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Resumo

Os gametas masculinos humanos s3o caracterizados por uma grande
heterogeneidade. De facto, apenas alguns dos espermatozoides presentes no ejaculado
aparentam ser verdadeiramente funcionais. Durante este estudo procurdmos olhar para
esta heterogeneidade e encontrar diferentes propriedades nas quais estas subpopulagdes
diferissem. Os critérios considerados para a obtenc¢do destas subpopula¢des foram o
conteudo em 4cido desoxirribonucleico (ADN) das células em estudo (presenca de um
cromossoma X ou Y), o seu potencial de membrana mitocondrial (PMM) e a sua
mobilidade. De forma a identificar e separar estas células recorremos a técnica de
citometria de fluxo acoplada a cell sorting (FACS) e a técnica de swim-up.

No que respeita a separacdo de espermatozodides feita com base no ADN, foram
utilizadas trés sondas distintas (DRAQS5™, DyeCycle™ Violeta e Hoechst33342) com
vista na obten¢do da maior eficiéncia de separagdo possivel. Contudo, nenhuma das
sondas usadas conduziu a um enriquecimento aceitdvel em espermatozdides portadores
de um cromossoma X (maximo de 67%) ou Y (maximo de 59%). Por esta razdo, ndo
prosseguimos para a caracterizacao destas subpopulacdes.

Os espermatozoides humanos requerem adenosina trifosfato (ATP) para o seu
correcto funcionamento. Portanto, outro objectivo deste estudo foi determinar os niveis
de ATP das diferentes subpopulacdes separadas, quer com base no potencial de
membrana mitocondrial (FACS), quer com base na mobilidade das células (Swim-up).
Esta determinacgdo foi feita com recurso ao ensaio de bioluminescéncia da Luciferase,
cujo resultados mostram nao haver diferencas entre as subpopulagdes separadas desta
forma.

Conclusivamente, as sondas de ADN testadas ndo sdo apropriadas para a separagao
de espermatozoides portadores de um cromossoma X ou Y nas condigdes utilizadas. Em
adicdo, as subpopulacdes de espermatozdides separadas com base na mobilidade e
PMM apresentam quantidades de ATP semelhantes, sugerindo que o conteudo em ATP

destas células ndo ¢ exclusivamente dependente da actividade mitocondrial.

Palavras-chave: Cromossomas Sexuais/ Espermatozoides Humanos/ Quantidade de ATP/

Subpopulagdes de Espermatozoides
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Abstract

Human male gametes are characterized by a large heterogeneity. In fact, only a few
of the sperm cells of a population seem to be truly functional. During this study we have
looked into his heterogeneity and tried to find some properties in which different sperm
subpopulations differ. Our criteria for separating these subpopulations were DNA
content (X and Y bearing chromosomes), mitochondrial membrane potential (MMP)
and motility. To identify and separate the cells we have used flow cytometry activated
cell sorting (FACS) and swim-up.

In what concerns the separation based on DNA content, we used three different
probes (DRAQS5S™, Vybrant® DyeCycle™ Violet and Hoechst 33342) in order to
obtain the highest efficacy of separation. However, none of them leaded to an
acceptable enrichment in either X- (67%) or Y- (59%) bearing sperm. For this reason
we did not continue to characterize these subpopulations.

It is known that human sperm cells require adenosine triphosphate (ATP) for their
proper function. Therefore, another aim in this study was to determine the levels of ATP
in different subpopulations separated by their mitochondrial membrane potential
(FACS) and by their motility (Swim-up). This determination was made using Luciferase
bioluminescence assay, and the results show that there are no differences between the
subpopulations separated this way.

In conclusion, the DNA probes tested are not appropriate for X/Y sperm selection in
the used conditions. Additionally, sperm subpopulations separated by both motility and
MMP have undistinguishable amounts of ATP suggesting that sperm ATP content is not

exclusively dependent on mitochondrial activity.

Keywords: ATP Content/ Human Sperm/ Sex Chromosomes/ Sperm Subpopulations
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Propriedades de Subpopulagdes de Espermatozdides Humanos: Sexo e Bioenergética

Ao processo de fusdo dos gametas, células reprodutoras masculina e feminina, da-se
o nome de fertilizagdo. Porém, o despoletar do desenvolvimento de um novo ser esta
dependente da activagdo do metabolismo do espermatozoide e do ovdcito.

Contudo, antes de considerar estes aspectos da fertilizagdo, devemos olhar em mais
pormenor para a estrutura das células em si. Foquemo-nos apenas no gameta masculino
como resultado final de um processo altamente regulado e controlado — a

espermatogénese.

Espermatogénese

A espermatogénese ¢ um processo complexo que tem lugar nos tibulos seminiferos
dos testiculos e envolve, ndo s6 sucessivas divisOes mitoticas, mas também divisoes
meiodticas, terminando com um processo de diferenciagdo pds-meidtico conhecido por
espermiogénese (De Kretser et al., 1998). Efectivamente, as divisdes referidas ocorrem
de forma ciclica e sobreposta no tempo, sendo que a sua duracdo ¢ fixa e dependente da
espécie em causa. De acordo com o que foi proposto por Franca e colaboradores,
a duragdo destes eventos pode ser determinada pelas interac¢des que se estabelecem
entre algumas das células que compdem os tubulos seminiferos (Figura 1),
nomeadamente as células germinativas e de Sertoli (Franca ef al., 1998). Tal interac¢do
pode estar ainda na origem da organizagdo celular encontrada nestes tecidos, uma vez
que para além da sua funcdo reguladora, as células de Sertoli desempenham fung¢des de
suporte fisico e de protec¢do aos espermatozoides em desenvolvimento.
Adicionalmente, uma vez que as células germinativas ndo se encontram em contacto
directo com o plasma sanguineo, as células de Sertoli desempenham um papel
fundamental no que respeita a troca de metabolitos e nutrientes com o sangue,

constituindo a barreira hematotesticular (Junqueira & Carneiro, 2004).
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Espermatideo
Redondo

Célula de
Sertoli

Espermatdcito
Primario

Espermatogénia (=== >
- Testosterona

l Célula de Leydig

Figura 1 — Esquema representativo das interacgdes estabelecidas entre as células de
Sertoli e as células da linha germinativa (adaptado de De Kretser et al., 1998).

Apods um longo periodo de “pré-espermatogénese”, durante o desenvolvimento fetal
e a infincia, o advento da puberdade marca o inicio da espermatogénese propriamente
dita (Holstein et al., 2003). Este processo pode ser dividido em trés fases distintas que
se encontram associadas a tipos celulares especificos da linha germinativa:

espermatogonias, espermatocitos e espermatideos, respectivamente (Figura 2):

Espermatogoniogénese

A espermatogoniogénese ¢ uma fase de proliferacdo celular, durante a qual as
espermatogonias se multiplicam em sucessivas divisdes mitoticas de forma a renovar o
epitélio germinal onde se encontram (de Kretser & Kerr, 1994). Algumas destas células
originam c¢lulas percursoras, acabando por se diferenciar em espermatozoides.
Na verdade, as divisoes mitdticas ndo ocorrem na totalidade, ficando as células-filhas
interligadas por pontes citoplasmaticas. A formacdo destes sincicios celulares pode

explicar parte da sincronia encontrada durante a evolucdo das células germinativas.
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ESPERMATOGONIOGENESE

MEIOSE

ESPERMIOGENESE

Propriedades de Subpopulagdes de Espermatozoides Humanos: Sexo e Bioenergética

Por sua vez, a ligagdo entre células quebrar-se-4 numa fase avancada do

desenvolvimento dos espermatideos (Holstein et al., 2003).

m Sucessivas Divisdes Mitoticas
OO0 00 0-0-C
1.5.3.é.é.E.Z.Z.:.S.j.s.g.g,s.b.\

lI Espermatocitos Primarios — Primeira Divisdo Meidtica

e -
L S

YN XYY Y Y Y Y b Epermatideos
BRARRRRRRRRARRRRD

| { ( [ (i { | { ( {

S—
p—

(g \G—" N} Espermatozoides

Figura 2 — Esquema alusivo a espermatogénese, com representacdo das trés fases
principais e tipos celulares (adaptado de Junqueira & Carneiro, 2004).

Considerando algumas das suas caracteristicas morfoldgicas, bem como a sua
posicdo ao longo da zona basal do epitélio germinativo, podemos distinguir
essencialmente dois tipos de espermatogénias: um tipo A, pertencente a pool de células
estaminais ¢ um tipo B, que representa o inicio do desenvolvimento das células

germinativas (De Kretser ef al., 1998; Holstein et al., 2003).
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Meiose

A entrada das espermatogonias na profase I da meiose € representada pela conversdo
dessas células em espermatocitos primarios, que ao sofrer uma primeira divisdo
meiodtica, originam os espermatdcitos secundarios. Em humanos, apds um curto periodo
de tempo, estas células que possuem apenas uma cdpia de cada cromossoma (haploidia)

vao novamente entrar em meiose originando os espermatideos (De Kretser et al., 1998).

Espermiogénese

Constituindo a ultima fase da espermatogénese, a espermiogénese visa a
diferenciagdo dos espermatideos em espermatozoides, através da transformagdo e
formacdo de diversas estruturas (Figura 3). Dentro destas alteracdes podem destacar-se:
a condensa¢do e alongamento nucleares, a formacao do acrossoma e o aparecimento da

cauda, acompanhado pela fagocitose da maior parte do citoplasma pelas células de

Microtubulos

Mitocondria .
Vesicula Acrossomal

Nucleo

Restos do

Centriolo Conz}pli:xp de
Complexo Flagelo olgl
de Golgi
Acrossoma
Centriolo
Nucleo
Figura 3 — Esquema representativo das modificagdes sofridas por uma célula

germinativa até a formagao de um espermatozdide (adaptado de Gilbert, 2006).
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Sertoli (Holstein ef al., 2003; Toshimori, 2003). Posto isto, os espermatozdides agora
maduros estdo aptos a deixar o epitélio germinativo, sendo libertados para o limen dos

tubulos seminiferos, processo denominado espermiagdo (Holstein ef al., 2003).

O processo da espermatogénese ao longo do epitélio seminifero ¢ regulado
essencialmente a dois niveis (Figura 4): um intrinseco, regulado pelas células de Leydig
e de Sertoli; e um extrinseco, controlado pelo eixo hipotalamico-hipofisario

(De Kretser et al., 1998; Holstein et al., 2003).

Hipotalamo
GnRH

J
Hipo6fise Anterior

LH FSH

ﬂ Testiculo ﬂ

Células de Leydig Células de Sertoli | e=========) Inibina

Testosterona J

Sistema Reprodutor Espermatogénese
e Outros Orgaos

Inibe

Figura 4 — Representagdo esquematica do controlo hormonal do sistema reprodutor
masculino (adaptado de Purves et al., 2006).

As células de Leydig, localizadas no espago intertubular, vao segregar testosterona
ao ser estimuladas pela hormona luteinizante (LH). Adicionalmente podem ser

libertados factores de crescimento que em conjunto com outras substincias vao ser
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langados para a vizinhanca destas células, bem como para a corrente sanguinea, lamina
propria dos tibulos seminiferos e células de Sertoli. O elevado nimero de compostos
produzidos conduz a uma estreita regulagdo das fun¢des celulares, sendo que alguns
deles acabam por influenciar a contractilidade e movimentos peristalticos dos tibulos,
interferindo com o transporte dos espermatozdides (Holstein ef al., 2003).

Enquanto isto as células de Sertoli libertam a par com alguns tipos de células
germinativas outros factores de crescimento, como o factor de crescimento tumoral beta

(TGF B ) e o factor de crescimento neuronal (NGF), regulando o processo de

desenvolvimento dessas mesmas células germinativas. As células de Sertoli produzem
também a proteina de ligacdo a testosterona (ABP) e segregam inibina, sendo que esta
ultima controla mecanismos de retrocontrolo negativo a sintese de testosterona ao inibir
a secrecdo e libertagdo da hormona foliculo-estimulante (FSH) na hipofise. Finalmente,
as células de Sertoli estdo envolvidas na conversdo de testosterona em estradiol,
auxiliando no transporte dos gametas apds a sua libertagdo para o lamen

(de Kretser & Kerr, 1994).

O Espermatozoide

Constitui¢ao e Morfologia

O espermatozoide ¢ uma célula altamente diferenciada e especializada, responsavel

pela transmissdo da informagdo genética de origem paterna. Por norma,

um espermatozoide funcional ¢ composto por trés regides distintas: cabega, peca
intermédia e cauda ou flagelo (Figura 5).

A cabeca situa-se na zona anterior do espermatozoide e a sua formacdo e

organizagdo ocorre através de diversos processos celulares e moleculares durante a
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espermiogénese (Toshimori & Ito, 2003). Estes eventos celulares incluem ndo sé
alteracdes sequenciais no nicleo bem como algumas modificagdes no acrossoma,
os dois constituintes principais da cabeca. Estas estruturas encontram-se ainda rodeadas
respectivamente pelo envelope nuclear e membranas acrossdmicas, interna e externa
(Holstein et al., 2003).

CABECA PECA INTERMEDIA CAUDA

2 ——— P —
\ Ty o or—
Yo E L & ’ RO, "G———-:, .
! 3 e e

\uqm\ e

(/‘ e \
" '\.
i
Acrossoma Nucleo Bainha de Mitocondrias -

Figura 5 — Representacdo de um espermatozoide humano (adaptado de Holstein, 2003).

No nucleo a cromatina ¢ altamente estdvel e condensada, estando presente uma céopia
de cada cromossoma. Em 1982, o recurso a microscopia electronica permitiu a Balhorn
demonstrar que em algumas espécies o nucleo dos espermatideos sofre varias altera¢des
visiveis, tanto ao nivel da forma como do grau de condensacdo da cromatina
(Brewer et al., 2002). Verificou-se ainda que estas alteragdes ocorrem ao longo do
processo normal de diferenciagdo. Concomitantemente, ocorre uma substituicdo das
histonas ligadas ao 4cido desoxirribonucleico (ADN) por proteinas de transigdo,
que numa fase mais avangada sdo removidas para dar lugar a protaminas. A presenca de
protaminas permite a forte condensa¢do da cromatina e, juntamente com a perda da
maioria dos organelos celulares e citoplasma, desempenha um importante papel na
reducdo do volume da célula, conduzindo a um aumento das propriedades

aerodinamicas do espermatozdide (Ramalho-Santos et al, 2007). Esta modificacdo
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ocorre durante os estdgios finais de maturacdo dos espermatideos e reorganizagdo da
cromatina (Balhorn, 1982). E ainda necessario garantir que a membrana celular do
espermatozdide se mantém integra, de modo a assegurar a viabilidade celular. De igual
modo, a integridade do ADN nuclear ¢ fundamental, visto ser um ponto crucial para que
haja uma correcta transmissdo da informagdo genética de origem paterna
(Sousa et al., 2009).

A excepgio da mitocondria, nenhum dos organelos citoplasmaticos principais, como
por exemplo o complexo de Golgi ou o reticulo endoplasmatico (RE), pode ser visto
num espermatozoide maturo de mamifero. Em vez disso, o que ¢ observado sdo os
derivados desses organelos, como no caso do acrossoma formado a partir do sistema
RE-complexo de Golgi (Oko & Sutovsky, 2009). O acrossoma encontra-se a rodear
parcialmente o nucleo e desenvolve-se na regido anterior da cabeca do espermatozoide,
constituindo no fundo uma vesicula secretora. Esta vesicula contém enzimas hidroliticas
que ajudam a promover a penetracdo da célula reprodutora masculina através das
camadas de células que envolvem o ovdcito, nomeadamente através da Zona Pellucida.
A libertagcdo do contetdo acrossdmico, um processo exocitdtico conhecido por reac¢do
acrossomica, deve ter lugar na vizinhanca do ovodcito, sendo que a auséncia de
acrossoma em qualquer outra circunstancia pode ser sinal de que o espermatozoéide nao
estd totalmente funcional (Ramalho-Santos et al, 2007). Nos mamiferos,
os espermatozoides sdo libertados num estado funcional restrito, sendo necessario que
ocorram uma série de etapas envolvidas na activacdo de varias vias de sinalizacdo
intracelulares e fosforilacdo de proteinas (principalmente em residuos de tirosina) antes
de poderem entrar em reac¢do acrossomica € consequentemente penetrar na célula

reprodutora feminina. O referido processo toma o nome de capacitagdo e tem lugar no
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tracto reprodutor feminino, durante a migragdo dos espermatozodides para o local de
fertilizagdo. Porém, em determinadas condi¢des, a capacitagdo pode ser induzida
in vitro (Bailey, 2010). A exocitose do conteudo acrossomal pode ocorrer
prematuramente, deixando o espermatozdide incapaz de entrar no ovocito. Tal facto
leva a que o despoletar da reac¢do acrossémica deva ser altamente controlado no espaco
e no tempo (Florman et al., 2008). A capacitacdo encontra-se ainda relacionada com o
aparecimento de novos padrdes de motilidade espermatica incluindo hiperactivacdo e
orientacdo do movimento através do sistema reprodutor feminino (Florman et al., 2008;
Murad et al., 1992).

Numa fase inicial da capacitagdo, ocorre remog¢ao de colesterol da membrana dos
espermatozdides provocada por proteinas presentes no tracto reprodutor feminino
(Figura 6). Este efluxo de colesterol causa uma alteracdo na fluidez membranar e na
distribuicdo de certos lipidos, que passam a concentrar-se preferencialmente na regido

anterior da cabeca dos espermatozodides (Baldi et al., 1996; Gilbert, 2006).

K*
e ”wﬂafffgifggfﬁm ==
JLMBML&ILJL(( ) ) OOOOOOW ) )MBMB&& N y ( )L uuuuuuuug
-\' HCO3 {\bﬂ
Hiperpolarizagdo da Membrana cAMP

/ Fosforilagdo de €=
Tirosinas
PTK <— PKA

Capacitagdo \ 4/‘
@ PTP @

Figura 6 — Representacdo de um modelo hipotético para a capacitagdo de um
espermatozoide de mamifero (adaptado de Gilbert, 2006).
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Adicionalmente, h4a perda de certas proteinas e hidratos de carbono que se julga
estarem envolvidos no bloqueio de locais de reconhecimento de proteinas responsaveis
pela ligagdo a Zona Pellucida (Gilbert, 2006). A saida de ides potassio (K") da célula
provoca hiperpolarizagdo e leva a alteracdo do potencial membranar conduzindo a
abertura de canais de calcio (Ca™"), permitindo a entrada deste ido. A par com o
bicarbonato (HCO5), o Ca*" é critico na producdo de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP), facilitando os processos de fusdo membranar que ocorrem durante a reaccao
acrossomica (Visconti et al., 1995; Arnoult et al., 1999). Foi também visto que, durante
a capacitacdo, héd fosforilagdo de certas proteinas em residuos de tirosina.
Asquith e colaboradores sugerem que essa fosforilagao est4 relacionada com a migragdo
de duas chaperones especificas para a superficie da cabeca do espermatozodide,
propondo um envolvimento das mesmas na formagdo dos receptores que ligam a
Zona Pellucida (Asquith et al., 2004; Nixon et al., 2005). De forma a preparar-se para a
fusdo, a membrana acrossdmica externa sofre algumas alterag¢des, entrando em contacto
com a membrana citoplasmatica do espermatozédide (Tulsiani & Abou-Haila, 2004).
Na verdade, ndo ¢ possivel dizer com certeza se estes eventos sdo ou ndo independentes,
nem qual a sua contribui¢@o para a capacitagao (Gilbert, 2006).

A ligar a cabegca e a cauda do espermatozodide encontra-se a pega intermédia,
constituida por um numero variavel de mitocondrias localizadas helicoidalmente a volta
da porc¢ao anterior do flagelo. Pensa-se que estas mitocondrias podem estar relacionadas
com o fornecimento de adenosina trifosfato (ATP) envolvido na mobilidade dos
espermatozdides. Contudo ¢ possivel que o ATP necessario seja produzido
maioritariamente por glicélise ao longo do flagelo, havendo apenas contribuicdo da

fosforilacdo oxidativa em certas circunstdncias (Ramalho-Santos et al., 2009).
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Por fim, na zona posterior do espermatozdide localiza-se a cauda, responsavel por
gerar a forca motriz que impulsiona a célula permitindo que esta atinja o ovdcito e
penetre a Zona Pellucida. A estrutura contractil do flagelo propriamente dita damos o
nome de axonema, sendo que este apresenta um arranjo microtubular tipico 9+2,
consistindo em nove pares de microtibulos periféricos, ordenados em circulo a volta de
um par central. Podemos ainda observar, ao redor do axonema, vérias estruturas
proteicas que conferem forca e resisténcia a cauda (Kierszenbaum, 2002).

A motilidade dos espermatozodides estd assim dependente ndo s6é do normal
desenvolvimento das estruturas do axonema (como por exemplo os microtubulos e
bragos de dineina) mas também da presenga duma bainha de mitocondrias e da
implantacdao do flagelo no nticleo pelos dois centriolos. Qualquer anomalia ao nivel do
aparecimento das estruturas flagelares pode causar imobilidade celular, resultando nao
s60 numa diminui¢do da fertilidade mas também, em casos extremos, em infertilidade

(Holstein et al., 2003).

Infertilidade Humana

Nos ultimos tempos tem-se verificado um aumento nos casos diagnosticados de
infertilidade, sendo que actualmente esta afecta cerca de 15% dos casais que tentam
procriar. Segundo o que estd descrito, esta condi¢do reflecte a incapacidade de
concep¢do apds um ano de relagdes sexuais desprotegidas, ndo havendo uma
contribuigdo prevalente por parte de um dos sexos (Singh & Jaiswal, 2011).

Naturalmente, esta diminuicdo da fertilidade alertou a comunidade cientifica no
sentido de criar meios que, ndo solucionando, minimizassem o problema.

Como resultado surgem entdo as técnicas de reprodugdo assistida (TRA).

| 1-INTRODUCAO 12
i




Propriedades de Subpopulagdes de Espermatozoides Humanos: Sexo e Bioenergética

Sem divida esta ¢ uma é4rea em expansdo. Porém as técnicas mais recorrentes
permanecem a Inseminagdo Artificial (IA), onde os espermatozdides sdo depositados na
cavidade uterina; a Fertilizag¢do in vitro (FIV), onde os espermatozoides sdo colocados
em contacto com o ovdcito ndo fertilizado in vitro; e a Injeccdo Intracitoplasmatica de
um espermatozoide (ICSI), onde ocorre micromanipulagdo de modo a injectar o
espermatozdide seleccionado directamente dentro do ovdcito (Lopata et al., 1978;
Palermo et al., 1992).

Rotineiramente, o diagnostico da infertilidade masculina ¢ feito com recurso a uma
analise seminal estandardizada — o espermograma. Ao seguir uma abordagem cléssica,
nesta analise devemos considerar trés parametros fundamentais: concentragdo,
mobilidade e morfologia. Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS)
varios valores de referéncia estabelecem aquilo que pode ser considerado como uma
amostra normal. Assim, relativamente aos pardmetros mencionados, consideramos que
um individuo € normozoospérmico (valores normais) quando este possui pelo menos
15 milhdes de espermatozoides por mililitro, pelo menos 32% de células moveis
progressivas e pelo menos 4% de espermatozdides com formas normais.
Caso algum destes valores ndo respeite o valor estipulado a amostra € classificada como
oligo-, asteno- ou teratozoospérmica, respectivamente (WHO, 2010). Em certas
situacdes, os individuos podem apresentar combinagdes das classificagdes referidas,
sendo que num caso extremo (alteracdo dos trés pardmetros) apresentardo
oligoastenoteratozoospermia.

Apesar da sua utilizacdo rotineira em andrologia, os critérios apresentados pela OMS
tém um valor preditivo limitado, indicando apenas algum grau de qualidade espermatica

e funcionalidade do tracto reprodutor masculino, deixando por esclarecer a capacidade
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dos espermatozoides em fertilizar um ovoécito (Sousa et al., 2009). De facto, individuos
normozoospérmicos podem ser inférteis enquanto que individuos com pardmetros

anormais podem ser pais biologicos.

Citometria de Fluxo e Cell Sorting

Por definicdo, citometria ¢ o processo através do qual as caracteristicas fisicas e/ou
quimicas de uma TUnica célula (ou particula) sdo medidas (Shapiro, 2003).
Qualquer forma de citometria responde a leis bésicas da fisica, desde a mecanica de
fluidos a optica e a electronica (Macey, 2007).

Na citometria de fluxo as medi¢des sdo feitas durante a passagem sequencial das
particulas pelo aparelho de medicdo, sendo que neste caso € necessaria a existéncia de
uma corrente fluida continua (Shapiro, 2003). No fundo, esta ¢ uma técnica
multiparamétrica que nos permite contar, examinar e classificar diversas particulas
microscopicas em suspensdo. Qualquer particula cujo tamanho esteja compreendido
entre os 0,2 e os 50 micrémetros ¢ passivel de andlise. Mas de que modo ¢ que a
determinagdo destes parametros pode ser feita?

Alguns dos principios nos quais a citometria de fluxo assenta baseiam-se em eventos
de difusdo luminosa e emissdo de fluorescéncia, provocados pela incidéncia de um feixe
de luz ou laser nas particulas aquando da sua passagem pela zona de medigdo.
Na pratica o que acontece ¢ que, ao ser atravessada pelo feixe luminoso, a particula vai
dispersar luz em todas as direccdes (Figura 7). A luz difundida para a frente,
em pequenos angulos de 0.5°-5° a partir do eixo, € proporcional ao quadrado do raio de
uma esfera e, consequentemente, ao tamanho da célula ou particula. Parte da luz pode

ainda entrar na célula, sendo reflectida e refractada pelo nucleo e outros componentes
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celulares. Esta difusdo luminosa em grandes angulos de 15°-150° considera-se entdo

proporcional a complexidade da célula (Macey, 2007). O recurso a marcadores de

fluorescéncia permite obter informagdo adicional relacionada com diversos factores,

nomeadamente actividade enzimatica, potencial de membrana e contetdo em ADN.
Dispersdao Luminosa em

Pequenos Angulos (0.5°-5°)

Dispersdo Luminosa em <=

Grandes Angulos (15°-150°) ‘t t’

= Perda Total de Luz do
| Feixe Incidente
Feixe de Luz Incidente l 1 1‘

Fluorescéncia Emitida

Figura 7 — Esquema ilustrativo da interac¢do da luz com uma célula em termos de
difusdo, absorcao e fluorescéncia (adaptado de Shapiro, 2003).

Na sua maioria, os citometros de fluxo sdo constituidos por trés sistemas
fundamentais: um sistema de fluidos, um sistema Optico e um sistema electronico.
Ao sistema de fluidos compete genericamente o transporte das particulas em suspensdo
até ao feixe luminoso. Por norma, este movimento ocorre por intermédio de uma
corrente fluida salina, de modo a que as particulas cheguem a zona de medigdo.
Muitos dos instrumentos utilizados recorrem a uma técnica de fluxo laminar que garante
a permanéncia das células no centro do fluxo, evitando o bloqueio provocado por
fenomenos de aglutinagdo (Macey, 2007). Tipicamente, as amostras correm a
concentragdes compreendidas entre os 0,2 e os 10 milhdes de células por mililitro.
O sistema Optico ¢ composto por componentes de excitagdo e captacdo, dos quais fazem

parte lasers, lentes e filtros, responsaveis por guiar os lasers até a particula que
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queremos analisar. Como foi referido, a intercep¢ao das particulas com o laser provoca
difusdo luminosa, e no caso de particulas marcadas, emissdo de fluorescéncia.
Aos componentes colectores cabe entdo a captacdo dessa informagdo e consequente
enderecamento para os detectores, que constituem ja parte do sistema electronico.
Os detectores sdo assim responsaveis pela conversdo dos fotdes recebidos num pulso
eléctrico, para que posteriormente haja processamento dos dados analdgicos.
Este processamento ¢ feito com recurso a um conversor que torna os dados analodgicos
em digitais. No fundo, ocorre alteracdo de um pulso eléctrico para um sinal numérico,

que ¢ armazenado no computador (Macey, 2007).

Cell Sorting

A separagdo de células activadas por fluorescéncia (FACS) constitui um tipo
especializado de citometria de fluxo. Esta técnica representa actualmente um recurso
vital nas ciéncias bioldgicas, sendo de extrema utilidade na separa¢do de células
provenientes de populagdes heterogéneas (Macey, 2007). Porém, para que estas células
possam ser recuperadas € necessario que a sua discriminacao seja possivel recorrendo a
um citémetro tradicional. Apos a separacdo, estas células podem ser usadas em andlises
bioquimicas, microscopicas ou funcionais (Sousa ef al., 2011).

Genericamente, a maioria dos aparelhos de separagdo celular baseiam-se no principio
de deflexdo electrostatica de goticulas carregadas, havendo contudo outros métodos de
divisdo. Na verdade, independentemente do principio utilizado, ¢ essencial garantir que
as cé€lulas que atravessam o feixe satisfazem os critérios estipulados. Apods a
confirmacdo desses critérios, ¢ necessario gerar um sinal que active o mecanismo de
separacao (Shapiro, 2003). Consoante a carga associada as goticulas, estas vdo ser

encaminhadas para a esquerda ou para a direita por placas deflectoras.
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As particulas neutras, as quais ndo foi atribuida carga, ndo sdo afectadas pelas forgas

eléctricas e passam pelo fluxo sem ser recolhidas.
Subpopulacées de Espermatozodides

Seleccdo Sexual

Ha muito que se procura um método que permita determinar qual o sexo da sua
descendéncia mesmo antes da concepcao. Decerto, esta ndo s6 ndo ¢ uma busca recente,
como as suas origens sao remotas no tempo.

Inicialmente, esta tematica encontrava-se ligada aos Egipcios, Chineses e Indianos,
contudo o seu efeito fazia sentir-se em vdrias partes do mundo. Esta necessidade
cultural e social criou meios que conduziram a esfor¢os muito primitivos de seleccao
sexual, mesmo antes de qualquer conhecimento de conceitos genéticos
(Sills et at., 1998). Talvez por essa razado muitos desses meios sejam hoje considerados
obsoletos.

O que ¢ facto ¢ que desde cedo os Egipcios atribuem um importante papel as fungdes
do sistema reprodutor masculino, baseados na observacdo de que a castragdo conduzia a
diminui¢do da libido e a esterilidade. Mais tarde, Anaxagoras (500-482 A.C) avangou
com a ideia de que seria 0 homem o responsavel por determinar o sexo da descendéncia,
e foi um dos primeiros a propor uma fung¢do especifica para cada testiculo. Deste modo,
o sémen proveniente do testiculo esquerdo originaria descendéncia feminina enquanto
que o sémen proveniente do testiculo direito originaria descendéncia masculina.
Esta presun¢do permaneceu até ao século XVIII e foi responsavel por que muitos nobres
europeus removessem o seu testiculo esquerdo, de forma a assegurar o nascimento de

um herdeiro do sexo masculino (Sills et al., 1998). E sabido que muitas foram as
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técnicas utilizadas, contudo nenhuma mostrou ser eficaz, chegando algumas delas a ser
muito dolorosas.

J& no século XIX, Gregor Johann Mendel d4 origem a todo um novo conceito de
genética, gragas a descoberta das leis da heranca bioldgica, conhecidas hoje em todo o
mundo por Leis de Mendel. Porém, apesar destes estudos pioneiros, os factores que
conduzem ao inicio do desenvolvimento sexual feminino e masculino continuavam por
desvendar. Anos mais tarde, em 1891, Hermann Henking apercebeu-se que alguns
insectos — Pyrrhocoris apterus — apresentavam diferencas sexuais na meiose € no
caridtipo, sendo que as fémeas possuiam 24 cromossomas, que se comportavam como
doze pares de homdlogos, enquanto que os machos possuiam apenas 23,
onze pares mais um (McClung, 1901). Da necessidade de definir este cromossoma
solitario surge entdo o termo cromossoma acessorio, o que acaba por fazer com que em
1901 McClung conclua, baseado nas suas proprias descobertas, que esse cromossoma
acessorio seria o responsavel pela determinacdo do sexo. Ainda que as suas premissas
apresentassem alguns detalhes pouco correctos, esta demonstracdo constituiu uma forte
ligagdo entre cromossomas e um aspecto fundamental do fendtipo — o sexo de um
organismo (McClung, 1901). Estava assim criado o primeiro passo para a confirmagao
da Teoria Cromossoémica da Hereditariedade proposta por Walter Sutton em 1902
(Sutton, 1902).

No seu trabalho, Sutton propde que o padriao de segregacdo dos cromossomas
durante a meiose corresponde aos padroes de segregacdo propostos por Mendel.
Acrescenta ainda que durante o processo meidtico, no qual sdo produzidos ovocitos e

espermatozodides, cada gameta recebe apenas um cromossoma de cada tipo. E curioso
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pensar que, enquanto que as divisdes meidticas sdo um processo muito conservado nos

eucariotas, a sua regulacdo ¢ drasticamente divergente entre machos e fémeas

(Gilbert, 2006).

Métodos de Separaciio

Com o passar dos anos, a procura por um método que permitisse seleccionar o sexo
da descendéncia levou ao aparecimento de inimeras estratégias direccionadas para a
separacdo dos espermatozdides, uma vez que estes sdo os gametas responsaveis pela
determinagdo sexual. Esta procura tentava basear-se assim numa caracteristica
particular e identificavel que conduzisse a sua disting¢ao.

Um dos primeiros esforgos surge em 1929, apdés Mudd e colaboradores
demonstrarem que, dependendo da espécie em causa, havia padrdes de migracio
distintos entre espermatozdides submetidos a uma corrente eléctrica. Tal demonstracao
aponta para existéncia de diferengas na carga eléctrica a superficie das células,
diferengas essas que poderiam ser utilizadas como meio de diferenciacdo
(Sills ef al., 1998). O interesse por este método electroforético acabou por decair em
consequéncia da incapacidade para reproduzir novamente os resultados obtidos
(Sills et al., 1998).

Numa outra tentativa, Rothschild apresenta em 1960 um ensaio apoiado pelas
diferencas 4cido/base hipotéticas entre os espermatozoides portadores de um
cromossoma X ou Y, porém o trabalho de outros laboratérios desafiava as observagdes
efectuadas (Sills ef al., 1998). Um ano mais tarde, a descoberta de uma possivel
distincdo baseada na forma dos espermatozoides despertou as atengdes no seio da

comunidade cientifica, o que rapidamente foi revertido devido a auséncia de dados que
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apoiassem esta teoria de dimorfismo sexual. Ao longo dos anos outras perspectivas
foram surgindo, contudo olhando para a progressdao dos métodos cientificos publicados,
o denominador comum entre eles ¢ o facto de para todos haver estudos que os refutem
(Sills et al., 1998).

Até a data, o recurso a técnica de FACS mostrou ser o unico método
verdadeiramente eficaz na separacdo de espermatozoides X e Y. Proposto pela primeira
vez por Johnson em 1987, este método baseia-se na medi¢do do contetido diferencial de
ADN existente em gametas individuais (Cran & Johnson, 1996). Contudo, a primeira
separacdo bem sucedida (apresentada pelo mesmo autor) remonta a 1993, tendo sido
conseguida através da aplicacdo de técnicas de citometria cuidadosamente modificadas
(Johnson et al., 1993).

Em 1976, Sumner & Robinson constataram a existéncia de diferengas no contetdo
de ADN em espermatozoides humanos. Segundo o que esta descrito por estes e outros
autores, estas diferencas rondam os 2,8-3% em humanos ¢ variam entre os 2,3-12,5%
noutras espécies de mamiferos (Cran & Johnson, 1996; Sills et al., 1998; Fugger, 1999;
Garner, 2006). A assun¢do de que os diferentes cromossomas sexuais poderiam ter
diferentes tamanhos acabou por ser o elemento propulsor da descoberta. Estudos ao
nivel do caridtipo vieram confirmar a suposic¢ao (Sills ez al., 1998).

Na prética, o que vai permitir a separacao de espermatozoides ¢ a ligacao prévia de
marcadores de fluorescéncia que, ao ligar aos acidos nucleicos, levam a quantificagdo
precisa do ADN nuclear (Seidel & Garner, 2002). Varios corantes foram assim testados,
porém o Unico que mostrou ser eficaz foi o bisBenzimide Hoechst 33342 (H33342)
utilizado por Johnson e colaboradores em 1993. O H33342 ¢ um marcador de células

vivas que permeia a membrana e liga selectivamente aos pares de base de adenina e
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timina (A-T). Com vista a optimizar a separagdo, ¢ comum recorrer-s€ a marcagao
combinada de H33342 e iodeto de propideo (IP). O IP ¢ também um marcador nuclear,
porém a sua ac¢cdo manifesta-se apenas em células com a membrana comprometida,
pelo que permite a diferenciacdo de células vidveis (normais) de células ndo viaveis
(necrdticas e apoptoticas). A ligacdo ao ADN ¢ feita através da sua intercalacdo entre os
pares de bases. Na verdade, devido ao potencial mutagénico do IP alguns autores
sugerem a utilizacdo de corantes alimentares (Johnson & Welch, 1999;
Schenk et al., 1999).

Um importante atributo que difere entre os espermatozdides das diferentes espécies
de mamiferos ¢ a forma da cabeca. Na maioria dos casos, os espermatozdides destes
animais apresentam uma cabeca oval e achatada, a excepcdo dos roedores e
monotrématos (Garner, 2006). O recurso as diferencas existentes entre o0s
espermatozodides portadores de um cromossoma X ou Y ndo depende apenas das
diferengas encontradas ao nivel do ADN, mas depende também da capacidade de
conseguir orientar esses espermatozéides durante a sua passagem pela zona de medicao
do citometro de fluxo (Garner, 2006; Sharpe & Evans, 2009). De um modo geral,
os espermatozoides com cabegas ovais e mais achatadas tendem a posicionar-se
correctamente mais depressa do que os espermatozdides com cabecas arredondadas ou
angulares, devido as suas propriedades hidrodindmicas. Com base nesta caracteristica,
estudos comparativos realizados em diferentes espécies sugerem que 0s
espermatozdides humanos sdo cerca de quatro vezes mais dificeis de separar do que os
espermatozoéides de touro ou javali, por exemplo (Garner, 2006).

Uma boa resolugdo do contetdo de ADN pode ser conseguida através da

optimizagdo da marcacdo da cromatina para cada espécie. Contudo, este processo €
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bastante mais complexo, na medida em que ¢ igualmente necessario considerar a
susceptibilidade dos diferentes gdmetas ao laser, bem como a pressdo a que estes estdo
sujeitos ou mesmo a propria resisténcia as condi¢cdes do meio. Assim, estas razdes
fazem da separacdo de espermatozoides um processo varidvel ndo s entre espécies mas
também entre individuos de uma mesma espécie (Garner, 2006). A anélise de lesdes ao
nivel do ADN de espermatozoides de bovino, ao longo dos varios passos do processo de
separacdo, revelou que hd uma diminuicdo na integridade da cromatina, ndo s6 devida a
exposi¢ao ao H33342 mas também devida a exposigao ao laser (Garner, 2006).

Seguindo outra abordagem, alguns estudos foram realizados no sentido de avaliar a
eficacia da separacdo de espermatozdides apds a sua criopreservacdo € O seu
descongelamento. Num trabalho publicado por O’Brien e associados mostrou-se ser
possivel a obtengdo de subpopulagdes enriquecidas em espermatozoides portadores de
um cromossoma X, tanto em amostras frescas como em amostras que sofreram o
processo de criopreservacao e descongelacdo (O’Brien ef al., 2005).

Outro topico de elevada importdncia, no que concerne a separagdo de
espermatozodides, relaciona-se com a validacdo dos resultados obtidos. De que modo
podemos demonstrar que o que estamos a obter sdo de facto subpopulacdes
enriquecidas em espermatozoides X ou Y?

Um dos métodos mais utilizados na validacdo de subpopulacdes ¢ a hibridizagdo
fluorescente in situ (FISH), estando contudo descrito o recurso a outros métodos de
analise, como a electroforese capilar ou a reac¢do de polimerizagdo em cadeia em
tempo real (RT-PCR) (Flaherty & Matthews, 1996; Fugger et al., 1998; Fugger, 1999;
Checa & Candn, 2002; Puglisi et al., 2006). A preferéncia apresentada deve-se ndo s6

ao facto da técnica de FISH permitir a identificacdo individual dos cromossomas
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sexuais usando marcados especificos do X e do Y, mas também devido a rdpida
obtencdo de wum screening de um elevado numero de espermatozoides
(Flaherty & Matthews, 1996). Com base nesta confirmacao de resultados, calcula-se ser
hoje possivel predeterminar o sexo da descendéncia de varias espécies com uma
precisio de 85-95% (Cran & Johnson, 1996; Seidel & Garner, 2002).
Em Humanos, Johnson e colaboradores demonstraram que essa separagdo podia ser
conseguida com uma pureza de 80-85% para espermatozdides portadores de um
cromossoma X e cerca de 75% para espermatozoides portadores de um cromossoma Y
(Johnson et al., 1993).

Actualmente, estdo descritas varias aplicagdes para as quais o recurso a técnica de
FACS pode ser uma solugdo. De um modo geral, esta técnica ¢ muito utilizada no que
respeita a gestdo e conservacdo de espécies animais (O’Brien et al., 2005).
A reproducdo de populagdes de animais selvagens que vivem em cativeiro dependem
muitas vezes da aplicacdo deste método. Como exemplo disso temos o caso do Gorila
de planicie ocidental (Gorilla gorilla gorilla). Estes animais vivem normalmente em
grupos constituidos por vérias fémeas e apenas um macho, o que leva a que, quando em
cativeiro, seja necessario separar os machos que atingem a maturidade sexual.
Esta situacdo faz com que haja um nimero insuficiente de fémeas disponiveis para
formar novos haréns para os machos excedentes (O’Brien ef al., 2005).

Em humanos, o desejo de determinar o sexo da descendéncia prende-se
essencialmente com valores sociais ou com a tentativa de prevenir o aparecimento de
doencas associadas a cromossomas sexuais. Por outro lado, quando se trata de outras
espécies prevalecem os interesses economicos, nomeadamente através do melhoramento

genético e da optimizacdo da gestdo de exploragdes animais (Cran & Johnson, 1996).
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Os produtores de leite, por exemplo, preferem ter uma preponderancia de crias do sexo

feminino, enquanto que aos produtores de carne ¢ mais vantajoso o inverso.

Bioenergética

Qualquer reac¢do bioquimica envolve o fluxo de energia, dai ser vélida a aplicacao
do termo bioenergética a todas as ciéncias da vida.

A bioenergética emergiu como disciplina durante os anos cinquenta, na sequéncia da
procura por uma solu¢do para o mecanismo através do qual a energia disponivel,
obtida quer por oxidagdo de substratos quer por absor¢do de luz, ¢ acoplada a reacgdes
celulares, como a sintese de ATP ou como a acumulacao de ides através da membrana.
No seguimento destes estudos ¢ estabelecida a teoria quimiosmotica, perfeitamente
aceite nos dias de hoje. A esséncia desta teoria ¢ a existéncia de uma bomba protdnica
capaz de gerar um gradiente de protdes tal, que conduz a reversdo do funcionamento de
uma segunda bomba protoénica, levando assim a sintese de ATP a partir de adenosina
difosfato (ADP) e fosfato (Pi). Contudo, no periodo compreendido entre 1965 e 1980
esta area encontrava-se quiescente e pouco desenvolvida, e s6 apos alguns progressos
conseguidos no que respeita a elucidacdo dos mecanismos moleculares de certos
complexos proteicos, muitos dos quais sdo agora compreendidos a nivel atomico,
¢ que este campo mostrou ser promissor (Nicholls & Ferguson, 2002).
Por outro lado, a explosdo paralela de estudos relativos a fisiologia mitocondrial veio
permitir também um melhor conhecimento do funcionamento celular. No entanto,
o papel da mitocondria na reproducdo masculina permanece um enigma por desvendar

(Rajender et al., 2010).
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A Mitocondria e a (In)Fertilidade Masculina

O factor masculino continua a ser apontado como uma das principais causas da
infertilidade humana e, em muitos casos, este problema ¢ conduzido de forma empirica
e sem recurso a evidéncias cientificas (Isidori et al., 2005; Makker et al., 2009;
Tournaye et al., 2012). E certo que varias podem ser as causas que conduzem a
infertilidade masculina, porém num grande nimero de casos essa causa permanece
idiopatica, o que reflete o fraco conhecimento do processo de espermatogénese e
mecanismos associados (Rajender et al., 2010). Para além das razdes convencionais que
levam a esta incapacidade, como sejam o varicocelo (sindrome anatomico de
varizes escrotais), a criptorquidia (auséncia de um ou ambos os testiculos da bolsa
escrotal, permanecendo no interior da cavidade abdominal), algumas lesdes
obstructivas, infec¢cdes e traumas ou certos tumores, tem havido uma intensa procura
por outras causas que possam estar também a condicionar o sucesso reprodutivo
(Makker et al., 2009). Neste sentido, varios estudos tém sublinhado o importante papel
desempenhado pela mitocondria na fertilidade masculina, nomeadamente ao longo do
processo de espermatogénese (Ho & Wey, 2007, Makker et al, 2009;
Ramalho-Santos et al., 2009; Rajender et al., 2010).

Durante a diferenciacdo dos espermatideos, algumas mitocondrias, assim como
grande parte do citoplasma, sdo perdidos apos fagocitose dos corpos residuais
(Ramalho-Santos et al., 2009). Contudo, deve haver uma forte razdo bioldgica para a
retengdo do elevado numero de mitocondrias na regido anterior da cauda.
Apesar do papel destes organelos no espermatozoide ndo estar totalmente estabelecido,
parece ser consensual que a energia fornecida pelas mitocondrias pode ser usada com

varios propositos, sendo a fosforilagdo oxidativa a fun¢do imediatamente associada a
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mitocondria (Ramalho-Santos et al., 2009; Ruiz-Pesini ef al., 2000). Estes organelos
localizam-se no citoplasma de qualquer célula animal ou vegetal, apresentando na sua
estrutura uma dupla membrana que compde o espacgo intermembranar, delimitado entdo
por uma membrana externa e outra membrana interna. Este espaco caracteriza-se pela
existéncia de um elevado niimero de proteinas, sendo ainda palco para a fosforilacao
oxidativa (Rajender et al., 2010; Ramalho-Santos ef al., 2009). Para além disto,
as mitocondrias destacam-se dos restantes organelos celulares na medida em que
apresentam o seu proprio genoma, de origem exclusivamente materna
(Giles et al., 1980).

Actualmente, foram j& descritas varias mutacdes ao nivel do genoma mitocondrial de
homens inférteis, mutacdes essas que indicam que um mau funcionamento da respiragdo
mitocondrial pode contribuir para a infertilidade masculina (Shivaji et al., 2009).
De facto, certas delec¢gdes do ADN mitocondrial conduzem a oligo e astenozoospermia
em ratinhos, bem como altera¢des ao nivel da fosforilacdo oxidativa, ou da sintese de
ATP em geral em espermatozoides de mamiferos, comprometem a mobilidade destas
células (Nakada et al., 2006; Ruiz-Pesini et al., 2000). A mobilidade reduzida dos
espermatozodides, juntamente com a sua baixa concentracdo, ¢ apresentada como grande
causa para a infertilidade. Ainda no que respeita a danos no ADN mitocondrial,
foi proposto por St. John e colaboradores que ndo s6 nos espermatozoides estes danos
podem ser determinantes, avangado com a ideia de que alteragdes no ADN mitocondrial
em células de Sertoli e outras células de suporte podem levar a perdas na produgdo de
energia, resultando numa espermatogénese deficiente (St. John et al., 2000).

Apesar da fosforilagdo oxidativa ser considerada essencial para a fungdo e normal

fisiologia dos espermatozoides por alguns autores (Spiropoulos et al., 2002), outros
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defendem que estas células necessitam igualmente do ATP gerado no processo
glicolitico, ndo s6 na sua mobilidade mas também para eventos como hiperactivagdo e
fosforilagdo de proteinas em residuos de tirosina (St. John et al., 2000;
Hung et al., 2008). No entanto, Ford mostra num trabalho realizado em 2006 que,
mesmo inibindo a glicdlise, os espermatozdides mantém a sua capacidade de progressao
(Ford, 2006). A existéncia desta discordia, a par com a falta de suporte cientifico, leva a
que ndo haja um consenso no que respeita a verdadeira importancia de cada uma destas
vias na producdo de energia. O que ¢ realmente importante ¢ ndo direcionar os esfor¢os
apenas na compreensdo dos mecanismos de producdo de ATP, e sim considerar todas os
outros eventos que ocorrem no espermatozoide, como a hiperactivagdo, reaccao
acrossdmica e capacitacdo, por exemplo. Dos métodos descritos até hoje para
quantificagdo desta molécula energética, ¢ comum recorrer-se com mais frequéncia a
cromatografia liquida de fase reversa de alta eficiéncia (HPLC) ou @ determinagdo por
bioluminescéncia através do método da Luciferase.

Certas evidéncias apontam ainda para o envolvimento de proteinas mitocondriais no
processo de capacitacdo, sendo que a via de sinalizagdo que envolve fosforilagcdo
dependente de cAMP de proteinas em residuos de tirosina estd apenas descrita para
espermatozdides (Shivaji et al., 2009). Em adi¢do, estudos tém indicado que a
actividade da proteina cinase A (PKA) ¢ essencial para esta fosforilagdo, assim como
para a hiperactivacdo e rec¢do acrossomica nestas células (Lefievre et al., 2002).
E notério aqui uma vez mais o importante papel da mitocondria no que respeita a vias
metabolicas, na medida em que esta descrito que estes organelos regulam os niveis de
varios segundos mensageiros, como ¢ o caso do célcio e das espécies reactivas de

oxigénio (Kroemer et al., 1997; Ruiz-Pesini et al., 2007).
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Qualquer célula que viva num ambiente aerdbio lida constantemente com o paradoxo
do oxigénio: o oxigénio € necessario para que haja vida, mas os seus metabolitos podem
modificar algumas fung¢des celulares, por em risco a sobrevivéncia da célula ou ambos
(Agarwal et al., 2003). Este stress oxidativo ¢ consequéncia do desequilibrio que pode
ser gerado entre a produgdo de ROS e os mecanismos de defesas antioxidantes do
organismo, estando por vezes este desequilibrio associado a infertilidade
(Agarwal et al., 2003; Armstrong et al., 1999; Makker et al., 2009).

Actualmente, esta estabelecido que ndo s6 os leucocitos presentes no sémen, mas
também os proprios espermatozoides, tém a capacidade de gerar ROS
(Aitken et al., 1996; Ford, 2004). Os espermatozoides sdo na verdade especialmente
susceptiveis a danos causados por stress oxidativo, na medida em que possuem na sua
membrana um elevado niimero de 4cidos gordos polisaturados, bem como uma reduzida
concentragdo de enzimas capazes de impedir a accdo das espécies reactivas.
Parte deste stress oxidativo interfere ndo s6 com a membrana das células, mas também
com a integridade do ADN presente no nucleo (Aitken et al., 1999). Todas estas
contribui¢des do stress oxidativo na actividade celular podem levar & apoptose precoce
dos espermatozoéides, o que se traduz numa diminui¢do da quantidade e qualidade dos
mesmos no ejaculado (Agarwal et al., 2003).

O papel das espécies reactivas de oxigénio, como elemento na transdugdo de sinal
em fendmenos fisiologicos, € um conceito recente e que vem alterar a ideia de que estas
moléculas t€ém um efeito tUnica e exclusivamente deletério para as células
(O’Flaherty et al., 2006). A activacdo de diversas cascatas de sinalizagdo associadas a

certos processos fisioldgicos, como a capacitagao, esta intimamente modulada por ROS,
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que tanto pode ter origem na propria célula como pode ser proveniente do meio

envolvente (de Lamirande & Lamothe, 2009).

Objectivos

O ejaculado humano ¢ extremamente heterogéneo e pensa-se que inclua um baixo
nimero de gametas verdadeiramente funcionais (Sousa et al., 2011). Tendo isto por
base, varios estudos tém tentado demonstrar que existem de facto diferentes
subpopulagdes de espermatozoides com diferentes caracteristicas bioquimicas e
fisiologicas, cuja identificacdo levard idealmente a seleccdo e separacdo de uma
subpopulagdo de espermatozdides mais funcionais e com maior capacidade de fertilizar
0 ovocito.

Actualmente, estd ja descrito que espermatozdides com mitocOndrias activas
determinam uma subpopulacdo de células mais funcionais, subpopulacdo essa que
contém um maior numero de células capacitadas e com acrossoma intacto, menor
nimero de células com danos na cromatina e, ndo menos importante, células com maior
capacidade de descondensacdo apos fecundacdo e consequente participacdo nas fases
iniciais do desenvolvimento embrionario (Sousa et al., 2011).

Deste modo, um dos objectivos deste estudo consiste em determinar quais os niveis
de ATP presentes em espermatozdides com diferentes potenciais mitocondriais
membranares, numa tentativa de perceber de que modo € que estes niveis se relacionam
com a qualidade espermatica. Como foi referido, o ATP presente nestas células pode
ainda estar a influenciar a mobilidade dos espermatozodides, pelo que a quantificacio
desta molécula energética foi também realizada em subpopulagdes separadas pelo

método de swim-up.
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Neste estudo procurou ainda fazer-se a separacdo e caracterizagdo de subpopulagdes
de espermatozoides com base no cromossoma sexual de que sdo portadores, sem que
para isso fosse necessario o recurso a excitagao de fluoréforos por UV, ndo sé por causa
dos danos que esta excitacdo pode causar no ADN, mas também devido a questdes

técnicas, na medida em que o citometro utilizado ndo possui laser UV.
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Materiais e Reagentes

Todos os reagentes e compostos quimicos usados neste estudo foram adquiridos

através da Sigma (St. Louis, EUA), salvo algumas excepgoes citadas ao longo do texto.

Material Bioldgico

As amostras de sémen analisadas ao longo do trabalho foram provenientes de
individuos que recorreram ao Servigo de Reproducdo Humana dos Hospitais da
Universidade de Coimbra (HUC) com vista no tratamento de diversas situagdes clinicas.
As colheitas foram obtidas por masturbacdo, apdés um periodo de 3 a 5 dias de
abstinéncia sexual, estando estas essencialmente destinadas a realizacdo de TRA
(como sejam a FIV ou ICSI), ou simplesmente a uma analise de rotina (espermograma).

Todos os individuos foram esclarecidos e, de livre vontade, deram o seu
consentimento para a utilizagdo com fins cientificos do material bioldgico excedente,
de acordo com as directrizes do quadro interno de revisao fornecido pelos HUC.

A separacdo dos espermatozoides do liquido seminal e restantes células foi feita
através do tratamento prévio das amostras, preparadas por centrifugacdo em gradiente
de densidade, utilizando os meios de separacdo de espermatozdides de acordo com o
descrito pelo fabricante (Isolate; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA). De seguida,
os espermatozdides foram lavados e ressuspendidos em meio de preparagdo de

espermatozoéides (SPM; Origio, Jyllinge, Dinamarca).

Numero de Espermatozoides

A contagem dos espermatozoéides foi feita utilizando uma cadmara de Makler, de
modo a determinar a concentracao de cada uma das amostras analisada. Para facilitar a

determinag¢do do nimero de espermatozoides procedeu-se a imobilizacdo dos mesmos

| Il - MATERIAIS E METODOS 32
I




Propriedades de Subpopulagdes de Espermatozoides Humanos: Sexo e Bioenergética

através do choque osmotico provocado pela dgua, na qual foram feitas as dilui¢des das
amostras antes de cada contagem.
Todos os valores apresentados representam o numero de espermatozoides

(em milhdes) por mililitro.

Marcac¢ao de Espermatozoides para FACS

... com Base no Conteudo em ADN

A separacao de subpopulacdes de espermatozodides, considerando o seu conteudo em
ADN, foi feita com recurso a trés sondas nucleares distintas. Contudo, apesar das
diferengas existentes, estas sondas t€ém em comum o facto de ligarem quantitativamente

ao ADN, onde residem entdo as variagdes que pretendemos explorar.

DRAQS™

Derivado da antraquinona, o DRAQS5™ (BioStatus Limited, UK) foi recentemente
introduzido como novo método de marcacao e visualizacdo do ADN e da cromatina.
Altamente permeante, a utilizagdo deste composto parece ser das mais indicadas no que
respeita @ marcagcdo de células vivas quando comparado por exemplo ao H33342,
na medida em que ao emitir na gama do far-red evita a exposi¢do a UV. O facto de nao
interferir com a fluorescéncia da maioria dos marcadores utilizados ¢ também
apresentado por alguns autores como uma vantagem pratica (Mari et al., 2010).

Numa fase inicial, procedeu-se a determinacdo da concentracio de DRAQS5S™
(BioStatus Limited) menos toxica para os espermatozoides, através da exposi¢do dos
mesmos a vdrias concentragdes de sonda durante diferentes periodos de tempo.
Deste modo, foram testadas neste ensaio seis concentracdes (5, 10, 15, 20 e 50uM),

tendo sido verificada a viabilidade das células ao fim de cinco minutos
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(tempo de incubacdo com a sonda) e uma hora, visto tratar-se da duracao provavel para
cada separagdo.

Posto isto, e uma vez estabelecido o valor a partir do qual a viabilidade celular
parece ficar comprometida, foram testadas também diferentes concentracdes para
FACS, com vista na obten¢@o de uma separagao mais eficaz.

A marcacdo dos espermatozoides com DRAQS™ foi feita através da incubagdo

directa das células com a sonda, de acordo com o seguinte protocolo:

Marcacio de Espermatozéides com DRAQ5™ para FACS

- Preparagdo de uma suspensio celular contendo 20x10° espermatozéides (spz)/ml em

meio SPM;

- Adicdo directa do DRAQS5™ 3 suspensdo celular a partir de um stock com
concentracdo de SmM. As concentragdes utilizadas neste trabalho para marcagdo das
amostras foram de 5 e 10uM num volume final de 1500ul;

- Agitagfo ligeira da suspensdo celular e consequente incubagdo durante 5 min. a

temperatura ambiente ¢ no escuro.

Nota: Uma vez que ndo € necessario recorrer a nenhuma lavagem, o DRAQS5S™ ¢
normalmente o Ultimo passo de coloragdo, mesmo nos casos em que seja necessario

aplicar algum tratamento adicional as células.

Vybrant® DyeCycle™ Violeta

O DyeCycle™ Violeta (DCV; Molecular Probes) ¢ um fluorocromo
convenientemente utilizado na andlise do conteudo de ADN na medida em que,
ao contrario do H33342, ndo requer excitagdo por UV, podendo ser excitado com lasers
violeta. A par com o0 DRAQ5®, este marcador representa uma importante ferramenta
em estudos de ciclo celular, visto tratar-se de uma sonda selectiva para o ADN que
permeia a membrana celular e emite um sinal fluorescente proporcional a massa de

ADN, ap0s a sua ligacdo a0 mesmo.
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Neste caso, a marcacao das células foi feita de acordo com o seguinte protocolo:

Marcacio de Espermatozéides com Vybrant® DyeCycle™ Violeta para FACS

- Preparagdo de uma suspensdo celular contendo 20x10° spz/ml em meio SPM;

- Adigdo directa do DyeCycle™ Violeta a suspensdo celular a partir de um stock com
concentracdo de 5SmM. A concentracdo utilizada neste trabalho para marcacdo das
amostras foi de SuM num volume final de 1500pl;

- Agitacdo ligeira da suspensdo celular e consequente incubagido durante 30 min. a 37°

no escuro.

Hoechst 33342

Por fim, a ultima sonda testada para a separacdo de subpopulagdes com base no
contetdo de ADN foi o H33342 (Molecular Probes) que, como ja foi referido, ¢ talvez o
biomarcador de ADN mais utilizado para este fim.

O protocolo usado nesta marcagao apresenta apenas ligeiras diferencas relativamente
as sondas anteriores, sendo que neste caso experimentou-se também a marcacio

combinada de H33342 e IP (Molecular Probes).

Marcacio de Espermatozéides com Hoechst 33342 para FACS

- Preparacio de uma suspensio celular contendo 20x10° spz/ml em meio SPM;

- Preparagdo de um stock secundario a partir de um stock primario com 16,2mM;

- Adicdo do H33342 a suspensdo celular a partir do stock secundario com concentragdo
de 900uM. A concentragdo utilizada neste trabalho para marcagdo das amostras foi de

9uM num volume final de 1500ul;

- Agitacdo ligeira da suspensdo celular e consequente incubacdo durante 45 min. a 37°

no escuro.

Nota: No ensaio em que foi utilizado o IP, as células foram expostas a uma
concentracdo final de 240nM do composto. A incubagdo ocorreu durante 20 min. a 37°

no escuro.
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FACS

Feitas as marcacdes mencionadas, as diferentes amostras foram separadas utilizando
um citometro de fluxo acoplado a um sistema de cell sorting (BD FACSAria III;
BD Biosciences, NJ, USA). Para cada separacdo, foram obtidas cerca de um milhdo de
células por populagdo, sendo que foi utilizada a menor pressdo disponivel, de forma a
preservar a viabilidade celular. Ao aumentar o tamanho do feixe vamos diminuir a
velocidade e a pressao a que as células ficam sujeitas.

Na escolha dos lasers tivemos em consideragdo os comprimentos de onda de
excitagdo de cada uma das sondas utilizadas, sendo que no caso do H33342 houve
alteracdo do protocolo original, na medida em que ndo foi possivel aceder a um sistema

com laser UV. Assim, foi utilizado o laser violeta para excita¢dao desta sonda.

Confirmacio da Separacao

Apds marcagdo e consequente separagao dos espermatozoides, procurou encontrar-se
um meio que permitisse uma identificacdo eficaz do tipo de células obtidas em cada
separagdo, ou seja, confirmar se as subpopulacdes separadas eram de facto compostas
maioritariamente por espermatozodides portadores de um cromossoma X ou por
espermatozodides portadores de um cromossoma Y. Posto isto, para confirmar a
separacdo foi utilizado o método de FISH, consensualmente aceite para este proposito,
bem como o método de coloragdo com Mostarda de Quinacrina, descrito por alguns
autores como possivel meio de distingdo entre os cromossomas sexuais (Barlow &

Vosa, 1970; Ericsson, R. J. et al., 1973; Roberts, A. M. & Goodall, H., 1976).

Mostarda de Quinacrina
Nos anos 70, a coloracdo dos cromossomas com Mostarda de Quinacrina era
frequentemente usada, estando descrito na literatura que a regido distal do brago longo
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do cromossoma Y de células humanas em metafase apresenta uma zona cuja
fluorescéncia ¢ mais intensa quando comparada aos outros cromossomas.
Barlow e Vosa avancam ainda que esta propriedade estd também presente nos
espermatozoides humanos maturos (Barlow & Vosa, 1970). A regido referida da-se o
nome de F-body.

Numa tentativa de reproduzir semelhante observacdo, procuramos testar este tipo de
método uma vez que, comparativamente a técnica de FISH, o protocolo de coloragao
com a Mostarda de Quinacrina apresentaria vantagens técnicas € economicas.
Deste modo, testimos o protocolo descrito por Barlow e Vosa em 1970.
Este método consiste na marcagdo das laminas (apds preparacdo prévia de esfregacos
contendo espermatozdides) com uma solucdo de Mostarda de Quinacrina (0.005%)
dissolvida em agua. As laminas permaneceram nesta solu¢do durante 20 minutos dentro
de uma jarra de Coplin, para posteriormente serem observadas ao microscopio de
fluorescéncia. O outro protocolo testado estd descrito por Check e colaboradores,
e consiste na marcagdo dos espermatozodides com uma solu¢do 0.1% de Mostarda de
Quinacrina dissolvida em agua. Neste caso, a amostra ¢ a solucdo foram misturadas
numa ldmina com vista na obtencdo de um esfregaco celular. Ap6és montagem desta
preparacdo, as laminas foram igualmente observadas ao microscopio de fluorescéncia
(Check et al., 2000). No entanto, e tanto quanto pudemos observar com as condi¢des
utilizadas, ndo ¢ possivel identificar nenhuma estrutura que permita fazer a referida

distin¢do entre os diferentes tipos de cromossomas (Figura 8).

FISH
O estudo citogenético de gametas humanos ¢ um desafio, principalmente devido a

alta condensacdo da cromatina presente na cabeca dos espermatozoides. Deste modo,
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estdo descritos varios protocolos que visam a descondensagdo prévia destas células,

com intuito de melhorar a hibridizacdo das sondas que vao ser utilizadas.

Figura 8 — Observacao de espermatozédides marcados com Mostarda de Quinacrina ao
microscopio de fluorescéncia.

Existe actualmente uma grande variedade de sondas, adquiridas comercialmente
consoante o tipo de estudo em causa. As sondas podem ter maior ou menor
especificidade em detectar determinadas regides estruturais dos cromossomas
(como ¢ o caso das regides o—satélite proximas dos centromeros), detectar e definir
translacdes, assim como dele¢des ou duplicagdes em genes especificos, podendo ter
também uma relevancia extrema na identificacao de cromossomas (Barch et al., 1997).

Uma vez que procuramos fazer ndo s6 a identificacdo do cromossoma sexual
presente nos diferentes espermatozoides, mas também determinar qual a sua localiza¢do
na cabeca dos mesmos, foi utilizado o protocolo descrito por Teresa Almeida Santos e
colaboradores (Almeida-Santos et al., 2002). Este protocolo prima pela possibilidade de
haver hibridizacdo sem comprometer a morfologia das células, facilitando assim a
observacdo da regido onde os cromossomas se encontram. Contudo, esta conservagdo
da morfologia dos espermatozdides conduz a um elevado ntimero de espermatozoides
sem marcagdo, o que podia influenciar os resultados obtidos nas contagens. Daqui

surgiu a necessidade de optimizar um protocolo de descondensagdo complementar.
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Na figura 9 sdo apresentadas as imagens relativas aos diferentes tipos de

descondensacao testados.

CTR

TRIS 1.5M (30°) TRIS 1.5M (15”) TRIS 0.5M (45”)

NaOH

Figura 9 — Observacao de espermatozdides ao microscopio de fluorescéncia sujeitos a
diferentes protocolos de descondensagdo nuclear.

Dos varios protocolos descritos para descondensar o nuacleos das células,
foram testados quatro métodos distintos, que diferem ora na solu¢do usada, ora no
tempo de exposicdo a mesma (Chantot-Bastaraud et al., 2007; Blanco et al., 1996;
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Macheyv et al., 2005; Martini et al., 1995; Zeyneloglu et al., 2000). Foi entdo observado
que, para as solucdes de TRIS testadas, a concentragdo de 1.5M leva a uma
descondensacao das células, no entanto essa descondensagdo nao ¢ ideal
(aos 15 minutos), na medida em que ha apenas uma ligeira expansdo do ntcleo.
O aumento do tempo de exposi¢do a solucdo (30 minutos) também ndo veio solucionar
o problema, uma vez que pareceu haver uma desidratacdo das células, que ndo s6 ndo
expandem o nudcleo como parecem danificadas apds esse tempo. A terceira solugdo
usada (TRIS 0.5M durante 45 minutos) mostra por seu turno uma descondensacdo
excessiva da cabega dos espermatozoides, o que nos levou a optar pela solucdo de
NaOH. A exposicdo das laminas a esta solucdo revelou ser eficaz na obtencdo de
nlcleos perfeitamente descondensados em apenas 5 minutos. Assim a seleccdo do
método a usar foi feita com base no protocolo mais simples e que mostrou mais tarde,

j& na presencga das sondas de FISH, ndo comprometer o resultado final da marcagao.

O protocolo de FISH utilizado para confirmar a eficicia da separagdo de

subpopulagdes de espermatozodides, consoante o conteudo em ADN, foi:

Hibridizacao Fluorescente in situ

- Preparacdo de um esfregaco com as células obtidas na separagao;
- Coloragdo das laminas através do método tipo Diff-Quik® (Dade Behring Inc.,
Newark, USA) descrito em Sousa et al., 2009;

Nota: A coloragdo tipo Diff-Quik® foi utilizada para comprovar a existéncia de

espermatozoides no esfregago, sendo que neste passo ¢ possivel armazenar as laminas a

-20°C até realizagdo do FISH.

- Descondensagdo dos espermatozoides durante 5° numa solugdo de NaOH;

- Descoloragdo das laminas com metanol (100%) durante 10°’;
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- Desidratagdo da amostra com etanol em concentragdes crescentes (70, 80 e 100%)

durante 2°’;

- Adi¢do da mistura de hibridizagdo composta por agua, tampdo de hibridizagdo e
sondas CEP X e CEP Y (Vysis, Inc.);

- Revestimento da lamina com a lamela e adi¢do da cola;

- Codesnaturagdo do ADN a 90°C durante 10’ usando um sistema Hybrite (Abbot
Molecular, USA);

- Hibridizagdo overnight a 42°C numa estufa;

- Remocao da cola e da lamela;

- Lavagem da ldmina numa solugfo salina 0,4x Citrato de Sodio (SSC) / 0,3% NP40
durante 90°° a 72°C no escuro;

- Lavagem da lamina numa solugdo salina 0,2% SSC / 0,1% NP40 durante 10>’ a

temperatura ambiente no escuro;

- Adigdo de Antifade com DAPI (Vectashield; Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA).

...com Base no Potencial de Membrana Mitocondrial

A determinacdo do potencial de membrana mitocondrial pode ser facilmente

conseguida através do recurso a sondas cationicas especificas, tais como carbocianina,
rodamina e derivados da rosamina (Amaral & Ramalho-Santos, 2010).

Neste trabalho, a separacdo de subpopulagdes de espermatozoides considerando o

PMM foi feita através da marcagdo das amostras com a sonda Mitotracker Green

(MT-G; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA).

Mitotracker Green

O funcionamento do MT-G passa pela sua acumulagdo selectiva ao nivel da matriz
mitocondrial de acordo com o seu potencial, onde covalentemente liga a proteinas
através da reaccdo com grupos tiol livres presentes em residuos de cisteina. Desta
marcagdo resultam entdo espermatozoides com diferentes PMM (marcados a verde)

e espermatozoides sem potencial (ndo marcados).
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I Marcacio de Espermatozdoides com Mitotracker Green para FACS I

- Preparacio de uma suspensio celular contendo 20x10° spz/ml em meio SPM;

- Preparagdo de um stock secundario de MT-G a partir de um stock primario com 1mM;
- Adicdo do MT-G a suspensao celular a partir do stock secundario com concentragao
de 1uM. A concentragdo utilizadas neste trabalho para marcagdo das amostras foi de
20nM num volume final de 1500ul;

- Agitacdo ligeira da suspensio celular e incubacdo durante 15 min. a 37° no escuro.

I - A separagdo em si foi feita de acordo com o descrito na pagina 36, sec¢cdo FACS. I

Separaciao de Espermatozoides com Base na Mobilidade

Com vista na obtencdo de subpopulagdes de espermatozodides com mobilidade
progressiva distinta, recorreu-se ao teste clidssico de migracdo swim-up.
Este teste baseia-se simplesmente no movimento activo dos espermatozoides através do
meio utilizado no tratamento, permitindo deste modo a obtencdo de uma elevada
percentagem (>90%) de espermatozoides moveis e com morfologia normal na camada
superior do meio (Jameel, 2008). Da aplicagdo deste método obtemos entdo duas
subpopulagdes de espermatozoides, uma constituida por espermatozoides dotados de
mobilidade progressiva (migrados) e outra constituida pelos espermatozoides menos

moveis, sem capacidade de progressdao (ndo migrados).

Viabilidade

Eosina-Nigrosina
A viabilidade celular foi testada através de um teste de coloragdo de
espermatozodides, o teste de exclusdo de Eosina (Bloom, 1950). Este teste consiste na
coloracdo sequencial da amostra, primeiro numa solucdo de Eosina seguida pela
exposicdo a uma solucdo de Nigrosina. A Eosina vai penetrar apenas nas células cuja

membrana se encontre comprometida, enquanto que a Nigrosina funcionard somente
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como contrastante, ou seja vai permitir a observagdo das células vivas que ndo foram

coradas pela Eosina (WHO, 2010).

Coloraciao de Espermatozéides com Eosina-Nigrosina

- Adigédo de 10ul de Eosina 1% a 10pul de amostra numa ldmina;
- Adicdo de 10pl de Nigrosina 10% a mistura sensivelmente 30 segundos apés a adigdo
da Eosina;

- Preparacdo de um esfregaco cerca de 30 segundos apds a adigdo da Nigrosina;

- Montagem das laminas para consequente observagdo ao microscopio.

A analise das laminas ao microscopio foi feita através da determinagdo do ntimero de
células coradas de vermelho (células mortas) e do numero de células brancas
(células vivas). No total foram contadas 200 células em cada lamina e calculadas as

respectivas percentagens de viabilidade.

ATP

O ATP presente nos espermatozoides foi quantificado pelo método da Luciferase
(Long & Guthrie, 2006; Torres-Flores et al., 2011). Contudo, a utilizagdo deste
protocolo esta descrita para células somaticas, pelo que foi necessario fazer a sua
optimizagdo para as células germinativas em estudo. Um dos passos essenciais nesta

optimizacao foi a adi¢do de um método eficaz para extragdo de ATP.

Extracdo do ATP

Apesar do kit utilizado na quantificacdo de ATP possuir um reagente de lise celular,
este ¢ dirigido apenas para células somaticas e, do que nos foi possivel observar, ndo
estava a ser eficaz nas células germinativas utilizadas. Deste modo, foi necessario
recorrer a um protocolo de extracdo adicional, de modo a aceder ao ATP existente no

interior das células.

| 11 - MATERIAIS E METODOS 43
|




Propriedades de Subpopulagdes de Espermatozoides Humanos: Sexo e Bioenergética

Extraciio do ATP de Espermatozoides com Acido Perclérico

- Lavagem da suspensdo de espermatozoides em 200ul de um meio composto por uma
solugdo tampdo salina de fosfato (PBS), glucose e 3g/L de albumina sérica bovina
(BSA);

- Centrifugag@o durante 5’ a 2000 rpm;

- Adigdo de 200ul de PBS-Glu-BSA;

- Agitacdo durante 10’ num vortex;

- Adigdo de 200l de Acido Perclérico 0.6M + EDTA-Na 25mM em gelo;
Nota: A partir daqui usar sempre gelo!

- Agitacdo durante 10’ num vortex;

- Centrifuga¢do durante 2° a 4° ¢ 14000 rpm;

- Neutralizag@o do sobrenadante com KOH 3M + Tris 1.5M até pH=7.8;
- Centrifuga¢do durante 2° a 4° ¢ 14000 rpm;

- Armazenamento do sobrenadante a -80° (anotar o volume final).

Quantificagdo de ATP pelo Método da Luciferase

A luciferase tem como substrato um acido carboxilico complexo, denominado
luciferina. Como enzima bifuncional que €, a luciferase vai numa primeira fase actuar
como adenil-transferase, ao adenilar a luciferina a partir de ATP e com libertagdo de
pirofosfato. Numa segunda reaccdo actuard como oxigenase, havendo producdo de
oxiluciferina, AMP e dioxido de carbono. Esta ultima reac¢do ¢ ainda acompanhada
pela emissdo de luz. Assim, se considerarmos o ATP no meio limitante, podemos dizer

que a emissao de luz vai ser proporcional a quantidade de ATP existente em solucao.

Quantificacao do ATP em Espermatozdides

- Adi¢do num eppendorfde 100ul do 1x Somatic Cell ATP Releasing Reagent (reagente

de lise), 50ul de agua ultrapura e, ja em gelo, 50ul da amostra a analisar;

Paralelamente deve correr-se um padrao interno:
- Adicdo num eppendorf de 100ul do reagente de lise, S50ul do ATP Standard (diluido

convenientemente) e, também em gelo, 50pul da amostra em analise;
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I Nota: Para um melhor resultado, a quantidade de ATP adicionada com o Standard I

I deve conter aproximadamente a mesma quantidade de ATP medida na amostra.

- Adigao de 100ul da WS A (ATP Assay Mix Working Solution) a cada um dos pogos
onde vai ser feita a leitura. Agitacdo ligeira, deixando 3’ a temperatura ambiente.

- Adigdo de 100ul do eppendorf que contém a amostra a analisar ao respectivo pogo da
placa;

- Noutro poco da placa, adi¢do do padriio interno seguida da leitura imediata da luz

I emitida usando um luminometro. I

A quantificagdo do ATP foi efectuada nas subpopulacdes de espermatozoides
MitoTracker positivos/negativos e nos migrados/ndo migrados, sendo que a quantidade
de ATP presente na amostra ¢ apresentada em picamole (pmol) por milhdo (10°) de
espermatozdides e foi calculada através da seguinte equacgao:

ATPsam) = ATP1s) X Lsam) / L(sam+1s) — L(sam)

ATP(sam)y - Quantidade de ATP na amostra (em moles);
ATPgs) - Quantidade de ATP adicionado como padrdo interno (em moles);
L(sam) - Luz emitida pela amostra;
L(sam+1s) - Luz emitida pela amostra mais o padrdo interno.

Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi efectuada com recurso ao software
IBM SPSS® 20 (Chicago, Il.). A normalidade dos dados foi avaliada através do teste
Kolmogorov-Smirnov. Nos casos em que compardmos os niveis de ATP entre
espermatozdides com diferentes PMM recorreu-se ao teste t para amostras
independentes, de forma a testar a igualdade entre médias. A ANOVA de uma via foi
usada para comparar os niveis de ATP entre subpopulacdes separadas com base na
mobilidade. Todos os dados obtidos apresentam homogeneidade de varidncias.
Os resultados estdo expressos como médias + desvio padrdo, sendo que a relevancia

estatistica foi considerada quando p<0.05.
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Separacio de Espermatozoides...

A separacdo de diferentes subpopulagdes celulares permitiu-nos a anélise de diversas
caracteristicas presentes nos espermatozoides humanos. Como ja vimos, existe uma
grande heterogeneidade celular entre espermatozoides de um mesmo individuo,

heterogeneidade essa que foi explorada ao longo deste trabalho de investigagao.

...com Base no Conteudo em ADN

Antes de qualquer tipo de separacdo, numa populacio de espermatozoides
provenientes de uma espermatogénese tipica, ¢ de esperar que a percentagem de células
portadores de um cromossoma X seja semelhante a percentagem de células portadores
de um cromossoma Y. Para comprovar tal facto, foi efectuada a confirmagdo desta
propor¢ao utilizando a técnica de FISH.

As contagens efectuadas foram feitas com recurso a microscopia de fluorescéncia e
revelaram a presenca de 48% de espermatozoides portadores de um cromossoma X

contra 52% de espermatozoides portadores de um cromossoma Y (Figura 10).

Figura 10 — Hibridiza¢do fluorescente in situ realizada em espermatozoides humanos
(n=1) com marcacao para os cromossomas sexuais X (a vermelho) e Y (a verde). As
contagens foram efectuadas com recurso a um microscépio de fluorescéncia, tendo sido
contadas 200 células.
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Posto isto, procedemos a marcacdo do ADN com as diferentes sondas nucleares
(DRAQS5™, DyeCycle™ Violeta e Hoechst33342), de modo a testar a eficacia da
separacdo de subpopulagdes enriquecidas ou em espermatozdides portadores de um

cromossoma X, ou em espermatozoides portadores de um cromossoma Y.

DRAQS

No que respeita ao DRAQS, antes da separagdo propriamente dita, foram testadas
varias concentragdes do composto, de forma a determinar a concentracdo de sonda a
partir da qual a viabilidade celular fica comprometida. Este passo foi necessario na
medida em que ndo estd descrito até a data o recurso a este derivado da antraquinona
para marcagdo de espermatozdides, e consequentemente o seu efeito nesta células ¢é

ainda desconhecido.

Ensaio de Toxicidade

Apesar do tempo de incubagdo deste composto ser de apenas 5 minutos, a exposi¢do
dos espermatozdides ao DRAQS5 foi superior, na medida em que o processo de
separacdo ¢ relativamente moroso. Deste modo, optdmos também por testar o efeito da
sonda 1 hora apos a incubacdo. Como vemos no grafico da figura 11, a viabilidade
celular parece ndo estar a ser afectada ao fim de 5 minutos, independentemente da
concentragdo usada. No entanto, apds 1 hora de exposicao a toxicidade do composto ja
¢ notoria, nomeadamente para concentragdes superiores a 15 uM.

Apb6s a andlise dos resultados obtidos (Figura 11), foram escolhidas duas
concentragdes de DRAQS (5 e 10 uM) para marcagdo das células. Feita esta seleccdo as

células foram marcadas e separadas por FACS.
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Figura 11 — Avaliacdo do efeito de diferentes concentracoes de DRAQS na viabilidade
dos espermatozdides apds 5 minutos (n=2) e 1 hora (n=3) de exposi¢do ao composto. A
determinagdo do numero de células vivas, bem como do nimero de células mortas, foi
conseguida com recurso ao teste de exclusdo da Eosina, tendo sido contadas 200 células
por lamina.

A separacdo das duas subpopulagdes de interesse foi conseguida comecando por
selecionar a nossa populacdo total de espermatozoides, consoante a complexidade e o
tamanho das células ja definidos em estudos anteriores (Varum et al., 2007).
Esta seleccdo estd representada nos dot plots da figura 12 (a esquerda). De seguida,
num segundo dot plot, onde temos apenas a nossa populacdo de espermatozoides,
seleciondmos apenas a populacdo positiva para o marcador utilizado (dot plots centrais
da figura). Finalmente, cridmos um terceiro dot plot, onde temos apresentada a
intensidade de fluorescéncia das células (figura 12, a direita). Neste dot plot definimos
duas areas a partir das quais foi feita a separacdo. Por um lado, a direita teremos os
espermatozdides com maior intensidade de fluorescéncia (logo, teoricamente,
com maior contetdo em ADN - B) e por outro lado, a esquerda teremos os
espermatozéides com menor conteudo em ADN (que se reflete numa intensidade de

fluorescéncia inferior - A).
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Figura 12 — Representacdo do processo de separagdo de espermatozoides marcados com
a sonda DRAQS, excitada com um comprimento de onda de 488nm. Foram testadas as
concentracdes de 5 (em cima) e 10 uM (em baixo).

Vybrant DyeCycle®
As subpopulagdes de espermatozoides marcados com a sonda DCV foram separadas
seguindo os mesmos passos referidos para o DRAQS (Figura 13). Contudo, neste caso a

excitacao foi feita com recurso ao laser violeta.
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Figura 13 — Representagdo do processo de separagdo de espermatozoides marcados com
a sonda DCV, excitada com um comprimento de onda de 407nm. A concentragdo de
sonda utilizada foi de 9 uM.
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Hoechst 33342

A tltima sonda testada, aquela que estd descrita como sendo a mais utilizada no

processo de selecdo dos cromossomas sexuais, foi 0 H33342. No entanto, no nosso caso

a excitagdo do marcador foi feita com recurso ao laser violeta, ¢ ndo UV como ¢

habitual. A esta altera¢do estd claramente associada a vantagem de evitar o potencial
mutagénico dos UV a que as células ficam sujeitas durante o processo de separagao.

Todos os passos do processo de separacdo foram ja descritos para as sondas

anteriores.
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Figura 14 — Representagao do processo de separagao de espermatozdides marcados com
a sonda H33342, excitada com um comprimento de onda de 407nm. A concentragdo de
sonda utilizada foi de 9 uM.

Eliminacao de Células Mortas (IP)

Considerando que, o critério de separacdo até este ponto tem sido o conteudo em
ADN presente nas células, contetido esse que ¢ deduzido com base na intensidade de
fluorescéncia emitida, ¢ de esperar que qualquer alteracdo ao nivel do sinal transmitido
pela célula durante a interrogacdo possa estar a interferir com a eficécia da separagao.
Deste modo, com vista na minimizag¢ao do problema, procurdmos excluir da equacao as
células mortas presentes na nossa populacao inicial (através da marcagdo combinada de

H33342 ¢ IP).
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O processo de seleccdo destas populagdes foi em tudo semelhante ao descrito
anteriormente, variando apenas no passo de exclusdo das células positivas para IP
(Figura 15). O IP, tal como muitos marcadores de viabilidade, penetra apenas nas
células cuja membrana se encontra comprometida, razdo pela qual seleciondmos as
células negativas para IP antes da separacdo (dot plot superior direito da figura).
Note-se que em nenhum dos casos obtivemos duas subpopulacdes distintas separadas

com base no conteido em ADN.

WU 0%C

SSC-A_LOG
. SSC-A_LOG

FSC-A_LOG |

9 uM

Figura 15 — Representacdo do processo de separacao de espermatozdides apos marcagao
combinada das sonda H33342 (9uM) e IP (240nM).
Confirmacdo da Separagdo
FISH
Todas as subpopulagdes obtidas apos cell sorting foram utilizadas para FISH,
de forma a confirmar a eficécia da separacao (Figura 16).
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Figura 16 — Hibridiza¢do fluorescente in situ realizada em espermatozoides humanos

com marcagio para os cromossomas sexuais X (a vermelho) e Y (a verde). A esquerda
esta representada uma subpopulacdo enriquecida com espermatozéides portadores de
um cromossoma X e, a direita, uma subpopulagdo enriquecida em espermatozéides
portadores de um cromossoma Y. As contagens foram efectuadas com recurso a um
microscopio de fluorescéncia, tendo sido contadas 200 células por lamina.

Na Tabela I sdo apresentadas as percentagens de espermatozdides que compdem
cada uma das subpopulagdes pretendidas, ou seja, na coluna relativa a subpopulacio
enriquecida com espermatozoides portadores de um cromossoma X obtivemos 67% de
espermatozdides realmente portadores de um cromossoma X, contra 33% de
espermatozodides portadores de um cromossoma Y, no que respeita a marcagdo com o
DyeCycle™ Violeta por exemplo. A mesma leitura deve ser feita para a coluna relativa
a subpopulagado enriquecida com espermatozdides portadores de um cromossoma Y.

Feita a andlise, podemos ver que 0 DRAQS5 ndo estd a permitir a separacdo destas
subpopulagdes para nenhuma das concentragdes testadas, ainda que aparente ser mais
eficaz no que respeita as subpopulagdes enriquecidas com espermatozoides portadores
de um cromossoma Y.

Por outro lado, tanto o DCV como o H33342 parecem estar a permitir um maior
enriquecimento de subpopulagdes com espermatozdides portadores de um cromossoma

X, 0 que ja ndo se verifica para o outro cromossoma sexual. A adicao de IP a separagdo
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induz um ligeiro aumento da eficicia de separacdo, contudo ndo atinge niveis
satisfatorios.
Tabela I — Eficacia de separacdo de subpopulagdes enriquecidas com espermatozoides

portadores dos diferentes cromossomas sexuais. As contagens foram efectuadas com
recurso a um microscopio de fluorescéncia, tendo sido contadas 200 células por lamina.

Subpopulacdo enriquecida em Subpopulagdo enriquecida em
Marcador [puM] espermatozoides portadores de espermatozoides portadores de

um cromossoma X (%) um cromossoma Y (%)
DRAQS
L, 10 53 59
DCV 9 67 55
9 63 57
H33342
o* 67 56

*Marcagao combinada de H33342 e IP.

Do que pudemos observar, ainda que tenha havido um enriquecimento de algumas
populagdes, no que respeita a percentagem de espermatozoides portadores de um
cromossoma X ou portadores de um cromossoma Y, este enriquecimento ndo foi
satisfatorio no geral. Consequentemente, decidimos ndo prosseguir para a caracterizacao
de espermatozoides portadores de diferentes cromossomas sexuais, na medida em que a
presenca de espermatozoides com um cromossoma Y na subpopulagdo X ainda era

consideravel, tal como o inverso.

Localizacao da marcacio

Paralelamente, e durante a determinacdo do cromossoma sexual de que os
espermatozdides eram portadores, procurdmos também definir a regido onde se
encontrava essa marcagdo. Consideramos por isso trés regides distintas na cabega dos

espermatozodides, consoante a marcacdo ocorresse na zona anterior, equatorial ou
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posterior da célula. A cauda dos espermatozoides foi utilizada como ponto de referéncia

para identificar as regides posterior e anterior da célula (Figura 17).

Figura 17 — Hibridizag¢do fluorescente in situ realizada em espermatozoides humanos
com marcacao para os cromossomas sexuais X (a vermelho) e Y (a verde). A imagem
foi obtida de uma subpopulag¢do enriquecida em espermatozoides portadores de um
cromossoma X.

Na tabela II encontram-se as percentagens relativas a posicdo ocupada pelos
cromossomas sexuais na cabe¢a dos espermatozdides. A andlise da localizacdo da
marcagdo dos cromossomas X e Y permitiu-nos determinar que, na sua maioria,
0s cromossomas sexuais ocupam a regido mais anterior da célula, parecendo ndo haver

diferengas entre as restantes regides.

Tabela II — Posi¢do da marcagdo dos cromossomas sexuais (X,Y) efectuada em
espermatozoides humanos. As contagens foram efectuadas com recurso a um
microscopio de fluorescéncia, tendo sido contadas 200 células por [amina.

Localizagdo da Cromossoma X Cromossoma Y

Marcagao (%) (%)
Anterior 60 52
Equatorial 20 28
Posterior 20 20
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...com Base no Potencial de Membrana Mitocondrial

A separacdo de espermatozdides considerando o seu PMM foi feita seguindo os
mesmos moldes descritos anteriormente para a separagdo com base no conteido em
ADN. Os espermatozoides foram selecionados no dot plot tamanho vs complexidade e a
partir daqui foi utilizado o histograma que mede a intensidade de fluorescéncia das
células (Figura 18), para separar as subpopulacdes como descrito anteriormente pelo

nosso grupo (Sousa et al., 2011).
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Figura 18 — Representagao do processo de separagao de espermatozdides marcados com
a sonda MT-G. A concentracdo de sonda utilizada foi de 20 nM.

Quantificagdo de ATP
A quantificagdo de ATP presente nas diferentes subpopulagdes separadas foi feita
através do ensaio da Luciferase, e revelou ndo existirem diferencas estatisticamente
significativas entre as subpopulacdes MitoTracker positiva e MitoTracker negativa,
tanto para as amostras provenientes de individuos normozoospérmicos (Figura 19)
como para as amostras provenientes de individuos astenozoospérmicos (Figura20).
Procuramos ainda comparar as subpopulacdes MitoTracker positivas de individuos
normozoospérmicos e astenozoospérmicos, bem como comparar as suas subpopulacdes
Mitotracker negativas. No entanto ndo foram igualmente encontradas diferengas

estatisticas entre os resultados obtidos.
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...com Base na Mobilidade

A separacdo de espermatozoides com base na mobilidade foi feita através do teste de
migracdo swim-up. As diferentes fracgdes obtidas foram separadas em migrados e nao
migrados, sendo que no final voltaram a reunir-se estas duas frac¢des de forma a obter o

total de células.
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Figura 19 — Quantidade média de ATP (pmol/10°) presente em espermatozoides de
individuos normozoospérmicos separados com base no seu potencial de membrana
mitocondrial. Cada subpopulagdo separada continha cerca de 1x10°de espermatozoides.
Os resultados representam a média + desvio padrdo dos niveis de ATP por milhdo de
células para cada amostra (n=11). Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas.

Quantificagdo de ATP - Astenozoospermia

300.0

250.0

200.0

150.0 1

100.0 7

Quantidade de ATP (pmol/10°)

MitoTracker + MitroTracker -

Figura 20 — Quantidade média de ATP (pmol/10°) presente em espermatozoides de
individuos astenozoospérmicos separados com base no seu potencial de membrana
mitocondrial. Cada subpopulagdo separada continha cerca de 1x10°de espermatozoides.
Os resultados representam a média + desvio padrdo dos niveis de ATP por milhdo de
células para cada amostra (n=7). Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas.
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Quantificagdo de ATP
Também neste caso, a quantificagdo de ATP presente nas diferentes subpopulacdes
separadas foi feita através do ensaio da Luciferase, e revelou ndo haver diferencas

estatisticamente significativas entre os diferentes grupos analisados (Figura 21).
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Figura 21 — Quantidade média de ATP (pmol/10°) presente em espermatozoides de
individuos normozoospérmicos separados com base na sua mobilidade. Os resultados
representam a média + desvio padrao dos niveis de ATP por milhdo de células para cada
amostra (Total n=6; Migrados/Nao Migrados n=8). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas.
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Separacio de Espermatozoides...

Os resultados obtidos durante a elaboragdo deste projecto, mostram que de facto ¢
possivel obter diferentes subpopulacdes de espermatozdides com diferentes
caracteristicas. Parte daqui o nosso grande objectivo neste estudo, ao tentar identificar
algumas das caracteristicas que permitam a distingdo dessas subpopulagdes, sempre

com vista na seleccdo de uma subpopulagdo de espermatozoides mais funcionais.

... com base no Contetiido em ADN
Como vimos, estdo descritos varios estudos que recorrem a técnica de FACS com
vista na obten¢do de subpopulacdes enriquecidas em espermatozoides portadores de um
cromossoma X ou Y (Berrnejo—Alvarez et al., 2008; O’Brien et al., 2005;
Penfold et al., 1998; Vidal et al., 1998). Esta pratica ¢ especialmente comum na
conservagdo de espécies animais (Behr et al., 2009; Parrilla ef al., 2003; Puglisi et al.,
2006), dado que a capacidade de controlar o sexo da descendéncia de espécies exoticas,
em vias de extingdo ou comercialmente relevantes tem um potencial que pode ser
facilmente reconhecido. Dando um exemplo mais especifico, nos ultimos anos tem
havido um certo desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida para gato
doméstico, na medida em que este mamifero ¢ um Optimo modelo para o estudo de
outros felinos exoticos de maior porte que se encontram actualmente em perigo
(Garner & Seidel, 2003). A aplicacdo do método estd também descrita para alguns
mamiferos marinhos e certas espécies domésticas, nomeadamente bovinos, porcos,
ovelhas e cavalos por exemplo (Catt et al., 1996; Johnson, 1991; Johnson ef al., 1989;
Lindsey et al., 2002; Seidel ef al., 1999).
A eficiéncia da separacdo utilizando este método, estd claramente dependente dos

diferentes conteidos em ADN das diversas espécies, sendo que essa eficiéncia serd
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tanto maior quanto maior for a diferenca entre os cromossomas sexuais destes animais.
Das espécies descritas até hoje, o homem encontra-se entre aquelas que apresentam
menores diferengas (cerca de 2.8 a 3%) entre os cromossomas X ¢ Y (Garner, 2009;
Johnson et al., 1993). Em parte, esta diferenga diminuta entre conteidos em ADN
explica a baixa eficiéncia por nds obtida durante o processo de separacdo. Uma vez que
o critério de distingdo entre os espermatozdides reside na intensidade de fluorescéncia
emitida por cada célula, qualquer factor que interfira com essa emissdo interfere
também com a separagao.

Um dos primeiros problemas com que nos deparamos durante o processo de
separacdo de espermatozdides ocorre aquando da passagem destas células através do
laser. Efectivamente, a eficiéncia de deteccdo do ADN depende totalmente da
orientacdo da cabeca do espermatozdide no momento da leitura, uma vez que estamos a
falar de células relativamente ovais e cuja cromatina se encontra altamente condensada
(Garner, 2001; Van Dilla et al., 1977).

Virios esforgos tém sido feitos com o intuito de minimizar o artefacto causado pela
emissdo diferencial de fluorescéncia a partir do limite lateral do espermatozoide quando
comparado com a parte anterior do mesmo. Neste sentido, algumas solugdes utilizadas
passam pela substituicdo do nozzle e da agulha de injec¢do, que juntos tornam possivel
a correcta e quase uniforme orientacdo dos espermatozdides ao longo do fluxo
(Garner, 2001; Garner, 2006; Rens et al., 1998; Sharpe & Evans, 2009). Outras
tentativas envolvem ja o reposicionamento de certos detectores, bem como a
substituigdo do laser usado para excitar o marcador escolhido. No entanto,
e na impossibilidade de contornarmos estes factores, procuramos seguir outras
abordagens, nomeadamente proceder a eliminacdo de células mortas através da

marcacdo combinada dos espermatozoides com H33342 e IP. Considerando os dados da
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tabela I, vemos que ha uma melhoria na eficiéncia de separacdo apds a adi¢do do
composto, contudo ndo podemos dizer com certeza que esta tendéncia ¢ significativa.
Segundo a bibliografia consultada, a identificacdo das células mortas na analise leva a
que s6 as células intactas sejam verdadeiramente separadas, aumentando assim a
eficiéncia da nossa separacgao (Garner, 2006).

Durante o processo de separacdo, devemos ainda considerar a susceptibilidade
relativa dos gdmetas a marcacdo com a sonda, a exposi¢do ao laser, a elevada pressdo a
que se encontram sujeitos e, por fim mas ndo menos importante, considerar a sua
resisténcia individual a certas alteragdes na composicdo do meio. O controlo da pressdo
a que o circuito se encontra sujeito permite também uma melhor ou pior eficiéncia, ou
seja, uma maior pressdo estd associada a uma maior quantidade de danos no ADN,
0 que nos leva a crer que talvez o ideal seja fazer a separacdo utilizando a menor
pressdo possivel. O Unico inconveniente deste procedimento € o facto da velocidade de
separacdo nao ser tdo elevada, ndo contribuindo tanto para a correcta orientacdo dos
espermatozodides (Austin & Bishop, 1957; Garner, 20006).

Fazendo uma avalia¢do global das sondas utilizadas podemos dizer que o DRAQS
parece ndo ser uma boa solucdo em substituicio do H33342. A auséncia de efeito
observada ao nivel do enriquecimento das subpopulacdes separadas com este composto
pode dever-se a concentracdo de composto usada, no entanto os ensaios de toxicidade
efectuados demonstram que aumentando essa concentracdo ha um elevado decréscimo
da viabilidade celular. No caso do DCV parece haver ja um enriquecimento notorio no
que respeita a subpopulacdo de espermatozoides portadores de um cromossoma X.
Por fim, o H33342, a sonda actualmente mais utilizada na separacdo de
espermatozodides consoante o cromossoma sexual de que sdo portadores, mostrou ter

algumas semelhangas comparativamente ao DCV, principalmente quando combinado
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com o [P. Estas duas sondas apresentam uma estrutura em tudo semelhante, sendo que
variam um pouco no seu espectro de excitacao.

A utilizagdo do laser violeta, o que a partida podia ser menos tdxico para as células,
mostrou ser menos eficiente na separagdo, uma vez que ndo se obteve a mesma
eficiéncia descrita na literatura. Posto isto, seria de extrema importancia efectuar um
controlo positivo neste trabalho ao tentar aplicar o protocolo de separagdo com o
H33342 tal como ele esta descrito, pelo menos no que respeita ao uso do laser UV.
Desta forma poderiamos verificar se de facto conseguiamos obter as percentagens
descritas por outros autores. Nesse caso, € se as percentagens continuassem a nao
coincidir, poderiamos atribuir a baixa eficiéncia de separa¢do a problemas fisicos e
mecanicos do sistema de separagao.

Paralelamente a determinagdo do tipo de cromossoma sexual presente nos
espermatozodides das diferentes subpopulacdes, foi avaliada a sua localizagdao na cabeca
dos mesmos. Do que pudemos constatar existe uma predominancia de espermatozdides
com marcagao na regido anterior da cabeca. Fica contudo por desvendar a existéncia de
uma razdo bioldgica para este facto. O estudo da questdo do posicionamento dos
cromossomas na cabec¢a dos espermatozoides ja foi descrito tanto em marsupiais como
em hamsters, e segundo os autores a posi¢do dos cromossomas nao Ocorre ao acaso
(Zalenskaya et al., 2000; Zalenskaya & Zalensky, 2002). Em humanos, estava apenas
descrito, até cerca de uma década atras, que quer os telomeros quer os centromeros dos
cromossomas ocupavam uma posicdo na cabeca dos espermatozdides que ndo era
aleatoria. Um estudo publicado em 1999, por Luetjens e colaboradores, veio entdo
mostrar que também o cromossoma X ocupa uma posi¢do preferencial na regido
anterior da cabega do espermatozoide (Luetjens et al., 1999). Neste estudo procurou

associar-se 0 posicionamento ndo aleatério de cromossomas a algumas anomalias ao

| IV - DISCUSSAO 63
I




Propriedades de Subpopulagdes de Espermatozoides Humanos: Sexo e Bioenergética

nivel do cromossoma X ap0s tratamento por ICSI. Do que foi descrito, parece que este
posicionamento do cromossoma X pode estar na origem de algumas anomalias
existentes na descendéncia proveniente desta técnica de reprodugdo assistida, na medida
em que, ao estar na zona anterior, sofre uma descondensacdo mais lenta, podendo
interferir com a primeira mitose do zigoto. Esta descondensa¢do lenta deve-se por sua
vez ao facto do nucleo do espermatozdide adjacente a teca perinuclear permanecer
condensada até que todos os restos do acrossoma sejam removidos. E entdo este atraso
na descondensacdo que pode levar a que haja assimetrias na segregacdo dos
cromossomas aquando da primeira mitose (Luetjens et al., 1999). Da nossa andlise
verificamos ainda que este posicionamento preferencial estd também patente no

cromossoma Y.

... com base no Potencial de Membrana Mitocondrial e Mobilidade

Existe actualmente uma forte polémica sobre o papel da molécula de ATP nos
espermatozodides. Na verdade, sabe-se que a sua presenca € essencial, pelo que vérios
estudos tém sido feitos de modo a tentar esclarecer qual a sua proveniéncia.

Uma das propriedades mais estudadas nos gametas masculinos relaciona-se
precisamente com esta molécula energética, e de que modo € que os seu niveis na célula
podem influenciar a fertilidade masculina. A propriedade de que estamos a falar ¢ a
mobilidade que, como sabemos, dita entre outros factores a possibilidade do
espermatozdide atingir naturalmente o ovocito. O movimento efectuado pelos
espermatozodides ¢ no fundo resultado da propagagdo de ondas transversais ao longo do
flagelo segundo o eixo proximo-distal. Durante este processo ¢ produzido um impulso
hidrodindmico que conduz o espermatozoéide através do tracto reprodutor feminino até a

penetragdo no ovocito. O ATP funciona como molécula motora para o movimento
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flagelar, gerando forca (Paoli et al., 2011). No entanto, fica por esclarecer qual a origem
deste ATP utilizado. Serda que ¢ proveniente da respiragdo mitocondrial
(através da fosforilagdo oxidativa) ou sera resultado do processo glicolitico?

A escolha do método utilizado neste trabalho, para quantificagdo de ATP, foi feita
com base no niimero de células por nés obtidas apoés FACS. Ainda que o HPLC permita
uma medicdo mais precisa e completa no que respeita ao estado energético das células
(uma vez que permite a quantificacdo ndo s6 de ATP, mas também ADP e AMP),
o numero de espermatozodides conseguidos em cada separacdo ¢ extremamente baixo
(cerca de um milhdo por subpopulagdo), o que leva a ineficaz quantificagdo do ATP
presente nas células. Deste modo, foi utilizado o método da Luciferase, que mostrou ser
capaz de detectar quantidades de ATP em subpopuacdes com apenas alguns milhares de
células. O ATP por nés quantificado nas subpopulagdes separadas com base no seu
potencial de membrana mitocondrial suporta a teoria de que o espermatozdide ndo pode
apenas depender da produgdo de ATP proveniente da respiragdo mitocondrial, visto que
subpopulagdes com diferentes PMM tém niveis semelhantes de ATP, tendo de existir
uma outra fonte de energia. Estudos realizados por outros grupos reforcam esta ideia,
revelando a existéncia de actividade de enzimas glicoliticas, bem como de substratos
glicosilaveis no plasma seminal de varios mamiferos, incluindo humanos
(Nichol et al., 1992; Povoa et al., 1986).

Por outro lado, alguns estudos sugerem uma correlagcdo positiva entre a mobilidade
dos espermatozdides e a actividade da cadeia respiratéria, o que levaria a crer na
existéncia de diferencgas entre subpopulacdes de espermatozdides separadas consoante a
sua mobilidade (Boryshpolets et al., 2009; Ferramosca et al., 2012
O’Bryan ef al., 1998; Ruiz-Pesini et al., 2007). Contudo, apesar do ligeiro aumento dos

niveis de ATP na subpopulagdo de espermatozdides migrados, as diferengas ndo sdo
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significativas. Uma eventual causa para esta auséncia de diferengas pode deve-se ao
facto de na subpopulagdo de espermatozdides ndo migrados estarem outras células que
ndo espermatozoides a contribuir para a producdo de ATP, como leucdcitos por
exemplo. Um estudo interessante que poderia ser feito no seguimento deste trabalho era
avaliar, dentro da subpopulacdo de migrados, o potencial de membrana mitocondrial e,
depois disso fazer a quantificacdo de ATP. Paralelamente, a quantificacdo seria feita na
subpopulagdo de espermatozodides ndo migrados (onde excluiriamos o problema da
presenca de outras células na andlise). Na literatura, também no caso dos niveis de ATP
quantificados em espermatozoides provenientes do ejaculado total e em
espermatozodides migrados ha discrepancia, sendo que alguns estudos apoiam que de
facto ha diferencas entre eles (Ferramosca et al., 2012; Vigue ef al., 1992). Uma das
razdes encontradas para explicar a discrepancia de resultados obtidos pela comunidade
cientifica pode ser o facto de haver diversas condi¢des experimentais, bem como

diferencas especificas para cada espécie (Ramalho-Santos et al., 2009).
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Através da elaboragdo deste trabalho podemos concluir que ¢ relativamente facil
obter diferentes subpopulacdes de espermatozdides, na medida em que existe uma
grande heterogeneidade de células num ejaculado. No entanto, no que respeita aos
parametros avaliados ndo obtivemos diferengas estatisticamente significativas,
ndo tendo sido por isso possivel identificar nenhuma caracteristica que permita a
distin¢do de subpopulacdes para estudos posteriores de funcionalidade espermatica.

As sondas de ADN testadas (DRAQS5™, DyeCycle™ Violeta e Hoechst33342)
mostraram ndo ser apropriadas para a separagdo de subpopulacdes de
espermatozdides consoante o cromossoma sexual de que sdo portadores,
nas condi¢des utilizadas. Neste ponto, seria de extrema importancia poder recorrer ao
laser UV para excitar o H33342, e confirmar as percentagens de separacdo descritas
na literatura. A ndo obtencdo desses valores permitiria apontar para eventuais
problemas mecanicos e fisicos durante a separagdo, como a orientacdo das células ao
longo do feixe por exemplo.

A crescente procura por técnicas de reproducdo assistida tornou fundamental a
existéncia de estudos mais aprofundados no que respeita a subpopulagdes de
espermatozoides humanos, principalmente quando se recorre a ICSI. E certo que a
injecdo directa do espermatozdide no ovocito ultrapassa todas as barreiras naturais,
diminuindo a possivel exclusdo natural de espermatozodides anémalos ou com danos
no ADN. Desta forma, ¢ necessdrio desenvolver novas técnicas que permitam a
distincdo mais detalhada dos espermatozodides, ou analisar mais aprofundadamente
aquelas que estdo actualmente implementadas. Um desses casos ¢ o teste de
migracdo, a partir do qual obtemos duas subpopulacdes de espermatozdides,
uma constituida por espermatozoides dotados de mobilidade progressiva e outra

frac¢do constituida por espermatozdides menos moveis. Do que pudemos determinar,
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as quantidades de ATP entre estas duas subpopulacdes ndo apresentam diferengas
significativas. Em adi¢cdo, também as subpopulacdes de espermatozdides separadas
com base no PMM apresentam quantidades de ATP semelhantes.
Estes dados indicam que o conteido em ATP destas células ndo ¢ exclusivamente
dependente da actividade mitocondrial, havendo outras vias a contribuir para o

fornecimento de energia para a célula.
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