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RESUMO: Sabendo que alteragdes no complexo DNA-proteina de espermatozdides humanos tém
grandes repercussdes sobre a fertilidade masculina, objetivou-se avaliar a eficacia das coloragdes com Laranja
de Acridina (LA) e Azul de Toluidina (AT) na identificacdo de tais alteragdes, além de verificar possiveis
relagdes com outros pardmetros seminais. Avaliou-se sémen de individuos férteis e subférteis utilizando-se os
seguintes parametros: concentragdo, morfologia, motilidade e anomalias do complexo DNA-proteina. As
coloragdes utilizando AT obtiveram maior correlagdo com os pardmetros seminais convencionais quando
comparados com as coloragdes utilizando LA. Obteve-se diferenca significante entre o grupo de pacientes
férteis e subférteis quanto a concentragdo de espermatozodides, morfologia, motilidade A e coloragdes com
AT. Concluiu-se que, apesar de serem variaveis independentes, os pardmetros seminais convencionais e as

metodologias de coloragdo com AT sdo uteis na avaliacdo da fertilidade masculina.
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INTRODUCAO

Durante a espermiogénese dos mamiferos,
as histonas somaticas, proteinas nucleares basicas,
sdo substituidas em parte ou totalmente por
nucleoproteinas especificas dos espermatozdides,
denominadas protaminas ou proteinas queratinosas,
as quais possuem carater basico, ricas em arginina e
cisteina oxidada (BLOCH, 1969). Essas proteinas
formam cromatina extremamente condensada e
inerte, devido a neutralizagdo do esqueleto fosfodiéster
do DNA pela interagdo dos residuos amina das
proteinas com grupos fosfatos das fitas do DNA
(LOIR; EVENSON;
DARZYNKEIWICZ; 1980;
COURTENS; LOIR, 1981; BALHORN, 1982;

LINNEAU, 1978;

MELAMED,

BELETTI; MELLO 1996), sendo esta interagdo
denominada complexo DNA-proteina.

Para se verificar a fertilidade masculina em
laboratério, geralmente, sdo usados parametros
seminais convencionais tais como: densidade,
motilidade, morfologia, vitalidade e contaminagéo. A
detec¢do de anomalias no complexo DNA-proteina
em espermatozoéides € freqiientemente negligenciada
(WANG et al., 1991; BELETTI; MELLO, 1996).

Sob circunstancias normais de dano no
complexo DNA-proteina, esse pode ser reparado pelo

odcito. No entanto, quando o dano no DNA é mais

acentuado, esse persiste durante o desenvolvimento
embrionario, induzindo apoptose e fragmentagdo do
embrido recente ou levando a morte tardiamente
(TWIGG, IRVINE; AITKEN, 1998).

Aumento na desnaturacdo do DNA esta
associada a infertilidade ou subfertilidade, porém nao
explica todas as falhas na fertilizagdo (DURAN et
al., 1998; BELETTI; MELLO, 1996). No entanto,
em outros trabalhos (HAMMADEH et al., 1998;
EGGERT-KRUSE et al., 1996; ANGELOPOULOS
etal., 1998) ndo se encontrou correlagio significativa
entre esses parametros. Foram encontradas baixas
correlagdes entre condensagio da cromatina e outros
parametros utilizados no espermograma de rotina
(EGGERT-KRUSE et al., 1996; SPANO et al., 1998;
ROCHA, BELETTI; COSTA, 1999), provando que
testes de condensa¢do de cromatina nio estdo
necessariamente associados com os critérios
convencionais, podendo ser um método independente
de verificagdo de qualidade do sémen (SPANO et
al., 1998). Ao contrario, observou-se correlagdo
significativa entre maturidade nuclear e morfologia
dos espermatozoides (ANGELOPOULOS et al.,
1998;
HOHENBOKE:; EVENSON, 1987; BRITTO;
MELLO, 1988).

MELLO, 1982; BALLACHEY;

Sabendo das grandes repercussdes que a

compactagdo do complexo DNA-proteina tém sobre
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a fertilidade, ¢ de grande valia diagnosticar anomalias
nesse complexo, tanto para uso de técnicas de
inseminagdo artificial como para rastreamento de
possiveis causas de infertilidade. Para realizagao
desse diagndstico existem varios métodos, dentre os
quais podemos citar a “metacromasia induzida” com
Azul de Toluidina (AT) e coloragdo com Laranja de
Acridina (LA).

Tendo em vista que testes que permitem a
identificacdo de anormalidades no complexo DNA-
proteina ndo sdo realizados nos espermogramas de
rotina, e que esses tipos de anomalias podem ter
grande repercussdes sobre a fertilidade, objetivou-se
neste trabalho avaliar a eficacia das coloragdes com
LA e AT. Além disso verificou-se possiveis
correlagdes entre outras alteragdes espermaticas e
anormalidades no complexo DNA-proteina, pois o
assunto ainda é controverso e podera possibilitar
avaliacdo mais completa da subfertilidade ou

infertilidade humana.

MATERIAL E METODOS

Todo o protocolo deste estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Uberlandia.

Pacientes

Todos os pacientes e voluntarios assinaram
um termo de consentimento permitindo a utilizagdo
das amostras de sémen doadas em exames
convencionais € nos experimentos propostos por este
estudo.

Um total de 31 casais foram divididos em 2
grupos. As amostras do grupo controle (Grupo 1),
composto por 7 integrantes, foram obtidas de homens
cujas esposas tivessem engravidado ha 1 ano, no
maximo. Vale ainda ressaltar que no periodo
compreendido entre a ultima gravidez da esposa e a
coleta das amostras de sémen utilizadas neste
trabalho, os homens do Grupo 1 relataram nao ter
passado por nenhuma cirurgia nem ter sido acometido
por qualquer doenca nas gonadas ou genitalia, bem
como nao ter sofrido febre nos ultimos 60 dias.

Ja as amostras de sémen do grupo de
pacientes (Grupo 2), composto por 24 integrantes,
foram obtidas de homens que, juntamente com suas

esposas, procuraram auxilio médico para terem filhos.

Analise convencional do sémen

As amostras de sémen foram coletadas
através de masturbagdo, com abstinéncia sexual de
2 a7 dias, em frasco de plastico (poliestireno) estéril,

no proprio laboratorio.
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A concentragdo e a motilidade foram avaliadas
segundo os critérios da Organizacdo Mundial da
Saude (WORD HEALTH ORGANIZATION, 1992).

Ja a avaliacdo da morfologia foi feita de
acordo com critério estrito (KRUGER, 1986).
Utilizou-se para a avaliagdo microscopio de luz
Reichert-Jung modelo Polyvar com objetiva de 100X

e 60leo de imersio.

Coloraciao com Laranja de Acridina e Azul de
Toluidina

Os esfregagos foram confeccionados
utilizando 10 ml de sémen com ou sem lavagem
prévia. A lavagem consistiu na dilui¢do de 0,5 ml de
sémen em 9,5 ml de solugéo contendo 0,15M de NaCl
¢ 0,001M de EDTA (v/v) e centrifugacdo a 1000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Retirou-
se o sobrenadante por inversdo e repetiu-se o
procedimento.

Apos a secagem dos esfregacos, esses
foram fixados utilizando um dos seguintes métodos:
a) formol a 10 % por 1 min.; b) alcool acido:
permanéncia por 1 min. em solugéo etanol - acido
acético 3:1 (Carnoys) e, posteriormente, lavagem
em etanol a 70% por 3 min.

Apbs a fixagao, foram aplicados os métodos
de identificacdo de anomalias do complexo DNA-

proteina utilizando LLA ou AT.

Com relacdo a coloragdo com LA, a
metodologia foi modificada de Tejada et al. (1984),
consistindo na preparagéo de solugio “stock” (1g de
“Laranja de Acridina” diluido em 1000 ml de agua
destilada). A solugdo de coloragdo foi preparada
tomando-se 10 ml da solucdo “stock™ e adicionando
40 ml de acido citrico a 0,1M e 2,5 ml de
Na HPO,.7H,0 a 0,3M. O pH final da solugédo
preparada foi de 2,5 com concentragdo de 0,019%.
Apds 5 min. de coloragdo, lavou-se os esfregagos
por 1 min em solugéo pds coloragdo (10 ml de dgua
destilada, 40 ml de acido citrico a 0,1M, 2,5 ml de
Na,HPO,.7H,0 a 0,3M e 0,IM de MgCl).

Foi utilizado para a coloragdo com AT,
variagdes do método proposto por Costa; Beletti
(1996), porém sem hidrdlise prévia. A solugdo dessa
coloragio foi preparada tomando-se AT 0,025 g/100ml
de 4gua destilada, 4cido citrico a 0,1M e Na HPO, a
0,2M (tampao Mcllvaine), tendo a solucdo final pH
=4,0. Adicionou-se a solugdo de coloragido 0,15M de
MgCl,. Corou-se os esfregacos em cubetas por 1
min. com posterior desidratagdo em alcool absoluto
exilol, e vedag¢do com etelan entre lamina e laminula.

Avaliou-se 200 espermatozoides usando-se
objetiva de 40X, sendo que na coloragdo com LA
utilizou-se Microscopio de luz (M.L.) de fluorescéncia
Reichert-Jung modelo Polyvar e a contagem foi

realizada em 5 min. no maximo. Ja na coloragdo com
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AT utilizou-se M.L. convencional Reichert-Jung
modelo Polyvar.
Em todas as avalia¢Ges realizadas o

examinador desconhecia a origem das amostras.

Estatistica

Para o tratamento estatistico das médias
utilizou-se a Analise de Variancia e o Teste de Tukey.
Utilizou-se também o Coeficiente de Correlagdo de
Pearson para verificar possiveis correlagdes entre
as variaveis do espermograma e as anormalidades
no complexo DNA-proteina. Utilizou-se em todos os

testes o0 = 5%.

RESULTADOS

Os esfregacos que ndo foram lavados
previamente mostraram-se irregulares. Essas
irregularidades se traduziram em campos onde as
porcentagens de espermatozoides verde-amarelados
e vermelho-alaranjados variaram amplamente, sendo
que no inicio do esfregaco, onde a concentragéo de
plasma seminal é maior, houve concentragdo intensa
de espermatozodides verde-amarelados comparado
ao final do esfregaco, ndo permitindo contagem
segura. Ja os esfregacos que foram confeccionados

com a lavagem prévia do sémen, apresentaram-se

regulares em toda a sua extensdo com “background”
contrastado e limpo.

As médias e os desvios padrdes das
avaliagdes do complexo DNA-proteina, utilizando as
coloragdes com LA ou AT estdo apresentados na
Tabela 1. Comparou-se essas médias obtendo-se
diferenca estatistica entre: AT Carnoys e AT Formol
(p=0,0355); LA Carnoys e AT Carnoys (p=0,0001);
LA Formol e AT Formol (p=0,0001). Somente as
médias dos dados da coloragdo com LA Carnoys e
LA Formol foram estatisticamente iguais.

Correlacionou-se  os  pardmetros
convencionais do espermograma com os métodos de
avaliacdo do complexo DNA-proteina, dados
demonstrados na Tabela 2.

Comparou-se as médias dos parametros
seminais convencionais entre os dois grupos
demonstrado na Tabela 3.

Nao se obteve diferenca estatisticamente
significante entre a média de idade dos Grupos 1 e 2,
que foram de 35,57 e 35,58 anos, respectivamente.
Vale ainda ressaltar que todos os pacientes do Grupo
2 apresentaram pelo menos um dos parametros a
seguir alterados: Concentragdo < 20.000.000;
Morfologia normal < 14%; Motilidade A <25% ou
Motilidade A + B <50%.
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DISCUSSAO

A irregularidade nos esfregagos em que o
sémen ndo foi previamente lavado € explicada pelo
fato de que o plasma seminal influencia como barreira
fisica no acesso do corante aos espermatozoides, ao
contrario do que foi mostrado por Angelopoulos et al.
(1998). Esclarece-se com tal teoria a grande
quantidade de espermatozdides verde-amarelados nos
locais onde a concentragéo do plasma seminal € maior,
em concordancia com Rocha, Beletti e Costa (1999).

Ap6s analise da Tabela 1 verificou-se
diferenga entre a sensibilidade e a especificidade dos
métodos de coloracdo. Ambos os métodos que
utilizaram coloragdo com AT tém a média de
espermatozoides normais menor que os métodos que
utilizam coloragdo com LA, provavelmente devido
ao AT apresentar metacromasia com numero menor
de moléculas ligadas ao complexo DNA-proteina
quando comparado ao LA. Portanto alteragdes mais
leves sdo identificadas pelo AT. Observou-se também
que as fixagdes com Formol tiveram as médias de
espermatozdides normais maior comparado as
fixagdes com Carnoys em ambas as coloragdes. Tal
fato pode ser explicado pela maior fixacdo do
complexo DNA-proteina pelo Formol (MELLO,
1982), diminuindo o acesso do corante ao DNA e por

conseguinte a sensibilidade daquele.

Todas as metodologias estudadas
apresentaram correlagdo positiva com parametros
seminais convencionais (Tabela 2 ). De acordo com
dados ja explicitados no presente trabalho, as
coloragdes com AT apresentaram-se mais sensiveis
na detecg¢do de anomalias do complexo DNA-
proteina. Essas anomalias podem estar
acompanhadas por alteragdes nos parametros
seminais convencionais, explicando uma maior
correlagdo entre esses parametros e as coloragdes
com AT. Eggert-Kruse et al. (1996) e Rocha, Beletti
e Costa (1999) também encontraram baixas
correlagdes entre parametros seminais convencionais
e anomalias do complexo DNA-proteina identificadas
pelo LA, concordando com o presente trabalho. Ja
Angelopoulos et al. (1998) encontrou correlagdo
significativa entre maturidade nuclear identificada pelo
LA e morfologia da cabeca dos espermatozoides.
Obteve-se diferenga estatisticamente
significante entre as concentragdes de
espermatozdides dos dois grupos (Tabela 3),
concordando com Ombelet et al. (1997), Irvine et al.
(2000) e Bonde et al. (1998). Encontrou-se diferenca
significante comparando a morfologia entre os grupos,
concordando com Ombelet et al. (1997), o qual
também utilizou o método proposto por Kruger (1986)
para avaliacdo morfoldgica. Observou-se ainda

diferenca estatisticamente significante na motilidade
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A entre os dois grupos, estando de acordo com
Ombelet et al. (1997) e Irvine et al. (2000), os quais
encontraram diferenga de motilidade entre um grupo
controle fértil e outro subfértil. Tais dados mostram
que individuos subférteis podem ser identificados
utilizando tais parametros.

Comparou-se os métodos de avaliagdo do
complexo DNA-proteina (Tabela 3). Houve diferenca
estatisticamente significante entre os Grupos 1 e 2
utilizando coloragdes com AT Carnoys e AT Formol.
Esses dados concordam Costa; Beletti (1996), que
utilizando como corante o AT, encontraram uma
associacdo entre o aumento na desnaturagdo do DNA
de espermatozdides humanos e infertilidade ou
subfertilidade. No entanto, ndo obteve-se diferenca
estatisticamente significante entre os Grupos 1 e 2,
utilizando as coloragdes com LA Carnoys e LA
Formol. Estes dados podem novamente ser explicados
pela diferenca de sensibilidade das colora¢des com
LA e AT, sendo essa ultima mais sensivel. Eggert-
Kruse et al. (1996) e Angelopoulos et al. (1998)
também ndo encontraram correlagdo significativa
entre a desnatura¢do do DNA e a infertilidade ou
subfertilidade masculina. Ja Gopalkrishnan (1999),
utilizando da mesma metodologia do presente trabalho,
encontrou diferencga significativa entre um grupo de

homens férteis e um de inférteis

CONCLUSAO

As coloragdes com AT sdo mais sensiveis
na detecg¢do de baixa compactacdo do complexo
DNA-proteina que as coloragdes com LA. O Formol
fixa mais o complexo DNA-proteina que o Carnoys,
diminuindo a sensibilidade de ambos os métodos
testados. Além disso o plasma seminal influencia na
atuagdo dos corantes LA e AT no DNA de
espermatozoides humanos.

Os métodos de avaliagdo do complexo DNA-
proteina ndo estdo necessariamente associados a
todos os parametros seminais convencionais podendo
ser um fator preditivo independente.

Concluimos que as metodologias de
coloragdo somente com AT, juntamente com os
parametros seminais convencionais como

concentragdo, morfologia e motilidade A, sdo uteis

na avaliacdo rotineira da fertilidade masculina.
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ABSTRACT: It is known that alterations in DNA-protein complex of human sperms have
repercussions on male fertility. This paper aimed at evaluating the efficacy of coloration using Acridine
Orange (AO) and Toluidine Blue (TB), and also at verifying possible connections with other. Semen of fertile
and subfertile patients were evaluated using the following parameters: concentration, morphology, motility and
DNA-protein complex anomalies. TB coloring had more correlation with conventional seminal parameters
than AO coloring. As to the sperm concentration, morphology, motility A and TB colorings, a significant
difference between fertile and subfertile patient groups was found. It was concluded that the conventional
seminal parameters and TB coloration methods are independent variables. However, both are useful in evaluating

male fertility.

UNITERMS: Acridine Orange, Toluidine Blue, Human spermatozoa, Chromatin, DNA.
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TABELA 1
PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES NORMAIS, AVALIADOS NOS METODOS DE
COLORACAO COM LA OU AT E FIXADOS COM FORMOL OU CARNOYS (N=31).

Métodos de Média d/e' Desvio Padrao
Coloragio espermat.ozmdes (%)
normais (%)
LA Carnoys 75,77 18,41
LA Formol 82,40 15,68
AT Carnoys 28,12 32,43
AT Formol 45,77 30,64

LA Carnoys: Laminas fixadas com Carnoys e coradas com LA
LA Formol: Laminas fixadas com Formol e coradas com LA

AT Carnoys: Laminas fixadas com Carnoys e coradas com AT

AT Formol: Laminas fixadas com Formol e coradas com AT

TABELA 2
CORRELACOES ENTRE OS PARAMETROS CONVENCIONAIS DO ESPERMOGRAMA E OS
METODOS DE AVALIACAO DO COMPLEXO DNA-PROTEINA (N=31).

A . . LA Carnoys LA Formol AT Carnoys AT Formol
Pardmetros Seminais

Concentragio 0,4157* 0,2734 0,5005* 0,5919*
Morfologia 0,3124 0,3559%* 0,2320 0,4283*
Motilidade A 0,2285 0,2294 0,4870%* 0,6808*
Motilidade A + B 0,0284 0,0589 0,0241 0,3973*

* Coeficiente de Correlacdo de Pearson significante com p<0,05

Uso de laranja de acridina e azul de toluidina na avaliacdo da fertilidade masculina. Biosci J., v.18, n. 1, p. 65-77, june 2002

76



ROCHA, H. L. O. G. et al.

TABELA 3

COMPARACAO DOS PARAMETROS CONVENCIONAIS DO ESPERMOGRAMA E DAS
ANOMALIAS NO COMPLEXO DNA-PROTEINA ENTRE O GRUPO CONTROLE (GRUPO 1) E

O GRUPO DE PACIENTES (GRUPO 2).

Grupo 1 (n=7)

Grupo 2 (n=24)

Avaliagao Espermdtica Média Desvio Padrio Média Desvio Padrio
Espermograma
Concentragdo (n de 206.142.857*  82.789.750  71.154.166*  63.172.957
espermatozoides)
Morfologia normal (%) 11,86%* 2,27 5,42% 2,67
Motilidade A (%) 20,57* 16,69 5,25% 6,35
Motilidade A+ B (%) 52,71 8,75 45,00 18,22
Complexo DNA-proteina
LA Carnoys (%) 83,00 16,60 73,66 18,69
LA Formol (%) 85,85 17,66 81,39 15,32
AT Carnoys (%) 54,50% 36,65 20,43%* 27,35
AT Formol (%) 68,85* 26,27 39,04* 28,89

* Médias dos Grupo 1 e Grupo 2 estatisticamente diferentes, com p<0,05
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