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1 INTRODUCAO

Aproximadamente 15% dos casais apresentam alguma forma de infertilidade, sendo
que em torno de 50% das vezes, 0 homem pode ser a causa (NAKADA et al., 2006).
De acordo com os dados de uma meta-analise realizada pela World Health
Organization (WHO) em 2010, aproximadamente 50 milhdes de casais sofreram
com infertilidade ao redor do mundo no periodo da analise (MASCARENHAS;
FLAXMAN; BOERMA, 2012).

Os disruptores endécrinos (DE) sdo substancias que podem exercer efeito
estrogénico e anti-androgénico no sistema enddécrino atrapalhando a sinalizacéo
hormonal, podendo desencadear problemas de infertilidade ou sub-fertiidade em
homens e mulheres expostos a essas substancias, principalmente no inicio do
desenvolvimento embrionario (ANWAY; SKINNER 2008; MORAL, 2008 ;HEINDEL;
NEWBOLD, 2009).

Pesticidas, agentes plastificantes e outros poluentes ambientais como metais
pesados tém sido relacionados a maleficios sobre a saude reprodutiva em humanos,
aparentemente diminuindo a qualidade do fluido seminal, e até danificando o DNA
espermatico (GIACCO et al., 2012; SAIYED et al., 2003).

Cerca de 2300 genes estdo relacionados a espermatogénese (CARRELL et al.,
2016), demonstrando a importancia da integridade dos genes. Alguns polimorfismos
parecem estar relacionados a infertilidade masculina, podendo afetar diretamente a
qualidade dos espermetazdides. O gene CATSPER1 de uma familia de 4
transportadores de calcio, por exemplo, se mostrou extremamente importante para
que a fertilizagdo ocorra com sucesso, sendo demonstrado em um estudo a relagéo
entre astenoespermia idiopéatica e polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP)
neste gene (SHU et al., 2015)

A causa da infertiidade masculina pode ser de dificil diagnostico, levando em
consideracao os diferentes fatores que podem contribuir para o problema. O
estresse oxidativo, aparenta ser responsavel por grande parte dos efeitos negativos
sobre os espermatozoides, e esta presente em diferentes condicbes e patologias.
(FERRAMOSCA et al., 2013; AGARWAL; GUPTA, SIKKA, 2006).
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Por diminuir o dano tecidual causado pelos radicais livres produzidos em excesso
durante o estresse oxidativo, dietas com alimentos e suplementos antioxidantes tém
sido associadas a melhora nos parametros do espermograma, podendo em tese
promover melhora no status de fertilidade (ALARCON et al., 2012). Isto se da devido
uma acdo mais eficiente na reducdo de moléculas oxidadas a moléculas menos
toxicas, que podem ser eliminadas pelo organismo sem causar danos significativos,
conservando também em tese, a integridade dos espermatozoides. Antioxidantes
como a vitamina C, vitamina E, glutationa, carotenoides, flavonoides,
proantocianidinas, 6mega-3, em conjunto com as defesas enzimaticas do organismo
qgue incluem a superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa-
S-transferase (GST) e catalase (CAT), ajudam a manter a hormese e evitar danos
por estresse oxidativo (VALKO et al., 2007; SAFARINEJAD et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do estresse oxidativo na
qualidade do sémen em homens, e foi estruturado através de uma revisdo de
literatura utilizando bancos de dados MEDLINE/PubMed, Scopus (Elsevier),
ScienceDirect Journals (Elsevier), Web of Science, entre os anos de 2000 e 2016,
sendo a maioria a partir de 2006. Os artigos usados foram selecionados a partir das
seguintes palavras chave: spermatozoa; oxidative stress; male infertility;
spermatogenesis; spermatozoon motility; spermatozoa maturation; human
spermiogenesis; spermatozoa motility; sertoli cells; nrf2 pathway; nrf2 sperm; genetic
mutations sperm; spermatogenesis testosterone; environmental pollutants sperm;
human astenoteratozoospermia; teratozoospermia; asthenozoospermia,

oligozoospermia
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 INFERTILIDADE MASCULINA

2.1.1 Defini¢&o e prevaléncia da infertilidade

No mundo, aproximadamente 15% dos casais possuem algum tipo de desordem que
causa infertilidade, sendo que na metade das vezes, o homem pode ser a causa
(NAKADA et al., 2006). De acordo com os dados de uma meta-analise realizada
pela World Health Organization (WHO) em 2010, aproximadamente 50 milhdes de
casais sofreram com infertilidade ao redor do mundo (MASCARENHAS; FLAXMAN;
BOERMA, 2012). Infertilidade, pela definicdo clinica da World Health Organization
(WHO), é algum problema do sistema reprodutivo, no qual o casal ndo consegue
engravidar ap6és um ano ou mais de intercurso desprotegido (ZEGERS-
HOCHSCHILD et al., 2009), enquanto a definicdo epidemioldgica define infertilidade
guando mulheres em idade reprodutiva sob risco de gravidez, relatam tentativa sem

sucesso por mais de 2 (dois) anos (World Health Organization, 2006).

2.1.2 Espermatogénese

A espermatogénese é um processo onde ocorrem diversas reacfes a fim de
produzir uma célula espermatica diferenciada, que sera capaz de fertilizar o évulo e
contribuir para o crescimento do embrido de forma saudavel, sendo necessario a
regulacdo de mais de 2300 genes para que O processo ocorra em toda sua
magnitude (CARRELL, et al. 2016).

A espermatogénese € o processo pelo qual o organismo produz os espermatozoides
a partir das espermatides, as quais séo provenientes de duas divisdbes meidticas dos
espermatocitos tipo 1. As espermatides sao células redondas, aflageladas, com
atividades de transcri¢do e tradugéo que, no processo de espermatogénese, tornam-
se células flageladas, com nucleo compactado e inativo, denominadas de
espermatozoides maduros (AUSIO; EIRIN-LOPEZ; FREHLICK, 2007). Este

processo ocorre no epitélio seminifero dos testiculos, sendo caracterizada pela
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maturagcdo continua de células germinativas, para o centro dos tabulos seminiferos
(SHAHA; CHENG, 2008).

Os espermatozoides maduros sdo compostos por uma cabeca e uma cauda. A
cabeca possui um acrossoma, € um nucleo, e a cauda é divida em parte mediana,
onde estdo localizadas as mitocondrias, parte principal e parte final. Existem
diversos receptores GLUT expressos em todas as regifes, sendo que o GLUT-3 e
GLUT-9a séo exclusivos da parte mediana. A figura 1 demonstra a localizacdo de
diversas isoformas de transportadores de glicose, nas partes distintas dos
espermatozoides denominadas cabeca (que inclui o acrossoma e nucleo) e cauda
(dividida em parte mediana, principal e final). GLUT1: transportador de glicose 1,
GLUT2: transportador de glicose 2; GLUTS3: transportador de glicose 3; GLUTS:
transportador de glicose 5; GLUTS8: transportador de glicose 8; GLUT9a:
transportador de glicose 9a; GLUT9b: transportador de glicose 9b. Devido a perda
do citoplasma, os espermatozoides necessitam das defesas antioxidantes presentes

no meio extracelular e nas mitocondrias (DING et al., 2015).

Figura 1. Representacdo esquematica de espermatozoides humanos.
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Os horménios andrégenos produzidos pelos testiculos e pela glandula adrenal sao
fundamentais para o desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos masculinos, para a
puberdade, para funcédo sexual e, também para fertilidade. Estima-se que cerca de
20 a 30% dos homens inférteis apresentem baixa testosterona ou aumento do
hormonio luteinizante (LH) (DOHLE; SMIT; WEBER, 2003).

O papel da testosterona na espermatogénese é bem conhecido, além do efeito do
LH na espermatogénese ser mediado pela testosterona intratesticular, onde a
concentracdo de testosterona intratesticular ja foi encontrada cerca de 25 a 100
vezes a mais do que no plasma (PAGE, 2011). A administracdo de testosterona
exdgena, por outro lado, tem efeito negativo na espermatogénese, pois inibe a
GnRH e o LH a nivel de hipotalamo e glandula pituitaria, suprimindo a producéo de
testosterona intratesticular, consequentemente diminuindo a espermatogénese
(SAMPLASKI et al., 2014).

Outros estudos confirmam a agdo negativa da testosterona exdgena pelo mesmo
mecanismo de feed-back negativo. A administracdo de testosterona exdégena em
homens tem o efeito de suprimir a espermatogénese, tendo acdo contraceptiva. O
mecanismo responsavel estd relacionado a um feed-back negativo no eixo
hipotalamico — pituitario — gonadal (HPG), que inibe a liberacdo de GnRH (hormdnio
liberador de gonadotropinas), e consequentemente de FSH (horménio foliculo
estimulante) e LH (hormonio luteinizante), diminuindo a concentracéo intratesticular
de testosterona e afetando drasticamente a espermatogénese. Esse efeito é
reversivel apds cessar o tratamento, mas pode ter desfechos desconhecidos, ndo
sendo recomendado para homens que ainda querem reproduzir futuramente
(MOSS; CROSNOE; KIM, 2013).

A obesidade é um problema mundial, e est4 associada a niveis mais baixos de
testosterona e LH, além de reducé&o na qualidade dos parametros espermaticos e
outras alteracdes hormonais. O tecido adiposo em quantidade excessiva resulta em
uma maior conversao de testosterona para estradiol, devido a uma atividade
aumentada da aromatase, podendo levar ao hipogonadismo secundario, através da
supresséao do eixo hipotalamico pituitario gonadal (AL-ALI et al., 2014; EISENBERG
et al., 2014; MICHALAKIS et al., 2013; SERMONDADE et al., 2013).

A figura 2 demonstra claramente que a administracdo de testosterona exdgena e

esteréides anabdlicos androgénicos afetam negativamente o eixo hipotalamico-
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pituitéario-gonadal (HPA). Moduladores seletivos de estrégenos blogueiam o feed-
back negativo do estrogénio no eixo HPA. Gonadotropina corionica humana (hCG)
estimula as células de Leydig. Inibidores da aromatase previnem a conversao de
testosterona para estrogénio. (MOSS; CROSNOE; KIM, 2013).

Figura 2. Hormonios rejuvenescedores e mecanismos de agao.
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Fonte: Moss, Crosnoe, Kim, 2013, p. 1816.

Um estudo com 26 homens que realizavam terapia de reposi¢cdao hormonal (TRH)
com testosterona, mostrou que a administragcdo concomitante de baixas doses de
bHCG (gonadotropina coriénica humana beta), em torno de 500 Ul dia sim, dia n&o,
durante o tratamento, parece conservar a espermatogénese, evitando a intertilidade
causada pela TRH tanto via injetavel quanto dérmica (HSIEH et al., 2013). Este
mecanismo pode ser devido a agédo do hCG sobre as células de leydig por estimular
a producéo de testosterona mimetizando a acdo do LH, ja que o ultimo se encontra
suprimido devido ao feed-back negativo causado no eixo HPA pela administragéao
exbégena de testosterona (MOSS; CROSNOE; KIM, 2013).
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Os niveis de FSH parecem estar diretamente relacionados a taxa de
espermatogénese. Um estudo avaliou os niveis de FSH, LH, testosterona total e
estradiol, em homens diagnosticados com cancer que foram submetidos a
orquiectomia unilateral, na momento do diagndstico a até 3 anos depois da cirurgia.
Os resultados demonstraram um aumento nos niveis de FSH plasméatico
principalmente no primeiro ano, que continuou mais elevado que antes da cirurgia
mesmo apos 3 anos, com consequente aumento no volume testicular, aumentando a
espermatogénese. Este mecanismo ocorreu de forma compensatoria, mostrando
que a liberacao fisiologica de FSH em condicbes normais ndo é suficiente para
elevar a espermatogénese ao potencial maximo, e que o aumento gradual endégeno

ou exdégeno de FSH pode controlar essa funcéo (SELICE et al., 2011).

Em um estudo in vivo e in vitro com células de Sertoli, a supressdo de FSH e
andrégenos teve efeito direto sobre a transcricdo de 23 miRNAs (micro-RNAS),
sendo que a super-expressdao de um deles, o miR-23b in vitro, resultou em
diminuicdo na traducéo de dois genes (PTEN e EPS15) responsaveis pelo controle
coordenado dos caminhos de adesdo celular. Foi concluido que o FSH age
provavelmente nas células de Sertoli na etapa VI, controlando a expressdo de
mMiRNAs que agem de maneira coordenada controlando os caminhos de adesao
celular e da fertilidade masculina, podendo explicar em parte 0 mecanismo de agéo
dos horménios durante a espermiacdo, que € o0 processo de liberacdo dos
espermatozoides maduros (NICHOLLS et al., 2011).

A barreira hematotesticular é responséavel pela permeabilidade do epitélio testicular,
evitando com que as defesas imunoldgicas do plasma entrem em contato com 0s
espermatozoides, para que nao haja destruicio dos mesmos pelo proprio
organismo, e para evitar reacdes de defesa sistémicas. A integridade da barreira
hematotesticular é crucial, sendo modulada por diversas proteinas. A terapia de
reposicao de testosterona com objetivo contraceptivo por 9 semanas ndo causou
nenhuma alteragdo na integridade da barreira, porém, como os tratamentos de
reposicdo sdo geralmente longos, sdo necessarios estudos mais longos para

confirmar este achado (ILANI et al., 2012).

As células de Sertoli sdo responsaveis pela barreira hematotesticular, além da
liberacdo de diversos fatores necessarios para que ocorra a espermatogénese. Elas

estdo diretamente relacionadas ao niumero de espermatozoides, sendo que cada
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célula de Sertoli consegue aguentar cerca de 50 células germinativas em diferentes
fases de desenvolvimento (CHENG et al., 2010). Um estudo in vitro realizado com
células de Sertoli de ratos, mostrou que a deidrotestosterona (DHT) e o 17b-estradiol
(E2) exercem influéncia sobre a espermatogénese, especialmente por meios pré e
pro-apoptoticos, e que o equilibrio entre esses horménios é importante para
estabelecer o grau de producdo de espermatozoides, e o nivel de fertilidade

(SIMOES et al., 2013).

Durante a espermatogénese em ratos, ocorrem diversas mudancas como
alongamento do nucleo e condensamento de cromatina, além da troca de histonas
no DNA por outras proteinas. A troca de histonas ocorre gradualmente, sendo que
as proteinas de transicdo (TP) antecedem as protaminas, que sdo as proteinas
definitivas. Essas mudancas ocorrem para que 0s cromossomos fiqguem bem
compactados para caberem na pequena cabeca dos espermatozoides, formando
uma sélida estrutura de cromatina, necessaria para a maturacdo dos mesmos, como
mostrado na figura 3. As barras indicam as nucleoproteinas que sdo supostamente
envolvidas na estruturacdo da cromatina. O inicio da expressao das variantes das
histonas especificas dos testiculos tH2A, tH2B, H1t e ssH2B também est4 sendo
mostrado. tsHMG, proteina caixa do grupo de alta mobilidade especifica dos

testiculos. TP1 e 2, proteinas de transi¢do 1 e 2.3 (TANAKA; BABA, 2005).

Figura 3. Representacdo esquematica da expressao de nucleoproteinas nas células

germinativas durante a espermatogénese em ratos.
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Os espermatozoides sdo os produtos finais da espermatogénese, processo que
ocorre nas células de Sertoli, nos tubos seminiferos localizados nos testiculos. Na
primeira etapa, as espermatogbénias passam por uma série de divisbes mitoticas,
mantendo-se diploides, e sdo denominadas de espermatocitos. Na segunda etapa,
0s espermatdcitos sofrem duas divisdes meidticas, dando origem a quatro células
haploides, denominadas de espermétides. Na terceira etapa, as espermatides se
diferenciam em espermatozoides em um processo chamado de espermiogénese. Os
espermatozoides sdo estruturas alongadas, porém com um espaco interno muito
pequeno para armazenar o material genético da mesma forma que ocorre nas
células soméaticas do organismo. Nas células sométicas, as histonas fazem todo o
papel de compactar a cromatina para proteger e armazenar o material genético, nos
espermatozoides, porém, 0 pequeno espaco interno requer uma mudanca da maior
parte das histonas para protaminas, pelo fato de serem capaz de manter a cromatina
até 10 vezes mais condensada do que as histonas (NOBLANC; KOCER; DREVET,
2014).

Um estudo avaliou o efeito do tabagismo na razdo de troca das histonas para
protaminas nos espermatozoides, levando em consideracdo a importancia desse
processo no condensamento da cromatina nos espermatozoides maduros,
produzindo espermatozoides viaveis reprodutivamente. Os resultados demonstraram
que, em homens que fumavam, havia uma alta proporcédo de espermatozoides que
tinham uma baixa razdo de troca de histonas para protaminas, concomitante com
baixa contagem, baixa motilidade, baixa vitalidade e integridade de membrana,
confirmando os efeitos adversos do tabagismo na qualidade seminal (HAMAD et al.,
2014).

Além da testosterona, os estrogenos também s&@o necessérios para manter a funcéo
reprodutiva em homens. Receptores de estrogenos (ESR1 e ESR2) e um receptor -1
de estrogenos acoplado a proteina G (GPER) estdo presentes no sistema
reprodutivo masculino. Um estudo feito com ratos demonstrou que os ESR1 regulam
a reabsorcdo de fluidos e estdo presentes em maior quantidade nos ductos
deferentes, mas também desempenham papel no epididimo, controlando o pH e a
osmolaridade (HESS et al., 2011).
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2.1.3 Capacitacao dos espermatozoides e fertilizagéo

A fertilizacdo € o processo pelo qual o gameta masculino e o feminino se unem,
formando um individuo geneticamente distinto. ApOs o intercurso sexual em
humanos, os espermatozoides moéveis seguem pelas trompas de falépio no trato
reprodutivo feminino, em direcdo ao 6vulo. O meio acido favorece o processo de
hiperativacdo, no qual o espermatozoide se torna mais rapido para penetrar a
camada externa do 6vulo. A camada interna do évulo, denominada zona peldcida,
s6 é penetrada na segunda etapa da capacitacdo, quando ocorre a reacdo do
acrossoma e consequente liberagdo de enzimas digestivas que rompem a
membrana da zona pellcida, possibilitando a entrada do material genético do
gameta masculino. Durante este processo, simultaneamente, o 6vulo libera enzimas
gue reorganizam as glicoproteinas da zona pellcida, tornando-a impenetravel,
evitando assim a fertilizacdo por multiplos espermatozoides (KRAUCHUNAS;
MARCELLO; SINGSON, 2016).

Para conseguir fertilizar o évulo, o espermatozoide ap6s entrar no trato reprodutivo
feminino, deve antes passar por uma série de reacdes bioquimicas e fisiolégicas,
chamadas coletivamente de capacitacdo, um processo que envolve a polimerizacao
da actina e a hiperativacdo da motilidade (HAM) (BUFFONE et al., 2014).

A capacitacdo do espermatozoide ocorre através de diversas mudancas,
necessarias para que ocorra a fertilizacdo. As mudancas bioquimicas incluem
mudancas na fosforilacdo de proteinas, e na atividade da proteina quinase, efluxo de
colesterol da membrana plasmatica para aumentar a fluidez e permeabilidade da
membrana, aumento da concentracdo de bicarbonato (HCO3") e do pH intracelular,
aumento dos niveis de Ca* e cAMP (ICKOWICZ; FINKELSTEIN; BREITBART,
2012; VISCONTI, 2009).

O bicarbonato entra no espermatozoide através no cotransportador Na*/HCOs-, e
estimula uma rapida mudanca na membrana plasméatica, ativando enzimas
relacionadas a translocacdo de fosfolipideos como a fosfatidiletalonamina e
fosfatidilserina (GADELLA; HARRISON, 2000), que aumentam a disponibilidade de

colesterol para os receptores externos (VISCONTI, 2009).
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Apéds o processo de capacitacdo, o espermatozoide estd preparado para fertilizar o
gameta feminino. Com seu movimento hiperativado, ele se liga a zona peldcida,
mantendo intacta sua membrana plasmatica, e deve entdo realizar o processo
exocitético, denominado de reacdo do acrossoma, onde seu conteddo interno é
passado para o interior do 6vulo (ROLDAN; SHI, 2007).

O processo de reacdo do acrossoma € estimulado por glicoproteinas da zona
pellcida, sofrendo efeito sinérgico de outras substancias como prostaglandinas,
peptideo natriurético atrial, fator de crescimento epidermal (EGF) e progesterona,
entre outros, em testes in vitro, porém ndo se sabe o grau de sinergismo in vivo
(BREITBART; ETKOVITZ, 2011). Um estudo em ratos demonstrou que oS
espermatozoides podem utilizar corpos cetbnicos como fonte de energia para se

locomover, mas nao durante a reacdo do acrossoma (TANAKA et al., 2004).

Diversas moléculas sdo necessarias para que 0 Processo ocorra com sucesso,
incluindo Ca®", bicarbonato e albumina sérica. O Ca?" parece estar envolvido nos
estagios iniciais da capacitacdo, estimulando a proteina adenilato ciclase sollvel
(sAC), que é uma enzima amplificadora que aumenta os niveis de cCAMP, ativando a
proteina quinase (PKA) dependente de cAMP (SIGNORELLI; DIAZ; MORALES,
2012; BURTON; MCKNIGHT, 2007).

Um estudo avaliou a influéncia dos hormoénios do oviducto sobre a hiperativagdo dos
espermatozoides in vitro, mostrando que a progesterona, melatonina e serotonina
favorecem a hiperativacao através de receptores de membrana especificos, e que o
17b-estradiol suprime esse efeito através do receptor de estrogeno. Além disso, o
acido y-aminobutirico (GABA) suprime o efeito da progesterona sobre a
hiperativagéo, através do receptor do GABA (FUJINOKI; TAKEI; KON, 2016).

O fon célcio (Ca®"), é um segundo mensageiro responsavel pela regulacdo de
diversos mecanismos nos espermatozoides e em células somaticas. O calcio
intracelular regula diversos processos, como a reacdo do acrossoma, hiperativacéo
flagelar, quimiotaxia e capacita¢do (PUBLICOVER; HARPER; BARRATT, 2007).

A mitocbndria recebe o calcio através do uniportador de célcio (mCU). A membrana
plasmatica e o acrossoma, também sao locais onde os espermatozoides controlam
os fons Ca** (RODRIGUEZ; SATORRE; BECONI, 2012; CARAFOLI, 2010). O mCU



28

é o principal mecanismo de transporte de Ca®* do citosol para a matriz mitocondrial,
com a finalidade de aumentar os niveis intracelulares de Ca** (ZHANG et al., 2006).

Bravo e outros (2015) avaliaram a motilidade e niveis de ATP de espermatozoides
humanos de homens aparentemente saudaveis, apds o0 bloqueio dos canais
uniportadores de Ca®" (mCU). Os resultados mostraram uma reducéo significativa
na motilidade total e dos niveis de ATP, sem afetar a viabilidade, potencial de
membrana ou producdo de ROS. Demonstrando que o0s uniportadores mCU
contribuem para a manutencdo da motilidade e dos niveis de ATP em

espermatozoides humanos.

O fon zinco (Zn?*) extracelular esta4 envolvido na proliferacdo celular através do
caminho da MAP1 quinase em diversos tipos celulares. Nos espermatozoides, o
Zn** se liga aos receptores de Zn?* (ZnR) ativando os receptores do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), contribuindo para a reacao do acrossoma, mediado
pela adenil ciclase trans-membrana (tmAC), proteina quinase A (PKA), EGFR,
fosfolipase C (PLC) e proteina quinase C (PKC). Na auséncia de Ca®', o zn**
também causou estimulo para a reacdo do acrossoma (MICHAILOV; ICKOWICKZ,

BREITBART, 2014).
2.1.4 Espermograma

O espermograma € uma forma de avaliar diversos parametros do fluido seminal,
incluindo motilidade, concentracdo e morfologia dos espermatozoides, como uma
forma de prever o grau de fertilidade (SHAMSI; KUMAR; DADA, 2008). Atualmente,
0 método de analise do sémen mais aceito no mundo é de acordo com 0s critérios
preconizados pela World Health Organization (WHO) (2010), que mede a
concentracéo, motilidade, morfologia e vitalidade dos espermatozoides, assim como
a capacidade secretora das glandulas acessorias associadas a ejaculacéo, pelo
volume do sémen. Os parametros da quinta edicdo da tabela da WHO de 2010
servem como referéncia para avaliar a qualidade do sémen, e facilitar o diagnéstico

em casos de infertilidade (tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo de valores para andlise seminal de homens cujas parceiras

engravidaram até no maximo 12 meses de intercurso desprotegido, World Health

Organization, 2010.

PARAMETROS N PERCENTIS
(UNIDADES) 25 5 10 25 50 75 90 | 95 | 97,5
Volume seminal (mL) 1941 | 1,2 | 1,5 2,0 2,7 3,7 4.8 6,0 | 6,8 | 7,6
NuUmero total de 1859 | 23 | 39 69 142 | 255 422 647 | 802 | 928
espermatozoides (106 por
ejaculado)
Concentracdo de 1859 9 15 22 41 73 116 169 | 213 | 259
espermatozoides (106 por
mL)
Motilidade total (PR + NP, 1781 | 34 | 40 45 53 61 69 75 | 78 | 81
%)
Motilidade progressiva (PR, | 1780 | 28 | 32 39 47 55 62 69 | 72 75
%)
Motilidade n&o-progressiva | 1778 1 1 2 3 5 9 15 18 | 22
(NP, %)
Espermatozoides imoveis 1863 | 19 22 25 31 39 46 54 59 65
(IM, %)
Vitalidade 428 53 | 58 64 72 79 84 88 | 91 92
Formas normais 1851 3 4 55 9 15 245 36 44 48

Fonte: Cooper et al., 2010.

Geralmente a andlise do fluido seminal é indicada quando héa suspeita de

infertilidade, ou subfertilidade em homens (CHRISTMAN et al., 2013).

2.2 FATORES QUE CONTIBUEM PARA A INFERTILIDADE MASCULINA

2.2.1 Disruptores endocrinos

Os disruptores enddcrinos (DE) sdo substancias que exercem efeito sobre o sistema

endocrino do organismo, sendo mais impactante quando ha exposicao no inicio do
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desenvolvimento embrionéario, podendo acarretar em susceptibilidade para doencas
na vida adulta, incluindo problemas reprodutivos, neurolégicos, metabdlicos e de
desenvolvimento, devido ao efeito sobre 0os genes e o impacto epigenético causado
(ANWAY; SKINNER, 2008; MORAL, 2008 ;HEINDEL; NEWBOLD, 2009).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA),
disruptores endocrinos sao agentes exdgenos que exercem efeito sobre a sintese,
transporte, secrecdo, metabolismo, ou eliminacdo de hormdémios naturalmente
presentes no sangue, que sao responsaveis pela homeostase, reproducdo e
desenvolvimento. Os disruptores enddcrinos podem ser sintéticos, e sdo utilizados
na inddstria, como pesticidas, plasticos, plastificantes, solventes, lubrificantes,
fungicidas, e agentes farmacolégicos, ou podem ser naturais, como O0S
fitoestrogenos presentes em diversas espécies de plantas utilizadas na alimentacéo
humana. (DIAMANTI-KANDARAKIS et. al., 2009).

Os disruptores endocrinos podem alterar a diferenciacdo das células germinativas
gue inicia-se durante a embriogénese com as células germinativas primordiais
(PGC). A diferenciacdo de células germinativas primordiais, assim como a
gametogénese, sao processos regulados por fatores genéticos, que sofrem
influencia  poés-transcricional pelos miRNAs. Os disruptores enddécrinos,
principalmente quando expostos durante a janela de desenvolvimento embrionério,
podem alterar a homeostase do sistema reprodutivo, transmitindo caracteristicas de
disfuncdo reprodutiva transgeracionalmente por mecanismos epigenéticos
relacionados ao padréo de liberacdo de miRNAs expresso nas células germinativas
(BRIENO-ENRIQUEZ; LARRIBA; MAZO, 2016).

Os mecanismos epigenéticos aos quais os DE tém sido associados, envolvem
disrupgcbes na metilagdo do DNA, modificagBes pos-transcripcionais de histonas, e
interferéncia nos RNAs nao codificantes (ncRNA), as quais ndo alteram a sequéncia
do DNA, mas sim a expressao e regulacdo de genes, mostrando uma mudanc¢a no

fendtipo sem alterar o gendtipo (ANWAY et al., 2005).

Os fitoestrogenos tém sido associados a mudancas hormonais, porém seus efeitos
sobre a fertilidade masculina sdo pouco conhecidos. Um estudo realizado com 502
homens nos Estados Unidos avaliou a relacdo entre fitoestrogenos na urina e
qualidade dos espermatozoides, notando uma pequena interferéncia, sem afetar a
fecundidade dos casais (MUMFORD et al., 2015).
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Os DE tém sido alvo de estudo devido ao aumento na incidéncia de infertilidade
masculina e feminina, e seus efeitos estrogénicos e anti-androgénicos conhecidos.
Bisfenol A, ftalatos, bisfenilos policlorados, pesticidas como DDT
(diclorodifeniltricloroetano), PDBE (Eteres de difenilo polibromado), entre outros DE,
possuem efeito agonista pelos receptores de estrogénio, e uma parte possui efeito
antagonista pelos receptores androgenos (PINTO; CARVALHO, 2013).

O bisfenol A (BPA) € um componente sintético semelhante ao 17b-estradiol
amplamente utilizado pela industria, na producdo de policarbonato em plasticos,
resinas epoxi presentes no revestimento de latas de aluminio, brinquedos, papel
térmico, garrafas plasticas, etc. O BPA estd amplamente distribuido no ambiente,
tornando alta a exposicdo humana, que ocorre principalmente através da
alimentacdo, e em menor grau por vias ndo alimentares como exposi¢cao a poeira,

materiais dentarios, papéis térmicos, e equipamentos medicos (GEENS et al., 2012).

Os efeitos enddcrinos do BPA tém sido amplamente estudados em modelos animais
e humanos. Em um estudo feito com ratos, a exposicdo ao BPA através da
amamentacao, demonstrou efeitos negativos nos espermatozoides na idade adulta
(8 meses), afetando a funcionalidade mitocondrial, a membrana do acromossoma, e
a integridade do DNA. Além disso, também foi observado dano oxidativo nos
testiculos, e baixa capacidade antioxidante, comprovando o efeito a longo prazo da
exposicao ao BPA durante a lactacdo sobre a qualidade dos espermatozoéides da
prole na vida adulta (KALB et al., 2016).

O BPA se mostrou altamente nocivo em um teste de exposi¢ao in vitro utilizando
sémen humano. A exposi¢cdo causou uma perda do potencial de membrana nas
mitocondrias, e consequente aumento na producdo do anion superoxido e ativacao
das caspases-3 e 9, gerando estresse oxidativo que aumentou de acordo com a
concentracdo de BPA, chegando a causar imobilidade total dos espermatozoides no
final do teste. Na dose mais baixa, foi identificado dano oxidativo no DNA, que foi
revelado pela presenca de um aducto de base oxidado (8-hidroxy-2’-
deoxyguanosine), chegando a conclusdo que o BPA reduz a viabilidade dos
espermatozoides por dano oxidativo e pré-apoptotico &s mitocondrias, causando
disfuncéo mitocondrial (BARBONETTI et al., 2016).
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2.2.2 Pesticidas

Para atender a competitividade no agronegécio, o meio rural vem sofrendo
alteracdes na sua cadeira produtiva. Passando a mecanizacdo e técnicas para
aumento de producdo além do uso de agentes quimicos para controle de pragas
(SCHMIDT; GODINHO, 2006). Em 1989, a lei que aprova o uso dos agrotoxicos foi
regida no Brasil, sendo validada em 2002. Tendo a definicdo para agrotoxicos

como.

[...] os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 2002).

Porém, um grave problema do uso dos agrotdéxicos em sua utilizacdo, € que uma
parte das névoas atingem diretamente o objeto, mas o restante € perdido no ar, solo,
plantas ou pela chuva, atingindo outros locais que ndo sao desejados (GREGOLIS;
PINTO; PERES, 2012).

Um artigo de reviséo realizado por Sthele e Schulz (2016), avaliou a presenca de
pesticidas na agua e revelou um numero crescente de contaminacao nos periodos
de 1995 até os dias atuais. Devido ao uso extensivo dos recursos naturais
disponiveis, grandes impactos nosso ecossistema local vem sofrendo para
conseguir manter a demanda do comercio internacional, o que gera um debate
sobre a sustentabilidade ambiental e social em que vivenciamos (PORTO; SOARES,
2012).

Garcia e colaboradores (2005), destacaram a importancia de uma melhor
fiscalizacdo pelo nosso orgao regulamentador nos produtos comercializados para
garantir que a margem toxicoldgica ndo exceda ao limite maximo permitido, pois
segundo suas analises, pesticidas ja proibidos anteriormente continuavam a serem
consumidos. Além disso, é necessario uma maior regulamentacdo principalmente
em casos de intoxicacao pelos proprios agricultores, que em sua maioria resolvem
os sintomas adversos sem buscar ajudam deixando de fazerem suas notificacdes de
envenenamento, deixando o dado de intoxicacdo sem o valor real dos trabalhadores
sdo acometidos. (SCHMIDT; GODINHO, 2006).
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E necessario preocupagdo com as mulheres gestantes, um trabalho realizado por
Dordevic e colaboradores, (2010) estudou um grupo com 18 recém-nascidos cujas
maes tinham pesticidas organofosforados isolado no sangue e leite materno no
terceiro dia apdés o parto contra 0 grupo controle que era composto por 84 recém
nascidos cujas maes nao tinham pesticidas organofosforados isolados no sangue e
leite materno, onde encontraram marcadores negativos importantes para alteracéo
do sistema nervoso central no grupo de méaes contaminadas, aumentando a chance

de morbidade e alteracéo sistema imunoldgico.

Caspersen e colaboradores (2016) na Noruega, avaliaram a presenca de pesticidas
nas amostras de sangue de mulheres gravidas e criancas de até 3 anos. As
concentracfes plasméaticas demonstraram que a contaminacéo era 40% maior em
criancas em comparacdo com mulheres gravidas, demonstrando assim a
transferéncia pelo periodo gestacional, amamentacdo e dieta ser um marcador
importante de exposicdo e a toxicocinética desses produtos. Sebastian e Raghavan,
2015, expds um estudo realizado em ratos verificando os efeitos do Endosulfan na
fisiologia celular de 6rgéos e tecidos, demonstrando que dentre todos os érgaos, 0s
testiculos foram os que mais sofreram alteracbes, resultando em defeitos
qualitativos e quantitativo, reduzindo a motilidade e o numero de espermatozoides,
enquanto nas ratas fémeas nao houve alteracao significativa. Em concordancia,
Roeleveld e Bretveld, 2008 demonstraram que a presenca de disruptores endécrinos
alteram a qualidade do sémen masculino, deixando os espermatozoides mais lentos

€ em menor contagem.

Saiyed e colaboradores (2003) analisaram amostras de soro, urina e sémen de um
grupo masculino visando associar metabdélitos derivados de pesticidas e parametros
reprodutivos, apontando em seu resultado final que a exposi¢ao a pesticidas pode
ser associada com motilidade e contagem de espermatozoéides reduzida, o que

levaria a um problema de infertilidade masculina.
2.2.3 Fluor
O fldor é um elemento halégeno que existe na natureza em diversas formas,

incluindo o acido fluorosilicico (H2SiF6), silicofluoreto de sodio (Na2SiF6), e o
fluoreto de sodio (NaF) (JHA et al.,, 2011). O fldor € um poluente natural, cuja
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toxicidade sobre os espermatozoides de ratos vem sendo estudada. Um estudo
realizado com ratos, avaliou a influéncia do fluoreto de sodio na agua potavel, em
concentracfes de 50, 100 e 150mg/L por 8 semanas, sobre a quimiotaxia dos
espermatozoides, demonstrando uma relacdo dose-dependente onde as maiores

concentracOes afetaram negativamente o processo de quimiotaxia (LU et al., 2014).

Outro estudo realizado com ratos, também investigou o efeito do fluoreto de sédio na
agua potavel, em concentracdes de 30, 70 e 150mg/L por 7 semanas, sobre a
estrutura da cromatina de espermatozoides, chegando a conclusdo de que nas
doses média e alta, houve dano na integridade do DNA, que pode estar relacionado
a diminuicdo na expressado de protaminas 1 (P1) e 2 (P2) e na razdo P1/P2, com
aumento das histonas espermaticas por compensacdo da queda de protaminas
(SUN et al., 2014).

Um outro estudo utilizou 30 coelhos, os quais foram divididos em trés grupos, sendo
um grupo controle, o segundo exposto a fluoreto de sodio (NaF) (20mg/kg de peso)
por trinta dias, e o terceiro exposto a NaF (20mg/kg de peso) por sessenta dias.
Fatores como contagem de espermatozoides, motilidade, motilidade progressiva,
peso dos testiculos e epididimo foram avaliados e comparados ao grupo controle.
Os resultados mostraram que os coelhos expostos por trinta dias, tiveram todos os
parametros comprometidos, exceto o peso dos testiculos, e no grupo exposto por 60
dias todos os parametros foram comprometidos, mostrando que o tempo prolongado

de exposicdo pode exercer efeitos cumulativos (KUMAR et al., 2010).

Para diminuir a toxicidade causada pelo flior, antioxidantes podem ser possiveis
medidas, devido ao estresse oxidativo gerado na toxicidade pelo fluor. Um estudo
com ratos avaliou o efeito da administracdo de epigalocatequeina galato sobre o
estresse oxidativo causado pelo flior, mostrando um efeito protetor, devido aos seus
efeitos antioxidantes e antinflamatérios conhecidos, pela ativacdo de um fator de
transcricdo denominado fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), o qual
€ responsavel pela ativagdo de genes relacionados a destoxificacdo e ao sistema
antioxidante enzimatico (THANGAPANDIYAN; MILTONPRABU, 2015).

2.2.4 Outros poluentes ambientais
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Na vida moderna atual, a alimentacdo tem se tornado mais artificial e menos natural,
contribuindo com o aumento de diversas doencas crbnicas além de outras
complicacBes organicas. Os aditivos quimicos utilizados pela industria de alimentos
para melhorar o sabor, aparéncia e aumentar o tempo de prateleira dos alimentos,
ndo possuem valor nutricional, e podem causar complica¢ces de salde ainda pouco
esclarecidas (NELTNER et al., 2013). Além dos aditivos diretos, as embalagens para
empacotamento também podem contribuir com mais substancias quimicas com
efeitos desconhecidos sobre a saude humana (SIMMONS; SCHLEZINGER,;
CORKEY, 2014).

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) sé@o poluentes ambientais gerados
a partir da queima incompleta de substancias organicas. Habitos alimentares, como
o consumo de alimentos fritos, assados e grelhados, assim como emissao de
veiculos e industrias, aumenta a exposicdo ambiental aos HPA. Os HPA se ligam
covalentemente ao DNA, formando aductos de DNA, que indicam dano ao DNA
(BOSETTI; BOFFETTA; VECCHIA, 2007). Um estudo realizado na China, com um
total de 433 homens de um clinica de infertiidade, analisou, através de
imunofluorescéncia, se havia havia aductos de DNA-HPA no sémen, mostrando uma
relacdo inversa entre a concentracdo de aductos de DNA-HPA e a qualidade dos
espermatozoides, o que mostra uma das poucas evidéncias epidemioldgicas de um
efeito adverso de aductos de DNA-HPA na integridade do DNA espermatico (JI et
al., 2013).

Diversas enzimas estdao envolvidas no metabolismo dos HPA no organismo,
podendo modular a atividade dessas substancias, incluindo a CYP1Al1, CYP1B1,
GSTM e GSTT. O potencial genotéxico e carcinogénico das HPA as tornam um
poluente de importancia significativa, principalmente em grupos de risco nas
populacdes, e depende da atividade dessas enzimas para serem eliminadas pelo
organismo (HECHT, 2002; BENCHMARK; JONGENEELEN, 2001; SHIMADA, 2006;
SHIMADA; FUJII-KURIYAMA, 2004). Polimorfismos nessas enzimas em crian¢as no
México foram associados a niveis urinarios mais elevados de metabdlitos como o 1-
hidroxipireno (1-OHP), que é um indicador de exposicdo ambiental a HPA. As
criancas que apresentaram polimorfismo da enzima GSTM1, tinham risco 5 vezes
maior de apresentar niveis elevados de 1-OHP. Além disso, os dados obtidos no

estudo indicam que as criancas analisadas que vivem nas proximidades de &reas
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industriais petroquimicas, estdo expostas a altos niveis de HPA, causando dano no
DNA e aumentando o risco a salide (GUERRA et al.,2012).

O benzopireno, um HPA de alto peso molecular, foi classificado no grupo dos
agentes mais carcinogénicos pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Céancer (IARC, 2012). Um estudo avaliou a influéncia da exposicdo ao HPA no
cancer de pulméo, chegando a conclusdo de que o risco de desenvolver o cancer
depende das fontes de emissdes, e também da suceptibilidade de cada individuo.
As principais fontes foram tidas como combustiveis de biomassa (40%) e fésseis
(17%) nos setores residencial e comercial, fabrica da coca cola (13%), producao de
aluminio (12%) e automoveis (9%) (SHEN et al., 2014).

O Aluminio é um metal abundante no ambiente, podendo ser ingerido ou inalado, e
em menor proporcdo absorvido pela pele, com potencial pro-oxidante, imunogénico,

mutagénico e pro-inflamatério (EXLEY, 2016).

A alimentacdo é uma das fontes de contaminagdo, que pode ser proveniente de
utensilios de aluminio utilizados para preparar o alimento, agua, conservantes e
aditivos quimicos, além de fontes ndo alimentares como desodorantes (WILLHITE et
al., 2014). O Cadmio é outro metal com efeito sobre a motilidade dos
espermatozoides, principalmente em fumantes, que recebem diariamente doses
deste metal via inalacdo da fumaca. Foi avaliado em um estudo, a relagdo entre a
concentracdo de Cadmio e motilidade dos espermatozoides, demonstrando uma
relacdo positiva entre maior concentracdo do metal e menor atividade das ATPases
de membrana dependendes de Célcio, e consequentemente menor motilidade dos
espermatozoides (COSTA et al., 2016).

Um estudo realizado na Italia mediu a qualidade do fluido seminal de 600 homens
gue eram regularmente examinados em um laboratério da universidade de Napoles
“Frederico II”, e relacionou os dados geograficamente de acordo com a
concentracdo de metais do solo, encontrando uma forte relacédo entre chumbo (Pb) e
antimoénio (Sb) em quantidade elevadas e baixa qualidade do fluido seminal. Os
outros metais avaliados incluiram arsénico (AS), cromo (Cr), cadmio (Cd), mercurio
(Hg), aluminio (Al), molibdénio (Mo), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e talio
(Tl) e ndo mostraram relacdo com a qualidade do fluido seminal (GIACCO et al.,
2012).
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As é&reas urbanas em grandes cidades, devido ao rapido crescimento e
desenvolvimento, tém sido grandes centros de poluicdo, afetando fortemente a
qualidade do ar. A matéria particulada pode trazer consigo diversos elementos,
incluindo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HAP), que podem ter efeitos
deletérios sobre a saude. O sémen de individuos que vivem em &reas rurais na
China, com menos poluicdo, apresenta qualidade superior quando comparado ao de
homens de areas urbanas, onde o nivel de poluicdo é alto (ZHOU et al., 2014). Um
outro estudo também realizado na China, relaciona a exposicdo aos HAP com dano
no DNA espermatico, sem afetar os outros parametros do espermograma (HAN et
al., 2011).

O sémen parece responder aos poluentes ambientais de forma negativa. Em um
estudo feito na Itélia, devido a crise de descarte ilegal de lixo toxico, onde 0s niveis
de poluicdo encontram-se bastante elevados, foi avaliado o sémen de 110 homens
de areas diferentes, classificadas como de “alto” ou “baixo” impacto, de acordo com
o grau de poluicdo. O sémen das areas de “alto impacto”, apresentou niveis
elevados de cobre, zinco, cromo, e niveis reduzidos de ferro, associados a baixa
motilidade e maior fragmentacédo do DNA. A capacidade antioxidante total (TAC), os
niveis de glutationa (GSH) e a atividade das enzimas antioxidantes também foram
menores nas areas de “alto impacto”. Este estudo pode servir como referéncia para
uma analise maior de marcadores primarios de poluicdo ambiental, sendo que
provou a sensibilidade do fluido seminal aos poluentes ambientais. Isso também
demonstra como 0s espermatozoides sdo afetados por xenobibticos, e que o
aumento do estresse oxidativo € concomitante com a diminuicdo da atividade
antioxidante da célula, mostrando um desequilibrio que gera danos e reduz a
vitalidade dos espermatozoides (BERGAMO et al. 2016).

Os estudos associando a poluicdo do ar com os parametros do fluido seminal,
geralmente evidenciam a reducdo de pelo menos um parametro, porém, nenhum
estudo in vivo é completamente confidvel, devido a diversidade de poluentes
diferentes existentes, sendo necessario a padronizagdo de poluentes aerossois e
anaises do sémen para que os resultados tenham maior credibilidade, como

concluido por uma meta-analise realizada sobre o assunto (LAFUENTE et al. 2016).
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2.2.5 Fatores genéticos

Mais de 2300 genes sdo necessarios para que a espermatogénese ocorra com
sucesso (CARRELL et al., 2016). Fatores genéticos como mutacfes e processos
epigenéticos, podem ocorrer nos espermatozoides e, afetar mecanismos envolvidos
na formacao, locomocao e capacidade de fecundacdo dos espermatozoides, além
do impacto sobre o crescimento do embrido, que antes era subestimado
(BOISSONNAS, et al., 2013).

Em ratos, sabe-se que o gene CATSPER1, membro de uma familia de 4 canais de
calcio CATSPER, é essencial para a fertilidade. Em um estudo com humanos, 0s
resultados também sugeriram a importancia de CATSPER1 na fertilidade dos
espermatozoides humanos (AVENARIUS et al., 2009).

Um outro estudo avaliou o efeito de anormalidades na fungdo de CATSPER, com a
funcionalidade dos espermatozoides e se isso afetava a taxa de sucesso de
fertilizacdo in vitro. Foi concluido que, os espermatozoides parcialmente deficientes
em CATSPER, ndo responderam a progesterona e falharam na fertilizacéo in vitro,
comprovando a importancia de CATSPER na fertilizagdo em humanos (WILLIAMS et
al., 2015).

Uma andlise de 192 pacientes com astenoespermia idiopatica, que nao conseguiam
engravidar suas parceiras por mais de um ano, e 288 controles saudaveis,
encontrou uma relacéo positiva entre polimosfismos de um unico nucleotideo (SNP)
no gene do CATSPERL1, nos pacientes com astenoespermia, demonstrando ser um
importante fator para determinar o risco individual genético para astenoespermia
idiopatica (SHU et al., 2015).

Um estudo feito com 315 homens saudaveis, com inexplicavel baixa contagem de
espermatozoides, utilizando bases genéticas de homens comprovadamente férteis
como controle, encontrou uma mutacdo monogénica no NR5A1 em 4% dos homens
inférteis, sendo completamente ausente nos controles, indicando uma forte relacédo

entre esta mutagédo com a infertilidade masculina (BASHAMBOO et al., 2010).

Alguns homens apresentam uma condicdo rara de infertilidade devido a
polimorfismos no gene AURKC (Aurora Quinase C), o que leva a producdo de

espermatozoides tetraploides de cabeca grande, sendo esse gene necessario para
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que a meiose ocorra com sucesso. Mutacbes nesse gene afetam a
espermatogénese fazendo com que todos oS espermatozoides tenham seus
cromossomos anormais, sendo contraindicada a fertilizagdo por injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Nesses homens, aproximadamente
100% dos espermatozoides apresentam o fenétipo da cabeca grande, sendo este
um bom sinal para investigar possiveis mutagdes nesse gene. A mutacdo mais
conhecida nessa condicdo € homozigadtica no sitio c.144delC no gene AURKC, mas
também foi identificada um outra mutacdo heterozigética em c.436-2A>G em dois
irméos gémeos que apresentavam infertilidade e o mesmo fendtipo defeituoso
(KHELIFA et al., 2011). Este diagnostico € extremamente importante para excluir

tentativas de tratamentos, ja que nesse caso nao ha cura.

Um total de 24 homens de 24 a 39 anos de idade, sendo 12 oligoastenoespérmicos
subférteis e 12 normoespérmicos, doaram amostras de sémen para uma pesquisa
que avaliou a expressdo de miRNAs em microvesicuas extracelulares encontradas
no plasma seminal. Foram analisados um total de 1205 (mil e duzentos e cinco)
mMiRNAs, onde 36 estavam com niveis alterados nos homens oligoastenoespérmico
quando comparados aos normoespérmicos. Dos 36 miRNAs, 7 demonstraram
expressdo aumentada, e 29 diminuida. Posteriormente foi realizado a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase, que identificou 3 miRNAs especificos, dos quais o
miR-15a teve uma expressdo diminuida e ambos miR-765 e miR-1275
demonstraram uma expressao aumentada. O estudo de miRNAs pode ajudar na

compreensao dos mecanismos moleculares pertinentes a infertilidade masculina
(ABU-HALIMA et al., 2016).

2.2.6 Varicocele

Varicocele é a dilatacdo excessiva das veias do sistema venoso do saco escrotal,
responsavel pela drenagem nos testiculos. Aproximadamente entre 35-75% dos
homens com infertilidade e 10-15% dos homens em geral, apresentam esta
condicéo (GAT; MADGAR, 2015).

O processo pelo qual a varicocele afeta a capacidade fertilizante dos
espermatozoides ainda néo foi completamente elucidado. Atualmente, os estudos
apontam o estresse oxidativo como principal fator comprometedor da funcdo dos
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espermatozoides, porém 0s mecanismos exatos ainda sdo desconhecidos. Os
testiculos respondem ao calor excessivo, a producdo excessiva de 6xido nitrico e a
isquemia, estimulos comuns em pacientes com varicocele, gerando radicais livres
em excesso, que levam ao estresse oxidativo e consequentemente a infertilidade
(AGARWAL; HAMADA; ESTEVES, 2012).

A varicocele esti associada a espermatozdides que apresentam niveis baixos de
acidos graxos 6mega-3, e aumento nos danos por estresse oxidativo. A razao
Omega-6:0mega-3 se mostrou maior em homens inférteis com varicocele, associada
a niveis mais elevados de oxidacdoo do DNA espermatico, quando comparados aos
individuos normais do grupo controle, sugerindo que a deficiéncia de &cidos graxos
6mega-3 pode estar associada a infertilidade relacionada a varicocele (TANG et al.,
2014).

Um estudo avaliou a relagéo entre um marcador da funcao epididimal (a-glicosidase
neutra ou NAG) e a fragmentacdo do nlcleo espermatico e a integridade e
maturidade da membrana espermatica em pacientes com ou sem Vvaricocele,
chegando a concluséo de que a varicocele causa uma reducéo na atividade de NAG
pelo epididimio, que est4 associada & dano tanto ha membrana quanto no ndcleo
espermatico, mostrando portanto dano nos testiculos e no epididimio (ACEVEDO;
HERNANDEZ; CAMEJO, 2014).

Em um estudo seccional-cruzado com 7035 jovens adultos do sexo masculino,
realizado na Europa em 6 paises distintos (Dinamarca, Finlandia, Alemanha,
Estbnia, Latva, e Lituania), entre o ano de 1996 a 2010, onde 1102 (15,7%) dos
homens apresentavam varicocele em graus entre 1 a 3, foi analisado a relacéo entre
os graus de varicocele e a qualidade espermatica. Os resultados demonstraram que
desde o grau 1, uma alta porcentagem de homens com varicocele apresentaram
baixa qualidade do sémen, que mesmo ndo sendo estatisticamente relevante, ja
mostra os efeitos negativos da varicocele no sémen. A porcentagem de homens com
varicocele e baixa qualidade seminal foi relacionada positivamente com o grau da
varicocele, sendo que no grau 3, acima de 50% dos homens tinham baixa qualidade
seminal, enquanto somente 17% tinham alta qualidade. Nos homens sem varicocele,
cerca de 30% apresentou baixa qualidade seminal, e 30% alta qualidade, enquanto
o restante ficou na faixa intermediaria (DAMSGAARD et al., 2016). Devido ao alto

namero de participantes, o estudo torna-se relevante demonstrando uma relagéo
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entre o grau da varicocele e a qualidade seminal, sendo que quanto maior o grau,

menor é a qualidade seminal, como demonstrado na figura 4.

Figura 4. Comparacao da qualidade seminal de 1102 homens com varicocele (grau

1, 2, e 3) e 5933 homens sem varicocele.
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Fonte: Damsgaard et al., 2016, p. 1024,

Um estudo utilizou o ginseng vermelho Koreano na dose de 1,5g/dia em pacientes
que apresentavam varicocele e infertilidade associada, devido as suas
caracteristicas antioxidantes observadas in vitro, demonstrando que a
suplementacdo nesta dose durante 12 semanas, melhorou a concentragéo,
motilidade, morfologia e viabilidade dos espermatozoides, apesar do mecanismo
ainda ser desconhecido (PARK, H.; CHOE; PARK, N., 2015),

Outro estudo avaliou a eficacia do tratamento com escina na qualidade dos
espermatozoides em pacientes chineses, com infertilidade associada a varicocele. A
dose oral administrada foi de 60mg/dia, sendo 30mg a cada 12hs, durante dois
meses, sendo um grupo controle, e outro grupo realizou cirugia. ApOs O0s
tratamentos, 0 grupo que realizou cirurgia teve a maior porcentagem de melhora nos
parametros espermaticos, seguido do grupo da escina, sendo que ambos
apresentaram diferenca significativa comparados ao grupo controle, demonstrando
eficacia no tratamento com escina em pacientes com infertilidade associada a
varicocele (FANG et al., 2010).
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As concentragfes de selénio (Se), zinco (Zn) e cobre (Cu) séo indispensaveis para o
funcionamento normal dos espermatozoides. Um estudo onde foi avaliada a
concentracdo destes elementos em homens com varicocele, notou uma relacéao
entre 0s niveis de selénio e os parametros do espermograma, € ndo dos outros
elementos. Uma baixa concentracdo de selénio foi associada a baixa concentracao,

motilidade e defeitos na morfologia dos espermatozoides (CAMEJO et al., 2011).
2.2.7 Infeccdes

Infec¢cdes do trato urinario de homens séo responsaveis por 15% dos casos de
infertilidade (PELLATI et al., 2008). Segundo um estudo, o principal microrganismo
isolado de pacientes do sexo masculino que apresentam infeccdo do trato urinario
ou no sémen, € a Escherichia coli, influenciando a motilidade (DIEMER et al., 2003).
Os TLR (toll-like receptors) sédo receptores de reconhecimento, expressos em
células imunes como neutréfilos e macrofagos, responsaveis pela deteccdo de
patégenos e pelo inicio da cascata da reposta imune inata. A acdo bactericida dos
macréfagos depende em parte, da formacdo de espécies reativas de oxigénio, que
sdo produzidos principalmente pela acdo das mitocéndrias préximas aos fagécitos
(WEST et al., 2011).

Os TLR iniciam uma cascata de transcricdo de genes pré-inflamatoérios, a fim de
proteger o organismo contra os patdgenos, podendo em contrapartida diminuir a
motilidade dos espermatozoides via sinalizacao através do MyD88 (fator mieldide de
diferenciacdo 88), PI3K (fosfatidilinositol-3-kinase) e GSK-3¥" (glicogénio sintase
kinase-32™) (ZHU; XIAO; LIN, 2015), estimulando fatores de transcricdo como NF-
kB, o qual estimula a producéo de diversas citocinas pro-inflamatérias incluindo TNF
(fator de necrose tumoral), IL-1 (interleucina-1) e IL-6 (interleucina-6). Os TLR séo
ativados por lipopolissacarideos (LPS) de microrganismos, e quando ativados
desordenadamente, pode causar dano tecidual devido as citocinas pré-inflamatérias
liberadas, as quais tém a fung¢do de matar o microrganismo, mas acaba atingindo os
tecidos do proprio organismo (WAN; LENARDO, 2010).

Em um estudo realizado por Moretti e colaboradores (2009) onde 1256 homens
tiveram amostras de sémen avaliadas, primariamente devido a desordens de

fertilidade, além de 20 individuos controle comprovadamente férteis, as principais
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bactérias encontradas foram Enteroccocus faecalis, Escherichia coli, Streptococcus
agalactiae, Ureaplasma urealyticum, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
anginosus e Morganella morganii, mostrando que a presenca de bactérias no sémen
é frequente, e pode estar associada a leucocitoespermia e consequentemente a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio, gerando estresse oxidativo
gue acaba afetando a integridade dos espermatozoides.

Além de bactérias, outros microrganismos como virus e protozoarios também
parecem ter efeito deletério sobre qualidade dos espermatozoides. Um estudo de
caso controle utilizou dados de casais que frequentaram um centro de fertilidade na
tentativa de realizar uma fertilizag&o in vitro, cujos parceiros do sexo masculino eram
positivos para o antigeno de superficie do virus da hepatite B, demonstrando que
nesses casos, a taxa de fertilizacdo era baixa, quando comparado aos homens que

eram negativos para o virus (OGER et al., 2011).

Outro trabalho avaliou a integridade e fungdo da membrana dos espermatozoides,
através dos niveis de ROS, peroxidacdo lipidica pelos niveis de malondialdeido
(MDA), capacidade antioxidante total (TAC), e a externalizacéo de fosfatidilserina, na
presenca da proteina S do virus da hepatite B (HBs). Os resultados demonstraram
que exposicdo a HBs pode gerar ROS, peroxidacdo lipidica reducdo da TAC,
externalizacdo da fosfatidilserina, ativacdo das caspases e fragmentacdo do DNA,
resultando em um aumento da apoptose e perda da integridade da membrana,

causando disfunc¢des nos espermatozoides (KANG et al, 2012).

As caspases (proteases especificas de citeinil-aspartato), sdo expressas como
proenzimas que participam de uma cascata de reacdes, em resposta a sinais
préapoptoticos., sendo importantes para que a espermatogénese ocorra de forma
correta (SAID et al, 2004).

Outro problema sédo as doencas parasitarias provocadas por protozoarios, que
ocorrem endemicamente em diversas areas do mundo, com potencial de diminuir a
contagem de espermatozoides, além de causar les6es nos 06rgdos genitais
femininos, podendo estar relacionado a uma parte dos casos de infertilidade

principalmente em paises em desenvolvimento (SHIADEH et al., 2016).

2.2.8 Producéo de energia e estresse oxidativo
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Todas as células sob condi¢cdo aerdbia, produzem espécies reativas de oxigénio
(ROS), que estimulam as defesas antioxidantes do organismo quando produzidas
em quantidade controlada (FREIN et al.,, 2005; AGARWAL; SALEH; BEDAIWY,
2003). O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producao
excessiva de ROS e as defesas anti-oxidantes do organismo, resultando em danos
teciduais em lipidios, proteinas, DNA e carboidratos, podendo também causar
apoptose de células germinativas em ratos (ERKEKOGLU et al., 2012).

O estresse oxidativo € um dos principais fatores associados a disfuncao
espermatica, presente em diversas patologias e condi¢cdes adversas de saude. As
substancias oxidantes interferem na funcdo espermatica através da peroxidacéo
lipidica da membrana celular, além da fragmentacédo do DNA, que acaba culminando
em disfuncédo espermatica e consequentemente, em infertilidade (ATIG et al., 2012,
AITKEN; DE IULLIS, 2010).

Devido a existéncia de espécies reativas de oxigénio, os humanos evoluiram com
um sistema antioxidante altamente eficaz e desenvolvido, capaz de proteger o
organismo contra estas moléculas altamente reativas. Este sistema € composto por
diversos componentes, enddégenos e exdgenos, que funcionam em sinergia para
neutralizar os radicais livres. Os de origem exégena incluem antioxidantes derivados
de nutrientes como os polifendis, o beta caroteno, vitamina C e E, e fitonutrientes
presentes em uma ampla variedade de plantas. Os de origem enddgena incluem
enzimas antioxidantes como a bilirrubina, tidis, ubiquinonas, e acido Urico, além de
proteinas ligadoras de ferro como a albumina, ferritina, ceruloplasmina e mioglobina
(SAINI R.; SAINI S.; SHARMA, 2010) e enzimas antioxidantes como a superoxido
dismutase dependente de Zn/Cu (SOD1), superdxido dismutase dependente de
manganés (SOD2), superoxido dismutase extracelular (SOD3), catalase (CAT),
glutationa peroxidase dependente de selénio (GPx), entre outras (MIAO; ST CLAIR,
2009; AMES; ATAMMA,; KILLILEA, 2005).

Em baixas quantidades, porém, a producdo de ROS é necessaria para que 0S
espermatozoides consigam realizar a fertilizacdo do évulo (FERRAMOSCA et al.,
2013). Em aproximadamente metade dos homens com infertilidade, o estresse
oxidativo ocorre de maneira exacerbada, demonstrando uma possivel relacdo com o
quadro (TREMELLEN, 2008; AGARWAL; MAKKER; SHARMA, 2008).
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A membrana plasmatica dos espermatozoides é composta por uma alta
concentracdoo de &cidos graxos polinssaturados (PUFA), tornando-a mais
suscetivel peroxidacéo lipidica. Uma forma de avaliar o grau de peroxidacéo lipidica
€ atraveés dos niveis de peroxidos lipidicos, principalmente o malondialdeido (MDA).
Segundo um estudo realizado com homens com astenozoospermia, 0s niveis de
MDA no plasma seminal eram muito maiores nestes individuos, quando comparados
aos homens normozoospérmicos, servindo como uma ferramenta diagndstica para
avaliar danos por peroxidacdo lipidica em homens com astenozospermia
(TAVILANIA; MAHMOUD; HOJATOLLAH, 2005).

As mitocondrias sdo consideradas as usinas elétricas das células, produzindo ATP
através da forca préton motriz, gerada pela reducdo de elétrons que ocorre na
cadeia transportadora de elétrons. A energia obtida na cadeia transportadora de
elétrons é utilizada para lancar os prétons H* contra o gradiente de concentracgéo, do
citoplasma para o0 espaco intermembrana, oS quais retornam para o citoplasma
através da ATP-sintase, gerando ATP e finalizando a cadeia transportadora de
elétrons (PERRY et al., 2011).

E na mitocondria onde a maior parte do ATP do organismo é produzido, dando
origem a uma grande quantidade de radicais livres e moléculas antioxidantes
(KOPPERS; DE IULIIS; FINNIE, 2008). Através da fosforilacdo oxidativa (OXPHOS)
gue ocorre na mitocondria, reacbes enzimaticas com moléculas de oxigénio e
hidrogénio, reduzem o oxigénio para produzir energia, gerando radicais livres
(VALKO et al., 2007).

Um estudo avaliou o consumo de oxigénio pelas mitocondrias em espermatozoides
humanos, identificando uma relacdo com a motilidade. O consumo de oxigénio pelas
mitocOndrias esta relacionado a maior atividade das mesmas, sendo necessario
para que os espermatozoides tenham uma motilidade eficiente. Uma baixa atividade
mitocondrial foi encontrada em amostras cuja motilidade estava comprometida. Além
disso, espermatozoides que apresentavam alteracdes morfoldgicas na regido
mediana, onde se localizam as mitocondrias, também tiveram a motilidade
progressiva comprometida. Estes dados apontam para a importancia das
mitocondrias na motilidade, devido ao suprimento de ATP através da fosforilagéo
oxidativa (FERRAMOSCA et al., 2012).
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As mitocondrias necessitam de ter suas defesas funcionando corretamente, a fim de
neutralizar os radicais livres produzidos pela sua atividade normal. Para que isso
aconteca de forma eficiente, as enzimas antioxidantes utilizam minerais como
catalizadores de suas rea¢fes, como 0 manganés, necessario para a superoxido
dismutase mitocondrial (SOD2), e selénio para a glutationa peroxidase (GPx), os
guais devem ser ingeridos em quantidade adequada, evitando deficiéncias que
podem alterar o funcionamento dessas enzimas, e diminuir suas atividades
protetoras. Além desses metais, diversos outros nutrientes sdo necessarios para que
as mitocondrias funcionem de forma eficiente, como o ferro (Fe), zinco (Zn), cobre
(Cu), piridoxina (B6), cobalamina (B12), biotina (B7), acido pantoténico (B5), &cido
alfa lipdico, riboflavina (B2), tiamina (B1), niacina (B3), folato (B9), magnésio, sédio,
potassio, calcio, sendo importante uma ingestdo adequada para evitar deficiéncias
que podem vir a comprometer as reacdes necessarias para producdo de ATP
(AMES; ATAMMA; KILLILEA, 2005). As vitaminas no complexo B em especial, séo
essenciais para a atividade das enzimas mitocondriais, tendo efeito direto sobre a
respiracdo aerdbia e producdo de energia, caso deficientes na dieta, a
suplementacdo pode ser indicada como uma alternativa eficaz para otimizar os
niveis dessas vitaminas (DEPEINT et al., 2006).

O estresse oxidativo pode afetar a respiragdo mitocondrial, e consequentemente
diminuir a capacidade de locomocédo dos espermatozdides. Este mecanismo pode
ser um dos fatores responsaveis pelo comprometimento da capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides, por diminuir a sintese de ATP mitocondrial, sendo
gue a motilidade esta positivamente correlacionada com a respiragdo mitocondrial, e
negativamente correlacionada com o estresse oxidativo e a fragmentacdo do DNA.
(FERRAMOSCA et al., 2013).

Os efeitos deletérios do estresse oxidativo nos espermatozoides sdo responsaveis
por cerca de 30 a 80% dos casos de subfertilidade masculina (SHOWELL et al.,
2011). A composicdo da membrana plasmética dos espermatozoides é composta
por altos niveis de PUFA, que contribuem para a fluidez essencial durante a
fertilizacdo, mas que acabam sendo o principal alvo para a peroxidacdo lipidica
causada por ROS (WATHES; ABAYASEKARA; AITKEN, 2007).

As mitocdndrias paternas presentes nos espermatozoéides, apesar de serem
degradadas dentro do zigoto, parecem desempenhar um papel muito importante
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durante o processo de fertilizagdo do Ovulo, devido tanto ao suprimento de ATP,
quanto a producdo de espécies reativas de oxigénio em niveis controlados, que

favorecem os espermatozoides (AMARAL et al., 2013).

Niveis excessivos de ROS no fluido seminal como superoxido, peroxido de
hidrogénio, 6xido nitrico, peroxinitrito e radical hidroxila, produzidos principalmente
pelas mitocondrias dos espermatozoides (KOPPERS; DE IULIIS; FINNIE, 2008),
podem comprometer as defesas antioxidantes do organismo, e causar leséo celular
ou até mesmo apoptose (HALLIWELL, 2006).

Outra fonte importante de radicais livres sdo os leucdécitos, quando em grande
quantidade no fluido seminal (leucocitoespermia), geralmente a motilidade dos
espermatozoides € comprometida. Um estudo realizado por Lackner e
colaboradores (2006) demonstraram que a inibicdo de producédo de prostaglandinas
E2 pré-inflamatérias, através da inibicdo farmacologica da ciclooxigenase-2 (COX-2),
resultou em uma diminuicdo da leucocitoespermia, com aumento concomitante na

contagem de espermatozoides no fluido seminal.

Além de lesar a membrana plasmatica dos espermatazéides, comprometendo a
motilidade e a habilidade de se fundir ao odcito, a producédo excessiva de ROS pode
causar lesdo a nivel de DNA, resultando na transmissdo de DNA paterno defeituoso
para o feto (TREMELLEN, 2008).

A motilidade dos espermatozoides também parece ser altamente dependende da
glicélise (MIKI et al., 2004). Uma das enzimas da glicdlise é a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), responsavel pela catalizacgdo da oxidacdo do
gliceraldeido-3-fosfato para gerar 1,3-difosfoglicerato, que ocorre na primeira etapa
da fase de pagamento da glicélise (NELSON; COX, 2014). Nos espermatozoides,
existe uma isoforma distinta da GAPDH denominada de gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase S (GAPDHS) (SEXTON et al., 2011). Foi demonstrado que a baixa
motilidade de espermatozoides pode ocorrer devido a oxidacdo dos grupos-SH da
GAPDHS, resultando em perda da funcao e reducéo da motilidade, sendo que nos
espermatozoides avaliados, os mais lentos apresentavam entre 2,5 a 3 vezes menos
expressdo de GAPDH do que os mais rapidos, fortalecendo a hipotese (ELKINA et
al., 2011).

Um estudo avaliou a resposta da adi¢cdo de piruvato exégeno em espermatozoides
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humanos incubados, mostrando que aumentou significativamente a producdo de
ATP intracelular, a motilidade progressiva e a hiperativacdo. Foi utilizado um
bloqueador da cadeia transportadora de elétrons para avaliar o grau de contribuicdo
do ciclo do acido tricarboxilico (TCA), notando que néo afetou a producdo de ATP.
Uma segunda andlise utilizando um bloqueador da enzima lactato desidrogenase
(LDH), gerou um efeito que reduziu drasticamente os niveis de ATP. Outros
marcadores bioquimicos analisados demonstraram que o aumento na producéo de
ATP era concomitante com a utilizacdo da via glicolitica anaerdbica, e ndo do ciclo
do &cido tricarboxilico, sendo que praticamente todo o piruvato adicionado foi
convertido em lactato. De acordo com os dados desse estudo, a idéia de que os
espermatozoides utilizam primariamente a energia produzida pelos processos
oxidativos é errbnea, e a glicolise é a principal via para fornecer energia para a
motilidade e capacitacdo. O trato reprodutivo feminino contém quantidades
significativas de piruvato, condizentes com as utilizadas no estudo, contribuindo com
a motilidade e capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides em humanos
(HERENG et al., 2011).

A progesterona possui efeitos estimuladores da atividade dos espermatozoides, e ja
se mostrou altamente importante durante o processo de fertilizacdo. Um dos
mecanismos conhecido é a inducdo da entrada de calcio nos espermatozoides
através dos canais de célcio CATSPER, que aumenta o potencial de membrana
mitocondrial e consequentemente a producdo de energia e mobilizacdo. A presenca
de progesterona no trato reprodutivo feminino é de grande importancia levando em
consideracdo esta contribuicdo para a producdo de energia nos espermatozoides
(TANTIBHEDHYANGKUL et al., 2014).

O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é um fator de risco para a saude reprodutiva, e ja
foi encontrado que cerca de 35% de homens com DM2 apresentavam alguma forma
de infertilidade ou subfertiidade. Levando em consideracdo que a glicose é
altamente requerida para as fungbes energéticas e anabdlicas, e depende de um
bom funcionamento do metabolismo para ser utilizada pelas células, os individuos
gue apresentam DM2 tém uma baixa eficiéncia na sua utilizacdo, podendo acarretar
em problemas por todo o organismo incluindo o sistema reprodutivo (VIGNERA et
al., 2012).

Em um estudo experimental, baixas concentragbes de peréxido de hidrogénio (10-
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100uM) foram adicionadas a amostras de fluido seminal de humanos, demonstrando
uma resposta de ativacdo da defesa anti-oxidante dos espermatozoides. O
mecanismo suposto € que o peroxido de hidrogénio ative o caminho da pentose-
fosfato, resultando na sintese de NADPH com reducdo da glutationa oxidada pela
glutationa redutase, formando glutationa reduzida (GSH). A GSH ajuda a reduzir os
residuos de cisteina do sitio ativo da GAPDS, aumentando a capacidade anti-
oxidante da enzima (EVDOKIMOV et al., 2015).

Uma analise com 300 homens, que participavam de um programa de fertilizac&o in
vitro dosou a atividade da glutationa peroxidase (GPX) no plasma seminal através
de espectrofotometria, demonstrando uma diminuicdo significativa nos niveis de
GPX nas amostras que apresentavam astenozoospermia, oligozoospermia e
teratozoospermia, quando comparadas com as amostras normais, porém nao houve

relacdo com as taxas fertilizagdo in vitro (CRISOL et al, 2012).

Diversos mecanismos sinalizadores sdo necessarios para que as células regulem
seus processos e mantenham-se viaveis durante o funcionamento normal, e
principalmente durante as divisbes celulares. Os espermatozoides possuem uma
proteina denominada fucosiltransferase-5 (sFUT-5), localizada na regido do
acrossoma. A sFUT-5 é uma proteina de membrana ligadora de carboidratos, que se
mostrou importante na interacdo com as células epiteliais do oviducto, sendo que
esta interacao favorece a sobrevivéncia dos espermatozoides, e consequentemente
a capacidade de fertilizacdo. Este estudo foi realizado com o objetivo de criar
alguma alternativa para proteger os espermatozoides contra os danos gerados
durante a criopreservacdo de sémen, sendo que esta técnica reduz o numero de
espermatozoides viaveis, quando comparados com antes do congelamento. Neste
estudo, foram utilizadas culturas de células imortalizadas do oviducto (OE-E6/E7), as
quais apresentam caracteristicas bastante similares as células epiteliais normais do
oviducto. As proteinas destas células foram extraidas e adicionadas em um meio
com espermatozoides humanos, a fim de identificar o grau de interacdo com a
sFUT-5. Outros testes foram realizados avaliando o grau de peroxidacgéo lipidica dos
espermatozoides, fragmentacdo do DNA, producéo intracelular de espécies reativas
de oxigénio, além da atividade da SOD e GPx espermaticas, chegando a concluséo
que a interacdo do sFUT-5 com as proteinas de membrana das células epiteliais do

oviducto protegem os espermatozoides contra o dano oxidativo, aumentando a
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viabilidade reprodutiva. Seguindo esta légica, o estudo testou se a adicdo de um
substrato da sFUT-5, a asialofetuina, exerceria efeitos protetores, mostrando que
também reduziu a producédo de espécies reativas de oxigénio, conferindo protecao
aos espermatozoides (HUANG et al., 2015).

A acroleina esta presente em alimentos aquecidos e no meio ambiente. Reacgfes
quimicas como a desidratacdo do glicerol pelo calor, quebra de carboidratos
desidratados, peroxidacdo lipidica de acidos graxos polinsaturados (PUFA), e
degradacdo metionina e treonina, sdo responsaveis pela formacédo de acroleina. A
gueima de combustiveis fésseis, e de biodiesel também é uma importante fonte de
acroleina no ambiente, sendo que a prética de fumar tabaco pode aumentar em até
duas vezes a exposicdo a acroleina, podendo superar todas as outras fontes,
demonstrando um significativo fator de risco para os efeitos adversos da acroleina
no organismo (STEVENS; MAIER, 2008).

Um estudo realizado com ratos testou o efeito da acroleina na funcdo mitocondrial,
chegando a conclusdo de que a mesma age como uma toxina, com efeito inibitorio
dose-dependente na cadeia respiratéria, ligado a NADH, além de causar mudanca
na transicdo da permeabilidade mitocondrial, aumento de carbonilas e inibicdo
seletiva de enzimas do complexo I, Il, piruvato desidrogenase, alfa-cetoglutarato
desidrogenase, levando a disfuncdo mitocondrial (SUN et al., 2006). A Acroleina
demonstrou efeito oxidativo sobre as células, inibindo o caminho do Nrf2, além de
diminuir diretamente as defesas antioxidantes (LIU et al., 2007). Estes efeitos sao
desastrosos sendo que a acroleina esta presente em diversas fontes, e a falta de
informacdo a respeito da mesma acaba deixando a populagdo vulneravel,
principalmente os fumantes que se expdem a todo momento a doses altas de
acroleina via inalagdo da fumaca. A inibicdo do Nrf2 € um fator preocupante sendo
gue grande parte das defesas antioxidantes e enzimas destoxificantes do organismo
sdo mediadas por esta via (OSBURN; KENSLER, 2008; STEVENS; MAIER, 2008).

2.2.8.1 Fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)
O Nrf2 é um fator de transcricdo que reconhece o elemento de resposta antioxidante

(ARE) na regido promotora dos genes alvo, ativando uma cascata de enzimas
antioxidantes e desintoxicantes (Glutationa-S-transferase, epdxido hidroxilase,
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NADPH-quinona éxidoredutase, UDP-glucoronil-transferase, aldéido desidrogenase,
aldo-ceto-redutase, glutationa redutase, peroxiredoxina, tioredoxina, tioredoxina
redutase, catalase, superoxido dismutase dependente de Zn/Cu e glutationa
peroxidase) (KWAK et al., 2003),.

O Nrf2 permanece no citoplasma da célula, ligado a uma proteina chamada Keap-1,
e para ser ativado, deve ser dissociado da mesma para conseguir entrar no ndcleo,
e realizar sua atividade de inducdo da transcricdo de genes na regido promotora do
elemento de resposta antioxidante (ARE). A via do Nrf2 pode ser ativada por
diversos estimulos enddgenos e exdgenos, incluindo os glicosinolatos, encontrados
nas cruciferas, que devem antes sofrer a acdo da mirosinase, uma enzima que
metaboliza os glicosinolatos em isotiocianatos (sulfurofanes), os quais ativam
diretamente a via do Nrf2. Outros estimulos incluem espécies reativas de oxigénio
(ROS), eletrofilos, prostaglandinas, triterpendides, além de metais pesados,
xenobidticos eletrofilicos, e outros compostos, como a epigallatocatequina galato,
encontrada no cha verde (OSBURN; KENSLER, 2008; THANGAPANDIYAN;
MILTONPRABU, 2015). Alguns mecanismos para ativacdo do Nrf2 estao
demonstrados na figura 5.

Figura 5. Ativacao do Nrf2 e agdo no elemento de resposta antioxidante.
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O NrF2 regula a transcricdo de genes que codificam enzimas antioxidantes, as quais
sdo importantes para evitar danos por estresse oxidativo. Um trabalho feito com
homens astenoespermicos e oligoespérmicos, identificou 3 polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) em regides promotoras do gene para NrF2, e foram
relacionados a uma menor expressao do mRNA - NrF2, com consequente queda da
expressdo dos mMRNAs para GSTM1 e SOD2. Foi também relacionado a ocorréncia
de oligoastenoespermia com uma menor atividade da SOD no plasma seminal.
Todos os dados do estudo demonstraram uma relagdo entre SNPs no gene do NrF2
e oligoastenoespermia, mostrando a importancia desta via na espermatogénese (YU
et al., 2012).

Um estudo recente identificou um novo caminho para explicar a agdo antinflamatéria
resultante da ativacdo do Nrf2. Nos ensaios realizados, foi identificado que o Nrf2 se
ligou a regiBes proximas aos genes responsaveis pela liberacdo de citocinas pré-
inflamatérias (IL-6 e IL-1b), nos macréfagos, impedindo o recrutamento da RNA-
polimerase 2, e consequentemente inibindo a liberacdo destas citocinas. Este
mecanismo abre um novo caminho para a acdo antinflamatoéria resultante da
ativacao dessa via, contribuindo com uma base molecular para o desenvolvimento
de novos estudos e estratégias antinflamatérias, sendo que, além do mecanismo
previamente conhecido, onde o Nrf2 se liga aos elementos de resposta antioxidante
do gene, ativando as enzimas de fase 2, destoxificantes e antioxidantes, agora
existe um novo mecanismo, com interferéncia direta na transcricdo de citocinas pro-
inflamatérias, exercendo efeito antinflamatério independente do seu efeito
antioxidante (KOBAYASHI et al., 2016).

Outro estudo realizado com células epiteliais pigmentadas da retina (RPE), avaliou o
efeito do licopeno sobre estresse oxidativo e inflamacg&o, que sdo as principais
injurias associadas a degeneracdo macular relacionada a idade. As RPE foram
cultivadas e expostas a estresse oxidativo, sendo que foi adicionado licopeno em
algumas culturas, para medir o grau do seu poder antioxidante. Os resultados
demonstraram que o licopeno atenuou o estresse oxidativo induzido por peréxido de
hidrogénio (H202), além de inibir a adeséo e transmigracao de leucdcitos por inibir o
fator de adesdo ICAM-1 induzido pelo TNF-a, provavelmente devido a inibicdo do

NF-kB. O licopeno demonstrou ativar a via do Nfr2, confirmado pela alta atividade
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transcricional encontrada. A atividade antinflamatéria do composto deve-se ao
mecanismo de ativacdo do Nrf2 (YANG et al., 2016).

Culturas de células humanas do epitélio pigmentar da retina (EPR), ARPR19 e
feitais (hf)RPE foram tratadas com acroleina para testar a toxicidade, mostrando que
doses agudas excedendo 50 pM em 24 horas, causou toxicidade, incluindo
diminuicdo na viabilidade das células, potencial mitocondrial, GSH, na capacidade
antioxidante, expressdo de Nrf2, atividade enzimatica mitocondrial, além de
aumentar os niveis de oxidantes, carbonilas, e calcio. O pré-tratamento das ARPR19
e (hf)RPE com é&cido R-a-lipoico, se mostrou efetivo na protecdo da toxicidade
causada pela acroleina, demonstrando uma melhora na disfungdo mitocondrial.
Esses experimentos indicam que antioxidantes alvo para a mitocondria, como o
acido lipdico, podem ser uma estratégia efetiva na reducdo e prevencdo da

degeneracédo crbnica por oxidacdo das células do EPR. (JIA et al., 2007).

Foi realizado um estudo com 55 homens que apresentavam astenoespermia e
oligoespermia, e 65 no grupo controle, onde avaliou-se os niveis de mRNAs de 4
genes importantes para o sistema antioxidante do organismo, e também para a
espermatogénese. Os genes avaliados foram NrF2 (fator nuclear eritrGide 2
relacionado ao fator 2), CAT (catalase), GSTM1 (glutationa-S-transferase Mu 1) e
SOD2 (superédxido dismutase isoenzima 2). Os resultados obtidos demonstraram
baixa concentracdo de mRNAs do gene NrF2, sem diferenca significativa nos outros.
Foi notada um relacado significante entre os niveis de expressdo de mRNAs de NrF2
e 0s parametros dos espermatozoides, incluindo concentracdo, motilidade
progressiva, imotilidade, vitalidade e morfologia, aléem de estar relacionado a niveis
baixos de CAT e SOD2. Esses dados mostram a importancia do NrF2 na
espermatogénese, podendo servir como um biomarcador para infertilidade. Isso
demonstra que a formacéo de radicais livres durante a espermatogénese deve ser
controlada, e que as enzimas antioxidantes contribuem para a integridade do
processo, por ajudarem a neutralizar os radicais livres produzidos. (CHEN et al.,
2012).

2.3 INTERVENCAO NUTRICIONAL NA INFERTILIDADE MASCULINA
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Terapias empiricas como a suplementagdo com multivitaminas sdo seguras e tém
respaldo cientifico. Terapias farmacolégicas como inibidores de aromatase, terapia
de hCG (gonadotrofina coribnica humana) e moduladores de receptores de
estrogenos, geralmente séo utilizados efetivamente para modular os niveis de
testosterona e, potencialmente exercer efeito benéfico sobre a qualidade do fluido
seminal (RING; LWIN; KOHLER, 2016).

O estilo da dieta parece ter efeito direto nos espermatozoides. Um estudo de caso-
controle testou se a simples adicdo de 75 gramas/dia de nozes, na dieta estilo
ocidental de jovens do sexo masculino, entre 21 a 35 anos de idade, melhoraria os
parametros do espermograma. Apds 12 semanas, niveis séricos de dmega-3 e 6
aumentaram no grupo que consumiu as nozes, assim como 0s parametros de
vitalidade e motilidade dos espermatozoides, melhorando até a morfologia dos
mesmos (ROBBINS et al., 2012).

Foi realizado um estudo cruzado e observacional com 188 homens entre 18-22 anos
de idade, para avaliar se o padrdo alimentar tinha algum impacto no parametros do
espermograma. O padréo ocidental que incluia pizzas, um alto consumo de carne
vermelha e processada, graos refinados, refrigerantes e doces, ndo se mostrou
associado com nenhum parametro, enquanto o padrdao alimentar “prudente”
caracterizado por alto consumo de peixes, frango, frutas, vegetais e cereais
integrais, mostrou uma relacdo somente com a motilidade dos espermetazdides,
ficando 11,4% melhor em homens no quartil superior, quando comparados aos do
quartil inferior do padrao dietético “prudente” (GASKINS et al., 2012).

Em um estudo, foram dosados os niveis de zinco (Zn) e ferro (Fe) no fluido seminal
de humanos, assim como a atividade da superoxido dismutase (SOD), notando uma
maior quantidade de Fe em fluidos seminais de homens que apresentavam
teratozooespermia, do que em homens com espermatozoides de morfologia
adequada, sugerindo que o Fe possa influenciar na morfologia dos
espermatozoides. A atividade da SOD se mostrou relacionada a motilidade e
concentragdo de espermatozoides e volume de sémen, podendo melhorar o
diagnostico de infertilidade masculina (WROBLEWSKA et al., 2011).

Estudos apontam que o consumo de uma dieta mais saudavel, esta relacionado a
melhora de pelo menos um parametro do espermograma, e que uma dieta com alta

exposicdo de alimento lipofilicos, isoflavonas da soja a doces, diminui a qualidade



55

dos espermatozoides, possivelmente por causar estresse oxidativo e também pelos
efeitos estrogénicos das isoflavonas e outros fitoestrogenos, afetando a potencial
reprodutivo masculino (GIAHI et al., 2016).

Um total 215 estudantes jovens e saudaveis participaram de um estudo cruzado,
onde responderam a um questionario de frequéncia alimentar validado, e doaram
uma amostra de sémen para analise. A motilidade total dos espermatozoides teve
relacdo com o consumo de antioxidantes como criptoxantina, vitamina C, licopeno e
b-caroteno, enquanto o volume do sémen aumentou com as ingestdes mais
elevadas de vitamina C, mostrando um efeito benéfico dos antioxidantes na dieta
(ALARCON et al., 2012).

7

O abacate (Persea americana), é uma fruta que contém inameros fitoquimicos e
antioxidantes, incluindo a glutationa, além de quantidades significativas de diversos
nutrientes como, fibras dietéticas, magnésio, potassio, colina, luteina/zeaxantina,
vitamina C, vitamina E, vitamina K1, vitamina B9, B6, niacina, riboflavina, acido
pantoténico, e acidos graxos monoinsaturados (MUFA) (DREHER; DAVENPORT,
2013).

O consumo de alimentos como frutas e vegetais, ricos em nutrientes e componentes
bioativos, tem se mostrado mais eficiente na promoc¢ao da saude e bem estar do que
suplementos alimentares. Isso de da devido efeitos sinérgicos que ocorrem entre 0s
diversos componentes presentes nos alimentos, o que nao ocorre nos suplementos,

onde os compostos sdo geralmente isolados (LIU, 2013).

Alguns suplementos nutricionais obtiveram resultados positivos na fertilidade
masculina quando testados em estudos controle randomizados, os quais incluem a
coenzima Q10, glutationa, selénio, zinco e folato combinados, dmega-3, escina
(YAO; MILLS, 2016).

Em um estudo feito com ratos tratados com estreptozotocina para desenvolverem
pré-diabetes, foi testado se a ingestdo de cha branco (Camellia sinensis L.) alterava
de alguma forma o metabolismo da glicose e consequentemente dos
espermatozoides, demonstrando que ap6s o consumo de cha branco, os efeitos
negativos do pré-diabetes foram melhorados, provavelmente devido ao alto teor de
fitoquimicos presentes, como as catequinas e a cafeina, que possuem efeitos

antioxidantes e hipoglicemiantes (DIAS et al., 2016).
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Um estudo foi feito com 24 ratos do sexo masculino divididos em 4 grupos, onde o
grupo 1 era o grupo controle, o grupo 2 foi tratado com epigalocatequina galato
(40mg/kg de peso), o grupo 3 foi tratado com um solucdo de NaF (25mg/kg de peso)
por 4 semanas, e 0 grupo 4 foi tratado com epigalocatequina galato via intravenosa
90 minutos antes de receber a solugdo com NaF (25mg/kg de peso) durante 4
semanas, para avaliar o efeito da epigalocatequina galato na toxicidade testicular
causada pelo fluor. Os resultados demonstraram que a epigalocatequina galato teve
efeito protetor, reduzindo os danos causados pelo excesso de fluor, principalmente
relacionados ao estresse oxidativo, como mostrado na figura 6. Os cortes
histolégicos confirmaram os efeitos deletérios da intoxicacéo pelo flior, como atrofia
dos tubos semniferos, perda da camada de células espermatogénicas, além da falta
de espermatozoides na regido central. A administracdo da epigalocatequina galato,
reduziu a toxicidade do fldor, provavelmente devido suas propriedades
antioxidantes, além de sua acao antinflamatoria, regulando para baixo a liberacédo de
citocinas pro-inflamatorias mediadas pelo NF-kb, prevenindo também eventos
apoptéticos, regulando para cima a expressao de Bcl-2. Sua acdo antioxidante foi
comprovada pela expressdo aumentada da via do Nrf2 e dos elementos de resposta
antioxidante (ARE) (THANGAPANDIYAN; MILTONPRABU, 2015).

Figura 6. Efeito da EGCG no estresse oxidativo (ROS) causado por Fl nos ratos do

grupo controle e do grupo experimental
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Foi testado o efeito da suplementacdo de 6leo da semente de Nigella sativa L.
sobre a qualidade do fluido seminal de homens em um estudo randomizado duplo-
cego controle com placebo, realizado com iranianos inférteis com baixa motilidade e
contagem de espermatozoides. Apds 2 meses de suplementacdo, com uma dose de
2,5mL 2 vezes ao dia por 2 meses, 0 grupo tratado demonstrou melhora na
contagem, motilidade e morfologia, além de aumento do volume do sémen e

melhora no pH, comparado com o grupo controle (KOLAHDOOZ et al., 2014).

O antioxidante Menevit, que contém licopeno, vitamina E, vitamina C, zinco, selénio,
folato e alho, foi administrado por 3 meses antes do ciclo de fertilizacao in vitro das
suas parceiras, melhorando a taxa de gravidez @ comparado com placebo
(TREMELLEN et al., 2007)

A L-carnitina suplementada por 2 meses, na dose de 2g/dia em homens inférteis
com astenoespermia, causou melhora na motilidade e concentragdo de

espermatozoides, em um estudo randomizado com placebo (LENZI et al., 2003).

A astaxantina é um pigmento vermelho com propriedade fotoprotetora, pertencente a
familia dos carotenoides, conhecida por diversas prorpiedades benéficas. Um estudo
realizado com voluntarios com espermogramas normais, demonstrou uma melhora
na atividade espermatica com o uso da astaxantina, mostrando que este pigmento
pode ser utilizado para diminuir a infertilidade masculina idiopatica (ADRISANI et al.,
2015).

2.3.1 Selénio

O selénio é um nutriente necessario para o desenvolvimento testicular,
espermatogénese e funcdo dos espermatozoides. A principal acdo do selénio € agir
como um antioxidante, através da glutationa peroxidase selénio dependente,
protegendo as membranas celulares e organelas de dano oxidativo. Um estudo
avaliou se a suplementacéo diaria de 200 ug selénio e 400Ul de vitamina E, em 690
homens com astenoteratoespermia idiopatica, por pelo menos 100 dias
consecutivos, causava alguma mudanca nos parametros do espermograma € na
taxa de gravidez dos casais. Houve uma melhora nos parametros em 52,6% dos
casos, e ocorréncia de gravidez espontanea em 10,8%, mostrando que a
suplementacdo combinada desses dois nutrientes foi efetiva e pode ser usada em
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homens diagnosticados com astenoteratoespermia e astenoespermia idiopética
(MOSLEMI; TAVANBAKHSH, 2011).

2.3.2 Zinco (Zn)

Os niveis de Zn no plasma seminal sdo maiores do que nos outros tecidos do
organismo. O Zn desenvolve um papel importante no desenvolvimento dos
testiculos, e niveis baixo tém sido associados a hipogonadismo, diminuicdo do
volume testicular, atrofia dos tubulos seminiferos e desenvolvimento inadequado de
carcteristicas sexuais secundarias. Além disso, o Zn é necessario para 0
funcionamento da SOD citoplasmatica dependente de Cu/Zn (EBISCH et al., 2007).
Um estudo analisou as concentracdes de Zn no plasma seminal de homens férteis e
inférteis, notando uma relacdo positiva entre a concentracdo e a qualidade dos
espermatozoides. Foi concluido que uma dieta pobre em Zn, pode ser um fator de
risco importante para baixa qualidade de espermatozoides na infertilidade masculina
idiopatica (COLAGAR; MARZONY; CHAICHI, 2009).

O Zn presente em alimentos de origem animal, geralmente possui uma
biodisponibilidade melhor do que os de origem vegetal, devido a possivel presenca
de fitatos, que inibem a absorg¢ao de Zn no intestino (JOUNG et al., 2004).

2.3.3 Acidos graxos trans

Os acidos graxos trans sao acidos graxos insaturados com pelo menos uma ligacao
dupla na parte trans, ao invés da ligacao cis que geralmente ocorre (NELSON; COX,
2014). As fontes dietéticas sao primariamente alimentos que contém Oleos vegetais
parcialmente hidrogenados, e produtos alimenticios industrializados, além de
estarem naturalmente presentes em pequenas quantidades em carnes de
ruminantes e leite. Um estudo realizado com um numero reduzido de participantes
notou que, a presenca de acidos graxos trans no fluido seminal estava inversamente
relacionada a concentracdo de espermatozoides, chamando atencéo para este tipo
de gordura na dieta (CHAVARRO et al., 2011).

Um grupo de 209 jovens entre 18 a 23 anos de idade, estudantes de uma

universidade na Espanha, responderam a um questionario de frequéncia alimentar e
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doaram uma amostra de sémen, e apds a analise, foi vista uma relagdo inversa
entre o consumo de Acidos graxos trans, provenientes principalmente de batatas
fritas e produtos comercialmente preparados, com a contagem de espermatozoides,
mostrando os efeitos negativos da gordura trans na saude reprodutiva masculina
(CHAVARRO et al., 2014).

2.3.4 Omega-3

Um estudo avaliou a composi¢ao da acidos graxos no sangue e espermatozoides de
homens inférteis que apresentavam oligoastenoespermia, notando que 0s niveis de
acidos graxos 6mega-3 eram mais baixos nesses individuos, quando comparados
com homens férteis (SAFARINEJAD et al., 2010).

Os &cidos graxos 6mega-3 sdo acidos graxos polinsaturados (PUFA) essenciais,
obtidos através da dieta. Os principais 6mega-3 PUFA sdo o acido
docosahexaendico (DHA), acido eicosapentanoico (EPA), e acido a-linolénico (ALA),
e fazem parte de todas as membranas celulares, mantendo as propriedades das
bicamadas lipidicas (FAROOQUI, A.; HORROCKS; FAROOQUI, T., 2000). Os
acidos graxos 6mega-3 também séo reconhecidos como antioxidantes (HODGE et
al., 2006).

Em um estudo de caso preliminar cruzado, a ingestdo de gordura saturada foi
negativamente relacionada a concentracdo de espermatozoides, enquanto a
ingestdo mais alta de Omega-3 se relacionou positivamente com a morfologia
(ATTAMAN et al., 2012).

Alguns trabalhos demonstram que uma insuficiéncia de DHA pode gerar
astenoespermia, compromentendo a motilitade dos espermatozoides (FURIMSKY et
al., 2005), mostrando a importancia de uma ingestdo adequada de acidos graxos

polinsaturados 6mega-3.

Um estudo avaliou a relagédo entre 6mega-6/6mega-3 no plasma seminal de homens
inférteis e férteis como grupo controle, além dos niveis de enzimas antioxidantes
como catalase e superoxido dismutase (SOD). A relacdo 6mega-6/6mega-3 foi
significantemente mais alta nos homens inférteis do que no grupo controle,
mostrando uma alta relacdo de acido araquiddnico/acido docosahexaendico que
deixa a membrana mais suscetivel a inflamacéo, e liberacdo de prostaglandinas E2,
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além do estresse oxidativo (DENNIS et al, 2011). Além disso, as enzimas
antioxidantes avaliadas foram mais baixas nos pacientes inférteis, mostrando uma
relacdo significativa entre os niveis de SOD e catalase, e 0os parametros dos
espermatozoides como concentracdo, motilidade e morfologia. Houve também uma
relagdo significativa entre os acidos graxos 6mega-3 e as atividades da SOD e
catalase, demonstrando que uma alta propor¢do de acidos graxos 6mega-6 no
plasma seminal € uma caracteristica distinta de homens inférteis (DENNIS et al,
2011; SAFARINEJAD et al., 2010).

A composicdo de éacidos graxos da membrana de espermatozoides de homens
apresentando subfertilidade foi avaliada em um estudo. Os resultados revelaram que
na astenozoospermia, oligozoospermia e oligoastenozoospermia, os niveis de DHA
eram menores do que na normozoospermia. Além disso, também foi notado que a
razao 6mega-6:0mega-3 era siginificativamente mais alta na astenozoospermia. Os
acidos graxos saturados (SFA), se mostraram aumentados na astenozoospermia e
na oligozoospermia, e os acidos graxos monoinsaturados (MUFA) foram mais altos
na oligozoospermia. Estes resultados sugerem que a diminuicdo de DHA e PUFA
em geral, além do aumento da razdo 6mega-6:6mega-3 nos espermatozoides pode
estar relacionados a infertilidade em homens que apresentam oligo e/ou
astenozoospermia (AKSOY et al., 2006).

238 homens com oligoastenoteratoespermia idiopatica foram recrutados para um
estudo onde receberam uma suplementacdo de 1,84g de acidos graxos 6dmega-3
(EPA e DHA) ao dia ou placebo por 32 semanas, sendo que no final do tratamento,
houve melhora significativa nos parametros do espermograma no grupo do 6mega-
3, como contagem total, concentragdo e motilidade, além de aumento das enzimas
antioxidantes no plasma seminal, mostrando um beneficio na suplementacédo de

O0mega-3 em homens com oliastenoteratoespermia (SAFARINEJAD, 2011).

Um estudo realizado com pacientes com cancer, mostrou que a suplementacao de
O0leo de peixe como fonte de acidos graxos 6mega-3, aumentou as enzimas
antioxidantes do plasma e das células vermelhas, como a catalase, glutationa
redutase, e SOD, melhorando a recuperacao poés quimioterapia (MANSARA et al.,
2015).

A inflamacdo € uma importante resposta cellular, podendo porém, causar dano
tecidual associado a diversas doencgas inflamatdrias. Metabdlitos provenientes dos
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PUFA sédo de grande importancia metabdlica, uma vez que alguns sao mediadores
do inicio da resposta inflamatoria aguda, e outros da resolu¢éo da inflamacéo. Os
PUFA sao acidos graxos com multiplas duplas ligacdes, com cadeias de 18 a 22
carbonos, e estdo presentes nas membranas celulares, controlados por diversas
enzimas (ROBICHAUD; SURETTE, 2015).

O 6mega-3 e mega-6 séo considerados essenciais pois ndo podem ser sintetizados
de novo. O acido araquiddnico (dmega-6) € precursor de iniumeros lipidios bioativos
como os leucotrienos, prostaglandinas, tromboxanos e acidos epoxyeicotriendicos,
que sdo geralmente proinflamatérios, mas também podem dar origem a lipoxinas
gue agem na resolucao da inflamacao (SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011).

Os acidos graxos 6mega-3, DHA e EPA, séo precursores de mediadores lipidicos
qgue incluem as resolvinas, protectinas e maresinas, sendo que a transformacéo
desses precursores em lipidios bioativos, envolve a sua liberacdoo dos fosfolipidios
da membrana, seguido por uma oxigenacdo controladas pelas lipooxigenases,
ciclooxigenases e enzimas do citocromo p450, e ainda transformacdes enzimaticas
por transferases, isomerases e hidrolases (BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014).

Enzimas da familia da fosfolipase A2 (PLA;), que podem ser intra ou extracelulares,
catalisam a hidrélise de glicerofosfolipidios para liberar acidos graxos livres e
lisofosfolipidios das membranas celulares, e sdo dependentes de Ca®*". As PLA;
estdo relacionadas a processos bioquimicos como o metabolismo do &cido
araquidénico e remodelamento da membrana. O &cido araquidénico acaba sendo
precursor de prostaglandinas (PG) bioativas e leucotrienos (LT) nas membranas
celulares (MURAKAMI et al, 2011).

2.3.5 Acido alfa lipoico (ALA)

O &cido alfa lipoico (ALA) funciona como uma coenzima para as enzimas piruvato
desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase na mitocdndria (STUART et al.,
2014), e age como antioxidante, sendo reduzido a acido dihidrolipéico (DHLA), com
propriedade ainda mais antioxidante. Ambas moléculas participam de diversas
atividades no organismo, como quelacdo de metais de transicdo, prevencado de
peroxidacao lipidica da membrana e danos a proteinas, através de interagfes com a
glutationa (GRASSO et al., 2014; ALl et al., 2015).
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Um estudo triplo cego randomizado controle com placebo, realizado em uma clinica
de infertilidade, testou a suplementacdo de 600mg de ALA ou placebo por 12
semanas, demonstrando ao final do estudo, que os parametros como contagem,
concentracdo e motilidade dos espermatozoides no grupo da intervencdo, foram
significativamente maiores do que no grupo controle. Além disso, 0s niveis seminais
de antioxidantes e malondialdeido obtiveram uma melhora significativa no grupo
suplementado. No entanto, ndo houve mudanca significativa no volume de

ejaculacdo, morfologia e espermatozoides vivos (HAGHIGHIAN, et al. 2015).

2.3.6 Coenzima Q10

A Coenzima Q10 (ubiquinona) € reconhecida como co-fator fundamental para o
funcionamento das proteinas desacopladoras na mitocéndria, e também pela sua
acao antioxidante abrangente. Na sua forma reduzida, o ubiquinol (CoQH,), inibe a
peroxidacao lipidica, além de reduzir a oxidacdo de proteinas e DNA (LITTARRU,;
TIANO, 2007).

A principal acdo bioquimica da ubiquinona é servir como cofator na cadeia
transportadora de elétrons em uma série de reacfes de reducdo, necessarias para a
sintese eficaz de trifosfato de adenosina (ATP), tornando a ubiquinona essencial
para os oOrgaos e tecidos, e esta presenten abundantemente em Orgdos como o0
coracao, pulmao, figado, rins, pancreas, baco e glandulas adrenais. Além disso, &
um dos mais importantes antioxidantes de lipideos, evitando o estresse oxidativo de
forma bem eficiente (SAINI, 2011).

Em dois estudos distintos, realizados com pacientes que apresentavam
astenozooespermia idiopatica, foi demonstrado que a administracdo exdgena de
CoQ10 aumentou significativamente os niveis na forma CoQ10 e ubiquinol no fluido
seminal e nos espermatozoides, além de melhorar a motilidade, principalmente nos
pacientes que apresentavam niveis de CoQ10 e de motilidade em valores mais
inferiores (BALERCIA et al., 2009).

Em outro estudo, a suplementacdo de Coenzima Q10, na dose de 200mg/dia,
dividido em duas doses durante 6 meses, em homens inférteis com
astenozooespermia idiopatica, aumentou significativamente os niveis de CoQ1o no

plasma seminal, e também nas células esperméticas, além de melhorar
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significativamente a motilidade, sem alterar a concentracdo ou morfologia
(LITTARRU; TIANO, 2007). N&ao existe evidéncia de que a suplementagéo oral de
CoQ10 aumente o numero de nascidos vivos ou a taxa de gravidez, porém esta

associada a melhora nos parametros do fluido seminal (LAFUENTE et al, 2013).

Porém em outro estudo duplo cego controle com placebo, um total de 47 homens
inférteis que apresentavam oligoastenoteratozosspermia foram aleatoriamente
escolhidos para receber 200mg de CoQ10/dia ou placebo durante um periodo de 12
semanas, chegando a conclusédo que houve melhora no estresse oxidativo, mas sem
afetar significativamente os parametros do espermograma (NADJARZADEH et al.,
2011).

2.3.7 Hidroxitirosol (HTS)

O azeite de oliva contém diversos polifendis com propriedades terapéuticas. O
hidroxitirosol (HTS) € um dos polifendis encontrados abundantemente, e tém
recebido atencdo devido a crescentes evidéncias dos seus efeitos benéficos no
organismo. Um estudo investigou os efeitos protetores do HTS na toxicidade
causada pela acroleina nas células epiteliais de pigmento da retina, mostrando que
0 HTS é também um antioxidante mitocondrial, e que a administracao dietética de
HTS pode prevenir a degeneracao nessa linha de células, induzida por tabagismo ou

envelhecimento, como a degeneracdo macular associada a idade (LIU et al., 2007).

A concentracdo plasmatica de HTS em sua forma livre ainda é de dificil deteccao
pelas técnicas atuais. Uma unica técnica foi desenvolvida recentemente por Pastor e
colaboradores (2016) e € a Unica até o momento que se diz ser capaz de detectar os
niveis plasmaticos de HTS livre de forma eficiente, abrindo as portas para estudos

futuros relacionarem os niveis plasmaticos aos efeitos benéficos a saude.

Um estudo com 21 voluntarios analisou a urina de 24 horas, apés a administracado
de HTS, para avaliar sua biodisponibilidade e excrecao. Os individuos tiveram que
se abster de azeite de oliva e etanol por 7 dias antes do inicio do estudo. Os
resultados mostraram que o HTS em forma de nutracéutico, tem uma boa
biodisponibilidade, e que seu principal metabdlito excretado é o hidroxitirosol-3-
sulfato (HTS-S-3). Foi recuperado na urina entre 21 a 28% da dose administrada via
oral (KHYMENETS et al., 2016).
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A ingestdo de etanol parece estar relacionada a producdo endogena de HTS. Um
total 24 homens saudaveis foram incluidos em um estudo, onde o objetivo era
avaliar niveis urinarios de HTS e tirosol apés a administracdo de etanol. Os
participantes receberam doses entre 6 a 42g de etanol, e foram avaliados durante
um periodo de 6 horas. A excrecdo de HTS e tirosol aumentou de acordo com a
dose de etanol administrada, comprovando a ocorréncia de sintese endogena
destes polifendis (MANA et al., 2015).

2.3.8 Vitamina D

Em um estudo piloto com o sémen coletado de 10 homens férteis, foi realizada a
técnica de imuno-histoquimica com anticorpos monoclonais para o receptor de
vitamina D (VDR) humano, com o objetivo de identificar a presenca de VDR. Os
resultados demonstraram claramente e possivelmente pela primeira vez a presenca
destes receptores nos espermatozoides. A cabeca e a parte mediana foram 0s
locais predominantes (CORBETT; HILL; NANGIA, 2006).

No sistema reprodutivo masculino, a vitamina D foi demonstrada ser responsével por
diversas acdes mediadas pelo receptor de vitamina D (VDR), incluindo a regulacao
da transcricdo de varios genes envolvidos na atividade mitdtica do nucleo das
espermatogobnias, afetando o metabolismo dos espermatozoides, controlando a
sintese de estrogénio pelas gbnadas, além de aumentar o calcio intracelular e ativar
diversas vias de sinalizacdo. Portanto, a insuficiéncia de vitamina D, em homens que
apresentam oligoespermia e astenoespermia, pode ser um fator a ser levado em
consideracdo, sendo a suplementacdo recomendada nesses casos. A sintese
endogena de vitamina D depende da exposi¢cdo da pele ao sol (raios UVB), onde o
7-dehidrocolesterol € convertido em vitamina D3, que pode também ser obtida
através da dieta. A vitamina D3 é entdo convertida pela 25-a-hidroxilase, enzima
presente principalmente no figado, em 25(0OH)D3, a qual sofre outra conversdo nos
rins pela acdo da 1-a-hidroxilase, gerando a 1,25(0OH)2D3, a forma ativa da vitamina
D, como mostrado na figura 7. Para exercer seu efeito, a vitamina D depende da
heterodimerizacdo do VDR com o receptor retinoide X (RXR), o qual necessita de
vitamina A (YAN, et al. 2015).
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Um outro estudo avaliou a relacdo entre o status de vitamina D sérica e a
fragmentacdo do DNA espermético, chegando a conclusdo de que ndo houve
diferenca significativa ao comparar os grupos dos deficientes, dos insuficientes e dos
repletos de vitamina D. Outro dado obtido mostrou uma relacdo positiva entre os
niveis séricos de vitamina D e defeitos na cabec¢a dos espermatozoides, sendo que,
na medida em que aumentavam-se 0s niveis séricos, aumentavam-se também os
defeitos nas cabecas (RUBAL et al., 2012).

Figura 7. O caminho metabdlico da vitamina D e suas fun¢des.
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Fonte: Yan, et al, 2015, p. 165

No mundo ocidental, a prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D (<50 nM) em
adultos é bastante alta. Um estudo feito com o fluido seminal de 300 homens,

avaliou a relacdo entre os niveis séricos de vitamina D (25(OH)D) e os parametros
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do sémen, estratificando os homens em deficientes (<25 nmol/L), insuficientes (25
até 50 nmol/L), suficientes (>50 nmol/L) e com nivel alto (>75 nmol/L). Um total de
44% dos homens foram classificados como insuficientes para vitamina D, e tiveram
mais defeitos e menor motilidade progressiva e total, quando comparados aos
homens que apresentavam niveis séricos mais altos de vitamina D. Além deste teste
in vivo, também foi realizado um teste in vitro com 40 amostras, onde foi adicionado
a vitamina D em sua forma ativa (1,25 (OH)2 D3), notando que a adicdo aumentou
entre 5 a 10 vezes os niveis de calcio intracelular, além de aumentar a motilidade e
estimular a reacdo do acrossoma. Os investigadores avaliaram 0s niveis séricos de
vitamina D nestes homens ao longo do ano, notando uma variagao de acordo com a
estacdo, sendo que no inverno foram obtidos os menores valores quando

comparado com as outras estacdes do ano (JENSEN et al., 2011).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo buscou informacdes na literatura cientifica sobre o efeito do
estresse oxidativo na qualidade do sémen em homens. A infertiidade e
subfertilidade masculina podem contribuir com até 50% dos casos de infertilidade de
casais, sendo importante um correto diagndstico para nortear o tratamento e evitar

frustracdes em casais que lutam contra este problema.

A espermatogénese é o processo no qual sdo produzidos espermatozoides maduros
que sao divididos em cabeca e cauda. A cabeca contém o acrossoma e 0 nucleo
com a cromatina altamente condensada. A cauda possui uma grande quantidade de
mitocondrias na parte mediana, as quais estdo reacionadas a geracdo de ATP
através da respiracdo aerodbia e cadeia transportadora de elétrons, gerando grandes
quantidades de radicais livres. Além disso, o alto teor de PUFA nas membranas dos

espermatozoides os deixa mais susceptiveis a danos por estresse oxidativo.

Diversos fatores como disruptores enddcrinos, pesticidas, poluentes ambientais,
tabagismo, polimorfismos genéticos, varicocele, infec¢cdes, habitos alimentares e,
estado nutricional sdo responséaveis pela perda da viabilidade dos espermatozoides
em homens, sendo quase sempre associado a niveis elevados de radicais livres e
diminuicdo nas defesas antioxidantes de acordo com resultados laboratoriais dos
trabalhos analisados. Enzimas antioxidantes e destoxificantes como a Glutationa-S-
transferase, epéxido hidroxilase, NADPH-quinona oéxidoredutase, UDP-glucoronil-
transferase, aldéido desidrogenase, aldo-ceto-redutase, glutationa redutase,
peroxiredoxina, tioredoxina, tioredoxina redutase, catalase, superoxido dismutase
dependente de Zn/Cu e glutationa peroxidase sao ativadas pelo fator de transcri¢cao
Nrf2 (fator nuclear 2 relacionado ao fator eritride 2), mostrando a importancia dessa
via. Os estudos demontraram que individuos com polimorfismos relacionados ao
Nrf2 ou a alguma enzima antioxidante tinham diminuicdo em algum parametro do

espermograma.

Diversos nutrientes estao relacionados a atividade mitocondrial e as defesas
antioxidantes, e devem estar em niveis adequados no organismo. O selénio é
necessario para a GPx, 0 zinco e 0 cobre sdo necessarios para a SOD1
citoplasmatica, enquanto manganés é necessario para a SOD2. As mitocondrias

necessitam das vitaminas do complexo B e acido alfa lipdico para funcionarem de
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forma correta, além da CoQ10 que é essencial na cadeia transportadora de elétrons
para produzir ATP, o qual é ligado ao magnésio. A vitamina D esté ligada a diversas
funcdes incluindo o metabolismo de calcio nos espermatozoides, ja que foram
encontrados receptores VDR nos mesmos. Niveis insuficientes de vitamina D ou

muito acima foram associados a baixa qualidade do sémen.

Padrbes alimentares com alimentos industrializados e ricos em gordura trans foram
associados a diminuicdo nos parametros do espermograma, enquanto dietas mais
saudaveis, com niveis mais elevados de nutrientes e fitoquimicos, foram associadas
a parametros mais favoraveis. A razdo dmega 3/6 da dieta parece ser de grande
importancia para evitar o estresse oxidativo, tanto pelo efeito antioxidante e na
composicdo das membranas, diminuindo o processo inflamatério agravado pela
COX2.

Portanto, de acordo com a literatura pesquisada, o estresse oxidativo parece ser o
principal fator, e est4 presente em praticamente todas as condicbes que afetam a
saude dos espermatozoides, podendo ser amenizado através de uma intervencao
nutricional antioxidante, utilizando alimentos, nutrientes especificos, e compostos
bioativos com potencial antioxidante e que déem suporte para o funcionamento
mitocondrial. A reducdo do consumo de alimentos ricos em gorduras trans e
saturadas, aumento no consumo de 6mega-3 e Omega-9, além de diminuir a
exposicao aos disruptores enddcrinos, poluentes ambientais e tabaco pode melhorar
a qualidade seminal de homens. A ativacao da via do Nrf2 se da através de diversos
estimulos enddgenos e exdgenos, que incluem a ingestdo de cruciferas, atividade
fisica, licopeno, epigalocatequina galato, entre outros, sendo extremamente
importante para estimular as enzimas destoxificantes e antioxidantes do organismo,
e deve ser encorajada. Foi demonstrado que a suplementagdo com o0s nutrientes
essenciais e compostos bioativos antioxidantes pode melhorar os parametros do
espermograma, e que uma alimentacdo equilibrada e antioxidante exerce grande
influéncia, sendo essas intervencgdes indispensaveis para dar suporte ao tratamento
de infertilidade ou subfertilidade masculina, seja por causa definida ou idiopatica.
Apesar dos trabalhado analisados ndo terem avaliado a taxa de fertilizacdo apds os
tratamentos, a melhora na funcédo dos espermatozoides ap0s 0 uso de estratégias
antioxidantes jA demonstra os efeitos deletérios do estresse oxidativo na qualidade

do sémen de homens.
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