quando se refere aos
nascimentos e primaria quando aborda a razio gamética (WINGATE, 1966;

CHAUDHURI & SCHILL, 1987).

Na espécie humana, o sexo cromossdmico ¢ determinado pelo gameta
masculino que, teoricamente, deveria contribuir com um namero equivalente de
espermatozoides portadores dos cromossomos X € Y e conseqiiente equilibrio da razio
de sexo ao nascimento. Esta situagio ndo tem sido confirmada pelos registros
epidemioldgicos, que acusam uma razio de sexo de 106 nas populagdes caucasoéides do
Canada, Estados Unidos e Europa (CHAUDHURI & SCHILL, 1987; ZARUTSKIE et
alii, 1989), repetindo-se a mesma tendéncia nas popula¢des negréides e orientais, com

taxas de 107 na Nigéria (RUBIN, 1967) e de 115 na Coréia (REHAN, 1982).

A estabilidade temporal desses valores nas variadas populagdes do globo
fortaleceu a idéia de que o desvio favoravel ao sexo masculino, ao nascimento,
corresponderia a um evento ndo casual da espécie humana e objeto de estudo dos
pesquisadores desde o inicio do século. Nesta abordagem, destacou-se o extenso e
criterioso  estudo retrospectivo realizado por RUSSEL (1936)". Comparando os
registros de nascimentos nos séculos XVII, XVIII e XIX, verificou que os paises

diretamente envolvidos na Primeira Guerra Mundial apresentavam elevagio das taxas

® RUSSEL, W.T. apud ZARUTSKIE et alii - The clinical relevance of sex selection techniques. Fertil. Steril., 52:891-905.
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de razio de sexo nos anos imediatamente seguintes ao Tratado de Versailles (de 103,5
a 103,9 para 104,5 a 105,1), contrastando com a manutengao das mesmas nos paises
ndo ligados ao conflito. RUSSEL concluiu que a elevagio destes valores decorria do
aumento no numero de coitos, caracteristico dos periodos pds-guerra, teoria
posteriormente confirmada com os estudos sobre o segundo conflito mundial. A
situagdo foi particularmente interessante nos Estados Unidos da América do Norte, cuja
taxa mantinha-se inalterada em 105,7 até a década de 40, quando sofreu discretos, mas
significativos aumentos, atingindo um pico de 106,1 em 1946. Este comportamento foi
considerado por MAC MAHON & PUGH (1954)" conseqiiéncia do crescente
envolvimento do pais em ambos os conflitos e aumento da freqiiéncia de coitos apos os

mesmeos.

A manutengio do desvio favoravel ao sexo masculino foi verificada ainda
nos estudos sobre abortos, quer espontineos, quer naqueles provocados por razoes
socioecondmicas, com proporgdes de 123 e 106 meninos para cada 100 meninas,
respectivamente (YAMAMOTO et alii, 1975, ANDREWS, DUNLOP, ROBERTS,
1984: CHAUDHURI & SCHILL, 1987). Por sua vez, os procedimentos de Reprodugao
Assistida parecem ter chegado a resultados similares, embora pouco valorizados nos
levantamentos mais recentes. Assim, RUFAT e colaboradores (1994) referiram uma
sutil preponderdncia do sexo masculino nos nascimentos entre 1987 e 1989, em 11
centros de Reprodu¢do Humana da Franga. Das 1.637 gestagdes obtidas a partir de
procedimentos variados, 864 correspodiam a criangas do sexo masculino, ou seja, uma

razdo de sexo de 112.

Os dados de literatura convergem, portanto, para a ocorréncia de um

fenémeno generalizado e estavel, de modo que flutuagdes esporadicas seriam atribuidas

" MAC MAHON, B. & PUGH, T.F. apud ROBERTS, A.M. - The origins of fluctuations in the human secondary sex
ratio. J. Biosoc. Sci., 10:169-82, 1978.
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a alteragdes do ambiente. Neste contexto, tém sido bem documentados os papéis da
origem etnogeografica (EGWUATU, 1984; JAMES, 1985a) e da idade parental,
associada ou ndo a paridade (SZILARD, 1960; ERICKSON, 1976; JAMES &
ROSTRON, 1985), assim como da concenﬁagﬁo hormonal no momento da concepgao
(SEIDEL et alii, 1990; JAMES, 1995). Mais recentemente, LOBEL, POMPONIO,
MUTTER (1993) lembraram das possibilidades tedricas relativas a sobrevivéncia
diferenciada dos fetos masculino e feminino no interior do ttero, ou ainda da selegdo
gamética no momento da fecundagdo, promovendo desvios para um ou outro lado, em

funcao de fatores ainda nao esclarecidos.

Contrastando com a razdo de sexo ao nascimento, os dados de literatura
sobre a razdo gamética na espécie humana indicam um pequeno desvio no sentido
oposto, isto &, favoravel ao sexo feminino. Conforme mencionado no QUADRO 2,
existem poucos artigos acusando propor¢des idénticas entre os dois sexos
(BRANDRIFF et alii, 1986a, 1986b; LOBEL et alii, 1993). Os resultados do nosso
estudo corroboraram mais uma vez esta situagdo, onde tanto a amplitude como o
percentual médio de células F1 estiveram inseridos nos valores divulgados pelos
diversos autores que empregaram o mesmo método de avaliagdo, consolidando
novamente o padrio de leitura obtido através da coloragdo pela quinacrina.
Recentemente, GUTTENBACH & SCHMID (1990) confirmaram, através de criterioso
estudo comparativo entre as técnicas de hibridizagdo in situ, southern blot e bandas Q,
a localizagdo preferencial da cromatina Y na posi¢do central do espermatozoide,
confirmando as primeiras descrigdes de BARLOW & VOSA(1970), o que também fo1

observado em nosso estudo.



QUADRO 2

RAZAO DE SEXO ENCONTRADA NO SEMEN HUMANO,
SEGUNDO DIFERENTES METODOS DE AVALIACAO

AUTOR , ANO METODO DE | MEDIA ESP. Y (*)
AVALIACAO
BROER et alii, 1976 Corpo F 43%
DOWNING & BLACK, 1976 Corpo F 49%
GOODALL & ROBERTS, 1976 Corpo F 43%
BHATTACHARYA et alii, 1977 Corpo F 48%
DAVID et alu, 1977 Corpo F 41%
DMOWSKI et alii, 1979 Corpo F 49%
BIBBINS et alii, 1988 Corpo F 49%
OSATHANONDH et alii, 1988 Corpo F 47%
CLAASSENS et alii, 1990 Corpo F 46%
ENGELMANN et alii, 1989 Corpo F 46%
BIBBINS et ali1, 1992 Corpo F 46%
McCOSHEN et alii, 1994 Corpo F 49%
RUDAK et alii, 1978 Citogenético 43%
MARTIN et ali, 1983 Citogenético 46%
BRANDRIFF et alii, 1986 a Citogenético 50%
MARTIN et alii, 1985 b Citogenético 48%
BRANDRIFF et alii, 1986 b Citogenético. 50%
KAMIGUSHI & MIKANOQO, 1986 Citogenético 47%
MARTIN & RADEMAKER, 1987 Citogenético 47%
BECKETT et ali1, 1989 Southern blott 45%
MARTIN & RADEMAKER, 1992 Citogenético 45%
LOBEL et alii, 1993 PCR 50%
HAN et alii. 1993 PCR ¢ FISH 47%
WANG et alii. 1994 FISH 48%

(*) =Média de espermatozoides portadores do cromossomo Y. cujos valores foram
. aproximados para numeros inteiros

PCR = Reagdo da polimerase em cadeia

FISH = Fluorescéncia com hibridizagdo in situ

Na elaboragio do ensaio sobre os efeitos da capacitagdo espermatica sobre a
razio de sexo, especulou-se, a principio, sobre a interferéncia da concentragdo celular
nos procedimentos, uma vez que a amostra inicial seria dividida em duas aliquotas que,

embora de igual volume, poderiam conter diferengas significativas quanto ao nimero
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de células. A partir da evidéncia estatistica acerca da similaridade destas fragdes
(TABELA 16 e TABELA 17 do ANEXO 5), pode-se deduzir que as eventuais
alteragdes seriam, de fato, decorrentes da técnica empregada. Deste modo, verificou-se
que o metodo de Percoll ndo induziu a alteragdo nos percentuais de células FI,
enquanto que a técnica de swim up de 45 minutos promoveu uma diminui¢o
significativa destas. A sele¢do favoravel para o sexo feminino resultou no percentual

médio de enriquecimento em torno de 15% (TABELA 1 e TABELA 2), dados ndo

encontrados na literatura.

Ainda que poucos autores tenham se detido na técnica de swim up para a
selecdo de género, LOBEL et alii (1993), assim como HAN et alii (1993), observaram
que o metodo ndo resultou em enriquecimento para qualquer dos sexos, contudo
ENGELMANN, PARSCH, SCHILL (1989), assim como CLAASSENS et alii, 1990,
verificaram um pequeno e significativo desvio, todavia para o sexo masculino.
Considerando as pequenas adaptagdes introduzidas a cada nova técnica, em cada
laboratorio, € possivel que os procedimentos envolvidos, aparentemente similares,
contenham importantes diferengas relativas as lavagens prévias do sémen fresco, tempo
de centrifugacdo e incubagdo do material, composi¢do dos meios de cultivo, bem como
origem € concentra¢do do complemento adicionado ao meio. Em fun¢io dos resultados
obtidos em nosso estudo, caberia questionar ainda quais propriedades seriam
efetivamente participantes do processo de migragio espermatica, uma vez que, pelo
menos com relagdo a migragdo ascendente, as formas femininas mostraram-se mais

eficientes, num periodo de incubagdo de 45 minutos.

Com relagdo ao método de migragdo em Percoll, as variagdes técnicas
relatadas nos artigos sdo ainda maiores, o que talvez justifique os dados contraditorios
da literatura. Analisando quatro métodos de capacitagio com relagdo a selegdo do

género, ENGELMANN e colaboradores (1989) encontraram um pequeno mas
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significativo favorecimento do sexo masculino em todas as preparagdes estudadas,
inclusive nas capacitagdes por Percoll (QUADRO 3). O mesmo procedimento resultou
em alteragdo ndo mensuravel, segundo VAN KOIJ & VAN OOST (1992), ou numa
relagdo favorecida para o sexo feminino (KANEKO et alii, 1983a; [IZUKA et alii,
1987).

Considerando que a fragdo de células inviaveis ndo constituiu um paradmetro
importante nos ensaios mencionados, é possivel que, em algumas situagdes, a razao
gameética tenha sido mascarada pelo namero de células aparentemente integras, mas
com DNA desnaturado, presentes nos esfregagos. Em nosso laboratdrio, temos
observado que a técnica de Percoll fornece uma amostra menos limpida, com maior
quantidade de restos celulares, espermatozdéides imoveis e leucocitos, quando
comparadas a outros procedimentos. Embora as taxas de fecundagdo ndo sejam
aparentemente afetadas por esta caracteristica, a leitura das preparagGes em geral
poderia contemplar céluléé ndo viaveis, com o DNA ja desnaturado, uma vez que a
fluorescéncia pela quinacrina, assim como as analises morfoldgicas usuais, ndo

distinguem esta situagio.

A avaliagdo do teste do alaranjado de acridina realizada no presente estudo
nao detectou variagdes significativas para ambos métodos empregados (TABELA 6 e
TABELA 7), todavia algumas preparagdes apresentavam maior contingente de células
desnaturadas apos tratamento, como no caso da amostra 21 da TABELA 6, refletindo
uma resisténcia individual aos processos de centrifugagdo, incubagio em estufa e tempo
de abstinéncia sexual, principalmente. Com a retirada deste individuo da amostra, as
diferengas intrapares adquiriram significancia estatistica, reforcando a idéia sobre a
interferéncia da variabilidade individual no processamento dos dados. Dai a necessidade
de aplicagdo do teste na avaliagdo de um dos aspéctos da viabilidade celular, relativo a

integridade do material nuclear do espermatozéide.




O teste do alaranjado de acridina foi introduzido na década de 80 por
TEJADA e colaboradores (1984) e, a partir de entdo, tem sido empregado na avaliagdo
de individuos com infertilidade idiopatica com padrdo seminal aparentemente normal,
mas com um percentual aumentado de células AA positivas, ou seja, com a integridade
cromatinica alterada (IBRAHIM, MOUSSA, PEDERSEN, 1988; AUGER et alii, 1990;
LIU & BAKER, 1992). HIGHLAND e colaboradores (1991) salientaram ainda que néo
existe correlagdo satisfatoria entre os valores de espermatozéides AA positivos € a
motilidade, sugerindo que se trata de propriedades funcionais independentes, o que
Justificaria o emprego rotineiro da técnica. Considerando os resultados obtidos neste
estudo, pode-se inferir que os processos de capacitagdo de Percoll e de swim up podem
induzir a selegdo de células AA, quer positiva ou negativamente, o que reforga a
necessidade de testes prévios aos procedimentos de Reprodugdo Assistida, para a
avaliagdo deste parametro.

Voltando a quéstﬁo da selegdo do género, verifica-se que o questionamento
acerca da eficacia dos métodos em questdo vincula-se ao método de avaliagdo das
preparagdes, principalmente quando coradas pela quinacrina. Segundo alguns autores,
esta coloragdo ndo identificaria os falsos-positivos relativos a fluorescéncia
inespecifica, nem tampouco' os falsos-negativos decorrentes de alteragdes estruturais
na regido de heterocromatina do cromossomo Y, além de abranger uma subjetividade
variavel na leitura das preparagdes (THOMSEN & NIEBUHR, 1986; GUTTENBACH
& SCHMID, 1990; LOBEL et alii, 1993). Estas variaveis sdo, no entanto, passiveis de
controle, através de protocolos elaborados com testemunhos anteriores € posteriores
aos tratamentos. Nestas condigdes, ndo haveria motivo para aceitar como uma eventual
falha técnica poderia privilegiar um dos tempos do procedimento, vindo a se alterar
significativamente no seguinte. Mesmo nas aberragdes estruturais do cromossomo Y, a
observagdo de laminas com auséncia de fluorescéncia especifica ou com um nitmero

reduzido de Corpos F poderia constituir um critério de exclusdo importante, sem,
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contudo, comprometer o restante de uma amostra homogénea e criteriosamente
escolhida. Esta situagdo foi observada em um individuo da amostra, apresentando
auséncia total de Corpo F nas preparagdes, sendo, por isso, retirado da casuistica
(sujerto n° 14 da TABELA 18).

Para verificar a interferéncia de algumas variaveis na avaliagdo do Corpo F,
DAVID e colaboradores (1977) processaram amostras de sémen pelo método de
capacitagdo em gradiente de albumina, segundo ERICSON e colaboradores (1973),
submetendo a leitura das preparag¢des a diferentes observadores. Como a concentragdo
celular tornava-se muito evidente nas aliquotas antes e apos tratamento, realizaram, em
paralelo, diluigdes variadas das amostras, simulando estas fra¢des. Durante os cinco
meses de experimentagdo, a contagem da cromatina Y aumentou progressivamente de
35% para 45%, enquanto que a diferenga entre os observadores diminuiu
consideravelmente. Os autores concluiram que, embora a contagem do Corpo F
representasse uma operacﬁo subjetiva, esta se afirmava aos poucos com a crescente
experiéncia do observador, de modo que os valores em torno de 67% obtidos nas
fracoes finais foram considerados como confidveis, e amparados em condigdes de
controle.

Considerando as condig¢des de rotina de nosso laboratério, permitimo-nos
acrescentar que a coloragdo pela quinacrina processava-se como uma reagdo
irreversivel de "tudo ou nada", de modo que, quando positiva, resultava em uma
imagem nitida e inequivoca do Corpo F, bastando alguns ajustes adicionais, como
lavagem dos esfregagos ou um periodo maior de atuagdo do corante. Por outro lado,
quando o Corpo F ndo era evidenciado de inicio, mesmo com padrio de fluorescéncia
celular satisfatorio, as preparagdes do dia eram consideradas perdidas, ndo havendo

ajustes técnicos capazes de reverter a situago.
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QUADRO 3

RAZAO DE SEXO PRIMARIA OBTIDA APOS DIFERENTES PROCESSOS DE
CAPACITAGAO ESPERMATICA E QUANTIFICADA ATRAVES DE DIFERENTES
METODOS DE AVALIACAO

AUTOR, ANO PERC. METODO ALIACAO | PERC.ESP. Y (
ESPY
ANTES
CAP(*)
ERICSON et alii, 1973 49% Gradiente Albumina Corpo F 84%
GOODALL & ROBERTS, 1976 43% Gradiente Albumina Corpo F 46%
BHATTACHARYA et alii. 1977 48% Gradiente Albumina Corpo F 60%
DMOWISKI et alii, 1979 45% Gradiente Albumina Corpo F 70%
DAVID et alii. 1977 41% Gradiente Albumina Corpo F 67%
BRANDRIFF etalii. 1986b 50% Gradiente Albumina Citogenético 43%
WANG et alii. 1994 48% Gradiente Albumina FISH 47%
IIZUKA et alii. 1987 47% Gradiente Percoll Corpo F 28%
VANKOOU & VAN QOST. 1992 50% Gradiente Percoll Southern blot 50%
ENGELMANN et alii, 1989 ‘ 45% Gradiente Percoll Corpo F 50%
45% Swim up Corpo F 50%
LOBEL et alii. 1993 50% Swim up PCR 52%
HAN et alii. 1993 47% Swim up PCR e FISH 47%
OSATHANONDH et alii. 1988 47% Gradiente Gema Ovo Corpo F 74%
BECKETT et alii. 1989 30% Gradiente Sephadex Corpo F 33%
46% Citogenético 45%
45% Southern blot 37%
(*) - Os valores toram aproximados para niumeros inteiros. FISH = Fluorescéncia com hibridizacdo in situ

PCR = Reagdo em cadeia da polimerase
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Com relagdo as células com dois corpos fluorescentes, ou F2, péde-se
verificar que estas representavam uma caracteristica individual, estando ausentes em
alguns e sendo mais freqiientes em outros, sem que fossem afetadas pelos processos de

capacitagdo empregados (TABELA 4 E TABELA 5).

A presenga de células F2 nos gametas humanos foi divulgada inicialmente
por PEARSON et alii (1970), quando verificaram que os espermatozoides de
individuos 46, XYY apresentavam dois pontos fluorescentes nos niicleos de suas
c€lulas. Como as células F2 estavam geralmente presentes no sémen de individuos
normais, numa variagdo entre 2% e 4%, alguns autores passaram a considera-lo como a
expressdo numeérica da dissomia do cromossomo Y presente no gameta masculino

(SUMNER et alii, 1971; PAWLOWITZKY & PEARSON, 1972).

Partindo do conceito acima, BIBBINS e colaboradores (1992) estudaram
uma amostra de individuos hipoférteis com varicocele, comparando-os com um grupo
controle. Constatando um aumento de células F2 nos primeiros, deduziram que a
moléstia levaria a um aumento da temperatura intra-escrotal, propiciando um aumento
de alteragdes cromossdmicas, e entre elas as ndo disjungdes do cromossomo Y. Embora
teoricamente possivel, esta abordagem ainda ¢ tinica na literatura e ndo é concordante
com os achados citogenéticos que reportam desde a auséncia total de um complemento
24,YY, num total de 1.000 espermatozéides analisados (MARTIN et alii, 1983), até a
presenga de trés casos entre 6.800 caridtipos de espermatozoides, segundo
PELLESTOR (1991). De outra forma, as analises realizadas através de fluorescéncia e
hibridizagdo in situ (FISH) especifica para os cromossomos sexuais humanos, tém
revelado uma freqiiéncia de 1,74% de aneuploidias ligadas aos cromossomos sexuais,
sendo 0,53% representadas pelas formas YY e XXYY (LOBEL et alii, 1993). Com a
utilizagdo do mesmo método, GUTTENBACH & SCHMID (1990) ¢ WANG et alii

(1994) verificaram uma incidéncia entre 0,27% e 0,29% de dissomia Y no sémen a
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fresco, compativel com os achados de VAN KOI] & VAN OOST (1992) que
obtiveram, através de southern biot, 0,28% de gametas YY antes da capacitagiio em
gradiente de albumina, com um decréscimo ndo-significativo apds o processo.
Considerando a freqiiéncia de individuos 47, XYY na populagdo, estimada em 1 para
cada 1.000 recém-nascidos (GUTTENBACH & SCHMID, 1990), os dados obtidos
com as técnicas de FISH e de Corpo F parecem estar mais proximos da expressio desta
dissomia no espermatozéide humano. Uma das razdes da disparidade dos dados com
relagdo aos achados citogenéticos, seria o pequeno niimero de individuos analisados,
além da possivel inabilidade de fertilizagdo dos oOvulos de hamster pelos
espermatozoides portadores do complemento 24,YY. Considerando que técnica
citogenética dependente deste fator, provavelmente os valores nesses casos estariam
subestimados. Todavia, como estes dados sdo incipientes, e por isso ainda
controvertidos, parece relevante lembrar o comentario de DAVID et alii (1977),
sugerindo que, sendo ou ﬁdo as células F2 representativas da dissomia YY, pelo menos

diferem fisiologicamente das células F1.

A partir dos dados obtidos com a capacitagdo através de swim up, resultando
numa diminui¢do significativa de células F1, idealizou-se um experimento onde as
amostras seriam submetidas a um segundo tempo de migragio, objetivando concentrar
ainda mais os gametas FO. Partindo de duas propostas iniciais, experimentos prévios
evidenciaram que submeter o sémen ja capacitado a um segundo swim up resultava em
uma suspensdo homogeneamente distribuida no meio de cultura; por outro lado, a
deposigdo do sémen capacitado sobre um meio de cultivo mais denso e viscoso (HAM
F10 com albumina sérica humana a 40%) resultava na formagdo de duas camadas de
migragdo distintas (FIGURA 3). Concentragdes inferiores de ASH resultavam em uma
suspensdo homogénea, enquanto que superiores implicavam na impossibilidade de

migra¢do dos gametas neste meio. Os resultados de Corpo F indicaram uma prevaléncia
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significativa de células F1 na camada superior, com um percentual aproximadamente

complementar na inferior (TABELA 8).

Como se trata de novo método, ndo existem dados a partir de técnica
similar. Entre os artigos relacionados no QUADRO 3, os dados obtidos apos
capacitagdo, através de técnicas de gradiente de albumina, referem desde a imeficacia
do método para a selegdo sexual (GOODALL & ROBERTS, 1976; BRANDRIFF et
alii, 1986b; WANG et alii, 1994)) até desvios para formas masculinas, em proporgdes
variadas (DAVID et alii, 1977, BATTHACHARYA et ali, 1977, DOMOWISKY et
alii, 1979). Nestes casos, a variabilidade técnica também € ampla quanto ao numero de

gradientes, bem como o volume e a concentragdo de albumina dos mesmos.

A existéncia de diferencas fenotipicas nos espermatozoides, decorrentes das
proporgdes entre 0S Cromossomos sexuais, permanece como assunto controvertido. De
modo geral, acredita-se em uma diferenga embasada nas variaveis peso, densidade e
motilidade interferindo diretamente sobre o processo de migragdo espermatica. Apesar
desta dedugdo ser verdadeira para alguns mamiferos, o conceito ndo se aplica a um
grande nimero de espécies, incluindo a humana. MORUZZI (1979) péde confirmar
isso num importante estudo abrangendo 524 espécies de mamiferos, onde avaliou
projecdes de imagens dos cromossomos sexuais, comparando-as com as analises dos
complexos sinaptonémicos de biopsias testiculares. Concluiu que a eficacia dos
processos de selegdo sexual estava vinculada a diferenga de proporgdes entre os
cromossomos X e Y e que estas deveriam ser superiores a 6,2%. A amostra original foi
reduzida para um namero de 24 espécies, incluindo-se algumas de roedores ¢
morcegos, além de um unico primata, sendo o restante compreendido por animais
selvagens. A diferenga de 2,7% encontrada nos espermatozdides humanos justificaria a

inaptiddo da espécie para os processos de selegdo, segundo os critérios do autor.
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Seguindo-se a essas evidéncias, a confirmagdo de que apenas 18% da massa
do espermatozoide é constituida por DNA, sendo o restante preenchido por agua e
lipides (SUMNER & ROBINSON, 1976), e verificando-se ainda que a morfologia
espermatica é alterada ao longo de seu amadurecimento e interagdo com proteinas do
citoesqueleto, a obtengdo de amostras altamente purificadas parece uma aspiragdo
distante, sendo altamente improvavel, pelo menos considerando as poucas variaveis a

que se tem acesso no momento.

Em nosso experimento, pudemos averignar que a participagdo do peso,
densidade e motilidade ndo ocorria de modo tdo simplificado, uma vez que, na banda
superior, havia uma predominincia de formas masculinas que, nesta situagdo,

demostravam menor habilidade para a migragcdo descendente em meio mais denso.

Considerando a analise do Corpo F confiavel e detendo-nos na analise
estatistica, poderiamos sugerir uma sele¢do aceitavel para o sexo masculino, com uma
chance aproximada de 2:1 favoravel a estes, a ser extraida da banda superior, obtida no
processo de capacitagdio espermatica modificado. Esta apresentaria a vantagem
adicional de constituir uma amostra mais pura com rela¢do a integridade da cromatina,

conforme mostra a TABELA 13.

Para o sexo feminino seria aparentemente indiferente utilizar a banda
inferior ou o swim up de 45 minutos. Entretanto, a julgar pelas concentragdes obtidas
no método modificado e pelos dados apresentados na TABELA 10, parece
tecnicamente possivel aspirar ¢ descartar a camada rica em espermatozoides F1,
homogeneizando-se as demais para obter uma suspensio celular mais rica em FO e com
menor indice de contaminagio por células masculinas, o que representaria uma

vantagem em relag@o ao método tradicional.

Com os recursos de Genética Molecular disponiveis no momento, a

validagdo da selegdo do género in vitro devera ocorrer a médio prazo, com o
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aprimoramento de métodos mais eficazes de avaliagdo quantitativa. Nestes casos, a
técnica de FISH constitui, até o0 momento, a alternativa mais recomendada, uma vez
que permite a avalia¢do individual de cada célula, com a vantagem de, através da
marcagdo dupla, detectar aneuploidias XY e XXYY. Paralelamente, parece-nos que
esforgos em processos de sele¢do mais efetivos deveriam contemplar outras
propriedades, além das mais‘convencionais, como peso, densidade, motilidade e cargas
de superficie. Refletindo ainda sobre as afirma¢des de MOORE & GLEDHILL (1988),
de que os estudos de género na espécie humana empregam um delineamento de estudo
estatistico inadequado, as dedugdes a partir das razdes de sexo ao nascimento

necessitariam de uma avaliagdo mais ampla e controlada.

A razio de sexo primaria seria, entdo, uma opg¢do mais facilmente
controlada, embora ndo se possa avaliar as conseqiiéncias ao longo da gestagdo. Assim,
LOBEL e colaboradores (1993) mencionaram que existem evidéncias sobre a selegdo
poOs-gamética na qual os embrides até a oitava e décima semana de gestagdo seriam

predominantemente femininos, invertendo-se a relagdo apods este periodo.

A julgar pelos dados obtidos, o método ora proposto constitui numa
alternativa perfeitamente exegiiivel, de baixo custo e com reprodutibilidade satisfatona,
razdes suficientes para seu emprego em situagdes especiais de Reprodugdo Assistida,
nas quais a escolha do sexo representa o fator mais importante. Finalmente, fica o
questionamento sobre quais recursos a natureza dispde para atuar em limites tdo
estreitos de variabilidade. Manipula-los sem o devido conhecimento seria, no

minimo, temerario.
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5. CONCLUSOES

O ensaio experimental desenvolvido neste estudo possibilitou o

estabelecimento das seguintes conclusdes:

. Arazio de sexo nas amostras prévias a capacitagdo espermatica oscilou
entre 36% e 50%, dados concordantes com a literatura.

A técnica de swim up promoveu um enriquecimento para as formas
femininas, sugerindo a maior habilidade destas no processo de migragdo
ascendente.

. A técnica de migragdo em Percoll ndo promoveu a selegdo in vitro para

qualquer dos sexos.

. A integridade da cromatina pode se alterar significativamente em decorréncia
dos processos de capacitagdo espermatica de swim up, embora exista
variabilidade individual importante.

. A técnica de migragio espermatica em dois tempos promove a formagdo de
duas camadas distintas, apresentando a superior um enriquecimento de
formas masculinas.

. A integridade da cromatina pode se alterar significativamente com 0 processo
acima, resultando em preparagdes celulares mais purificadas quanto a esse
pardmetro e sendo, portanto, aplicavel as situagdes de reprodugdo assistida.
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ANEXO 1

RECOMENDACOES SOBRE TEMAS DE ETICA EM OBSTETRICIA E
GINECOLOGIA FEITAS PELO COMITE PARA ESTUDOS DOS ASPECTOS DA
REPRODUCAO HUMANA DA FIGO - SOBRE A SELECAO DO SEXO

A SELECAO DO SEXO

O Comité declara que a discriminagido sexual, profundamente enraizada,
prevalece ainda em muitas sociedades e que o aborto seletivo de fetos femininos tem
emergido como uma nova manifestagdo desta injustiga social.

1.* A maioria dos membros considera que o principio ético da protegdo do
fraco, como o principio ético da justica sdo violados pelo aborto seletivo de sexo (de
meninos ou meninas). Estes membros acreditam que nenhum feto pode ser sacrificado

devido, exclusivamente, ao seu sexo.

2.* Outros membros consideram que o principio ético de autonomia da
mulher ¢ violado pela interdi¢do do aborto como sele¢do de sexo.

3.*Técnicas para sele¢do de sexo antes da concepgdo, ainda imperfeitas,
provavelmente serdo desenvolvidas em um futuro proximo. As pesquisas neste dominio
devem prosseguir devido ao seu beneficio potencial.

4 *A utilizagdo da selegdo preconcepcional do sexo, para evitar transtornos
genéticos ligados ao mesmo, constitui uma indicagdo perfeitamente justificada em

bases médicas.

5.*A selegdo preconcepcional do sexo pode ser justificada em fundamentos
sociais em alguns casos com a finalidade de permitir a criangas de ambos os sexos
gozar amor e cuidados de seus pais. Para que esta indicagdo social seja realmente
justificavel, ndo pode se chocar com outros valores sociais existentes onde seja

praticada.

7.*A selegdo preconcepcional de sexo ndo deve jamais ser utilizada como
um meio de discriminagio sexual contra qualquer dos sexos, em particular o feminino.
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ANEXO 2

Resoluciao CFM n* 1358/92, sobre a sele¢do de sexo 19/11/1992

O Conselho Federal de Medicina, no uso de suas atribuigdes,

RESOLVE:

Art.1* - Adotar as NORMAS ETICAS PARA A UTILIZACAO DAS TECNICAS
DE REPRODUCAOQO ASSISTIDA, anexas a presente Resolugdo, como dispositivo
deontoldgico a ser seguido pelos médicos.

I- PRINCIPIOS GERAIS

4 - As técnicas de RA ndo devem ser aplicadas com a inteng¢io de selecionar o sexo ou
qualquer outra caracteristica biologica do futuro filho, exceto quando se tratar de evitar
doengas ligadas ao sexo do filho que venha a nascer.
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ANEXO 3

DECLARACAO ASSINADA PELOS SUJEITOS A SEREM SUBMETIDOS A
CIRURGIA DE VASECTOMIA

HOSPITAL DE CLINICAS - UNICAMP

DECLARACAO

Eu, , RG ,

(idade), (estadocivil), residente

(endereco completo), DECLARO,

EM MINHA SA CONSCIENCIA E DE LIVRE E ESPONTANEA VONTADE, QUE DESEJO SER
SUBMETIDO A CIRURGIA DE VASECTOMIA.

Campinas, de de 199

Declarante

Ciente de acordo
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ANEXO 4

TABELA 16

VALORES NORMAIS DAS VARIAVEIS RELATIVAS AO SEMEN, SEGUNDO O
MANUAL WHO, 1987

Volume igual ou superior a 2,0ml

Aspecto branco opalescente

Viscosidade 2cm ou inferior

Liqiiefagao completa até 60 minutos a temperatura ambiente

pH 72a78

Concentragao 20,0 milhdes/ml ou superior

Total no ejaculado 40,0 milhGes espermatozoides, ou superior

Motilidade 50% ou superior com formas A e B (progressao anterograda)
25% ou superior de formas A (progressao linear rapida)

Morfologia (*) 50% ou mais com morfologia normal

Viabilidade 50% ou mais de formas vivas

Leucécitos inferiores a 1 milhdo/ml

(*) - A avaliagdo deste parimetro encontra-se em substitui¢do pelo critério d¢ KRUGGER et alii
(1986), admitindo-se como normais um percentual igual ou superior a 14% de células sem
quaisquer alteracdes morfologicas



ANEXO 5§

TABELA 16

CONCENTRACOES CELULARES (EM MILHOES/ML) OBTIDAS
APOS FRACIONAMENTO DAS AMOSTRAS EM DUAS ALIQUOTAS
DE IGUAL VOLUME

AMOSTRA TAI TA2 MEDIA TBI TB2 MEDIA
1 70 87 78,5 67 90 78,5
2 49 40 445 58 53 55.5
3 01 03 2.0 01 02 2,0
4 157 166 161,5 131 153 142,0
5 57 60 58,5 59 68 63,5
6 37 28 32,5 47 42 445
7 149 148 1485 149 133 141,0
8 185 205 195.,0 189 133 191,5
9 10 06 8.0 08 07 7.5
10 61 51 56.0 67 71 69,0
11 123 119 121,0 130 119 118,0
13 37 38 37.5 38 43 40,5

TA1/2 = AMOSTRAS 1 E 2 DO TUBO A CORRESPONDENDO A ALIQUOTA DESTINADA A CAPA-

CITACAO EM PERCOLL

TB1/2= AMOSTRAS 1 E 2 DO TUBO B, CORRESPONDENDO A ALIQUOTA DESTINADA A CAPA-

CITACAO EM SWIM UP

COMPARACAO ENTRE AS MEDIAS DAS ALIQUOTAS A B (TAE TB)

TABELA 17

AMOSTRAS X
TA 78,63 63,14 t=0,3062
B 77,42 53,31 p= 0,7752




ANEXO 6

TABELA 18

DESCRICAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS SEGUNDO OS
PARAMETROS DE ESPERMOGRAMA

AMOSTRA UTILIZADA NA COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE PERCOLL E
SWIM UP
AMOSTRA VOLUME pH LIQUEF. CONCEN CONC. %A/B %VITALUDADE MORF.NL
TRACAQ  EJAC.

13 3,2 8,0 normal 198 632 50 82 39
14 26 - 80 normal 30 78 50 58 53
15 2.3 8,0 normal 143 328 60 73 59
16 3.4 8,0 normal 43 145 60 67 35
17 5.0 8,0 normal 22 108 50 70 32
18 3,5 75 normal 260 910 70 78 75
19 5,0 80 normal 118 588 50 75 61
20 472 8,5 normal 90 378 60 70 30
21 3.4 70  normal 123 417 50 70 26
22 2,5 8,0 normal 380 950 70 80 23

AMOSTRA UTILIZADA NO METODO DE CAPACITACAO ESPERMATICO
. MODIFICADO
AMOSTRA VOLUME pH  LIQUEF.  CONCEN CONC. %A/B  %VITALIDADE MORFNL
TRACAO EJAC.

23 2,9 8.5 normal 370 1073 60 75 46
24 1,7 8.0 normal 18 31 68 50 30
25 472 8,0 normal 148 620 60 72 26
26 43 3,0 normal 165 710 50 70 30

k)

27 2,7 8,0 normal 105 284 60 85 30




ANEXO 7

CAPACITACAO ESPERMATICA PELO METODO DE SHIM UP, SEGUNDO O
METODO DE IRIANNI et alii (1990), MODIFICADO

A - Solugdes: Meio de Cultura HAM F10 (Sigma), contendo 30000UT de streptomicina
e penicilina
Albumina sérica humana (ASH, Behring)

Meio HAM F10 acrescido de ASH (proporgdo: 8:3) - Meio enriquecido

B - Preparo do Sémen:
. Acrescentar ao sémen liquefeito, volume equivalente de Meio HAM F10.
. Homogeneizar a suspensio e centrifugar a 300g, durante 10 minutos.
. Retirar o sobrenadante, acrescentar Meio enriquecido .
. Homogeneizar a suspensio e acrescentar, lentamente, 1ml de meio enriquecido.
. Incubar em estufa a 37°C, com atmosfera de 5% de CO2, durante 45 minutos.

. Recolher a nuvem de migragdo formada e avaliar a concentragdo e motilidade.



ANEXO 8

CAPACITACAO ESPERMATICA ATRAVES DE MIGRACAO EM
GRADIENTE DE PERCOLL, SEGUNDO O METODO DE PARD et alii (1988),
MODIFICADO

A - Meios de Cultura e Solugdes Estéreis:

Meio HAM F10, 10 x concentrado (Sigma), com antibidticos - Meio 10x
concentrado -

Meio HAM F10 (Sigma), contendo 30000 UI de streptomicina e penicilina.

Meio HAM F10 (Sigma), contendo antibidticos, acrescido de ASH (Behring)

(proporgdo: 8:3) - Meio enriquecido.
Bicarbonato de Sdédio a 7,5% (Merck).

Percoll (Merck)

B - Preparo da Solug¢do-mae de Percoll:
. 6ml de Meio 10x concentrado
. 75ml de Percoll

. Homogeneizar a solugdo e titular com bicarbonato a 7,5% , de modo a atingir
o pH7,2-7,3.
. Ajustar a osmolaridade da solugdo para 278mOsm (270-280).



C - Preparo do gradiente de Percoll:
. Percoll a 90%: 1ml de Meio HAM F10
9ml de solugdo-mae de Percoll
. Percoll a 65%: 3,5ml de Meio HAM F10
6,5ml de solugdo-mie de Percoll
. Percoll a 35%: 6,5m] de Meio HAM F10
3,5ml de solugdo-mie de Percoll

. Pipetar lentamente , com seringa descartavel, as solugdes de Percoll, em um

tubo de ensaio de 8ml, na seguinte ordem, a partir do fundo do tubo:
. Iml de Percoll a 90%
. 1ml de Percoll a 65%

. 1ml de Percoll a 35%

D - Preparo do Sémen:
. Acrescentar ao sémen liquefeito igual volume de Meio HAM F10.
. Homogeneizar a suspensio e centrifugar a 300g, durante 10 minutos.
. Descartar o sobrenadante ¢ acrescentar 1ml de Meio enriquecido.

. Homogeneizar a suspensio e acrescentar , lentamente, sobre o gradiente de
Percoll recém-preparado.

. Centrifugar a 300g, durante 15 minutos.

. Descartar os dois gradientes superiores e homogeneizar o restante com o

sedimento obtido.

W
wn



. Centrifugar a 300g, durante 10 minutos.

. Remover todo o Percoll e acrescentar 1ml de Meio enriquecido (*).

. Proceder as analises de rotina para estimar a concentragio celular e a

motilidade espermatica.

(*) Esta etapa foi suprimida do estudo realizado, uma vez que a confecgdo dos
esfregagos e leitura do corpo F e das células AA exigia nova centrifugagdo do
material. Desse modo, as amostras swim up e Percoll foram submetidas ao

mesmmo numero de centrifugagées, durante os experimentos
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SUMMARY




7. SUMMARY

The objective of the study was to investigate the possibility of two methods of sperm
capacitation to facilitate in vitro sexual selection. A comparative evaluation of the sex
ratios was observed before and after sperm capacitation through swim up and migration
on Percoll gradient. The evaluation of sex ratios was performed with the visualization
of "F" bodies on glass slides of each situation. Staining was done with quinacrine di-
hydrochloride and examined with fluorescence microscopy. The “t” test was utilized
to evaluate the differences between sperm capacitation methods. The results indicate a
favorable selection of female sex through swim up. To enhance the differences
observed some of the samples were submitted to a second sperm capacitation. This was
carried out by a classic swim up followed by sperm migration on tissue culture medium
with increasing serum human albumin to form two migration layers. This second
method resulted in greater prevalence of male sex forms in the upper layer. The results
suggest a favorable selection of female sex using swim up and to male sex with two
step migration method of sperm capacitation. Roughly estimated satisfactory, they
found viable, economical and simple to conduct alternatives to be offered to couples

carriers of sex-linked inherited diseases.
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