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ABSTRACT

Objective: To evaluate the correlation between human sperm morphology and sperm-zona pellucida
binding capacity under in vitro fertilization conditions.

Material and Methods: The semen specimens were collected from 20 male patients who attended the
Human Reproduction Outpatient Clinic enrolled in the in vitro fertilization program (IVF). The semen analysis
was performed according to the World Health Organization criteria, while the sperm morphology was evaluated
using the criteria outlined by Kruger. The motile spermatozoa selection was prepared using a standard swim-up
procedure. A Petri dish was prepared by making microdots in its central part with a disposable hypodermic
needle in order to assist the oocyte fixation at the moment of the cutting. Under a stereomicroscope and using
a microsurgical blade, each oocyte was manually sectioned, resulting in two identical hemizonae. A hundred
microliters of sperm suspension (0.5 » biotile sperm per ml) from the patient under investigation were
added to one hemizona; the other hemizona received the same amount of motile sperm from the control semen
sample. After 4 hours of coincubation at 37°C in 5% @@ir, the hemizona were rinsed in order to remove the
loosely attached sperm. The number of tightly bound sperm was counted under an inverted microscope at 400x
magnification. The hemizona index (HZI) was calculated dividing the number of patient’s bound sperm by the
number of control's bound sperm, multiplied by 100.

Results: From the 20 semen samples in this study, 7 of them, with sperm morphaogy4%,
presented HZ& 35% and 13 samples with normal sperm morpholog$o had HZI was 35%.

Conclusions: Based on the results obtained in this research, sperm morphology assessed by strict criteria
outlined by Kruger showed high correlation with the capacity of sperm to achieve tight binding to the zona
pellucida (HZI).
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INTRODUCAO A analise do sémen fornece informacdes
bastante valiosas no processo de investigacdo da
O fator masculino na infertilidade conjugal infertilidade conjugal, porém deve ser considerada
€ expressivo e, consequentemente, deve receber muiégpenas o comeco, pois ndo informa de maneira de-
atencao por parte de todos os profissionais da area daitiva se um determinado individuo é fértil ou ndo:
reproducdo humana. Responsavel isoladamente par espermograma informa apenas sobre o potencial
30% das causas de infertilidade conjugal e associadde fertilidade. O entendimento do processo de
ao fator feminino em mais de 20%, o componenteinteracdo dos gametas humanos s se tornou possi-
masculino vem sendo alvo de muitos estudos e muvel com o advento das técnicas de fertilizacao assis-
danca de paradigmas (1). tida. Overstreet & Hembree (2), trabalhando com
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odcitos obtidos da camada cortical de ovarios deoval, regular e com acrossomo ocupando de 40 a 70%
cadaver, perceberam que a integridade fisico-qui-desse segmento; nenhum defeito na peca intermedia-
mica da zona pellcida era mantida por 48 horas pésria ou cauda. Esse critério correlacionou-se muito bem
morte e permitia que espermatozoéides humanos cacom taxa de fertilizacdo quando a percentagem de
pacitados in vitro interagissem com ela. Com estaformas ovais era superior a 14%. Levando-se em con-
informacao, tornou-se possivel estudar, em condisideracao este novo critério para analise da forma dos
¢Bes in vitro, a primeira fase do processo de fertili-espermatozoides, propusemos esse trabalho com os
zacao, ou seja, a ligacdo que ocorre apés a reac&rguintes objetivos: avaliar o efeito da forma do
acrossdmica, entre o segmento cefalico doespermatozéide humano frente ao teste de penetra-
espermatozdide e a zona pellcida do o6cito humaedo de espermatozéides em hemizona pellcida hu-
no. Em pouco tempo, este teste passou a ser utilizanana e se o teste de penetracdo teria algum valor
do durante a investigacao do fator masculino apesapreditivo antes do inicio do tratamento nos progra-
de apresentar limitacdo técnica importante. Osmas de fertilizacao assistida.
oocitos obtidos ndo estdo num mesmo estagio de i
desenvolvimento, portanto, ndo apresentam estritaMATERIAL E METODOS
mente a mesma composi¢cdo quimica na zona
pellcida, e os resultados podem ser diversos nao Foram envolvidos neste estudo 20 pacientes
apenas em funcdo do gameta masculino em estuddo sexo masculino, com idade entre 24 e 41 anos,
mas das diferencas entre as zonas pellcidas. que foram encaminhados para o Setor de Reprodu-
Em 1988, Burkman et al. (3) desenvolveu um ¢do Humana durante o periodo compreendido entre
novo teste que superava essa falha. Com o desenvglinho e setembro de 1998, com indicacéo para serem
vimento da micromanipulacao foi possivel cortar aotratados de acordo com o protocolo do programa de
meio odcitos excedentes do programa de fertilizacadertilizacao in vitro.
in vitro que, embora desprovidos do ooplasma, man- O sémen de um Unico doador, sem alteracbes
tinham igual capacidade de interacdo com o gametaeminais e com paternidade comprovada nos ultimos
masculino. Este fato trazia, inquestionavelmente, al-dois anos foi utilizado como controle.
gumas vantagens: permitia trabalhar com odcitos fres- S&o aceitos para o programa de fertilizacéo
cos excedentes que nao seriam utilizados no progran vitro classico no Laboratério de Reproducéo Hu-
ma in vitro; com a seccdo ao meio, inviabilizava a mana apenas pacientes que apresentam pelo menos
formacéo de pré-embrifes e evitava todas as acfesx 10 de espermatozdides moéveis por mililitro apos
anti-éticas decorrentes desse fato e, por Gltimo e muite@ processo laboratorial de selecdo pela técnica de
importante também, permitia um controle intra-en- swim-up. Ficou assegurado assim que todos os pa-
saio, pois 0 sémen de um doador conhecido era test@&ientes envolvidos nesta pesquisa atendiam com ple-
do com uma metade do odcito e a outra metade eraitude esse critério.
utilizada para testar o sémen do paciente em estudo. As amostras de sémen foram obtidas por
Esse teste permanece em uso até os dias dmasturbacao, apés um periodo de 3 a 5 dias de absti-
hoje. Entretanto, grandes questdes comegaram surgiténcia sexual. Todas as amostras foram colhidas em
a respeito dos fatores do sémen que poderiam influfrascos de polipropileno estéril e descartavel. Apés a
enciar no resultado do teste. Dentre os varios paréeolheita, registrou-se a presenca ou a auséncia de
metros, ficou claro que a motilidade e a forma doscoagulacéo e, os frascos contendo as amostras foram
espermatozdides tinham um papel preponderante (4)mediatamente colocados em estufa de ar, a tempera-
No tocante a morfologia dos espermatozoéides, umaura de 3%C, por um periodo maximo de uma hora,
grande contribuicdo para o nosso conhecimento fopara que ocorresse a liquefacdo do sémen.
introduzida por Kruger et al. (5,6) quando esses au- Apos a liqguefacdo das amostras, foram de-
tores estabeleceram uma nova descricdo para a foterminados os parametros seminais de acordo com
ma normal dos espermatozoides: segmento cefalicos critérios estabelecidos pela Organiza¢gdo Mundi-
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al de Saude (1992) (7). Para a forma dos espermaentes, os oécitos foram estocados em solucao salina
tozéides foi utilizado o critério estabelecido por Salt Storage Solution (cloreto de magnésio 1.5 M
Kruger et al. que considerada normal quanto a for-suplementado com polivinilpirrolidona 0.1% e hepes
ma apenas quando mais de 14% dos espermatozoidesgdico 40 mM, Sigma, EUA) por um periodo maxi-
apresentassem um segmento cefélico oval e bermo de 30 dias (9).

regular, regido acrossémica compreendendo de 40 No dia anterior ao teste, um odcito foi trans-

a 70% do segmento cefélico; segmento cefalico enferido da solucdo salina para uma gota de meio de
tre 5 a 6 micrémetrogu(n) de comprimento por 2.5 cultura HTF, suplementado com 10% de albumina
a 3.5um de largura; nenhum defeito de peca inter-humana, em uma placa de cultura de poliestireno 35

mediaria ou cauda (5,6). x 10 mm previamente preparada com micropon-

tilhados feitos com uma agulha hipodérmica des-

Selecdo de Espermatozéides pela cartavel, a fim de promover uma melhor fixacéo do
Técnica de Swim-up od6cito no momento do corte.

Essa técnica foi preparada removendo-se, Utilizando-se um estereomicroscopio, em

inicialmente, o plasma seminal: 1 ml de sémenaumento de 40 vezes, e com auxilio de uma micro-
liguefeito foi transferido para um tubo cénico gra- lamina, de 3.5 mm de comprimento por 0.02 mm de
duado estéril e diluido com 3 ml de meio Human largura e angulo de 30o o6cito foi cortado, manu-
Tubal Fluid (HTF, Irvine Scientific, EUA) almente, em duas partes simétricas. Cada hemizona
suplementado com 10% de albumina humana (fafoi aspirada com auxilio de uma micropipeta e, apos
tor V, cdédigo 5120, Irvine Scientific, EUA). O tubo ter sido lavada para a retirada de todo o ooplasma,
foi colocado em centrifuga por 10 minutos a 1000foi transferida para uma gota de solucao salina,
rotacdes por minuto (rpm); em seguida removeu-recoberta com 6leo mineral e armazenad®Capbr
se o0 sobrenadante e, ao sedimento resultante, f&24 horas.
ram adicionados 1.5 ml de meio de HTF. O tubo Decorrido este periodo, cada hemizona foi
foi novamente centrifugado e, apés remocéo dotransferida, separadamente, para uma placa de cul-
sobrenadante, adicionou-se cuidadosamente 1 miura contendo uma gota (@) de meio de cultura
de meio HTF, evitando-se a dispersao do sedimenHTF e lavada cinco vezes, com auxilio de pipeta
to formado. O tubo, contendo os espermatozdidedasteur, para remoc¢ao da solucao salina. Na primei-
livres do plasma seminal, foi incubado em estufa ara placa de cultura contendo uma hemizona foram
5% CQ, 37°C, por uma hora, em angulo de incli- adicionados 10@ da suspenséo de espermatozoides
nacdo de 30° (8). (0.5 x 10 espermatozoides méveis por ml) do paci-
Decorrido o periodo de incubacéo aspirou-se,ente em estudo e, na segunda placa a outra hemizona
com auxilio de pipeta Pasteur, a por¢cédo superior ddoi adicionada a mesma quantidade de esper-
meio de cultura que continha a subpopula¢do dematozéides méveis do sémen controle. Cada gota
espermatozoéides moéveis. Foram determinados o$oi coberta com 6leo mineral (Sigma, cédigo M8410,
parametros de motilidade e concentracdo de espelEUA) para prevenir 0 movimento destas, e as pla-
matozoides moéveis segundo critérios da Organizacdeas foram incubadas a°€7em 5% de CQpor 4
Mundial da Saude (1992) (7). horas. ApGs esse periodo, transferiram-se as hemi-
zonas, separadamente, pargl@l® meio de cultura
Teste de Ligacado de Espermatozoides com (HTF) suplementado com 0.3% de albumina huma-
Hemizonas Pellcidas de Odcitos Humanos na, lavando-se cada hemizona cinco vezes a fim de
Todos os od6citos utilizados neste estudo fo-remover os espermatozoides aderidos fracamente a
ram fornecidos pelo Laboratério de Reproducédo Hu-hemizona pellcida.
mana; esses 00citos ndo tinham sido inseminados e A contagem dos espermatozoéides aderidos
eram excedentes do programa de fertilizag&o in vitroa hemizona foi realizada com auxilio de microsco-
Apo6s consentimento de doacgdo assinado pelas pacpio invertido em aumento de 400 vezes. O célculo

257



MORPHOLOGY OF SPERMATOZOA AND HEMIZONA ASSAY

do indice de aderéncia dos espermatozoides @&spermatozoides estdo dentro da amplitude conside-
hemizona (HZI) foi feito dividindo-se o numero de rada normal segundo critérios estabelecidos pela Or-
espermatozéides aderidos do paciente pelo nimerganizacdo Mundial da Saude (7), o que ndo ocorre
de espermatozoides aderidos do controle, multipli-em relacédo a forma (valor de normalidade: > 14% de
cado por 100. formas ovais) (5,6).
A andlise estatistica utilizada constou do teste Nesse estudo, um Unico doador colhia uma

t para comparacao de variaveis de duas amostras, d@snostra de sémen para cada teste realizado, num to-
célculos do coeficiente de Pearson e curva de regregal de 20 amostras seminais utilizadas como controle
sdo linear (com o uso do teste t de significancia), asdo teste. A média e desvio padrdo dos parametros

sumindo a probabilidade do erro tipo | em 5%. seminais foram volume: 1.3 £ 0.3 ml concentracao:
138.5 £ 57 x 106ml; motilidade: 78.6 + 6.4% e
RESULTADOS morfologia: I5 + 3.7% ovais. Houve diferenca signi-

ficativa entre a forma dos espermatozéides do con-
A Table apresenta os parametros seminaistrole e dos pacientes do grupo de estudo (p = 0.00003).

as idades e os indices de hemizona obtidos para cada Esta tabela também permite observar que
paciente do grupo de estudo. As médias de voluméodas as amostras com forma menor ou igual a 4% (7
das amostras seminais, concentracao e motilidade damostras, 35% do total) apresentaram indice de

Table -Seminal parameters of the studied patients.

Age Volume Concentration Motility Oval Forms HZI
(years) (ml) (million/ml) (%) (%) (%)
33 3.2 58.1 64 2 12
40 2.8 15.5 65 3 8
24 4.5 23.0 52 3 20
37 4.2 16.0 49 3 7
30 5.1 69.2 54 3 21
30 2.1 41.0 76 4 29
39 3.2 22.7 53 4 28
37 1.4 40.1 52 5 36
35 4.7 30.4 52 6 42
30 5.2 57.0 70 7 57
38 1.7 73.0 54 7 73
29 2.8 21.5 34 8 80
37 3.7 9.0 75 8 61
39 4.5 35.0 73 8 66
41 15 12.9 73 9 41
37 4.4 30.0 52 9 68
37 2.0 42.9 86 9 51
32 3.5 51.3 48 10 49
31 2.7 51.0 66 11 72
39 8.0 120.0 65 15 93
Mean 34.8 3.6 41 60.7 6.7 45.7
SD 4.5 1.6 25.7 12.3 3.3 24.7

HZI = Hemizona Index; SD = standard deviation
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hemizona menor que 35%. Note-se também que, naguestionada, segundo os critérios estabelecidos pelo
amostras com forma superior a 4% (13 amostras, 65%nanual da Organizacao Mundial da Saude (7), no que
do total), o indice de hemizona foi superior a 35%. Atange a normalidade seminal.
curva de regressao linear entre estas variaveis € mos- Para a correta identificacdo das alteracdes
trada na Figure, e pode ser expressa na equacao: seminais, provas funcionais devem ser realizadas para
verificar, de maneira mais apropriada e confiavel, a
indice de hemizona (%) = 0.47 + 0.14 x formas ovais (%)capacidade de fertilizacdo de uma determinada amos-
tra de espermatozoides. Tanto em reproducéo natural
O coeficiente de correlacdo de Pearson entrequanto numa inseminacdo artificial, na transferéncia

as duas variaveis foi de 92% (p = 2 X°L0 intra-tubaria de gametas ou na fertilizacé@o in vitro
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Figure - Linear regression curve between the spermatozoa morphology (% oval forms) and the hemizona index of human oocyte.

DISCUSSAO classica, a interacdo entre o espermatozoide e a zona
peltcida do odcito é o evento critico para que a ferti-
Quando o sémen de um paciente é analisaddizacado ocorra; deficiéncias no processo interativo dos
por um laboratério especializado, e o laudo dogametas podem ser decorrentes tanto dos odcitos
espermograma apresenta um ou mais dos parametragianto dos espermatozoides e, especialmente neste
classicos alterados (concentracdo, motilidade,ultimo caso, de anormalidades do segmento cefalico,
morfologia), esse paciente poderia ter sua fertilidaddocal onde se encontram os receptores especificos de
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membrana (10). Enquanto as alteracfes da zona No entanto, trabalhando dentro de um ambi-
pelicida ndo foram objeto desta pesquisa, todo @nte universitario e impulsionados pelas dificuldades
método aqui empregado foi para verificar a impor- inerentes, experimentou-se e se constatou que era pos-
tancia da forma dos espermatozdides nesse processivel, mediante treinamento e aplicando os principi-
interativo. E isto s6 foi possivel porque dispomos, naos basicos de microcirurgia e micromanipulacao, cor-
atualidade, de recursos laboratoriais que aferem est@r manualmente o6citos humanos ao meio sem
ligacdo com eficacia, como o teste da hemizonadanifica-los. Uma vez certificado que o teste realiza-
peltcida (3), sem ferir os principios éticos e formar do com corte manual sob um estereomicroscopio apre-
pré-embrides com finalidade de pesquisa (11). sentava os mesmos resultados daqueles obtidos com
Sabe-se que um paciente com teratozoos-0 micromanipulador, publicados na literatura (18),
permia (morfologia dos espermatozéides < 14% for-passou-se a usa-lo na rotina como um teste discrimi-
mas ovais) tem um indice menor de penetracdo na zonaador do potencial de fertilizacdo dentro do progra-
pellcida e, consequentemente, menor taxa de fertilima de Reprodu¢do Humana da nossa Institui¢ao.
ZaGao nos processos in vitro; seu potencial de fertilidade .
é diminuido, o que poderia dificultar a concepc¢éo (12-CONCLUSOES
14). De acordo com Franken et al. (15) quando o indi-
ce do teste de hemizona (Hemizona Index — HZI) é Os dados desta pesquisa permitiram as se-
inferior a 30%, a taxa de fertilizacdo € muito baixa eguintes conclusdes: 1)- Amostras seminais com 4%
pode contra indicar qualquer técnica em que a interacdou menos de espermatozoides com formas ovais nor-
entre os gametas seja essencial (16). mais tém um indice de aderéncia menor que 35%
Neste estudo, utilizando-se o teste doquando submetidas ao teste do hemizona pellicida
hemizona descrito por Burkman et al. (3) e modifica- humana; 2)- Amostras seminais com mais de 4% de
do no nosso laboratdrio, foi possivel verificar o efei- espermatozdides com formas ovais normais tém um
to que a alteracdo na forma dos espermatozdides caindice de aderéncia maior que 35% quando submeti-
sou nho indice de aderéncia, comparando o sémen d#as ao mesmo teste.
um doador fértil, conhecido, com pacientes inférteis R
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