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Resumo

a) Objectivos: Determinacao das taxas de apoptose dos esper matideos e esper matozdides de homens
com azoospermia. b) Desenho do estudo: Avaliagdo quantitativa da translocagdo da fosfatidilserina
com distincéo entre células vivas, em apoptose e em necrose. ¢) Ambito onde se desenrolou o estudo:
Universidade do Porto, Portugal. d) Caracteristicas da populagéo estudada: Sob consentimento infor-
mado, estudaram-se 19 homens azoospérmicos (5 com anejaculacdo, 7 com azoosper mia obstr uctiva,
7 com azoosper mia secretora) e, como controlo, 6 homens normozoospérmicos. Todos apresentam ca-
ridtipos normais e auséncia de microdel eccOes do cromossoma Y. €) Principais intervengdes realiza-
das: Foi realizada uma biopsia testicular de tratamento de modo a recuperar espermatideos e esper-
matozoides testiculares. Nas amostras seminais o estudo da translocagao da fosfatidilserina foi
efectuado na fracc@o do sémen e, apds centrifugacéo por gradientes e swim-up, na fracgéo de swim-
up. Apos incubacdo das amostras com anexina V e iodeto de propidio, quantificou-se, a0 microscopio
de epifluorescéncia, os diferentes tipos de células. f) Principais varidveis valorizadas: Determinou-se
a percentagem de esper matideos e esper matozoides vivos, em apoptose inicial, apoptose tardia e em
necrose nos diferentes grupos. As diferencas entre grupos foram determinadas através do teste (2 a
um nivel de significancia de 5%. g) Resultados: O testiculo apresenta percentagens superiores de es-
per matideos e esper matozdides em apoptose inicial e em necrose, e 0 sémen percentagens superiores
de espermatozoide vivos e em apoptose tardia. Comparacdes entre as sindromes testiculares, revela-
ram propor ¢cBes superiores de células vivas na azoospermia secretora seguida da obstructiva, e per-
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centagens significativamente superiores de células em apoptose inicial ha anejaculacéo seguida da
azoospermia obstructiva. h) Conclusfes: A presenca de taxas de apoptose superiores no testiculo, no-
meadamente na anejaculacéo e na azoosper mia obstructiva, sugere um elevado impacto negativo da
auséncia de gjaculacgéo e da obstrugao dos canais excretores, nos esper matideos e esper matozéides
testiculares. Os val ores aumentados de apoptose tardia na fracgéo de sémen sugerem a presenca de
um mecanismo pés-testicular de activagéo da cascata apoptotica.

Palavras-chave: Espermatogénese humana. Translocagdo da fosfatidilserina. Anexina V.
Testiculo. Sémen.

Summary:

a) Objectives: Determination of the rates of apoptosis on spermatid and spermatozoa from men with
azoospermia. b) Study design: Quantitative evaluation of phosphatidylserine translocation with dis-
tinction between live, apoptotic and necrotic cells. c) Study localization: University of Porto,
Portugal. d) Characteristics of the study population: Under informed consent, 19 azoospermic men
were analysed (5 with anejaculation, 7 with obstructive azoospermia, 7 with secretory azoospermia)
and 6 normozoospermic men as controls. All have normal karyotypes and absence of Y chromosome
microdeletions. €) Main interventions: A testicular biopsy was undertaken in order to recover testicu-
lar spermatids and spermatozoa. On semen samples, translocation of phosphatidylserine was studied
on the semen fraction and, after gradient centrifugation and swim-up, on the swim-up fraction. After
incubation with annexin V and propidiumiodide, the different cells types were quantified on an epi-
fluorescence microscope. f) Main outcomes: The percentage of live, early apoptotic, |ate apoptotic
and necrotic spermatids and spermatozoa, was evaluated on the different groups. Differences between
groups were analysed by (2 test with 5% significance level. g) Results: Testis shows higher percenta-
ges of early apoptotic and necrotic spermatids and spermatozoa, and semen shows higher percentages
of live and late apoptotic spermatozoa. Comparisons between testicular syndromes revealed signifi-
cant higher proportions of live cells in secretory azoospermia followed by obstructive, and significant
higher percentages of early apoptotic cells in anejaculation followed by obstructive azoospermia. h)
Conclusions: The higher percentages of apoptotic rates on testis, especially on anejaculation and obs-
tructive azoospermia, suggest a strong negative impact of the absence of ejaculation and of excretory
duct obstruction on testicular spermatids and spermatozoa. The increased rates of late apoptosis on
the semen fraction, suggest a post-testicular event that activates the apoptotic cascade.

Key words: Human Spermatogenesis. Phosphatidylserine translocation. Annexin V. Testis.
Semen.

INTRODUCAO gue é responsavel pelo ajuste do nimero de células
germinais a capacidade de suporte das células de
Sertoli, assim como pela eliminagdo de células anor-
mais ou danificadas (8).

S3o varias as ateragbes que ocorrem numa célula
apoptdtica, desde a reducéo do volume celular, a for-
macao de corpos apoptoticos, a fragmentacdo do in-
volucro nuclear e a condensacdo e marginalizagéo pe-

A espermatogénese compreende uma série de
eventos, desde a proliferacéo e diferenciagdo das es-
permatogonias, a divisdo meidtica dos espermatécitos
e a diferenciacdo e maturacdo dos espermatozéides
(1). Durante este processo, mais de metade das célu-

las morre por apoptose antes de se diferenciarem em
espermatozoides (2-5)

A apoptose ou morte celular programada é um
mecanismo essencial na manutengdo de uma homeos-
tasia celular. O seu papel na espermatogénese tem si-
do largamente estudado (6) tendo sido ja descrito, em
animais, a presenca de um mecanismo apoptético ac-
tivo em cada estadio da espermatogénese (7). Sabe-se

riférica da cromatina seguida de digestao
internucleosémica do DNA (9). No entanto, uma das
alteracdes morfol 6gicas mais importantes e precoces
na apoptose é a translocagdo do fosfolipido fosfatidil-
serina do folheto interno para o folheto externo da
membrana citoplasmética (10-12). Esta alteracéo pre-
coce ocorre apos a activagdo das caspases (13), prin-
cipal familia de proteinas envolvida no processo
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apoptatico, e é responsavel pelo reconhecimento e fa-
gocitose das células apoptéticas pelos macréfagos de
modo a evitar um processo inflamatorio (12, 14). Na
espermatogénese, o reconhecimento e fagocitose das
células germinais apoptoéticas pelas células de Sertoli
¢ efectuado de uma maneira dependente da fosfatidil -
serina, sendo este processo de fagocitose essencial
para uma eficiente producéo de espermatozéides (15).

Foram recentemente descritas, pelo nosso grupo
de trabalho, as percentagens de apoptose no sémen e
na fracgcdo de tratamento swim-up (16). Através do
estudo da actividade da caspase-3, demonstramos a
presenca de caspase-3 activa unicamente na pega in-
termédia e em percentagens superiores em situacoes
de astenozoospermia e de teratozoospermia. Estes re-
sultados sugerem, entdo, que a maquinaria apoptotica
se encontra activa no sémen de modo a eliminar as
células anormais devido a defeitos mitocondriais e do
citoesqueleto ndo correspondendo, portanto, nem ao
sequestro da enzima nos corpos residuais (17, 18)
nem a um mecanismo de apoptose abortiva (19, 20).
Permanece, no entanto, por descrever, as percenta-
gens de apoptose nos espermatideos alongados e es-
permatozdides nas situacbes de azoospermia.

Este estudo teve como objectivo determinar as
percentagens de apoptose nas diferentes patologias
testiculares (anejaculagdo, azoospermia obstuctiva e
azoospermia secretora). Para tal, recorreu-se ao estu-
do da translocacéo da fosfatidilserina, alteracdo que
determina a eliminac&o das células apoptoticas por
fagocitose. A expressao deste marcador apoptético
foi, adicionalmente, determinada a nivel seminal.

MATERIAL E METODOS
Selecgédo dos Pacientes

Foram estudados, sob consentimento informado,
19 homens azoospérmicos em tratamento por inferti-
lidade: 5 com anejaculagdo, 7 com azoospermia obs-
tructiva - 4 CBAVD, 3 obstrucdo secundéria, e 7 com
azoospermia secretora - hipoespermatogénese (idade
média 32.37 *+ 3.06; range 28-40). Todos apresentam
cari6tipos normais (21-22) e auséncia de microde-
leccBes no cromossoma Y (23-24). De modo a recu-
perar espermatideos ou espermatozdides para os tra-
tamentos clinicos, foram submetidos a uma biopsia
testicular de tratamento (25).

O grupo controlo consistiu em 6 homens (idade
média 31.50 £ 1.05; range 30-33) com parémetros se-
minais normais (concentragéo =20x106/ml; morfolo-
gia normal 215%; mobilidade progressiva rapida
>25%), cariotipos normais e auséncia de microde-

leccBes no cromossoma Y. A determinagéo dos paré-
metros seminais foi efectuada segundo as indicagdes
da Organizacdo Mundial de Salude (26) e os critérios
estritos de Kruger para a morfologia normal dos es-
permatozoéides.

Preparagéo do tecido testicular

Apos biopsia testicular de tratamento, o tecido foi
colocado em Sperm Preparation Medium (SPM,
tampédo Hepes; Medicult) procedendo-se a sua disso-
ciacdo mecanica, com o auxilio de bisturis cirdrgicos,
de modo a libertar os espermatideos e espermatozoi-
des testiculares (27). O fluido resultante foi diluido
em SPM e lavado duas vezes por centrifugacéo a
1200 rpm durante 5min. Foi removida uma média de
65ul (range: 20-155pl) de suspensdo celular para es-
tudo, no proprio dia da biopsia, da translocacéo da
fosfatidilserina.

Preparacdo das amostras seminais

Cada paciente contribuiu apenas com uma amostra.
Apbs liquefacgdo (37°C, 30min) e determinacdo dos
parémetros do espermograma, cada amostra foi dividi-
da em duas fracgdes. Uma pequena fraccdo foi lavada
com SPM (1500 rpm, 20min, temperatura ambiente)
de modo a remover o liquido seminal. Removeu-se
uma média de 251l (range: 180-265pl) para determi-
nacdo da fosfatidilserina translocada na fraccéo de sé&-
men. O restante foi sujeito a técnica de centrifugacdo
por gradientes e swim-up. A amostra foi centrifugada
(1500 rpm, 20min, temperatura ambiente) em gradien-
tes Ixaprep (Medicult, Copenhague, Dinamarca) de
modo a remover o liquido seminal e as células imatu-
ras. O centrifugado foi lavado duas vezes em SPM
(1500 rpm, 10min, temperatura ambiente), recoberto
com 50-100ul SPM e incubado (1h, 37°C, 5% CO2 em
ar humedecido) para recolher na fase aquosa superior
0s espermatozdides méveis (swim-up). Foi removido
uma média de 191l (range: 55-265pl) de modo a de-
terminar a translocacéo da fosfatidilserina na fracgéo
de swim-up. Todo o procedimento foi efectuado no
proprio diada colheita.

Detecgdo da translocacdo da fosfatidilserina

O estudo da translocacéo da fosfatidilserina do
folheto interno para o folheto externo da membrana
citoplasmética foi efectuado através do uso da protei-
na anexinaV (An) que, na presenca de calcio, apre-
senta elevada afinidade para a fosfatidilserina (28).
Quando conjugada com um fluorocromo, permite a
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deteccéo da translocacéo da fosfatidilserina para o
folheto externo da membrana citoplasmatica, caracte-
ristica de uma célula num estado inicial de apoptose.
Foi utilizado o Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit (Calbiochem, San Diego, USA) onde, a anexina
V conjugada com o FITC (An-FITC), serve de mar-
cador fluorescente para as células apoptéticas
(emissdo de cor verde). As células foram adicional -
mente incubadas com o iodeto de propidio (IP), que é
um corante vital para o qual a membrana citoplasméa-
tica ndo é permeével. Deste modo, apenas nas fases
de perda de permeabilidade membranar (apoptose tar-
dia e necrose), o IP é incorporado pela célula oco-
rrendo a emissdo de fluorescéncia vermelha.

Quando necessario, foi adicionado ao volume ini-
cial da amostra PBS (Phosphate Buffered Saline
Solution, Sigma, St. Louis, USA) de modo a perfazer
um volume final de 250ul. A amostra foi incubada
(15min, temperatura ambiente) com 10ul de Media
Binding Reagent (meio que favorece a ligagdo entre a
anexinaV e afosfatidilserina) e AnV-FITC numa con-
centracdo final de 0.96ug/ml. Apods centrifugagdo da
amostra (900 rpm, 10 min, temperatura ambiente), res-
suspendeu-se o pellet lentamente em 100pl de tamp&o
previamente mantido no gelo. Finalmente adicionou-se
o IP numa concentracdo final de 0.075pg/ml.

A observac&o dos resultados foi efectuada num mi-
croscopio de epifluorescéncia (Eclipse E-400; Nikon,
Toquio, Japao) com camara CCD (Sony, Toqui, Japao)
e software apropriado para analise de imagem
(Cytovision Ultra, Applied Imaging International,
Sunderland, UK), tendo sido contabilizados cerca de
100 espermatideos/espermatozéides por amostra testi-
cular e 100 espermatoz6ides por amostra seminal.

A utilizagdo simulténea da anexina V e do iodeto
de propidio, permitiu distinguir quatro tipos de célu-
las: células vivas (An- IP-), células em apoptose ini-
cial (An+ IP-), células em apoptose tardia (An+ |P+)
e células necréticas (An- IP+) (Figura 1).

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados ao nivel celular
onde o individuo de estudo é cada espermatozoéide
contabilizado. A determinac&o, entre grupos, da sig-
nificancia das diferencas entre a presenca de células
vivas, necroticas e apoptéticas, foi efectuada através
do teste (2 aum nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Testiculo

Foi contabilizado um total de 1908 espermatide-
os/espermatozoides, 512 na anejacul agdo, 724 na azo-
ospermia obstructiva (Azo) e 672 na azoospermia se-
cretora (Azs) (tabela l).

O estudo comparativo entre as trés patologias tes-
ticulares, revelou a presenca de percentagens signifi-
cativamente superiores de células vivas na Azs
(P<0.012) seguida da Azo (P<0.0001), relativamente
a anegjaculacao, e de células em apoptose inicial na
anejaculacdo (P<0.0001), relativamente as Azo e Azs
(figura 2). O estudo comparativo entre a azoospermia
secretora e a azoospermia obstructiva revelou valores
significativamente superiores de células vivas na Azs
(P =0.012) e de células em apoptose inicial na Azo

Figural
Imagens de fluorescéncia (a-d) e contraste de fase (a’-d’) de esper matideos e espermatozdides vivos (a, a'), em apoptose ini-
cial (b, b’), apoptose tardia (c, ¢') e em necrose (d, d').
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Tabela 1
Espermatideos e espermatozoides vivos, em apoptose e em necrose nos grupos de patologia testicular.

Angjaculagao Azo Azs Total

) (%) P (n) (%) P Q) () P (WX P
AnV'IP 107 20.9+21.8 <0.0001 215 297+9.9 <0.0001 24 236+236 <0.0001 564 29.6+18.8 <0.0001
AnVIP- 268 52.3+22.6 <0.0001 298 41.2+105 <0.0001 228 33.9+16.8 <0.0001 794 416+ 17.1 <0.0001
AnV+IP* 121 236+12.2 <0.0001 190 262+6.9 <0.0001 187 27.8+132 0.006 498 26.1+10.5 <0.0001
AnV-IP* 16 31+38 0041 21 29+43 NS 15 22+20 NS 52 27+33 0040
aMédiatDP
*Versus Sémen

cativa da percentagem de células em apoptose inicial
(P<0.0001) e em necrose (P=0.021) (tabela 1). N&o se
verificaram diferencgas para a percentagem de células
em apoptose tardia.

(P = 0.006). N&o se observaram diferencas significa-
tivas, entre 0s grupos, para a presenca de células em
apoptose tardia e em necrose (figura 2).

Figura2
Diferencas para a presenca de espermatideos e esper matozoi-
des vivos (AnV- IP-), em apoptose inicial (AnV- IP-), tardia
(AnV+ IP+) e em necrose (AnV- |P+) entre os grupos de pato-
logia testicular. * P<0.0001 (vs angjaculagdo); # P<0.012
(Azo vs Azs)

Sémen

O grupo controlo consistiu em 6 pacientes com
parametros seminais normais, tendo sido realizada a
técnica de centrifugacao por gradientes e swim-up
para cada amostra seminal.

Foi contabilizado um total de 674 espermatozoéi-
des na fracgéo de sémen e de 644 espermatozéides na
fraccdo de swim-up (tabela 2). O estudo comparativo
entre as duas fracgdes revelou um aumento significa-
tivo (P < 0.0001) da percentagem de células vivas
apos a realizacdo da técnica de centrifugacéo por gra-
dientes e swim-up, assim como uma redugdo signifi-

Testiculo vs Sémen
0 Tabela 2
50 J_E Espermatozoides vivos, em apoptose e em necrose nas fracgdes
o de sémen e de swim-up
¥
g E Fraccdo Sémen  Fracgdo Swim-Up pP*
X 0 M e ) (%)
AnVvIP 314 466+99 393 61+124 <0.0001
2 AnV*IP 116 172+74 34 53+23 <0.0001
£ 10 AnV*IP* 235 349+131 216 335+109 NS
; AnVIP 9 13+18 1 02204 0.021
0 L I'LI I£ *MédiatDP
*Sémen vs Swim-Up
Os resultados obtidos ao nivel testicular para a

presenca de células vivas, em apoptose inicial, tardia
e em necrose, foram comparados com os resultados
obtidos na fracgdo de sémen e swim-up. Este estudo
revelou a presenca de percentagens significativamen-
te superiores de espermatozoides vivos (P<0.0001)

te superiores de espermatozoides em apoptose tardia

no sémen e de espermatozéides em apoptose
(P<0.0001) e em necrose (P=0.040) no testiculo (ta-
bela 1). No entanto, verifica-se que o aumento de cé-
lulas em apoptose no testiculo, se deve apenas a pre-
senca de espermatozéides em apoptose inicial,
apresentando o sémen percentagens significativamen-

(P<0.0001) (Figura 3). Os mesmos resultados se ob-
servaram quando comparando com a fraccao de
swim-up. Ao comparar especificamente cada patolo-
giatesticular com a fracgdo de sémen, observaram-se
resultados semelhantes, excepto a auséncia de dife-
rencas significativas para a presenca de células necro-
ticas na Azo (P=0.063) e na Azs (P=0.225) relativa-
mente a0 sémen (tabela 1).
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Figura3
Diferencas para a presenca de esper matozdides vivos (AnV-
IP-), em apoptose inicial (AnV- IP-), tardia (AnV+ IP+) eem
necrose (AnV- IP+) entre a fracgdo de sémen e o testiculo.
*P<0.0001, #P=0.040

<o Esper matozcides
|

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A apoptose € um mecanismo essencial no decorrer
da espermatogénese. A exposic¢do da fosfatidilserina
no folheto externo da membrana citoplasmética é um
marcador essencial no reconhecimento e eliminacgéo
de células germinais anormais pelas células de Sertoli
de modo a permitir o desenvolvimento e a producéo
normal de espermatozéides.

Pensa-se que um dos factores envolvidos na alte-
racdo do funcionamento normal da espermatogénese,
com consequente aparecimento de diferentes patolo-
gias (alteracdo dos parédmetros seminais e azoosper-
mia), é a desregulacdo do mecanismo apoptético
(29). Estudos anteriores demonstraram a presenca de
percentagens aumentadas de apoptose em diferentes
patologias testiculares, através da observacdo de per-
centagens elevadas de fragmentacdo do DNA (30 -
33) HT4, HT28, HT21, HT42) e do aumento da ex-
pressao das proteinas Fas/FasL (33, 34) (HT42,
HT17).

A presenca de fosfatidilserina translocada foi ob-
servada em todos os estadios da espermatogénese de
individuos azoospérmicos (35, 36), HT5/34 tendo-se
verificado que a sua exposicao raramente ocorre nos
estadios de ST1, Sa, Sb e Sc (3.9%, range: 0-16%)
comparativamente com o observado na fase de esper-
matidio alongado (49.3%, range: 20-54%) (35). No
entanto, nem sempre houve uma clara defini¢do do
grupo de estudo, sendo avaliado um reduzido nimero
de células.

Deste modo, e através do uso de uma proteina de
elevada afinidade para a fosfatidilserina, a anexina V,

descrevemos, pela primeira vez, as percentagens de
espermatideos alongados e espermatozéides com fos-
fatidilserina translocada, em pacientes azoospérmi-
COS, assim como em pacientes com parametros semi-
nais normais.

No presente trabal ho, demonstramos a presenca de
percentagens significativamente superiores de esper-
matozoides vivos no sémen (46.6% vs 29.6%) e de
espermatideos e espermatozdides em apoptose inicial
(41.6% vs 17.2%) e em necrose (2.7% vs 1.3%) no
testiculo, facto que sugere o envolvimento da apopto-
se nas diferentes patologias testiculares. No entanto,
verificaram-se percentagens significativamente supe-
riores de espermatozéides em apoptose tardia no sé-
men (34.9%) relativamente ao testiculo (26.1%).
Deste modo, e tal como Greco et al sugeriu através da
demonstracdo de percentagens de fragmentacéo do
DNA superiores no sémen (23.6%) relativamente ao
testiculo (4.8%) (37), confirma-se a presenca de um
factor pos-testicular de inducéo da activagdo da cas-
cata apoptotica, que resulta na presenca de esperma-
tozéides numa fase avancada de degradacdo no ejacu-
lado. Foi sugerido, recentemente, um eficiente
tratamento de infertilidade com a administracéo oral
de vitamina C e E (38) ou com diclofenac (39), nos
casos de elevados niveis de apopotose no sémen.

A comparagéo entre os diferentes grupos de pato-
logia testicular demonstrou a presenca de percenta-
gens significativamente superiores de espermatideos
e espermatozdides vivos (36%) nos casos de patolo-
giatesticular severa (azoospermia secretora) em com-
paragdo com 0s casos de espermatogénese conserva-
da (29.7%, azoospermia obstructiva e 20.9%,
anejaculacéo). Por outro lado, a azoospermia obtruc-
tiva e a angjaculagdo, apresentam niveis superiores de
apoptose inicial (41.2% e 52.3%, respectivamente, vs
33.9%). Adicionalmente, ndo foram encontradas dife-
rencas para a presenca de células em apoptose tardia
e em necrose. Estes resultados sugerem que, embora
0 mecanismo apoptoético se encontre activo no senti-
do de eliminar as células numa fase avancada de de-
gradacdo, a acumulagdo de espermatideos e esperma-
tozéides por obstrucdo tubular (azoospermia
obstructiva) ou por incapacidade de gjaculacdo (ane-
jaculacdo), tem um elevado impacto negativo sobre
essas mesmas células conduzindo, entdo, a activacao
da cascata apoptética.

Tal como demonstrado anteriormente (40), a téc-
nica de centrifugagéo por gradientes e swim-up mos-
trou-se eficiente na reducdo da percentagem de esper-
matozGides em apoptose e em necrose e,
conseguentemente, no enriquecimento das amostras
relativamente a percentagem de espermatozoides vi-
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vos. Estes resultados vém confirmar, novamente, o
reduzido risco de seleccéo de espermatozdides apop-
téticos durante os tratamentos clinicos (16).

Em conclusdo, demonstramos a presenca de per-
centagens superiores de espermatideos alongados e
espermatozoides em apoptose inicial e em necrose no
testiculo. No entanto, e nos casos de espermatogénese
conservada, a apoptose parece surgir como conse-
guéncia e ndo causa da patologia. No sémen, embora
se verifique a presenca de percentagens superiores de
espermatozoides vivos, as elevadas percentagens de
espermatozoéides numa fase tardia da apoptose, mes-
mo na frac¢do do swim-up, demonstram a importan-
cia de aferir o melhor método de seleccéo de esper-
matozGides durante os tratamentos clinicos (40) e/ou
de optimizacao da qualidade e funcionamento dos
mesmos (41).
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