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RESUMO

O diagnéstico da infecg@o pelo papilomavirus humano (HPV) em homens
tem ganhado importincia ja que o mesmo € freqiientemente assintomético, o que pode tornar
o individuo contaminado num reservatério do virus, com importante papel na transmissao e
perpetuacdo da doencga.

Este trabalho teve como objetivo o estudo do HPV no espermatozéide, a fim
de avaliar sua influéncia na qualidade seminal e no estresse oxidativo.

Foram analisados 68 homens, dos quais 30 foram positivos para HPV/DNA e
38 foram negativos. Dos casos positivos, 8/30 apresentaram infeccdo pelo HPV dos tipos 16
ou 18, os quais sdo considerados os tipos de alto risco oncogé€nico com maior prevaléncia. A
infeccdo e classificagdo dos tipos virais foram determinadas por nested-PCR, enquanto a
atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram determinadas
por espectrofotometria. Os dados ndo apresentaram relagcdo significativa entre as varidveis
epidemioldgicas estudadas e a presenga do virus.

Os parametros de concentracdo e motilidade espermadtica foram avaliados
manualmente, segundo o critério da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e, a morfologia
avaliada, conforme os critérios da OMS e estrito de Tygerberg. Os dados mostram um
aumento da incidéncia de espermatozdides com morfologia alterada nos pacientes com
infeccdo por HPV. Os parametros seminais de concentracdo e motilidade nio apresentaram
diferencas significativas entre os grupos (com e sem HPV). Nos pacientes portadores do
virus, as medidas de catalase mostraram-se significativamente aumentadas em relacdo aos
pacientes ndo infectados. O estresse oxidativo pode estar relacionado com a fisiopatologia
da infertilidade em pacientes com infec¢ao por HPV no sémen. Esta infeccdo sinaliza uma

piora na qualidade do s€émen, baseada na alteracdo da morfologia do espermatozoide.



ABSTRACT

The diagnosis of human papillomavirus infection (HPV) in men has gained
importance due to the fact they are frequently asymptomatic, who may be a virus reservoir,
with an important role in the transmission and perpetuation of the disease. The goal of this
study was to identify the presence of HPV in the semen in order to evaluate its influence in
semen quality as well as in seminal oxidative stress.

Sixty-eight men were analyzed, from which 30 were positive for DNA/HPV
and 38 negative. Of the positive cases, 8/30 had HPV infection with the subtypes 16 or 18,
which are considered with high prevalence for oncogenic risks. The viral infection and the
classification of the virus subtypes were determined with the nested-PCR technique, and the
enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were determined by
spectrophotometry technique. There was no significant correlation among the studied
epidemiological variables and the presence of the virus.

The semen parameters sperm concentration and motility were evaluated
manually according to the World Health Organization (WHO) criteria and the sperm
morphology evaluated according to the WHO and Tygerberg’s strict criteria. The results
show a higher incidence of sperm with abnormal morphology in patients with HPV infection
compared to patients without the infection. Sperm concentration and motility did not show a
difference between patients with or without HPV infection. In patients with the HPV, CAT
levels were higher than patients without the HPV infection. Seminal oxidative stress may be
related to the pathophysiology of infertility in patients with seminal HPV infection. This
infection signalize for diminishing semen quality based on the damage of the sperm

morphology seen in our study.



LISTA DE QUADROS

Quadro 1-Valores normais para parametros de andlise seminal ..........c..ccccceveueennne

Quadro 2-Classificacdo do HPV



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Representacdo esquemadtica da estrutura gendmica do HPV16................ 11
Figura 2- Verruga genital no pénis de um Afro-americano ............ccccceceevecueneennenne 14
Figura 3- Fluxograma de classificacdo das amostras .........cccceeceeevveenieeeriueesseveennnenn 28
Figura 4- Fluxograma de metodologia ..........cceceeviiriiniiniiniieiiiiieeecieeeeseeen 39
Figura 5- Amplificacdo do gene da B-globina humana e HPV-PCR genérico......... 40
Figura 6- Caracteriza¢do da amostra, considerando o tipo viral ..........ccccceeevuveenneen. 41
Figura 7- Amplificagdo do nested HPV-PCR GPO5+/GP0O6+..........ccccocvrveienennnenn 43
Figura 8- Amplificac@o do nested HPV 16 .......c.ccccoeviniiiininiiniiiccceene 44
Figura 9- Amplificag@o do nested HPV 18 .......ccccociiiimiiiiininiiccccceee 44
Figura 10-Andlise morfoldgica pelo critério estrito de Tygerberg .........ccccceeeneen 54
Figura 11-Andlise morfoldgica pelo critério da OMS........cccoceivieiiicninicicnennn 55
Figura 12-Teste de Endtz em relacdo a0 HPV ..o 59

Figura 13-Atividade da catalase em relacdo a0 HPV ..........ccccocoviiiiiininiiiicninn 62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Dados epidemioldgicos de parceiros sexuais de mulheres portadoras

e HPV ettt ettt st ettt ea 47
Tabela 2- Habitos de parceiros sexuais de mulheres com HPV ............ccccooieiin. 48
Tabela 3- Caracteristicas da vida sexual de parceiros de mulheres com HPV .......... 49
Tabela 4- Avaliacdo das principais caracteristicas seminais de cada grupo.............. 50
Tabela 5- Avaliacdo do teste de Endtz e presenca de células redondas. .................. 58

Tabela 6- Medida da atividade das enzimas super6xido dismutase e catalase.......... 61



LISTA DE ABREVIATURAS

CAT - catalase

DNA - 4cido desoxirribonucléico

DST - doenga sexualmente transmissivel
EO - estresse oxidativo

ERO - espécies reativas de oxigénio

FIV - fertilizagdo in vitro

G-6-PDH - glicose-6 fosfato desidrogenase
HPV - papilomavirus humano

LPO - peroxidacao lipidica

OMS - organizacido mundial da satide
PCR - reacdo em cadeia da polimerase
PMN - polimorfonucleares

RNA - 4cido ribonucléico

SOD - superdxido dismutase



SUMARIO

1. INTRODUQGAO ....occeeeerrresressessessessesssessessessessssssssssessessssssessessessassassssessessessssesses 01
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ccommmersummsnnnssssens 03
2.1. Infertilidade MAasCUlING ......c.c.eervieiriiiiiiiieeec e 03
2.2. Morfologia €SPErMALICA. .....ccuteuieriieiiiiieiieniieeie ettt 04
2.3. Infeccao SEMINAL......cc..eiiiiiiiiiiiie ettt 07
2.4. Papilomavirus humano ...........ccccceeiiiiiiiiniiniiniiiiic e 10
2.5. Infeccdo por papilomavirus humano ..........cccccceevvevniiiniieniie e 13
2.6. Papilomavirus humano em homens............ccoceociiiiniiniiiiiniiiiccicecece, 15
2.7. Papilomavirus humano e qualidade seminal ............cccocoeeviiiriiienniiienieeniene 18
2.8. Espécies reativas de oxige€nio € antioXidantes............cevvveerveeriiierneeenueenneenns 21

3. OBJETIVOS .uuiiiticnicnennnnsnnnssnssnsssansssssssesssesssssssssssssssesssasssssssssssssssasssssssaes 26
3.1, ODBJEtIVO ZEIAL ...eeiiieiiiiiiiiiee et ettt 26
3.2. ObjJetiVOS ESPECTIICOS ..eeruviiriieiriiee ittt ettt ettt 26

4. MATERIAIS E METODOS cccuuu.ccoummnisssssmsnssssssssmsssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssess 27
4.1. Coleta do Material.........coevuiiiriiiniiiiiiiiiiie et e 29
4.2, MELOAOS ..ttt ettt ettt st 29
4.2.1. Avaliacdo macroscopica do SEMEN...........cceceevvircviriieiirnieeiieieesieenes 29

4.2.2. Avaliag@o microscOpica do SEMEN .......cevveerureeriiierrieeeiieeiieeseeenveeeenes 30
4.2.2.1. Determinacao da concentrac¢do e motilidade espermatica....... 30

4.2.2.2. Determinagdo da morfologia do espermatozdide.................... 30

4.2.2.3. Avaliag@o da leucospermia..........cccceevueevuienienieniieneeneennenn 31

4.2.3. Anélise da presenca do virus HPV nos espermatozdides..................... 32
4.2.3.1. Extrac@0o de DNA ....coooiiiiiiiiiiiceeeeeeeeee e 32

4.2.3.2. Amplificagdo da -globina e do HPV-PCR genérico.............. 32



4.2.3.3. Separagdo e andlise dos segmentos amplificados.................... 33

4.2.3.4. Amplificacdo do HPV por nested - PCR...........cccevvivenenne. 33
4.2.3.5. Deteccdo do HPV 16 e HPV 18.....coiiiiiiiiiiee 34
4.2.3.6. Amplificacdo do HPV 16 por nested - PCR............cccennee. 35
4.2.3.77. Amplificacdo do HPV 18 por nested - PCR............ccceneee. 36
4.2.4. Mensuragdo dos niveis de superéxido dismutase e catalase ................ 36

4.2.4.1. Determinacao da atividade da enzima superoxido dismutase .36

4.2.4.2. Determinacdo da atividade da enzima catalase ....................... 37

4.2.4.3. Determinacao das proteinas totais ..........cceveeervueeeriverneeeniueennne 37

4.3, ANALISE ESTAISTICA ..o eeeeeeeeeteeeee e e ettt e e e e e e e e eee e et eeeeeaeeeeeeeereeanananans 38
4.4. Fluxograma de metodOlOZIA ......c..eevueiriieeriiieniieeieeeiie et 39

5. RESULTADOS E DISCUSSAO 40
6. CONCLUSOES 65
7. PERSPECTIVAS 66
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...u.cueeeecuerereesesnssscssssessessessssssssssessesassens 67
ANEXO A: Descricido dos oligonucleotideos ............cocuerierieriieiiiiniennecniieieeneeees 79
ANEXO B: Termo de consentimento livre € eSclarecido.....uuneeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeennn. 80
ANEXO C: Ficha de avaliag@o.......ccc.eeeiuiirriiiiieeiiie et s 83

ANEXO D: Artigo publicado na revista Reprodug@o e Climatério.............ceceuvenee. 85



1. INTRODUCAO

Infertilidade acomete 10 a 15% da populacdo sexualmente ativa,
independente de fatores sociais, econdmicos ou culturais. Tradicionalmente, o diagndstico
de infertilidade masculina depende de uma avaliacdo descritiva dos parametros do
ejaculado, com énfase na concentracdo, motilidade e morfologia dos espermatozéides.
Comprova-se a importancia da morfologia quando se avalia estudo recente, o qual
demonstrou que, dentre as trés caracteristicas seminais mais importantes do sémen
(concentragdo, motilidade e morfologia), a morfologia de Tygerberg é a mais importante
para predizer fertilidade. Entretanto, é necessdrio enfatizar que a andlise da qualidade
seminal ndo é um teste de fertilidade.

A infertilidade masculina pode ser causada por vérios fatores, sendo que, em
até 30 a 40% dos casos, ndo se descobre o fator etioldgico pelo qual a infertilidade se
manifesta. A infertilidade idiopatica € uma situagdo séria, visto que acomete uma elevada
porcentagem de homens inférteis que ndo podem ser tratados com as modalidades
terap€uticas empiricas aplicadas atualmente.

Uma das causas de infertilidade sdo as doengas sexualmente transmissiveis
(DSTs); dentre essas, a infeccao pelo papilomavirus humano (HPV) € considerada uma das
mais comuns no mundo. Este virus tem sido associado a infertilidade de casais nos quais o
homem possui infeccdo por HPV, podendo estar associado a diminui¢do da motilidade do
espermatozoide e ao aborto. A infecc¢io persistente pelo HPV foi detectada no trato genital
feminino, no material de aborto e foi demonstrada a presenca do HPV no sémen humano.

Estudos sugerem que o HPV pode infectar ndo apenas células espermaticas

humanas, mas também que certos genes importantes para o HPV sdo expressos ativamente



nos espermatozodides. Desta forma, provavelmente, os espermatozdides infectados pelo
virus do HPV possam se comportar como vetores ou carreadores para a transmissao do
HPV para a parceira durante relacdo sexual, os fetos por meio de odcitos fertilizados, ou
ambos.

Outra causa de infertilidade, hoje € atribuida ao estresse oxidativo (EO). O
espermatozdide humano representa apenas uma de uma extensa lista de células que
possuem a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO) quando incubados em
ambiente aerdébio. Portanto, o oxigénio representa um grande paradoxo: enquanto siao
requeridos para fisiologia celular, seus metabdlitos podem ser potencialmente tdéxicos,
sendo que, alguns destes metabdlitos, podem ser produzidos pelos préprios
espermatozoides e podem gerar efeitos téxicos na fungdo espermdtica. Recentemente,
pesquisadores demonstraram a grande producdo de ERO em pacientes com infec¢dao
seminal.

O presente trabalho visa relacionar a presenca do HPV com as principais
caracteristicas seminais (concentragdo, motilidade e morfologia), bem como avaliar os
marcadores de estresse oxidativo e comparar pacientes que apresentem positividade para o

HPV com pacientes negativos para esta infec¢ao viral.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Infertilidade masculina

Infertilidade € definida como a inabilidade de um casal sexualmente ativo,
sem a utilizacdo de métodos contraceptivos, de estabelecer gravidez no periodo de um
(World Health Organization, 1999) a dois anos (Eshre, 1996), baseando-se no fato de que,
aproximadamente 90% dos casais, atingem gravidez no primeiro ano e 95%, o faz em dois
anos. E um fendmeno universal que acomete de 10% a 15% dos casais, independente dos
fatores sociais, econdmicos ou culturais (Galarneau & Nagler, 1999), sendo que o fator
masculino na infertilidade € responsével por 25% a 30% dos casais (Jones & Toner., 1993).

A infertilidade masculina pode resultar de uma série de alteracdes adquiridas
ou congeénitas, relacionadas a genitdlia masculina. A maioria dos homens inférteis apresenta
oligozoospermia (nimero de espermatozéides inferior a 20x10° espermatozéides/mL),
astenozoospermia (motilidade inadequada - motilidade A e B inferior a 50%) ou
teratozoospermia (espermatozoides com morfologia normal inferior a 30% segundo critério
da Organizacdo Mundial da Saide ou 14% segundo critério estrito de Tygerberg), que
indicam alteracdes quantitativas e qualitativas na espermatogénese (Seibel,1996); porém
estes individuos sdo sauddveis e assintomdticos. E necessirio enfatizar que a andlise
seminal (motilidade, morfologia e concentragc@o) nao € um teste de fertilidade.

Atualmente, o numero absoluto de espermatozéides ndo prediz o

prognéstico de fertilidade, por isso, testes in vitro foram desenvolvidos para monitorar a

capacidade funcional dessas células (Sharma & Agarwal, 1996; Ombelet et al., 1997).



Nos ultimos 10 anos, houve um grande progresso no entendimento a
respeito do processo reprodutivo masculino em niveis bioldgicos, moleculares e genéticos.
Pesquisas na drea da fisiologia espermatica retificaram idéias anteriormente difundidas e
consideradas verdades absolutas, como, por exemplo, a idéia que se tinha que a anélise
seminal convencional fosse um critério para diagnosticar a fertilidade masculina (Aitken et
al., 1982). O diagndstico mais preciso do local ou funcdo anormal tem motivado
pesquisadores a desenvolver novos testes bioquimicos para avaliar a fun¢@o espermadtica, os
quais s@o igualmente importantes para predizer o sucesso da Fertilizacdo in Vitro (FIV) e
decidir sobre a técnica de reproducido assistida mais indicada (Sharma et al., 1999b; Hallak
etal.,2001).

Desta forma, apenas as provas de fun¢do espermadtica, como, por exemplo,
testes para avaliar a reacdo acrossdOmica, movimento de hiperativacdo, niveis de creatina
kinase e estresse oxidativo, podem dar informagdes referentes a probabilidade de um

homem vir a engravidar a sua parceira (Sharma et al., 2000).

2.2 Morfologia espermatica

A fertilidade é um fen6meno complexo e multifatorial que envolve a
avaliacdo do casal. Tradicionalmente, o diagndstico de infertilidade masculina depende de
uma avalia¢do descritiva das caracteristicas do ejaculado, com énfase nos parametros de
concentracio, motilidade e morfologia dos espermatozdides (OMS, 1999), valores normais

demonstrados no quadro 1.



QUADRO 1: Valores normais para parametros de anélise seminal

PARAMETRO SEMINAL VALORES NORMAIS

Volume >2,0mL

pH 7,2-8,0

Cor branco opaco

Liquefagdo < 30 minutos, completa

Viscosidade normal

Concentra¢do espermatica >20x10° espermatozdides por mL de s€men
Numero total de espermatozdides > 40x10° espermatozéides por ejaculado
Motilidade > 50% com progressao linear A+B *
Morfologia > 30% com formas normais

Vitalidade >75% de formas vivas

Os valores foram estipulados conforme estabelecido pela Organizagdo Mundial da Sauide
(OMS, 1999).
* A: rdpida progressiva; B: lenta progressiva: C: motilidade ndo-progressiva; D: imével.

A pobre qualidade seminal do ejaculado humano nos separa de muitos dos
outros mamiferos (Birkhead, 1999). Mesmo em uma populagdo de homens férteis, até 50%
dos espermatozdides do ejaculado podem apresentar alteracdes na motilidade ou
morfologia (OMS, 1999). Acredita-se que, para acontecer a fertilizacdo do gameta feminino
pelo masculino, € necessdrio apenas um numero minimo de espermatozdides com
movimentos progressivos € morfologicamente normais (Aitken, 2006). De acordo com
varias pesquisas, acredita-se estar ocorrendo um fendmeno de diminui¢cdo da qualidade
seminal em todo o mundo, portanto, as caracteristicas seminais tém variado conforme as
diversas edicdes publicadas pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (Auger et al.,

1995; Pasqualotto et al., 2000a; Andersen et al., 2000).




Além disso, o critério de normalidade na morfologia espermitica,
estabelecida pela OMS, ndo se relaciona com os resultados de fertilizagdo advinda de
técnicas de reproducao assistida comparado aos padrdes de morfologia estrita de Tygerberg
(Kruger et al., 1988). No entanto, a fim de padronizar os resultados obtidos em locais
diferentes, os testes que envolvem sémen sdo realizados consoante com determinadas
normas, tais como aquelas estabelecidas pela OMS (OMS, 1999).

Para avaliar morfologia, os melhores laboratérios de reproducdo humana
tém utilizado muito o critério estrito de Tygerberg, segundo o qual o resultado superior a
14% € considerado normal, enquanto que valores inferiores a 4% sdo referidos como
patolégicos (Kruger et al., 1988). Resultados de formas normais entre 4% e 14% sao
considerados como limites inferiores da normalidade. Estes nimeros foram baseados na
morfologia dos espermatozdides que migraram pela cérvice uterina. Desde entdo, um
resultado de morfologia pelo critério estrito de Tygerberg normal € considerado um
excelente fator preditivo de sucesso nos procedimentos de reproducdo assistida de alta
complexidade (FIV). Oehninger et al.(1988) observaram que as taxas de fertilizacdo foram,
aproximadamente, de 94% apés a realizagdo de técnicas de reprodugdo assistidas com
formas consideradas normais de espermatozdéides, conforme o critério estrito de Tygerberg
(morfologia superior a 14%). Além disso, esses pesquisadores mostraram que pacientes que
apresentavam padrio considerado limitrofe ou bom de morfologia espermética (morfologia
variando de 4% até 14%), apresentaram taxas de fertilizacdo de, aproximadamente, 88%,
enquanto que, em pacientes com espermatozdides tidos como anormais (morfologia inferior
a 4%), apenas 14,5% fertilizaram suas parceiras (Oehninger et al., 1988). Apesar de este

teste ser muito atraente, quando considerados os resultados de fertilizacdo, a avaliacdo da



morfologia requer mais habilidade e treinamento quando comparados a avaliacdo da
concentracao e motilidade dos espermatozoides.

Espermatozdides com morfologia alterada, principalmente aqueles com gota
citoplasmatica, produzem elevadas concentracdoes de ERO (Gomez et al., 1996; Zini et al.,
1999). Estes, quando produzidos em excesso, promovem fendmenos de disfuncdo
espermdtica. E de extrema importincia avaliarmos o real beneficio de substincias
neutralizadoras das ERO (antioxidantes) em amostras seminais de pacientes com
espermatozoides imaturos. Dentre as patologias mais relacionadas com alteragdes na

qualidade seminal, encontra-se a infeccao seminal.

2.3 Infeccao seminal

A incidéncia de leucospermia varia de 9% a 23% da populacdo subfértil,
representando uma drea importante de estudo. Mas a relacio entre leucospermia e infec¢ao
permanece pouco entendida. A maioria dos homens com leucospermia possui culturas
seminais que falham em mostrar uma infeccdo ativa do trato genital. Estudos que
documentam associagdo entre patdgeno especifico no sémen e leucospermia, apresentando
resultados conflitantes, visto que em alguns casos foi demonstrada a presenca de
leucospermia e em outros ndo quando da presenca de infeccao seminal. Conseqiientemente,
alguns pesquisadores recomendam incluir a determinacdo de marcadores ativos, os quais
sdao produzidos pelos leucécitos ativados no diagnéstico de inflamacdo e/ou infec¢do das
glandulas acessorias (Pasqualotto et al., 1999). Isso parece ter um propdsito racional devido
ao fato de que a simples contagem de leucdcitos ficarem entdo amparada por um parametro

de atividade funcional.



Uma anélise sistemdtica da relacdo entre os niveis de marcadores de
ativacdo leucocitdria (citoquinas, elastase, ERO) pode ser ttil como marcador de infeccao
do trato genital e/ou urindrio. Os niveis dos marcadores de ativagdo leucocitaria e os
parametros de fertilidade sdo importantes para o diagndstico de infeccdo subclinica e
infertilidade. Mais de um milhdo de leucécitos por mililitro (mL) de s€émen € considerado
anormal. Porém, uma leucospermia superior a dois milhdes de leucdcitos por mililitro de
sémen parece estar mais correlacionado com anormalidades seminais significativas.

Existem muitas evidéncias de que os leucdcitos (principalmente os
Granul6citos Polimorfonucleares - PMN) sao considerados a principal fonte de produgdo de
ERO no plasma seminal ( Potts et al., 2001; Oschendorf , 1999; Lemkecher et al., 2005).
De fato, apenas um PMN € capaz de produzir 1000 a 10000 vezes mais ERO comparado a
producdo de ERO por qualquer tipo de espermatozdide (Pasqualotto et al., 2000b; Sharma
et al.,2001).

A geracdo de elevados niveis de ERO pelos leucdcitos pode exercer um
efeito deletério importante na funcao dos espermatozoéides como indicado por uma reducdo
importante na motilidade espermdtica e capacidade de penetragdo oocitdria (Aitken et al.,
1991: Sharma et al., 1999a; Baker& Aitken, 2005). Pacientes com leucospermia geralmente
apresentam elevadas quantidades de espermatozéides imaturos com alteracdo na
morfologia, especialmente presenca de espermatozdides com grande quantidade de
citoplasma residual (Gil-Guzman et al., 2001). Acredita-se que, devido a grande produgdo de
leucécitos, homens fumantes apresentam elevadas concentracdes de ERO, alteracdo na
morfologia espermdtica e, muitas vezes, infertilidade (Pasqualotto et al., 2008). Tortolero et al.
(2004) reportaram a associacdo da leucospermia com redu¢do do nimero e da motilidade dos

espermatozdides.



Recentes publicacdes tém sugerido que as citoquinas e as ERO talvez
interajam na mediagdo dos efeitos toxicos da inflamacdo. As ERO sdo geradas, ao menos
parcialmente, pelos leucdcitos seminais em resposta aos vdrios fatores infecciosos e
estimulantes das citoquinas. Essa relagdo sugere que, em casos de infeccao das glandulas
acessorias masculinas, a pobre qualidade espermadtica talvez decorra do excesso de

producdo de ERO e/ou uma citoquina em particular produzida no local ou pelos leucdcitos.

As conseqiiéncias advindas da leucospermia dependem:

= da composi¢do celular da populagdo de leucdcitos;

» da natureza do estimulo patogénico que induz a infiltrag@o leucocitaria;

= do estado de ativacdo da populagdo leucocitéria;

» da habilidade das secrecdes das glandulas acessdrias em proteger os

espermatozdides das citoquinas toxicas e ERO geradas pelos leucdcitos.

O dano causado aos espermatozoides pode ser moderado, se a infiltragdao
leucocitaria ficar confinada a prostata ou as vesiculas seminais. Nestas circunstancias, o
espermatozdide apenas entra em contato com as ERO geradas pelos leucocitos no momento
da ejaculagdo. Entretanto, se os leucdcitos foram originados no epididimo ou testiculo, as
ERO poderao interagir com a membrana espermatica por um longo periodo, aumentando as
possibilidades de danificar os espermatozéides (Oschendorf, 1999; Vicari, 1999).

O Estresse Oxidativo ¢ altamente varidvel devido aos niveis de
antioxidantes. Homens com altos niveis de antioxidantes talvez tolerem uma producio

superior de ERO pelos leucdcitos, enquanto que os espermatozdides de homens

desprovidos da protecdo realizada pelo plasma seminal podem sofrer danos causados por



uma concentracdo de leucdcitos tdo baixa quanto 600 mil leucécitos por mililitro. Talvez
esse fato explique porque muitos homens ndo apresentam prejuizos na qualidade seminal a
despeito de altos niveis de leucécitos presentes no sémen. E prudente considerar a
populacdo leucocitdria como potencialmente prejudicial e continuar a monitorar pacientes
para leucospermia, usando novos testes bioquimicos, como: ERO ou concentracio de
citoquinas - chave (Sharma et al., 2001).

Bezold et al. (2007), estudando pacientes de uma clinica de infertilidade,
relataram associacdo entre leucospermia e pardmetros seminais pobres (diminui¢do da
concentracio espermatica e da porcentagem de formas normais), assim como DST/DNA foi
associado com diminui¢do significativa na concentracio, motilidade e concentragdo total de
espermatozoides, confirmando estudos anteriores que DSTs e leucospermia estdo
associadas com a pobre qualidade seminal (Kapranos et al., 2003; Wolff et al. 1990;

Kotronias & Kapranos, 1998; Lai et al. 1997).

2.4 Papilomavirus humano

O papilomavirus humano (HPV), um microorganismo da familia
Papilomaviridae (Howley & Lowy, 2001), € o agente causador de vérios processos
proliferativos em epitélios, entre os quais lesdes benignas como os papilomas e lesdes
malignas como o cancer de colo do ttero, pénis e outros. A infec¢do pelo HPV € uma das
DSTs mais comuns e em constante ascensao.

Sao particulas de DNA viral, ndo envelopado, ndo cultivavel, contendo uma

dupla fita de DNA, circular, constituido por 6800 a 8400 pares de bases, com didmetro de
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52-55 nm, coberto por um capsideo (formado por 72 capsdmeros), com forma icosaédrica,
o que lhes confere aparéncia esférica a microscopia eletronica.

Seu genoma estd formado por 10 regides codificadoras ou de transcri¢dao
(ORF), que sao denominadas precoces e tardias, e uma nao codificadora (LCR) (Margall,
2006), sendo elas (figura 1):

- Segmento E (“early”, expressdo precoce), representa 45% do genoma
viral, com os genes E1 a E7 que codificam as proteinas implicadas nos processos de
replicacdo, transcri¢do e transformagdo do DNA celular;

- Segmento L (“late”, expressdo tardia), representa 40% do genoma, com os
genes L1 e L2 implicados na formacao do capsideo viral;

-Segmento LCR (long control region), representa 15% do genoma, contém

os genes implicados na regulacio da transcri¢@o e replicacao.

/

Ty

E7

HPV-16

7904 bp

FIGURA 1: Representacdo esquematica da estrutura gendmica do HPV 16
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A classificagdo dos diferentes gendtipos de HPV se faz mediante a
homologia de seqiiéncias, principalmente as correspondentes a E6, E7 e L1 (Garcia et al.,
2005), a qual deve ser pelo menos 10% diferente de qualquer outro tipo de HPV (Villiers et
al., 2004).

Atualmente, ja foram identificados mais de 100 tipos de HPV, segundo suas
diferencas na seqiiéncia de DNA, dos quais, aproximadamente 40, podem infectar a regiao
anogenital (Molijn et al. 2005). De acordo com seu potencial oncogénico, os diferentes
tipos de HPV podem ser agrupados em duas categorias: baixo risco, tipos isolados de lesdes
benignas, ou infec¢des subclinicas que podem ser transitorias, representadas principalmente
pelos HPVs 6 e 11; e alto risco, associados a diferentes graus de lesdes escamosas
intraepiteliais do colo de ttero, vagina, pénis e carcinomas cervicais, representadas pelos
HPVs 16 e 18. Mundz et al. (2003) sugeriram uma terceira categoria, compreendendo os

tipos considerados de provavel risco oncogénico, conforme mostra o quadro 2.

QUADRO 2: Classificacao do HPV

CLASSIFICACAO DO RISCO TIPOS DE HPV

Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68, 73,82
Provavel alto risco 26, 53,66

Baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,81

Risco indeterminado 34, 57,83

Classificagdo dos HPVs de acordo com o potencial oncogénico, segundo Mundz et al.,
2003
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2.5 Infeccao por papilomavirus humano

A infec¢do pelo HPV ganhou importancia pela sua grande incidéncia,
elevada prevaléncia, alta infectividade, facilidade de contagio e estreita relacdo com cancer
de colo de utero e de pénis. Em 99,7% dos canceres de colo uterino existe HPV/DNA,
sendo o tipo 16 a causa de 57,6% e, se considerarmos também o tipo 18, esta relagdo passa
para 71,7% (Mundz, 2000).

No mundo inteiro, a infeccdo por HPV vem alcancando proporgdes
epidémicas, tornando-se a DST mais freqiiente na populagdo sexualmente ativa. Estima-se
que a prevaléncia em mulheres varie entre 2% a 44% (Bosch & Sanjose, 2003) e, entre os
homens, varie de 3,5% a 45% (Partridge & Koutsky, 2006), chegando a atingir, nos Estados
Unidos, de 5% a 20% da populagdo na faixa etdria de 15 a 49 anos — cerca de oito vezes
mais freqiiente que ha 20 anos.

Projetando para o Brasil, estima-se a existéncia de 6 a 12 milhdes de homens
infectados pelo HPV. A despeito da grande prevaléncia da infec¢do, somente 1% dos
infectados apresentam o condiloma cldssico (Gilbert, 2003), a manifestacdo clinica mais
comumente conhecida da infeccdo genital pelo HPV (figura 2), onde apenas 2% podem ser
visiveis com o dcido acético. A maioria das infec¢des sdo assintomdticas ou subclinicas e
tornam-se indetectdveis com o passar do tempo (Dunne et al., 2006), sendo uma doenga

particularmente dificil de manipular e controlar.
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FIGURA 2: Verruga genital no pénis de um Afro-americano
Adaptado de: Partridge & Koutsky, 2006.

A atividade sexual, o nimero de parceiros, o tabagismo, a higiene genital
deficiente, o uso de contraceptivos orais, outras doencas sexualmente transmissiveis e a
imunidade celular do individuo sdo fatores de risco importantes para infeccio por HPV,
bem como para o desenvolvimento de neoplasias associadas ao HPV (Gross & Barrasso,
1999).

O HPV ¢ principalmente transmitido pelo contato sexual (Rotola et al.,1994)
e a taxa de transmissdo esperada, entre parceiros, € de aproximadamente 60% (Brown et al.,
1999), mas modos ndo sexuais de transmissiao do virus também devem ser considerados.
Estes incluem transmissdo vertical dos pais para os filhos, transmissao horizontal a partir de
outros membros da familia e aqueles em contato proximo, auto-inoculagdo de um local para
outro e, possivelmente, transmissdo indireta via fomites (Syrjdnen & Puranen, 2000). O

HPV, fora do organismo, tem pouca resisténcia e, por este motivo, a transmissdo por
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fomites é vidvel por um curto periodo de tempo. O papilomavirus humano tem sido
detectado em fluido amnidtico (Xu et al., 1998), membranas fetais (Wang et al., 1998),
célula trofobléstica da placenta (Favre et al., 1998), s€men (Giovannelli et al., 2007; Bezold
et al., 2007; Rintala et al., 2005; Rintala et al., 2004), plasma seminal e espermatozoides
(Lai et al., 1996), epididimo e ducto deferente (Svec et al., 2003), vaso deferente (Rintala et
al., 2002) assim como em material de aborto espontaneo (Hermonat er al., 1997). No
entanto, pode-se adquiri-lo com poucos ou somente apds muitos contatos com o virus e/ou
mesmo nao adquiri-lo. Além da carga viral, o tipo de virus e as condi¢des imunoldgicas do
hospedeiro, duracdo e freqiiéncia da exposicdo interferirdio no contdgio (Patridge &
Koutsky, 2006).

O DNA do virus atinge o nicleo da célula onde permanece por algum tempo
na forma epissomal (circular sem se integrar a0 genoma). Em algum momento, ocorre a
integracdo com o genoma do hospedeiro, a traducdo, a transcricdio do d4cido
desoxirribonucléico (DNA) em 4cido ribonucléico (RNA) e modificacdes fenotipicas
caracteristicas do HPV na célula hospedeira.

Pouco se conhece da infec¢do no homem, entretanto se extrapolarmos os
dados de infeccdo na mulher para estes, 65% das infecgdes regridem espontaneamente,
14% possuem um alto indice de recorréncia e 45% dos pacientes tratados podem manter o

virus latente, ou seja, serem portadores.

2.6 Papilomavirus humano em homens
Embora ndo tenha sido tdo extensamente estudada como a infec¢do em

mulheres, a infeccdo por HPV em homens parece ser bem comum, sendo freqlientemente
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subclinica, o que permite ao virus se difundir silenciosamente. Ainda nio se conhece alguns
aspectos das caracteristicas da infeccdo masculina, como tempo de laténcia e de
manifestacdo da enfermidade (Garcia et al., 2005), apesar de 0 homem possuir importante
funcdo na disseminacdo do HPV e muito ser discutido sobre a importdncia do seu
tratamento para a reducdo das taxas de lesdes precursoras do cancer de colo uterino e
peniano. O cancer peniano € uma neoplasia rara em nagdes desenvolvidas, representando
0,4% dos tumores no homem. Porém, paises em desenvolvimento como o Brasil, as
incidéncias variam de 1% a 4% nas regides sul e sudeste e de 5% a 16%, no norte e
nordeste.

Em estudos nos quais multiplos locais anatdmicos ou amostras foram
analisadas, a prevaléncia de HPV em homens foi de 1,3 % a 72,9% , sendo que a grande
variacdo foi devido a diversidade de materiais clinicos analisados (pela falta de
concordancia do local anatdmico que deveria ser coletado), aos diferentes testes aplicados,
bem como a variacdo dentro da populacdo e entre populagcdes (Dunne et al., 2006). Com
relacdo ao HPV 16, foi detectada soropositividade de 7,9%, na populacdo masculina dos
Estados Unidos da América (Stone et al., 2002). Estudos avaliando o HPV seminal
demonstraram prevaléncia de 2,2% a 82,9%, independente de o estudo comparar multiplos
locais anatomicos e amostras (Rintala et al., 2002; Astori et al., 1995), ou analisar o sémen
como uma amostra Unica (Kyo et al., 1994; Lai et al., 1997; Tanaka et al., 2000;
Olatunbosun et al., 2001; Aynaud et al., 2002). Nestes mesmos estudos, o HPV tipo 16 foi
apresentado entre os mais comuns, apesar de outros tipos também terem sido relatados
(tipos 6, 11, 18, 31, 33,42, 52, 53, 54, 59 e 84).

Alguns trabalhos demonstraram a existéncia de gendtipos de baixo e alto

risco de HPV no sémen, confirmando a probabilidade de que o sémen possa ser
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contaminado por HPV que estd localizado na uretra, no momento da ejaculacdo
(igualmente como ocorre com herpes virus e citomegalovirus) (Kyo et al., 1994; Aynaud et
al. 2002). Porém, também € certo que sua existéncia foi detectada em 18,5% de amostras
obtidas cirurgicamente durante vasectomia (Rintala et al. 2002). As conseqiiéncias deste
achados sdo muitas, podendo estar implicado na prostatite inespecifica ou produzir, de
forma iatrogénica, uma DST na mulher receptora a partir de amostras de s€men obtidas de
homens sem aparente HPV para serem utilizadas na FIV. Neste caso, o s€men processado
ndo assegura a eliminacdo das particulas virais veiculadas pelo espermatozdide
(Olatunbosun et al., 2001) e estes podem transportar DNA viral para dentro dos vulos a
serem fertilizados (Chan et al,, 1996), podendo afetar sua implantacdo no ttero, assim
como o desenvolvimento posterior do embrido. Isto entdo justificaria a necessidade de
testes para a deteccdo de HPV nos doadores de sémen, a fim de evitar as conseqiiéncias
médico legais que podem derivar de sua realizacio (Garcia et al.,2005).

Aynaud et al. (2002) sugerem que a contaminacdo do sémen pelo HPV
ocorre pela esfoliacdo de células infetadas das lesOes uretrais, durante a ejaculac@o, ou por
abrasdo da lesdo peniana durante a coleta, o que pode culminar com a contaminagdo do
sémen. Provavelmente, os espermatozoides infectados pelo virus do HPV possam se
comportar como vetores ou carreadores para a transmissdo do HPV para a parceira durante
relacdo sexual, aos fetos por meio de odcitos fertilizados, ou ambos (Lai et al., 1996).
Bosch et al. (1996) sugerem que a condi¢do de homem como portador deve ter uma
duracdo relativamente curta, proxima a exposicao.

Entdo o diagndstico da infec¢do pelo HPV no homem ganha importancia, ja
que, freqiientemente, € assintomatico, o que torna o individuo contaminado um reservatério

de virus, com um papel determinante na transmissdo e perpetuacdo dessa doenga, mas
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poucos estudos t€ém focado os fatores de risco para HPV, os quais t€m mostrado associagdao
a varidveis relacionadas com o comportamento sexual, assim como multiplos parceiros

sexuais, DST anterior, idade e ndo uso de preservativo (Castellsague et al., 1997).

2.7 Papilomavirus humano e qualidade seminal

Apesar de alguns estudos relatarem a presenca de HPV nas células
espermdticas humanas, o papel da infec¢do viral na qualidade seminal permanece por ser
completamente elucidada.

Alguns tipos de infeccdo viral t€ém sido citados como causadores de aborto
ou anomalias fetais e, infeccdo por HPV no trato genital, pode ter o potencial de afetar o
desenvolvimento embriondrio e o resultado reprodutivo. O HPV foi detectado em células
espermdticas infectadas, onde genes HPV-especificos estdo sendo ativamente expressados,
sugerindo que parametros, como motilidade, podem ser afetados pela presenca de HPV e
que também a astenozoospermia pode estar associada com a infec¢do pelo HPV (Lai et al.,
1996; Lai et al., 1997; Brossfield et al., 1999).

Estudos demonstram, por técnicas de FIV, que odcitos e embrides podem
facilmente receber HPV/DNA exdgeno (Chan et al.,1995), indicando que a infec¢do por
HPYV pode ocorrer ainda nos primeiros estagios de desenvolvimento. Experimentos in vitro
usaram espermatozdides como vetor para introduzir DNA exdgeno dentro de odcitos e
embrides (Lavitrano et al., 1989), sugerindo a possibilidade de transmissdao do HPV para os
odcitos fertilizados através do espermatozéide infectado (Lai et al.,1996). Contudo, a
influéncia da infeccdo por HPV, nos primeiros estdgios de desenvolvimento embriondrios e

na reprodug¢do, ainda é pouco conhecida.
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Lai et al. (1997) estudaram sémen de 24 homens atendidos em um centro de
fertilidade, relatando que a incidéncia de astenozoospermia nos pacientes, infectados com
HPV tipo 16 ou 18, foi significativamente alta quando comparada aos pacientes sem
infeccdo por HPV (75% vs 8%), e que alguns parametros, como motilidade, foram
significativamente afetados pela presenca do virus no espermatozéide.

Kadze et al. (2002), estudando sémen de doadores, sugeriram que a
transferéncia de HPV/DNA exdgeno tipo 16, a partir de espermatozdides, pode ocorrer em
52-68% das células cumulus, determinando o papel do espermatozdide como vetor na
transmissdo do HPV, que pode conduzir a falhas precoces de implantagdo, corroborando os
achados de que o espermatozdide possui a capacidade de transferir HPV/DNA tipo 16 e 18
para células que cobrem a cavidade uterina (Chan et al., 1996).

Outros estudos verificaram a infeccdo por HPV 16 e/ou 18 em células
espermdticas (Pao et al., 1996; Chan et al., 1994), correlacionando estes dois tipos de HPV
com infertilidade masculina. Particularmente, o HPV 16 tem sido implicado como a causa
de alguns abortos espontaneos (Hermonat et al., 1997).

Olatunbosun et al. (2001) analisaram amostras seminais de 85 voluntarios,
em estudo longitudinal, para determinar a presenca de HPV/DNA no espermatozodide e
identificar se o processamento seminal remove o virus. Das amostras estudadas, 23%
(27/85) apresentaram HPV no s€émen. Apds o processamento seminal, 25/27 permaneceram
positivas para HPV; portanto, o procedimento de processamento seminal reduziu o HPV a
niveis indetectdveis por PCR em apenas 2 casos. Este achado demonstra que as técnicas
usadas para tratamento das amostras de doadores de sémen, ndo sdo suficientemente

seguras para garantir a exclusdo do risco de transmissdao do HPV para o receptor. Portanto,
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os autores sugerem a identificacdo de HPV no s€men de possiveis doadores e a exclusdo do
material doado nos casos positivos.

Bezold et al. (2007), em estudo realizado no Brigham and Women’s
Hospital em Massachussetts, analisaram amostras seminais de 241 pacientes com
infertilidade idiopética, dos quais 132 apresentaram leucospermia e 109 ndo; a idade variou
de 22-55 anos. Usando técnicas de biologia molecular, HPV/DNA foi detectado em 4,5%
das amostras, sendo verificada, neste estudo, associacdo entre presenga de HPV e uma
diminuicdo significativa na contagem total de espermatozdides, além da tendéncia,
estatisticamente nao significativa, de baixa motilidade espermética, porém nao verificaram
associacdo entre presenca de HPV/DNA e leucospermia. Dos oito (8) casos HPV/DNA
positivos, trés (3) foram tipados como HPV-16, enquanto os outros cinco (5) foram
indeterminados.

Por outro lado, outros estudos demonstraram ndo existir significante
correlagdo entre infec¢do por HPV no espermatozéide e qualidade do sémen (Rohde et al.,
1999; Tanaka et al. 2000; Erles et al., 2001).

Rintala et al. (2004) realizaram um estudo na Finlandia, usando amostras
seminais de 65 futuros pais (20-43 anos). A andlise seminal foi baseada nos pardmetros da
OMS (volume, concentracdo, motilidade e pH) e a deteccdo do virus foi por nested PCR
MYO09/MY11 e GP05+/GP06+). Dez, de sessenta e cinco casos (15,4%), foram positivos
para HPV de alto risco no espermatozéide, porém o estudo demonstra que a presenca de
HPV no espermatozéide ndo afeta significativamente a medida dos parametros seminais,
apesar da tendéncia em dire¢do a danificagdo da maioria das caracteristicas fisicas, volume,

motilidade e viabilidade na amostras HPV positivas, quando comparadas com sémen HPV
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negativo. Assim sendo, os resultados deste estudo ndo sugerem associa¢do entre HPV
seminal e oligozoospermia ou astenozoospermia.

O estudo demonstrou que o pH do sémen foi mais baixo nas amostras
positivas para HPV, do que nas negativas. Entretanto, sabe-se que infeccdes genitais
assintomadticas cronicas estdo associadas com baixa fertilidade por meio ERO e causam
alteracdo no pH seminal por alteracdes prostaticas ou das vesiculas seminais, dependendo

do local onde as mesmas estdo sendo produzidas (Rintala et al., 2004).

2.8 Espécies reativas de oxigénio e antioxidantes

Um dos parametros bioquimicos, que tem sido muito estudado nos dltimos
anos, sdo as ERO. Este é um termo coletivo, freqiientemente usado para incluir, ndo apenas
radicais livres de oxigénio, mas também alguns ndo-radicais derivados do O, capazes de
gerar radicais livres. S3o exemplo de ERO o anion superéxido (O,”), radical hidroxila
(OH) e o perdxido de hidrogénio (H,O;). Radical livre pode ser definido como estruturas
altamente reativas, instdveis e que possuam um ou mais elétrons nio-pareados na sua
camada de valéncia (Halliwell & Gutteridge, 2000), ou seja, ocupando um orbital atdmico
ou molecular sozinho, gravitando em sentido oposto aos outros elétrons. A toxicidade ao
oxigénio € um fendmeno inerente a todas as espécies que necessitam de ambiente aerébio
para a sua sobrevivéncia. Apesar da geracao controlada de ERO possuir efeitos fisiolgicos
(segundo mensageiros) em diferentes tipos celulares, o excesso de ERO pode gerar estresse
oxidativo (EO), o qual estd associado ao envelhecimento, diabetes, infarto do miocardio,
catarata, artrite reumatoide, infeccdes em geral e cancer, entre outras (Koh et al., 1997,

Rodhen et al., 2001).

21



Portanto, EO, € definido como uma situacdo de desequilibrio entre a
producdo de ERO e sua neutraliza¢do pelos antioxidantes (Sikka, 1996; Pasqualotto et al.,
2001a; Pasqualotto et al., 2001b; Saleh et al., 2002; Agarwal & Prabakaran, 2005). As
ERO podem alterar o RNA e DNA, causar o fendmeno da Peroxidag¢do Lipidica (LPO),
afetando primariamente a estrutura e a funcdo da membrana celular e, conseqiientemente,
causar alteracdes importantes nas proteinas (Twigg, et al., 1998; Zalata et al., 1998; Storey
et al., 1998), sendo o espermatozdide humano altamente susceptivel ao estresse oxidativo.

As membranas celulares estdo sujeitas ao ataque das ERO por possuirem
grande contetido de 4cidos graxos poliinsaturados nos fosfolipidios, os quais sdo
particularmente sensiveis a reagdes oxidativas (Storey et al., 1998). Com a LPO, existe uma
perda na fluidez da membrana espermadtica, prejudicando o bom funcionamento de
espermatozdide e a sua fusdo com o odcito (Aitken et al., 1991; Agarwal & Prabakaran,
2005; Aitken&Baker, 2006). Além disso, a LPO prejudica a troca idnica realizada pela
membrana do espermatozdéide, danificando a motilidade espermdtica normal (Kobayashi et
al., 1991; Agarwal & Ferreira, 2004; Dokmeci, 2005).

Quando a espermatog€nese se apresenta prejudicada, os mecanismos de
extrusdo citoplasmdtica apresentam-se defeituosos e o espermatozéide liberado pelo
epitélio germinativo possui uma grande quantidade de citoplasma residual (Zini et al, 1999;
Gil-Guzman et al, 2001). Acredita-se que a retencdo de citoplasma residual pelo
espermatozoide humano, esteja correlacionada positivamente com a geragao de ERO por
meio de mecanismos mediados pela enzima citosélica Glicose-6-Fosfato Desidrogenase
(G-6-PDH) (Sharma & Agarwal, 1996).

Muito embora na infertilidade masculina as ERO sejam conhecidas

principalmente por seus efeitos deletérios na func@o espermdtica, existem evidéncias
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suficientes para apoiar a hipotese de que, em baixas e controladas concentragdes, as
espécies reativas participam nos mecanismos de sinalizacdo da transdugdo (Sikka, 1996).
As ERO facilitam a reacdo acrossomica por meio de um efeito estimulatorio na fosfolipase
A, presente no espermatozédide humano (Riley& Berhrman, 1991). Além disso, as ERO
auxiliam na ativa¢do da fosforilagdo da tirosina, desempenhando papel importante na
mediacdo da ligacdo do espermatozdide ao odcito (Sharma & Agarwal, 1996),
demonstrando a importancia do equilibrio adequado entre antioxidantes e baixos niveis de
ERO que sdo necessdrios para fungao espermadtica normal (Zini et al, 2000).

Estudos mostraram que niveis aumentados de ERO té€m sido encontrados no
sémen de homens inférteis (Aitken et al., 1991; Zini et al. 1993; Lewis et al. 1995), e estes
tém sido correlacionados com a diminuicdo da morfologia do espermatozdide, como
indicado por uma baixa propor¢do de espermatozdides com morfologia normal no s€émen
(Gomez et al., 1996). Em recente estudo, Nallella et al. (2005) mostraram forte correlacio
negativa entre qualidade seminal (derivada de pardmetros seminais) e niveis de ERO em
todos os pacientes com fatores masculinos de infertilidade. A correlagdo aumenta
significativamente com o aumento dos espermatozdides anormais e com a diminuicido da
motilidade (Aitken er al., 1989). Isto vem de acordo com alguns pesquisadores que
acreditam que as concentracdes patologicas de ERO, detectadas no sémen de homens
inférteis, se devem mais provavelmente ao aumento da produg¢do de ERO e ndo pela
deficiéncia de enzimas antioxidantes no plasma seminal (Potts et al., 2001; Zini et al.,
2000). Entretanto, outros estudos (Alkan et al. 1997; Lewis et al. 1995; Smith et al., 1996),
sugerem que EO deve ser resultado da deficiente capacidade antioxidante seminal, tendo
em vista, que os niveis de superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) apresentaram

correlagdo positiva com a concentracdo espermdtica e negativa com niveis de leucdcitos
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seminais, e estes Ultimos apresentaram correlacdo inversa com motilidade (Pasqualotto et
al., 2006).

O espermatozdide possui poucos antioxidantes em seu citoplasma, tornando
esta célula muito vulneravel aos danos causados pelas ERO. Felizmente, o plasma seminal
¢ rico em antioxidantes, contribuindo, desta forma, para o equilibrio entre producio e
neutraliza¢do das ERO (Smith et al., 1996; Lewis et al., 1997).

Enzimas que neutralizam as a¢des das ERO incluem a SOD, a qual também
¢ detectada em espermatozodides de diferentes espécies (Alvarez et al., 1987; Meier &
Habermehl, 1990), e que catalisa a reagdo de dois &nions superéxido com formagdo de
H,0; que € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a catalase e a
glutationa peroxidase, conforme reacao 1.

(1) 202 + 2H+ —> H202+ 02

Outra enzima que combate as ac¢des prejudiciais do excesso de ERO € a
CAT, a qual estd presente no espermatozdide e plasma seminal humano, assim como no de
outras espécies (Meier & Habermehl, 1990; Foote et al., 2000).

Esta enzima catalisa a decomposi¢do de peréxido de hidrogénio a dgua e

oxigeénio, de acordo com a reac¢ao 2:

(2) 2 H202 —> 2H20 + 02

Outras substincias no s€émen podem, igualmente, agir como neutralizadoras
das ERO. Proteinas como a albumina e pequenas moléculas, tais como a hipotaurina,

taurina, piruvato e glutationa, podem proteger os tecidos contra o EO (Lewis et al., 1997,
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Mccall & Frei, 1999). Entretanto, o principal antioxidante no liquido seminal dos homens
férteis € a vitamina C (4cido ascérbico), contribuindo com até 65% de sua capacidade

antioxidante (Agarwal, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
1. Determinar se a infec¢do causada pelo papilomavirus humano
apresenta correlacio com qualidade seminal (concentra¢do, motilidade e morfologia) e

defesas antioxidantes enzimadticas (superéxido dismutase e catalase).

3.2 Objetivos especificos

2. Estudar a presenga do virus no sémen de homens, cujas
mulheres apresentam diagnostico clinico e/ou citologico do papilomavirus humano;

3. Comparar  as principais caracteristicas seminais
(concentragdao, motilidade e morfologia), com a presenca de HPVs de alto risco
oncogénico;

4. Avaliar a atividade da SOD e CAT nos pacientes HPV
positivos de acordo com a classificagdo viral;

S. Correlacionar a morfologia espermdtica, segundo o critério
estrito de Tygerberg e da OMS, com a atividade de catalase e superdxido dismutase;

6. Relacionar leucospermia com presenga do virus e com o tipo

de HPV.
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo desenvolveu-se de modo prospectivo, entre janeiro de 2006 e
junho de 2007, em homens cujas parceiras foram atendidas no Ambulatério de Patologia do
Trato Genital Inferior da Universidade de Caxias do Sul e apresentaram diagndstico clinico
e/ou citolégico do papilomavirus humano.

Para que o paciente participasse do estudo, foi obtida a assinatura apds
leitura e esclarecimentos sobre o estudo do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
(anexo B), seguida de entrevista para o preenchimento do instrumento de avaliacdo
epidemioldgica (anexo C).

Os experimentos contaram com a presenca de 80 voluntdrios, que foram

incluidos ou ndo no desenho experimental, de acordo com os seguintes critérios:

Critérios de inclusdo:

-homens cujas parceiras apresentem diagnoéstico clinico e/ou citoldgico do
papilomavirus humano;

-relacionamento estavel (acima de 6 meses);

-pacientes sem queixa de infertilidade;

-ndo uso de preservativo nas relagdes conjugais.

Critérios de exclusio:
-pacientes que tenham feito vasectomia;
-pacientes com azoospermia;

-pacientes submetidos a tratamento quimioterdpico ou radioterdpico.
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Foram entrevistados 80 homens, parceiros de mulheres com diagndstico
clinico e/ou citoldgico de papilomavirus humano, dos quais 12 (15%) foram excluidos da
pesquisa, sendo 3 (3,75%) por ndo apresentar todos os critérios necessdrios para inclusao e
9 (11,25%) por apresentar algum dos critérios de exclusdo.

No intuito de facilitar a andlise e compreensdo dos resultados, a populacao
estudada neste trabalho foi dividida em 4 grupos (figura 3), assim composto:

- grupo 1: constituido pelos pacientes HPV/DNA negativos;

- grupo 2: constituido pelos pacientes HPV/DNA positivos;

- grupo 3: constituido pelos pacientes HPV/DNA positivo tipos 16 ou 18;

- grupo 4: constituido pelos pacientes HPV/DNA positivos para outros tipos.

homens avaliados

n=80
excluidos amostra final
n=12 n=68
HPV negativo HPV positivo
grupo 1 grupo 2

tipos 16 ou 18 outros tipos
grupo 3 grupo 4

FIGURA 3: Fluxograma da classificacdo das amostras

Este estudo foi realizado com a apreciagio e a provagio do Comité de Etica

em Pesquisa da Universidade de Caxias do Sul.
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4.1 Coleta de material

A amostra seminal foi coletada no ambulatério da Universidade de Caxias
do Sul, em uma sala individual destinada para este uso.

Todas elas foram coletadas mediante masturbacao, dentro de um recipiente
pléstico estéril, apds um periodo de abstinéncia de 48-72 horas. Os parametros seminais e
esperméticos foram avaliados de 30 a 60 minutos apds a ejaculagdo, a temperatura de 37°C.
O restante da amostra seminal foi centrifugada a 1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante,
contendo plasma seminal, foi aliquotado em dois eppendorfs de igual volume e armazenado
a -80°C para avaliacdo dos marcadores do estresse oxidativo (SOD e CAT); ji o
sedimento, contendo os espermatozoéides, foi aliquotado, acrescido de tampdao PBS e

armazenado a -20°C para avaliar a presenga do HPV.

4.2 Métodos

4.2.1 Avaliacao macroscopica do sémen

A avaliacdo macroscépica do ejaculado foi realizada no sentido de avaliar os
seguintes aspectos: cor, volume, viscosidade, liquefacdo e pH. O volume do ejaculado foi
medido por aspira¢do de toda a amostra com o auxilio de uma pipeta graduada acoplada a
um pipetador eletrdnico. As amostras foram acondicionadas em uma estufa, a temperatura
de 37°C, por 30 minutos, para que se procedesse a liquefacido seminal antes da avaliagdo da

concentragio espermadtica e de outros parametros.
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4.2.2 Avaliacao microscépica do sémen

4.2.2.1 Determinacio da concentracio e motilidade espermatica

Ap6s misturar cuidadosamente a amostra seminal por completo, com o
auxilio de um aparelho homogenizador de amostras (vortex), as mesmas foram avaliadas
manualmente pelo pesquisador. Foi utilizada uma fita de pH para avaliar o pH da amostra
seminal. Para determinacdo da concentracdo e motilidade espermdticas, uma aliquota
liquefeita de SuL foi inserida na camara de contagem ‘“Makler”, até seu preenchimento
integral, com o auxilio de uma pipeta de pressdo positiva. Estas amostras foram analisadas
com o uso de um microscépio 6ptico equipado com uma objetiva de contraste de fase de

20X e uma magnificacio de 200X.

4.2.2.2 Determinacao da morfologia do espermatozéide

De acordo com a classificagio do critério estrito de Tygerberg, um
espermatozoide € considerado normal quando sua cabeca possui configuracdo oval,
absolutamente perfeita, com um acrossomo bem definido, abrangendo cerca de 40-70% da
porc¢ao cefdlica do espermatozdéide (Kruger et al., 1988). As cabecas com formato limitrofe
sdo consideradas anormais. O comprimento das cabecas normais para espermatozoides
corados € de 5-6 um e a largura de 2,5-3,5 um. Ndo deve haver nenhuma anormalidade na
peca intermedidria ou na cauda. A peca intermedidria deve ser delgada, anexada a parte
central do corpo e com menos de 1 um de largura, enquanto seu comprimento deve ser de
aproximadamente uma vez e meia a da cabega. A inclusdo citoplasmética ndo poderd ser

maior do que a metade da por¢do cefdlica do espermatozédide, enquanto a cauda deve ser
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uniforme, ligeiramente mais fina que a peca intermedidria, com aproximadamente 45 [m e
ndo podera ser em espiral.

Foram preparados dois esfregacos de cada amostra em laminas de
microscopia, para serem fixados e corados pelo método de coloracio Pandético do
hemograma.

Pelo menos quatro dreas de diferentes campos foram analisadas em cada
esfregaco. A avaliacdo foi feita por meio da utilizacdo de objetivas de imersdo com 6leo
anti-dissipador de fluorescéncia de alta qualidade (X 1000). Os espermatozoides foram
classificados como formas normais ou anormais. Quando houve alguma divida quanto ao
comprimento ou largura dos espermatozdéides, os mesmos foram medidos com o auxilio de
um micrometro ocular. As laminas foram analisadas segundo os critérios da OMS e o

critério estrito de Tygerberg.

4.2.2.3 Avaliacao da leucospermia

A presenga de leucdcitos granuldcitos nas amostras seminais foi avaliada
pelo teste de Endtz (Shekarriz er al., 1995). Este teste é baseado no fato de que os
leucdcitos presentes na amostra seminal coram-se de marrom-escuro, ou seja, sdo células
peroxidase-positivo.

Para realizacdo do teste, um volume de 20uL de sémen liquefeito foi
colocado em um tubo de criopreservagdo de 1,2mL. A este foi adicionado 20uL de solucao
tampao de fosfato (PBS) e 40uL de solucdo de benzidina. A solucdo foi agitada e deixada a

temperatura ambiente por 5 minutos.
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As células peroxidase-positivo foram contadas em todos os 100 quadrados
do reticulo da camara de Makler com uma objetiva de 10X de magnificacdo. Os resultados
foram anotados como células contadas X 10°/mL. Resultados de leucospermia superiores a

1X 10%mL foram considerados anormalmente elevados.

4.2.3 Analise da presenca do virus do HPV nos espermatozoides

4.2.3.1 Extracao de DNA

A extragdo do DNA foi feita utilizando o kit comercial Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega), seguindo orientagdes do fabricante. A solugdo obtida, que

contém DNA extraido, foi estocada a - 20°C, até ser utilizada na rea¢do de amplificagao.

4.2.3.2 Amplificacdo da B-globina e do HPV-PCR genérico

As amostras de DNA, obtidas a partir da metodologia de extra¢do, foram
amplificadas com oligonucleotideos denominados PCO4 e GH20, que sdo os segmentos do
gene da -globina humana (fragmentos de amplifica¢do, de aproximadamente, 270 pares de
bases) para garantir a qualificagdo e quantificacdo do DNA humano. Para a amplifica¢do do
HPV, foram utilizados oligonucleotideos especificos (PGMY09 e PGMY11l) que
amplificam a regido L1 viral, altamente conservada (fragmentos de amplificacdo, de
aproximadamente, 450 pares de bases) que identificam a presengca do virus HPV-PCR
genérico e foram usados como primers externos, conforme descrito por Gravitt et al.

(2000), anexo A.
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas com volume final de 13,0uL
contendo 8,75 uL de PCR Master Mix (Promega), 2,462 uL de dgua livre de nuclease,
0,368 uL dos primers PCO4 [25uM] e GH20 [25uM], 0,276 puL dos primers PGMY09
[20uM] e PGMYI11 [20uM] e 0,5 uL de DNA. O controle positivo tratou-se da
amplificagdo de uma amostra HPV positiva, previamente tipada pelo laboratério de
biologia molecular desta universidade e o controle negativo, a reagdo sem DNA.

A amplificacdo foi realizada em termociclador PTC-100® Peltier Thermal
Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a 95°C, seguido de
40 ciclos de 1 minuto a 95°C para desnaturagdo do DNA, 1 minuto a 52°C para anelamento
dos primers e 1 minuto a 72°C para alongamento. Ao final dos 40 ciclos, foi realizada uma

extensdo suplementar a 72°C, por 5 minutos.

4.2.3.3 Separacio e analise dos segmentos amplificados

Posteriormente a amplificacdo, 8 uL do produto de PCR e dos controles
positivo e negativo foram acrescidos de 2 uL de tampdo de bromofenol ( 0,25% de
bromofenol blue; 40% de sacarose; gqsp 100mL dgua MiliQ) e aplicados em gel de
poliacrilamida a 20%, que foi submetido a corrida eletroforética em cuba vertical a 110
Volts e 70mA durante 35 minutos. Como marcador de peso molecular foi utilizado PGEM
(Bench Top pgem ®). O tampdo utilizado para a corrida de eletroforese foi TBE 1,0X.

O gel foi revelado da seguinte maneira: imersdao em solugdo fixadora por 5
minutos (I15mL etanol, 1mL dcido acético, qsp 150mL 4gua destilada), adi¢do de 0,3g de
nitrato de prata por 10 minutos, lavagem com dgua destilada por 30 segundos, imersdo em

solucdo de revelacdo (4,5g de NaOH, 0,5mL de formaldeido, gsp 150mL de dgua) por 10
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minutos e retorno a solu¢do fixadora por mais 5 minutos. Todas estas etapas foram
realizadas sob agitagdo constante, no agitador de Klein.
Os resultados foram analisados com base no marcador de peso molecular e a

reacdo foi validada a partir dos controles positivo e negativo.

4.2.3.4 Amplificacao HPV por nested -PCR
O produto de amplificagdo do HPV-PCR genérico foi submetido a técnica
de nested PCR para deteccdo de HPV/DNA, através do uso de oligonucleotideos
especificos internos (GP05+ e GP06+) que amplificam a regido viral LI, gerando
fragmento de amplificacdo de, aproximadamente, 150 pares de bases, conforme
metodologia descrita por Husman et al. (1995), podendo ser capaz de detectar varios tipos
de HVP, entre eles: 6, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 39, 40, 43, 45, 51, 54, 55, 56, 59 e 66.
As seqiiéncias de bases estdo descritas no anexo A.
A reacdo de amplifica¢do do nested foi realizada em volume final de
14,506 pL, contendo 7,0 uL de PCR Master Mix (Promega), 5,35 puL de dgua livre de
nuclease, 0,328uL do primer GP05+ [20uM], 0,328 uL do primer GP06+ [20uM] e 1,5 uL.
do produto do primeiro PCR.
A amplificacdo do nested foi realizada em termociclador PTC-100®
Peltier Thermal Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a
94°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturacio do DNA, 2 minutos a
40°C para anelamento dos primers e 1 minuto e 30 segundos a 72°C para alongamento. Ao

final dos 30 ciclos, foi realizada uma extensdo suplementar a 72°C por, 7 minutos.
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A separacdo e visualizacido dos segmentos amplificados seguiram as mesmas

condicdes descritas para a avaliacio da B-globina e do HPV-PCR genérico.

4.2.3.5 Deteccao do HPV 16 e HPV 18

As amostras de DNA, obtidas a partir da metodologia de extracdo e
confirmadas para presenga de DNA - humano, foram submetidas a técnica de nested PCR
para deteccdo de HPV/DNA tipo 16 e 18, através do uso de oligonucleotideos especificos
que amplificam a regido viral E6/E7 altamente conservada destes HPVs.

Para o HPV 16, foram utilizados os primers externos (nucleotideos 419-438
e 637-656), o qual apresenta fragmento de amplificacdo de, aproximadamente, 237 pares de
bases, € os primers internos (nucleotideos 493-512 e 606-625), tendo fragmento de
amplificagdo de, aproximadamente, 132pares de bases; enquanto que, para o HPV 18,
foram usados primers externos (nucleotideos 426-445 e 674-693), com fragmento de
amplificacdo de, aproximadamente, 267 pares de bases, e primers internos (nucleotideos
492-511 e 596-615) apresentando fragmento de amplificacdo de, aproximadamente, 123
pares de bases. Conforme metodologia descrita por Ishikawa et al. (2003), as seqiiéncias de

bases estio descritas no anexo A.

4.2.3.6 Amplificacao HPV 16 por nested-PCR
A primeira reacdo de amplificacdo foi realizada com volume final de
19,55uL, contendo 12,5 uLL de PCR Master Mix (Promega), 5,5 uL de é4gua livre de

nuclease, 0,525 pL. do primer 419-438 [20uM], 0,525 pL do primer 637-656 [20uM] e 0,5
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uL de DNA. Como controle positivo, foi usada uma amostra previamente identificada,
contendo unicamente o HPV 16 e, como controle negativo, a reagdo sem DNA.

A amplificacdo desta reacdo foi realizada em termociclador PTC-100®
Peltier Thermal Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a
95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C para desnaturacdo do DNA, 1 minuto a
54°C para anelamento dos primers € 1 minuto a 72°C para alongamento. Ao final dos 30
ciclos, foi realizada uma extenséo suplementar a 72°C, por 5 minutos.

A reacdo de amplificagdo do nested foi realizada em volume final de
20,05uL, contendo 12,5 uLL de PCR Master Mix (Promega), 6,0 uL de 4gua livre de
nuclease, 0,525uL do primer 493-512 [20uM], 0,525 puL do primer 606-625 [20uM] e 0,5
uL do produto do primeiro PCR.

A amplificacido do nested foi realizada em termociclador PTC-100® Peltier
Thermal Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a 95°C,
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C para desnatura¢do do DNA, 1 minuto a 58°C para
anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para alongamento. Ao final dos 30 ciclos, foi
realizada uma extensdo suplementar a 72°C, por 5 minutos.

Para separacdo e andlise dos segmentos amplificados, usou-se gel de

Poliacrilamida 20% revelado com prata, conforme descrito anteriormente.

4.2.3.7 Amplificacao HPV 18 por nested-PCR
A amplificacio do HPV 18 por nested-PCR foi realizada nas mesmas
condicdes descritas para a deteccdo de HPV 16 por nested-PCR. Como controle positivo,

foi usada uma amostra previamente identificada, contendo unicamente o HPV 18.
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Na reacdo do HPV 18, foram usados os primers externos 426-445 [20uM] e
674-693 [20uM] que gerou um produto de amplificacdo de 267pb e, na segunda etapa, os
primers internos 492-511 [20uM] e 596-615 [20uM] resultando num produto de

amplificagcdo de 123pb.

4.2.4 Mensuracao dos niveis de superoxido dismutase e catalase

4.2.4.1 Determinacao da atividade da enzima superéxido dismutase

A atividade da enzima superéxido dismutase foi medida em
espectrofotdometro, segundo metodologia descrita por Bamister & Calabrese (1987).

Para medir a atividade enzimadtica, aliquotas de 100, 50 e 20uL de plasma
seminal foram adicionadas a tampao glicina (50mM; pH 10,2), completando o volume para
2mL. A esse foram adicionados 34uL de bitartarato de adrenalina (60mM) e medida a
absorbancia a 480nm. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina, sendo que, uma
unidade de SOD, pode ser definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a

velocidade de oxidacdo da adrenalina.

4.2.4.2 Determinacao da atividade da enzima catalase

A determinacdo da catalase baseia-se na medida da velocidade de consumo
do H,O, na amostra estudada. A atividade da CAT foi medida conforme metodologia
descrita por Aebi (1984).

Para tanto, 20uL de plasma seminal foi adicionado 70uL de perdxido de

hidrogénio (0,3M) e tampao fosfato (pH 7,0) até 3mL. A velocidade de decomposicdo do
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H,0, foi medida com o espectrofotometro a 240nm, durante 60 segundos, com intervalo de
20 segundos. Para o cdlculo da concentracdo de catalase, foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar de 0,071mM "' cm™. Os resultados foram expressos em U/ mg de proteina

(wmol H,O,/mg de proteinas/ min).

4.2.4.3 Determinacao das proteinas totais
A determinacdo de proteinas totais foi realizada pelo método do biureto,
através do Kit “Sensiprot de proteinas totais” (LABTEST). Os valores foram expressos em

mg/dL de proteinas. Os resultados foram utilizados no cdlculo da atividade de SOD e CAT.

4.3 Analise estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram submetidos a andlise estatistica pelo
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 11.5.

Para andlise estatistica foram utilizados os testes descritivos, teste T, 4> Qui-
Quadrado (Chi-square) e Pearson.

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos estatisticamente.
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4.4 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA
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FIGURA 4: Fluxograma da metodologia
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No material em estudo, a identificacio do DNA - humano foi realizada pela
amplificagdo de um segmento de 270 pares de bases do gene da B-globina humana, sendo
100% positivo, o que garantiu a qualificac@o e quantificacdo do DNA para andlise do HPV,
descartando, assim, a possibilidade de resultados falso-negativos de HPV por causa da
grande quantidade de inibidores de PCR presentes no s€men (Martin et al., 1993). A andlise

da amplificacdo do gene da B-globina humana pode ser observado na figura 5.
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FIGURA 5: Amplificacdo do gene da 3-globina humana e HPV-PCR genérico
(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular;
amostras :12,14,15,16 e 17 positivas para B-globina humana).
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Das 68 amostras analisadas, 30 (44,1%) foram positivas para HPV/DNA,
das quais 8/68 (11,8%) foram positivos para HPV/DNA de alto risco oncogénico, sendo 6
casos (8,8%) do tipo 16, 2 casos (2,9%) do tipo 18 e os outros 22 casos (32,4%) referente a
outros tipos de HPV. As demais amostras, 38/68 (55,9%), foram negativas para HPV/DNA.
A caracterizac@o da amostra, incluindo a distribui¢do dos principais tipos de

HPV de alto risco oncogénico, estd demonstrada na figura 6.
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FIGURA 6: Caracteriza¢do da amostra, considerando o tipo viral
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Os resultados do presente trabalho corroboram os dados encontrados na
literatura que referem uma positividade 2,2% - 82,9% para HPV em amostras de sémen
(Dunne et al., 2006), estando o tipo 16 constituido entre os mais comuns.

O HPV/DNA foi encontrado em amostras seminais testadas por PCR,
estando presente em 26,6% (Giovanelli et al., 2007) e 82,9% (Astori et al.,1995) dos
parceiros sexuais de mulheres com HPV, em 53% dos homens entre 20 a 41 anos, com
histdria clinica, atual ou passada, de infeccdo por esta doengca e 8% de positividade em
doadores de sémen saudaveis (Olatunbosun et al., 2001) e em 20% dos homens estudados
em 76 familias (Rintala et al., 2005). Estudo realizado na Finldndia com 65 voluntarios,
futuros pais, encontrou 15,4% das amostras de s€émen positivas para HPV de alto risco
oncogénico, usando a técnica de nested PCR (Rintala et al., 2004).

Mesmo sendo confirmado por dados da literatura, é necessdrio enfatizar que
esta prevaléncia de 44,1% representa uma parcela grande de homens infectados que ndo
estdo sendo diagnosticados, justamente pelo fato de que a maioria das infec¢cdes por HPV
na genitdlia masculina sdo assintomaticas e inaparentes, podendo tornar-se transitérias ou
mesmo indetectdveis com o passar do tempo, permitindo ao virus se difundir
silenciosamente O que refor¢a a hipétese que a infec¢do por HPV em homens seja
responsdvel por sustentar a transmissdo para as parceiras mulheres e pela perpetugcdo da
infeccdo na populacdo, devido a sua natureza, podendo ser o sémen o vetor desta
transmissao, até mesmo para os fetos (Lai et al., 1996).

Portanto, o uso de técnicas de biologia molecular € uma boa estratégia para o
diagnéstico da infeccdo por HPV em homens, conforme ja sugerido por outros autores

(Nicolau et al., 2005) e refor¢ado por este trabalho.
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As figuras 7, 8 e 9 ilustram os resultados da amplificacio do DNA viral em

gel de poliacrilamida.
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FIGURA 7: Amplificacdo do nested HPV-PCR GP05+/GP06+

(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular;
amostras 14, 15, 16, 38, 40 e 49: HPV negativas; amostras 36, 37, 39, 48 e 50:
HPV positivo).
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FIGURA 8: Amplificacio do nested HPV 16
(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular;
amostras 31, 32, 33, 34 e 36: HPV 16 negativas; amostra 30: HPV 16 positivo).
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FIGURA 9: Amplificacdo do nested HPV 18
(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular;
amostras 26, 27, 28, 30 e 31: HPV 18 negativas; amostra 29: HPV 18 positivo).
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Pesquisas epidemioldgicas de infec¢do por HPV mostram o papel essencial
da infec¢do masculina no sentido da transmissdo da doenca (Skerlev et al., 2002). Os
homens apresentam menor probabilidade de terem infeccdo persistente, porém ainda ndo
foi bem determinado se esta observacdo é devido a menor incidéncia ou mais curta duragao
da infeccdo em homens versus mulheres (Partridge & Koutsky, 2006).

As tabelas 1, 2 e 3 descrevem os dados epidemioldgicos da populacio
estudada, comparando os grupos HPV/DNA positivo e negativo em relagdes as varidveis
analisadas, a partir dos dados contidos nas fichas de avaliacdo respondidas no momento da
coleta da amostra (Anexo C).

No grupo HPV/DNA positivo, constituido por 30 homens, a média de idade
foi de 30,27+7,57 anos (20 - 43 anos) e no grupo HPV/DNA negativo a média de idade foi
de 30,2649,23anos (19 - 67 anos). Ao realizarmos a comparagdo entre a média de idade dos
grupos 1 e 2 ndo foi observada diferenca significativa, como também pode ser notado pela
andlise dos diferentes niveis de faixas etdrias (tabela 1). Portanto, na populacio estudada,
nao foi observada relagdo entre a presenga do virus e a idade dos pacientes.

Estudos anteriores mostram resultados divergentes ao associar a idade do
paciente a infec¢do por HPV. Rombaldi et al. (2006), ao estudar uma populacdo de 99
homens, parceiros sexuais de mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), que
foram avaliados no ambulatorio da Universidade de Caxias do Sul, ndo encontraram
relacdo entre HPV e idade. Franceschi et al. (2002), ao realizar estudo do tipo caso-controle
entre 1985-1993, em cinco paises, incluindo o Brasil, também nio apontaram uma
associacdo entre idade e infec¢do pelo HPV. Entretanto, Koutsky (1997) observou que a
infec¢do por HPV possui uma prevaléncia superior em homens entre 18-28 anos de idade.

Svare et al. (2002) encontraram diminuicdo do risco de HPV com o aumento da idade,
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sendo a aquisicdo do HPV muito comum, particularmente entre adultos jovens sexualmente
ativos (Franco et al, 1999).

Na avaliacdo do nivel de ensino, deste estudo, ndo foi observado relacao
entre o grau de escolaridade e a infeccdo pelo virus HPV (tabela 1). E importante salientar
que a populacdo estudada era proveniente do sistema unico de saide (SUS) e, até certo
ponto, homogénea (nenhum dos pacientes era analfabeto e 72% deles tinha entre 1°grau
completo e 2° grau completo). Apesar deste nivel de instrucdo ser considerado
relativamente bom, uma grande parcela dos homens ndo possuia informagdo adequada
sobre a doenga no que tange as formas de transmissao e prevengao.

Isto corrobora os achados de Castro et al. (1994), os quais realizaram estudo
no Rio de Janeiro e encontraram 45% dos casos de HPV positivos com grau de instrucio de
ensino médio. Castellsagué et al. (2002), em estudo multicéntrico, encontraram 39,6% para
nivel fundamental e 19,5% para nivel médio ou superior. Outros dois estudos ndo acharam
associagdo entre infeccdo por HPV e nivel de educagdo (Fraceschi et al. 2002; Svare et al.,
2002).

Analisando a histéria de doengas prévias, o presente trabalho ndo indicou
associagdo significativa entre os grupos HPV positivo (53,3%) e HPV negativo (44,7%),
conforme mostrado na tabela 1. Quando analisamos apenas as doencas sexualmente
transmissiveis, encontramos um percentual de 46,6% e 34,2% para os grupos HPV positivo
e negativo, respectivamente, permanecendo ndo significativa esta relagdo, muito embora a
presenca de DST anteriores seja considerada um importante fator de risco para aquisi¢do do
HPV, conforme mostram alguns estudos (Hippelainen et al., 1993; Castellsague et al.
1997). Por outro lado, alguns pesquisadores, igualmente, ndo encontraram associacao

(Rombaldi et al., 2006).
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TABELA 1: Dados epidemiolégicos de parceiros sexuais de mulheres portadoras de HPV

HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO

VARIAVEIS CATEGORIA VALOR p*
n % n %

idade <24 anos 10 26,3 10 333

25 a 29 anos 12 31,6 6 20,0

30 a 34 anos 18,4 5 16,7

35 a 39 anos 7,9 4 13,3

>40 anos 15,8 5 16,7 NS

média em anos 30,26 +£9,29 30,27 £7,57 NS

12 grau
escolaridade incompleto 7 18,4 9 30,0

1° grau completo 12 31,6 7 23,3

2° grau

incompleto 4 10,5 6 20,0

2° grau completo 14 36,8 6 20,0

39 grau

incompleto - - 2 6,7

3° grau completo 1 2,6 - - NS
doencas prévias gonorréia 6 15,8 9 30,0

hepatite 2 5,3 1 33

HIV 1 2,6 - -

HPV 3 7,9 3 10,0

lues 1 2,6 1 3,3

outras ** 4 10,5 2 6,7

nenhuma 21 55,3 14 46,7 NS
nimero de filhos 0 12 31,6 10 33,3

1 15 39,5 11 36,7

2 8 21,1 4 13,3

3 1 2,6 4 13,3

4 1 2,6 1 33

6 1 2,6 - - NS

* Teste Qui-quadrado’ Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.
NS: associacdo estatisticamente no significativa.
** outras doencas: caxumba, rubéola, sarampo,variola, diabetes ou doencas respiratdrias.
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A varidvel numero de filhos apresentou uma distribui¢do uniforme entre os

grupos, portanto, no presente estudo, esta varidvel ndo pode ser associada com a infeccao

pelo virus HPV (tabela 1).

TABELA 2: Hébitos de parceiros sexuais de mulheres com HPV

HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO

VARIAVEIS CATEGORIA n=38 n= 30 VALOR p*
n % n %

Tabagismo sim 17 44,7 10 33,3

nao 21 55,3 20 66,7 NS
Consumo de café  sim 21 55,3 14 46,7

niao 17 447 16 53,3 NS
Coqsumo de sim 4 10,5 6 20,0
bebida a base de
cola nao 34 89,5 24 80,0 NS
Alcoolismo sim 5 13,2 4 13,3

nao 33 86,8 26 86,7 NS
Consumo de sim 16 42,1 10 33,3
chimarrao nao 22 57,9 20 66,7 NS
Uso de drogas sim 18,4 7 23,3

nao 31 81,6 23 76,7 NS

* Teste Qui-Quadrado. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.
NS: associag@o estatisticamente nao significativa.
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Neste trabalho nenhuma das varidveis referentes aos hdbitos dos pacientes

apresentou associacdo significativa com o HPV (tabela 2), apesar de algumas destas

varidveis ja haverem sido relacionadas a presenca do HPV em estudos prévios, bem como

estarem entre os fatores de risco para aquisi¢ao da infec¢do. Um exemplo disto € o hédbito

de fumar, o qual foi associado positivamente com a infeccdo por HPV (Hippelainen et al.

1993; Wang et al., 2003), assim como pacientes ex-fumantes apresentarem associacao

significativa com HPV (Rohan et al., 1991). Por outro lado, outros dois estudos ndo

encontraram associagdo entre tabagismo e HPV (Fraceschi et al., 2002; Svare et al., 2002).

TABELA 3: Caracteristicas da vida sexual de parceiros de mulheres com HPV

HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO

VARIAVEIS CATEGORIA VALOR p*
n % n P
Duragdo do atual média em anos 8,07 £ 8,47 5,25 £4,94 0,091
relacionamento
N© parceiras extra- 0 18 54,5 18 64,3
conjugais nos 1 4 12,1 2 7.1
daltimos 24 meses 2 8 24,2 1 3,6
3 1 3,0 2 7,1
4 2 6,1 2 7,1
5 3 10,7 NS
Freqiiéncia do uso  S€MPre 5 33,3 3 30,0
de preservativo as vezes 5 333 5 50,0
nas relagdes extra- nunca 3 20,0 1 10,0
conjugais nao sabe 2 13,3 1 10,0 NS
Funcdo sexual sim 2 5,3 4 13,3
alterada nao 36 94,7 26 86,7 NS

* Teste Qui-Quadrado. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.
NS: associacdo estatisticamente nio significativa.
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Na andlise da duracdo do atual relacionamento, foi possivel observar um
direcionamento, estatisticamente ndo significativo, a um relacionamento mais curto (5,25 +
4,94 anos) no grupo HPV positivo, quando comparado ao grupo HPV negativo (8,07 + 8,47
anos), conforme indicado na tabela 3. Na consulta a literatura, constatou-se que esta
varidvel ndo foi anteriormente descrita; no entanto, nossos dados reforcam a idéia de que o
aumento no nimero de parceiras sexuais tende a aumentar o risco de infec¢do por HPV.
Castellsague et al. (1997) sugeriram que os fatores de risco para HPV em homens sdo
similares aos encontrados para mulheres, estando relacionados com o comportamento
sexual, assim como multiplos parceiros sexuais, DST anterior e ndo uso de preservativo
(Hippelainen et al. 1993).

Por outro lado, neste estudo, o nimero de parceiros extra-conjugais nos
ultimos 24 meses, assim como o uso de preservativo, ndo apresentaram associacdo com
infeccdo por HPV (tabela 3).

Como esperado, tendo em vista a idade dos pacientes, a maioria nao
apresentou alteracdo na fun¢do sexual, independente da presenca ou auséncia do virus
(tabela 3).

Acreditamos que o tamanho amostral (68) seja pequeno para chegarmos a
uma definicdo em relagdo ao perfil epidemioldgico da populacdo infectada, sendo

necessdria a futura ampliacdo do estudo.
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TABELA 4: Avaliagao das principais caracteristicas seminais de cada grupo

HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO

VARIAVEIS total tipo 16 ou 18 outros tipos
SEMINAIS n=38 (1) n=30 (2) n=8 (3) n=22 (4) Valor p* Valor p* Valor p* Valor p*

média Dp média Dp média Dp média Dp 1vs2 1vs3 1vs4 3vs4
Volume (mL) 2,5 1,1 2,7 1,4 2,3 1,4 2,8 1,4 NS NS NS NS
Concentragdo (x106/mL) 59,2 35,3 50,3 36,5 43,7 40,7 52,5 35,7 NS NS NS NS
Motilidade (%) 59,9 24,0 58,8 22,8 51,7 21,2 61,6 23,4 NS NS NS NS
Tygerberg (%) 43 3,1 2,6 1.9 32 1,5 2,3 2,0 0,007 NS 0,011 NS
Normal 11,9 7.9 8,1 43 9,0 4,0 7.8 4,5 0,017 NS 0,032 NS
Amorfo 55,2 11,6 57,3 13,4 53,9 10,9 58,6 14,2 NS NS NS NS
Cauda dupla 1,1 1,2 0,9 1,5 1,0 1,7 0,9 1,5 NS NS NS NS
Cauda quebrada 25,2 10,9 24,8 13,6 28,2 11,8 23,5 14,2 NS NS NS NS
Gota citoplasmadtica 3,7 3,4 4,3 39 39 39 4.4 3,9 NS NS NS NS
Macrocefalia 0,7 0,9 0,6 0,6 1,0 0,8 0,4 0,6 NS NS NS 0,048
Afilado 1,1 1,9 2,6 3,9 1,9 2,6 2,9 4,4 0.065 NS 0,084 NS
Piriforme 1,0 1,3 1,3 1,9 1,1 1,5 1,4 2,1 NS NS NS NS

* Teste T. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.
NS: associacdo estatisticamente nao significativa.
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Na andlise dos pardmetros seminais, podemos observar que medidas de
volume, concentracio e motilidade, parecem nao sofrer alteracdes significativas em vista da
presenca do virus HPV nos espermatozdides, apesar da diminuicdo dos parametros
concentracdo e motilidade no grupo de pacientes portadores de HPV de alto risco
oncogénico (grupo 3). Ao analisarmos a morfologia dos espermatozdides, tanto pelo
critério estrito de Tygerberg como pelo critério da OMS, observamos que existe uma piora
na qualidade dos espermatozéides nos pacientes HPV positivo comparados aos pacientes
HPYV negativos (tabela 4).

O mecanismo pelo qual o HPV infecta as células espermadticas ainda nao foi
determinado e também ndo se sabe se estd relacionado a presenca de receptores na
superficie celular. Por outro lado, acreditamos que esta alteracio na morfologia dos
espermatozoides talvez possa ser explicada pela capacidade do DNA viral em transcrever
nas células espermdticas, causando modificagdes fenotipicas que poderiam acarretar em
alteracdes da forma normal. Desta maneira, serdo necessdrios mais estudos nesta area.

A possibilidade de que HPV possa infectar células espermdticas &
importante, porque isto implica que a infec¢do deve ser parte da fisiopatologia deste virus e
que os espermatozodides infectados possam se comportar como vetores, transmitindo o virus
para as parceiras no contato sexual. Além disso, também € possivel que o espermatozdide
com HPV seja a fonte de transmissao para os 6vulos fertilizados e, possivelmente, para os
fetos.

Espermatozéides sdo células capazes de receber HPV/DNA exdgeno e, a
seqiiencia de DNA encontrada neles, parece representar os fragmentos adquiridos por meio

do contato. O HPV/DNA foi observado no compartimento nuclear e citoplasmatico do
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espermatozoide, apesar de ainda nao estar claro como o HPV atinge a célula espermdtica
(Kadze et al., 2002).

Estudos sugerem que o HPV pode ser capaz de transcrever em células
espermdticas infectadas (Lai et al.,1996; Lai et al.,,1997), enfatizando a potencial funcao
destas cé€lulas na transmissdo do virus. Os genes E6 e E7 do HPV té€m sido relatados como
sendo fortemente expressos nas células seminais infectadas (Lai et al.,1996). Também tem
sido sugerido que a presenca do HPV causa diminui¢do na concentracdo espermdtica
(Bezold et al., 2007) e afeta a motilidade do espermatozéide, além da freqiiéncia de
astenozoospermia ter sido relatada como aumentada em homens com infeccdo por HPV
(Lai et al.,1997). A presenca de HPV no vaso deferente sugere que o reservatério de
HPV/DNA deve estar localizado mais préximo do trato reprodutivo do que se pensava
anteriormente (Rintala et al., 2002). Entretanto, apenas um estudo analisou a morfologia
espermatica nos pacientes com HPV seminal, ndo encontrando tal relacdo (Lai et al., 1997).

No presente trabalho, a andlise morfoldgica pelo critério estrito de
Tygerberg apresentou, no grupo HPV/DNA positivo, média de 2,59+1,94, enquanto a
média do grupo HPV/DNA negativo foi de 4,32+3,1 (p=0,007), como apresentado na
figura 10. No grupo HPV/DNA positivo para os tipos 16 ou 18, a média do critério estrito
de Tygerberg foi de 3,25+1,49. Esta significativa alteracdo na qualidade morfolégica dos
espermatozoides nos pacientes com HPV pode ser avaliada pela andlise morfolégica do
critério da OMS (figura 11), onde os resultados mostraram que a média dos
espermatozoides normais no grupo HPV/DNA positivo foi de 8,13+4,35 e, no grupo
HPV/DNA negativo, esta média foi de 11,86+7,91 (p=0,017). Este dado mostra uma
reducdo significativa dos espermatozdides considerados normais nos pacientes com HPV.

Além disso, nestes pacientes foi observada uma tendéncia, estatisticamente nao
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significativa, ao aumento dos espermatozdides com forma afilada e gota citoplasmatica.
Comparando-se a morfologia pelo critério da OMS entre os grupos HPV/DNA positivo
para os tipos 16 ou 18 versus HPV/DNA positivo para outros tipos, podemos observar um

aumento significativo dos espermatozoides com forma macrocefalia (p=0,048)
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FIGURA 10: Andlise morfoldgica pelo critério estrito de Tygerberg
Teste T; p= 0,007
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FIGURA 11: Andlise morfolégica pelo critério da OMS
Teste T; p=0,017

Por outro lado, Erles et al. (2001) encontraram HPV/DNA numa freqiiéncia
similar em amostras com andlise seminal normal e anormal (19% das normais e 16,4% das
anormais). Tanaka et al. (2000), estudando HPV 16 em amostras seminais, encontraram
positividade de 4% e ndo acharam diferencas significativas na qualidade seminal
(concentragdao e motilidade) entre os grupos com e sem HPV. Rintala et al. (2004)
indicaram que a presenca de HPV no espermatozoide ndo afeta significativamente a medida
dos parametros seminais, apesar da tendéncia em direcdo a danificacdo das caracteristicas
fisicas, volume, motilidade e viabilidade na amostras HPV positivas quando comparadas
com sémen HPV negativo. Outro estudo realizado por Czegledy & Syarka (2006) mostrou
que, apesar do HPV estar presente no s€men de doadores, mesmo apds o procedimento de
processamento seminal, a presenca do virus ndo afetou o resultado da fertilizacdo, sendo

capaz de gerar prole saudavel.
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Estudos demonstram que um reservatério de HPV deve existir na genitalia
masculina (Pakendorf er al., 1998; Rintala et al.,2002) e que um possivel veiculo de
transmissdo do HPV do pai para a crianga talvez seja o espermatozdide infectado (Lai et
al., 1996; Kadze et al., 2002; Rintala et al.,2005). Entretanto, ndo podemos descartar a
hipétese de que o s€émen possa sofrer contaminagdo pelo virus no momento da passagem
pela uretra (Aynaud et al., 2002), fato que ndo justificaria o surgimento de alteragdes na
morfologia espermdtica, encontradas no presente trabalho, devido ao curto tempo de
exposicao. Estudo realizado na Finldndia com uma amostra pequena de pacientes (n=27)
encontrou HPV/DNA na amostra de vaso deferente, o qual deve eliminar a questdo da
contaminacdo uretral (Rintala et al.,2002). Portanto, o possivel papel do homem como
transmissor vertical do HPV ainda ndo foi completamente esclarecido.

A elevada prevaléncia de HPV encontrada no sémen de pacientes sem lesao,
neste estudo, sugere a necessidade de rastreamento deste virus em homens que sdo cotados
para a doacdo de sémen, tendo em vista que os procedimentos de processamento seminal
parecem nao eliminar este virus (Olatunbosun ef al., 2001).

Em virtude do fato de encontrarmos espermatozéides com morfologia
alterada em pacientes com HPV, consideramos importante que o HPV seja detectado,
genotipificado e se possivel, prevenida sua infec¢do, podendo reduzir, assim,
substancialmente, as infec¢des e enfermidade clinicas causadas por este virus.

Estudos recentes indicam que a infertilidade masculina em homens com
andlise seminal normal, pode estar relacionada com o estresse oxidativo seminal
(Pasqualotto et al., 2001b). Tal estresse poderia estar associado a infec¢do por HPV,
mesmo assintomdtica ou transitdria, fato que nos leva a procurar uma relacdo entre estes

dois eventos.
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Muito embora, na infertilidade masculina, as ERO sejam conhecidas
principalmente por seus efeitos deletérios na func@o espermdtica, existem evidéncias
suficientes para apoiar a hipdtese de que, em baixas e controladas concentragdes, as
espécies reativas do oxigénio participam nos mecanismos de sinalizagdo da transducdo
como, por exemplo, capacitacdo espermdtica e reagdo acrossdOmica. Portanto, a geracdo
controlada de ERO pelos espermatozodides estd relacionada com uma fungdo fisioldgica
normal (Aitken & Clarkson, 1987). Todavia, € importante destacar que existe grande
variabilidade nos niveis do estresse oxidativo mesmo em homens inférteis (Pasqualotto et
al., 2001b). Além disso, o sitio de producdo e o momento no qual o espermatozdide entra
em contato com as ERO, determinam a presen¢a ou nao de infertilidade (Vicari, 1999).
Portanto, os niveis do Estresse Oxidativo dependem do sitio de producio das ERO
envolvidas, ou seja, se elas sdo produzidas pelos neutréfilos (extracelular), ou pelos
espermatozoides (intracelular) (Pasqualotto et al.,2000c; Potts et al.,2000; Sharma et al.,
2001b).

E aceito o conceito de que as ERO estejam aumentadas em infecgdes
cronicas urogenitais associadas com aumento no nimero de leucécitos (Potts et al.,2000).
Por outro lado, apesar de alguns estudos publicados na literatura, a relevancia clinica da
geracdo de ERO durante uma infec¢do do trato genital masculino ndo estd resolvida e o seu
significado bioldgico na prostatite permanece por ser estabelecido completamente (Shahed
& Shoskes, 2000). O impacto dos leucécitos contaminantes na fungio espermatica depende
do nimero de células envolvidas, do estado de ativagdo leucocitdria, da geracdo dos
radicais livres e do sitio de produgdo dos leucécitos (prostata, epididimo, uretra, etc.). O
dano causado aos espermatozdides pode ser moderado se a infiltracdo leucocitdria ficar

N

confinada & prostata ou as vesiculas seminais. Nestas circunstincias, o espermatozdide
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apenas entra em contato com as ERO, geradas pelos leucécitos, no momento da ejaculagao.
Entretanto, se os leucécitos foram originados no epididimo ou testiculo, as ERO poderao
interagir com a membrana espermdtica por um longo periodo, aumentando as
possibilidades de danificar os espermatozéides (Oschendorf, 1999; Vicari, 1999).

Essa relacdo sugere que, em casos de infeccdo das glandulas acessdrias
masculinas, a pobre qualidade espermadtica talvez decorra do excesso de produgdao de ERO
e/ou uma citoquina em particular, produzida no local, ou pelos leucécitos (Pasqualotto et
al.,2000c; Potts et al.,2000; Sharma et al., 2001b).

O teste de Endtz, que avalia a presenca de leucdcitos no plasma seminal,
deve ser realizado sempre que o paciente apresentar uma quantidade de células redondas
superior a Imilhdo/mL. Pelo fato de as células redondas poderem representar células
germinativas imaturas ou leucécitos PMN, a realizacdo desse teste torna-se mandatéria na
populacdo de pacientes com mais de um milhdo de células redondas por mililitro de s€émen
(Shekarriz et al.,1995).

Neste estudo, apenas 37% dos pacientes HPV positivos apresentaram
positividade para o teste de Endtz e, 63% dos homens com infeccio por HPV, nao
apresentaram positividade no teste de Endtz, ou seja, ndo apresentaram infeccio
leucocitdria, conforme indicado na tabela 5 e na figura 12. Similar relagdo pode ser
observada entre a varidvel presenca de células redondas e infec¢do por HPV (tabela 5),
confirmando a suspeita de que, a maioria das células visualizadas, corresponderam a
presenca de leucdcitos, excecdo observada para apenas 1 paciente, onde as células redondas

representavam células germinativas imaturas.
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TABELA 5: Avaliacdo do teste de Endtz e presenga de células redondas

HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNAPOSITIVO

VARIAVEIS CATEGORIA n=38 n= 30 VALOR p*
% %
Teste de Endtz positivo 19,4 37,0
negativo 80,6 63,0 NS
Presenca de positivo 22,2 37,0
células redondas negativo 77,8 63,0 NS

* Teste Qui-Quadrado. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.
NS: associagdo estatisticamente ndo significativa.

A auséncia de relacdo entre o teste de Endtz e a presenca de infec¢do por
HPV mostra que ndo podemos nos basear no teste de Endtz como justificativa para a

suspeita de infec¢iao por HPV.
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FIGURA 12: Teste de Endtz em relacdo ao HPV
Teste Qui-quadrado; p= 0,120
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Para se entender a relacdo entre a qualidade seminal e o Estresse Oxidativo,
torna-se necessdria uma breve descricdo sobre a espermatogénese. A espermatogénese ¢ um
processo ordenado, onde as células germinativas masculinas testiculares passam por fases
seqiienciais de diferenciacdo para se desenvolver, subseqiientemente, no espermatozdide
maduro capaz de fertilizar o odcito.

Durante uma espermatogénese normal (diferenciacdo de uma espermdtide
hapléide no espermatozéide maduro), o espermatozéide diminui a quantidade de
citoplasma presente quando da sua maturagcdo. Qualquer citoplasma residual geralmente é
removido dos espermatozodides antes de sua liberacdo do epitélio germinativo do testiculo
(espermiagdo) ou durante o transito epididimdrio. Falha na eliminacdo do excesso do
citoplasma resulta na reten¢do de uma massa de citoplasma na peca intermedidria dos
espermatozoides. Acredita-se que a retencdo de citoplasma residual pelo espermatozdide
humano, relacione-se positivamente com a geracdo de ERO por meio de mecanismos
mediados pela enzima citosélica G-6-PDH (Gomez et al.,1996). Esta enzima regula a taxa
do influxo de glicose pelo movimento da hexose monofosfato, a qual, por sua vez, controla
a disponibilidade do NADPH intracelular.

Entdo, quando o espaco no citosol apresenta-se aumentado devido ao
excesso de citoplasma residual, a maior atividade resultante de G-6-PDH leva a geracio
excessiva de NADPH e, este, a geracdo de ERO, as quais sdo geradas espontaneamente
pelos espermatozdides humanos apds sua liberacdo da cauda do epididimo. Embora o
espermatozdide de todas as regides do epididimo possam gerar O,, apenas os
espermatozoides localizados na cauda possuem a competéncia necessdria para produzir
H,0,, sugerindo que este metabdlito do oxigénio em particular, assim como o O,’, possam

estar envolvidos na regulacdo da fungdo espermadtica.
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Recentes estudos tém mostrado que os espermatozdides com citoplasma
residual em excesso possuem defeitos funcionais. Este excesso de citoplasma possui uma
grande quantidade de enzimas, muitas delas causadoras de disfun¢do espermdtica. Além
disso, a retencdo de citoplasma residual € inversamente relacionada com a motilidade
espermadtica.

Na tabela 6 pode-se observar a atividade das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase e catalase nos pacientes HPV/DNA positivo e negativo. Os niveis de
SOD foram semelhantes em todos os grupos, entretanto, niveis aumentados de catalase
(9,66+7,64) foram detectados nos pacientes HPV positivos, especialmente no grupo
formado pelos HPVs de alto risco oncogénico tipos 16 ou 18 (14,76+9,80), comparado aos

pacientes HPV negativo (p=0,005 e 0,025 respectivamente), como mostrado na figura 13.
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FIGURA 13: Atividade da catalase em relacdo ao HPV
Teste T

HPV negativo vs HPV positivo, p= 0,005

HPYV negativo vs HPV 16 ou 18, p= 0,025
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TABELA 6: Medida da atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase

HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO
VARIAVEIS total tipo 16 ou 18 outros tipos VALOR DE p*
n=38 (1) n=30 (2) n=8 (3) n=22 (4)
média dp média dp média dp média dp 1vs2 1vs3 1vs4 2vs3
Atividade SOD 26,6 24.8 25,5 17,2 24,9 10,7 25,8 19,3 NS NS NS NS
Atividade CAT 4.9 4.8 9,6 7,6 14,7 9.8 7.8 5,9 0,005 0,025 0,048 0,092

* Teste T. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.
NS: associagdo estatisticamente nao significativa.
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Em condi¢des normais existe um balanco entre a quantidade de ERO
produzida e neutralizada. Os danos celulares surgem quando essa condi¢dao de equilibrio é
alterada, especialmente quando os sistemas celulares enzimaticos (SOD e CAT) ndo
conseguem eliminar as concentragdes aumentadas de ERO (Agarwal e Saleh, 2002).

Os resultados do presente trabalho sugerem que as defesas antioxidantes
enzimaticas possam estar sendo ativamente expressas no plasma seminal, no sentido de
neutralizar as ERO que estdo sendo formadas pelos espermatozéides infectados,
especialmente aqueles com morfologia alterada. Acredita-se que, a retencdo de citoplasma
residual pelo espermatozéide humano, esteja relacionada positivamente com a geracdo de
ERO por meio de um mecanismo mediado pela enzima citos6lica G-6-PDH (Pasqulotto et
al.,2000a).

Por meio da andlise das correlacdes de Pearson, observamos que a atividade
da catalase estd correlacionada positivamente com o pardmetro cauda quebrada (r=0,251;
p=0,040) e negativamente com o parametro morfolégico de Tygerberg (r=-0,260; p=0,035),
o que indica uma associa¢do entre 0 aumento de CAT seminal em pacientes infectados por
HPV e a diminuicdo da morfologia espermdtica normal. Porém, o presente estudo ndo
endereca se aumento de catalase € causa ou efeito dos espermatozdides anormais em
pacientes com HPV.

O espermatozdide e o plasma seminal contém uma bateria de elementos
neutralizadores e bloqueadores de ERO (Alkan et al.,1997; Sikka et al.,1995; Sharma et
al.,1999b; Lewis et al.,1997), os quais incluem enzimas como a superdxido dismutase,
catalase, o sistema glutationa peroxidase/redutase, a-tocoferol, dcido ascérbico, glutationa,
piruvato, taurina, hipotaurina e albumina. Os neutralizadores das ERO geralmente

encontrados, tais como a CAT e a SOD, embora muito efetivos quando as ERO sio
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produzidas no nivel extracelular, sdo relativamente ineficazes quando a produgdo de ERO ¢é
intracelular.

O papel benéfico da terapia medicamentosa relacionada a interferéncia das
ERO na infertilidade masculina tem recebido muita atencdo nos ultimos anos. Ainda que
existam muitas evidéncias revelando o papel desempenhado pelas ERO em pacientes com
infertilidade, o debate em relacdo ao valor dos antioxidantes na melhora dos parametros
seminais permanece (Kessopoulou et al.,1995; Suleiman et al.,1996; Tarin et al.,1998;
Geva et al.,1998). A concentragdo e o tipo do antioxidante a ser administrado permanecem
por serem estabelecidos. Antioxidantes talvez sejam benéficos apenas nos casos de
infertilidade, onde a etiologia da infertilidade seja o Estresse Oxidativo.

Com os resultados obtidos no presente trabalho, mostramos que as medidas
da atividade da catalase existentes no plasma seminal de pacientes com infeccdo por HPV
sdo superiores as encontradas nos homens sem a infeccdo, sugerindo um potencial
mecanismo fisiopatolégico para disfungcdo espermdtica nos pacientes com HPV. Esse
achado endossa a hipétese de que a infeccdo por HPV, associada com a piora na qualidade
seminal €, a0 menos em parte, relacionada com o Estresse Oxidativo. O mecanismo
bioquimico pelo qual ela induz a disfun¢do da espermatogénese nao estad elucidado. Serdo
necessdrias mais pesquisas para chegarmos a uma conclusao definitiva.

Pesquisas futuras, envolvendo o uso de antioxidantes isoladamente ou em
conjunto com o tratamento da infec¢do por HPV, deverdo ser feitas para indicar o beneficio

de tal tratamento nestes pacientes.
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6. CONCLUSOES

1. A infecc¢do por HPV apresenta associagdo significativa com a piora da
qualidade seminal, no que diz respeito a morfologia do espermatozédide, tanto pelo critério
da OMS, como pelo critério estrito de Tygerberg. Pacientes infectados com HPV
apresentaram aumento na atividade de catalase seminal comparados aos pacientes sem
infec¢do por HPV.

2. A prevaléncia de infeccdo seminal por HPV foi de 44,1%, sendo
11,8% referentes aos tipos 16 e 18.

3. O grupo formado pelos HPVs de alto risco oncogénico (16 el8), ndo
apresentou alteracdes, estatisticamente significativas, nas principais caracteristicas seminais,
apesar da tendéncia a diminui¢do dos pardmetros concentra¢do e motilidade espermatica.

4. A atividade da catalase apresentou maior aumento nos pacientes com
HPV/DNA tipos 16 e 18.

S. A atividade da catalase seminal estd relacionada negativamente com a
morfologia segundo o critério estrito de Tygerberg e, positivamente, com o parametro
morfoldgico cauda quebrada, de acordo com o critério da OMS.

6. Leucospermia ndo apresenta relagdo com infec¢do seminal por HPV.
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7. PERSPECTIVAS

1. Aumentar o tamanho da amostra, objetivando uma resposta para a
questdo da influéncia do HPV na qualidade seminal, no estresse oxidativo e, talvez, na
infertilidade masculina, bem como um melhor delineamento do perfil epidemiolégico da
populacido masculina infectada.

2. Classificar todos os pacientes HPV positivo quanto ao tipo especifico.

3. Fornecer suplementacio antioxidantes aos pacientes infectados, a fim
de avaliar o papel benéfico da terapia medicamentosa relacionada a qualidade seminal.

4. Incluir na pesquisa pacientes com lesdo peniana e comparar a

incidéncia de infeccao clinica e subclinica.
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ANEXO A: Descri¢ao dos oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR.

Oligonucleotideos

Segmento identificado

Seqiiéncia de bases

PCO4 3-globina humana CAACTTCATCCACGTTCACC
GH20 3-globina humana GAAGAGCCAAGGACAGGTAC
PGMYO09: L1 viral
F CGTCCCAAAGGAAACTGATC
G CGACCTAAAGGAAACTGATC
H CGTCCAAAAGGAAACTGATC
I GCCAAGGGGAAACTGATC
J CGTCCCAAAGGATACTGATC
K CGTCCAAGGGGATACTGATC
L CGACCTAAAGGGAATTGATC
M CGACCTAGTGGAAATTGATC
N CGACCAAGGGGATATTGATC
P GCCCAACGGAAACTGATC
Q CGACCCAAGGGAAACTGGTC
R CGTCCTAAAGGAAACTGGTC
HMBO01 GCGACCCAATGCAAATTGGT
PGMY11: L1 viral
A GCACAGGGACATAACAATGG
B GCGCAGGGCCACAATAATGG
C GCACAGGGACATAATAATGG
D GCCCAGGGCCACAACAATGG
GCTCAGGGTTTAAACAATGG
GPO05+ (interno) L1 viral TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
GPO06+ (interno) L1 viral CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG
419-438 (externo) E6/E7 viral HPV16 TGTCAAAAGCCACTGTGTCC
637-656 (externo) E6/E7 viral HPV16 GAGCTGTCATTTAATTGCTC
493-512 (interno) E6/E7 viral HPV16 TCGGTGGACCGGTCGATGTA
606-625 (interno) E6/E7 viral HPV16 GATCAGTTGTCTCTGGTTGC
426-445 (externo) E6/E7 viral HPV18 TGCCAGAAACCGTTGAATCC
674-693 (externo) E6/E7 viral HPV18 TCTGAGTCGCTTAATTGCTC
492-511 (interno) E6/E7 viral HPV18 ATAGCTGGGCACTATAGAGG
596-615 (interno) E6/E7 viral HPV18 TGCAATGTTGCCTTAGGTCC
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

1. NOME DO PACIENTE:......ccctiiiiiiiiiiie ettt s

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO.:.....vereveeeeereernnee. SEXO: M ( )F()
DATA NASCIMENTO: ...... ...........

ENDERECO: .......oveoeeeeeeeeeeeseesee e eee e eeseeee s ees e eseese s eeeseeeee s eeseeees e eeeseeees e
NO. evveeereeeerees APTO..oooervceeree. (6 =) 3

TELEFONE: DDD (c.v.01.) eoveeeeeeeee oo e eeeesees s eeees e s eseess s eese e seeeeneeenen

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

2.1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

“INFECCAO VIRAL CAUSADA PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO TIPOS
16 E/OU 18 E SUA INFLUENCIA NA QUALIDADE SEMINAL E NO
ESTRESSE OXIDATIVO.”

2.2 UNIDADE EXECUTORA:
Universidade de Caxias do Sul, Caxias do Sul, RS

2.3 PESQUISADORES

Biog. Leticia Lucchese (mestranda Biotecnologia)

Prof. Dra. Jovana Mandelli (DCBM - CCBS - UCS)

Prof. Dra. Mirian Salvador (DCBM — CCBS - UCS)

Prof. Dr. Eduardo Pretto Serafini (DCBM — CCBS - UCS)
Prof. Dr. Fabio Firmbach Pasqualotto (DCBM e CCBS / UCS)
Prof. Msc. Renato Rombaldi (DCBM — CCBS - UCS)

2.4 ENDERECOS PARA CONTATO:

Dr. Fabio Firmbach Pasqualotto

Conception — Centro de Reprodu¢do Humana
Rua Pinheiro Machado, 2569 sala 23/24
CEP: 95020170, Caxias do Sul, RS, Brasil
Fone/Fax: (054) 3214 4095

e-mail: Fabio @ conception-rs.com.br
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2.5 AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

( )SEM RISCO (X) RISCO MINIMO  ( )RISCO MEDIO

( )RISCO BAIXO ( )RISCO MAIOR
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou
tardia do estudo)

2.6 DURACAO DA PESQUISA:
24 meses

III- EXPLICACOES AO PACIENTE SOBRE A PESQUISA:

A infertilidade conjugal incide sobre 15% dos casais em idade reprodutiva. O
homem corresponde a 50% das causas. Além disso, pacientes com cancer de
testiculo, leucemia e linfoma podem apresentar esterilidade permanente com os
atuais tipos de tratamento usados.

1. Objetivos da pesquisa:

Estudar a presencga do virus HPV no plasma seminal/espermatozoéides de homens
cujas mulheres apresentem o virus do HPV humano. Além disso, correlacionar a
presenca do HPV com as principais caracteristicas seminais (concentracdo,
motilidade e morfologia espermdtica) e com a presenca ou ndo de infertilidade. Por
fim, avaliar os marcadores do estresse oxidativo e comparar pacientes que
apresentam positividade para o HPV com pacientes negativos para o HPV. Caso
exista uma correlacio da presenca do HPV e as principais caracteristicas seminais,
ou presenca ou ndo de infertilidade, estabelecer o screening do virus do HPV nos
pacientes masculinos com dificuldade para estabelecer gravidez ou com alteragcdes
seminais. Com o tratamento do virus do HPV nos pacientes com infertilidade,
diminuirifamos a necessidade de tratar pacientes com tecnologia mais cara como
inseminacdo intrauterina ou mesmo fertilizacdo in vitro e aumentariamos as taxas de
gravidez com a utilizacdo de terapias contra o virus do HPV, visto que existe uma
correlacdo ja bem estabelecida na literatura entre estresse oxidativo e baixas taxas de
gravidez mesmo com técnicas de fertilizacao in vitro.

2. Procedimentos que serao utilizados e propésitos, incluindo a identificacao
dos procedimentos que sao experimentais:

Medida da peroxidagdo lipidica da membrana dos espermatozéides, niveis de
catalase e superdxido dismutase, avaliar concentracdo, motilidade e morfologia
espermadtica, a presenga ou ndo do papiloma virus nas amostras seminais.

3. Desconfortos e riscos esperados:

Desconforto minimo, resumindo-se a coleta de sémen (espermograma) pelo
paciente, a qual possui uma durag¢io aproximada de 10 a 30 minutos.

4. Beneficios que poderao ser obtidos:

O resultado do exame laboratorial (espermograma e presenca ou nao do HPV na
amostra seminal) serd comunicado ao paciente.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:
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Os procedimentos alternativos (eletroejaculagdo) vao requerer metodologia e
sofisticacdo maior que a proposta aqui apresentada, além de ser de maior custo.
IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. O voluntério participard de maneira gratuita deste projeto com a doagdo de
sémen para a realizacdo de andlises bioquimicas e testes especificos no s€émen.

2. Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas.

3. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

4. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

5. Todas as andlises bioquimicas serdo realizadas de forma confidencial, nao
sendo identificado o voluntdrio. As publicagdes ndo incluirdo qualquer referéncia ao
nome do doador que possam identifica-lo.

V — OBSERVACOES COMPLEMENTARES
Ap0s realizar todos os testes e avaliar a presenca do HPV no sémen, as amostras
serdo descartadas, nao podendo ser utilizadas para outro fim.

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido
o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Caxias do Sul, de de

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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ANEXO C

FICHA DE AVALIACAO

IDENTIFICACAO: PROTOCOLO:
Nome: Idade
DN: Local de nascimento:
Endereco:
Cidade: Estado:
Telefone res.: Tel. contato:
Escolaridade:

1°grau 2°grau 3°grau curso técnico incompleto completo
Profissdo:

ANTECEDENTES PESSOAIS:

-Doengas nao diabetes tuberculose  tireoidopatia
doenca respiratdria neuropatia
fibrose cistica do pancreas Outras:
-DST ndo HPV Lues gonorréia HIV  UNG
Outras:
-Orquiepididimite: nao sim
-Lesdo testicular: nao orquite pés-caxumba  esquerda  direita
trauma esquerda  direita
tor¢ao esquerda  direita
Outras:
-Varicocelectomia: nao sim esquerda  direita
-Criptorquidia nao sim esquerda  direita
Tratamento: nao sim ciriargico  clinico
-Outra cirurgia: nao vasectomia hérnia inguinal
hidrocelectomia Outras:
HABITOS:
-Tabagismo: nao sim cigarros/dia por anos
Inicio aos anos Parou ha anos
-Café: nao sim copos de cafezinho( litros)
dia semana mes
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-Refrigerante base de cola: nao sim (___ litros)
dia semana mes
-Alcoolismo: nao sim
vinho ____ copos dia semana mes
cerveja ____copos dia semana mes
Outros: Copos dia semana mes
-Chimarrio: nao sim cuias ( litros)
dia semana més
-Drogas: nao sim tipo vezes por/___
-Medicamentos: nao sim Tipo Tempo
Viagra nao sim Qdo
-Fatores ambientais e/ou ocupacionais: nao sim
calor fatores toxicos  prod.quimicos
Outros:
FUNCAO SEXUAL:
-Erecao: normal inadequada
-Ejaculacgao: normal inadequada
Especificar:
-Parceiras no dltimo ano:
EXAME FiSICO:
Altura: m Peso: Kg
DADOS COMPLEMENTARES:
-Nome da parceira:
-N° ficha da parceira: HPV nao sim
-Motivo acompanhamento amb. UCS:
-Inicio do acompanhamento:
-Duracgido do atual relacionamento: anos
-Filhos deste relacionamento: nao sim Quantos: Idade:
-Filhos de outros relacionamentos: nao sim Quantos: Idade:
-Periodo de abstinéncia:
Demais informacoes relevantes:
-Relacionamentos extraconjugais nos ultimos 24 meses:  ndo sim Quantos: _
-Uso preservativo: nunca  asvezes sempre
-Houve intercorréncia nao sim Quais:
-Houve perda de material: nao sim

Data: / /

84



ANEXOD

85



Fepd (1m0 4 300

A miléncia das espécies rativas de oxigénio na infertilidade masculing
The influence of rescilve oxigen species on male Inderiiliny

Lziiclns Lucchese, Mircis Garcez, Mirism Sahador, Elzanors Bedin Pasqualotic, Fiblo Firrmbach Pasquakidio

Lefizla Luzchasa possul graduapss em Famsda pels Universidade Fedenal do Flo Grands do Sul (1004) &
Especializa;do em Hemaloiogls pela Unkarddade Federa 4o Al da Janeio (2001} Alaiments & Fameotula-
Einquimics da Freleirg Munidpal ds Cades do Bul & mestanda da Unkversidads da Cadas do Sul no projet de

quisa Infezqdio vl causoda pelo Fogplome ving humand @ ssu papsd no qualidade seminal & no esiesss
=m Hamakiogia.,

ceddalivo. Tem experiencla proissional na drea de Analses CEnicas com

Laticha Luscchess

RESUMD

A infertilidade masnilina ¢ uma entidads multifaiorial que abrange uma grande varizdads de aliemgdes, podendo ser
congénita ou adquirida. A infenilidads idiopitica pods ser causada pela excessiva produgdo de espévies reativas ds
oxigénio no plasma serminal, levanda ao estresss cxidative. Estudos tém damonstrade que o sspemiatozdides homanos
possuem a capacidads de gerar asphcies reativas d= oxigénio quando incubados e ambient: asrdbio, sendo que os
maicres fontes de sspdcizs reativas de oxigfnio no sémen sdo leuodcitos, sspearmaloztides com citoplasma residual &
esparmaboxdides imaluros. A membrana plasmitica dos e spermaloxtides & rica em dcidos grreos poliiresmanmados s=ndo
wulnerivel ao processo de paroxidagio lipidica, o que pods prejudicara esmonra celalar, motilidade, sobrevivénoia =
fungdes metabdlicas do sspermabantide. O estresse oxidative pods induir dano oo DNA espemidtics, podando ser
resporeivel pela acelarncdo do processs de apopitoss da célula genminativa, levands a diminuigds da concentmglo ds
esparmaloztides ¢ & aparents deteriongdo da qualidade seminal observada mas dltimas 4 & 5 décadas. Enfretanio dois
fatores protegem o DN A espenmnidtico do abque ocidative: a caracteristica de empacctaments do DA @ os anficxidantss
presenies no plasma seminal. Conss quentements, as espévies reativas de oxigémio 18m efeitos favordveis ou prejudiciais
sobre a fungdo dos espemmatordides de acordo com sua natrez e conceniragio, assim como o momento = lugar da
exposipdn. Estes achados mostram a importincia do squilibris adequads sntre anticxidantes & baos nivas 4= ERO
que =50 neosssdrios pan. funcdo espermidtca normal.

UNITERNMOS: Infenilidad: masculing; espéries reativas de cxigénics anticxidantss; estresse coidativo,

lecer gravidzzno periodo de um anc’, prazo ne qual aprosima-
daments 3% dos casais o farem. Sendo um fendmenc univer-
sal que scomiste de 10%: a 5% dos casis, independente dos

Inrodigio

Infertilidads & a imakilidads d= um casal ssxualmiznt:
alive, sem a urilizagio d= mécdos conraceptives, d= esiabe-

kutizia do Brwmakgs, Universidads de Ciccinn da Sal, Cacias da Sad, RS,

Exderege pars camupandincis

Fibia Firckach Puigualcix

COMCEFTION — Casira do Repredugia Humses
Fua Pnleira Machede, 25389, aalan I3/24.

CEP P5020- 170 Cazian de Sul - RS, Brail.
(RN -400 AT -1 505

'n'n'n:-ur:l-pll:vn—ra.ﬂ:mhr

ko Clmiic- 7. 22007

fatares sociais, econfmicos ou cukunis . & avaliagio d= feni-
lidade & um fendmenc complexo @ multifalorial qus snvolve a
avaliagho do casal. Em aproximadameniz 50% dos casos ds
infertilidads conjugal, a cansa estarslacionada plo menos em
partscom o homem* ¥,

Asn pasae d infertilidade masoaling podeam ser gera-
das por virics falores, sendo que de 30 40°9% dos casos ndo
e descobrem ds causas da dificuldade do casal engravidar.

Portanin, infertilidads idiop dtica & uma siuacdo extremaments
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sTia, visio que repressnia uma elevada porcentagem de ho-
mens indémieis que ndo podem sor mados com as medalida-
des erapéuticas empiricas aplicadas stualmentet . Uma das
causas de inferiilidads idiopdtica sta relacionada ao esiresss
axidativai{ EOE.

Alguns =shydos sugerem que a sxcsssiva @ descontno-
lada produgdo de esphoiss reativas de oxigénio (ERAO) tahver
possa ser um dos maiorss falores que levam a inferilidads
masculina por causarem deterioracdo da qualidads = da fun-
gio do espermabazdide * % Poranio, o sniendiments dos
efeiios do ED mo esparmalozéids humano facilicard o diagnds-
tico de inferilidad: masculina bam come as esirabégias d=
iralaments espevificas”. Este mabalbo mostra alguns ssudos
sobre o papsl das espévies reativas d= oxigSmio exervido so-
brea fertilidade masculina.

Especiesreativas eantionidactss

0= radicais livres (BL) podem ser d=finides como es-
truiuras aliaments reativas, instdveis = qus possuem um elé
iron dessmiparelhade ra dltima camada elerimica ®. & espé-
ies reativas do oxigémio (ER D) nem sempre sdo BLL. rmas estio
erval vidas #m reagdes quimicas que geram sssss radicais nos
organismos vives *". Em conirapartida existzm o=
anticxidambes que sdn composios que funcionam como
hleguzadares dos processos oxido - redutivos desencadea-
dos pelos radicais livres. Freqlentemesnte, o teTmo
“antioxidantes” ¢ implicitaments r2sirito aos composios
inibidarzs da lipoperoxidagin, snretanio, pedsm ser definido
mais armplaments como “uma subsiancia que, quando presan-
te & haizas concentrapbes, comparada a ouiras que oxidam
um subsirata, previnem significativaments, a oxidagio desbs
subsiraio™ ¥, O dano causade pelas EROD & minimimdo pelos
sistzmias d= defesa anticxidanie ndo enamidtico ou ercimdtica,
este dltimo represemiado principalments, pelas enzimas
superdxido dismuiass (Sod), catalase (Cat), glutationa-
percaidase [ GPx) e glapatcra-redulass GRI'.

Adetoxificagdo das espécies reativas do cxiginio (ER )
ervalve umn mecanismo de zlevada sincromia & que aa d=
fomma aliamente cooperativa. A regulagio do sistema de defis-
sa akioxidant: enzimdtico depends principalments de seu
subsirato (radicais livies e espéries reativas do oxigénic), da
produgio de cossubstratos = da afinidade, seletividads =
espevificidades por sste subarrain',

Enire as principais enzimas anticxidantes, detecadas
em esparmatozdides de difersnies espicizs animais esta a
superinide dismutass - Soed (EC LIS 11094 Os radicais
superdnida (01,7} sdo dismutades pela agdo desta snzima, pro-
duzinds perdacido de hidrogEnic s oxiginio medscular {0 con-
forme a reacdo 1:

(13 200+ ZH — H0 + 0,

Em células eucaniotas hi viris iscerzimas dolipo Sod,
gemlmente responsiveis por compartimentos cdulares dis-
tinkos, podends conter cobre, rinco, fero ou manganés em

Irfertilidack masculina

seus sidos alives” . Aualmente wés tipos de Sod ssio bio-
quimica e molznalarments camcrerizadas emmamiferos: Sodl
cu SodCuZn, codificada por um gene presents no cromossamo
21, foi a primeira enzima Sod a ser camoterizada B 8od? ou
Zodkin, codificada porum gene prasenieno cromesscamno 6
' Sod3 ou Scd BC (50 axiracelular) codificada por um gens
preszntz no cromessomo 4 %, A atividade da Sod & regulada
afravés ds sma hinssintess, a qual depende da cxigenacio
tissular, comao fod comprovado em mias submetidas a tansdes
d= oxigénio =levadas 7 Aumentos na concentragdo ds
superéxido podem elevar os niveis das iscenzimas da Sod ¥

Chitra =nzima detzctada no ssperma de ser=s humanos
e que neniraliza as apdes prejudiciais do excesso de ERD ¢a
catalase {Cat) (EC 1.11.1.4), a qual esti pressntz no espemma-
tozdide = plasma seminal, sendo codificada por um gene pre-
senle no romessoma | & um terdmero formade por umida-
des idénticas, cada mondmero contém um gripo prostélico
heme, ligads ao femo em ssu coniro catalitios'®", Ana remo-
vendo o I-I'.JEI.L de acords com a reacdo 2:

2y 2HO0, = ZH 0+,

Acatalase tem grand: capacidade de desiruir H,OL. Em
temncs de maoléoulas de HyOy desmaidas por mimato, por malé-
culis d= enrima, ela & uma das mais ativas enzimas conhiecidas.
Porém, sua afimidade pelo H'.':".'! baixa sendo necessdrias altas
concerimagies de Ho O, para que =la possa trabalbar ripide’®.

Enire os antioxidantes ndo-enzimilicos inclusm-s= as
vitamimas, carotendides polifendis, dcido drico enirs outros.
Eszes antioxidanies agem principalments quebrando a cadsia
das reapdes oxidativas, eliminando mdicais livres cu qualando
iors metdlicos 2L

Esiresse cxidativa {EQY, & #nido caracterizado come o
desequilibric enfre a produgdo d= ERD ¢ s neumlimgio
pelos antioidanpe s 5 %23 D acorde com Aitken & Eraus
o ED primeimamenie induzido pela geragio sxozssiva de ERO
por esparmaiozdides imanros = morfologicamente defeilne-
sos #lou por leunécites seminais ativados™; lesando ndo aps-
nas a fluider da membrama plasmitica, mas ambém a integri-
dade do DNA nuclear dos sspemrmatontides®. Ouira possivel
fanite de EQ inclui reacdio redox dos xenobidtices, depreciagio
de anticcidantes cu apopiose’®,

0 espermabozdide possui pouccs anticxidanies sm s=u
ciloplagma, tormando esa oflula muile vuinedve aos danos
causados pelas ERO %, Fo rmente, o plasma s=minal & rico em
ankcioxidankss, coniribuindo desta forma para o equilibric enire
produgic e neumalizagie das ERO ™. Enire cs antioidantes
presenizs =m elevadas concentragdes no plasm seminal estio
o8 grupas fiol, dcido ascérbico e drido frico & em quantidadss
substanciais a glumtiona & alfa-ioocdercl. O espermaiontids
possui elzvadas concentragdes d= gapos lidis, porém peque-
nas quantidades d= deido asedrbion, alfa-cooferl, dcido drico
e gutationa™ . Cumas substincias come protsinas (alburnina)
ou pequenas mol: oilas mis como hipobaurioa, iarina = pirnabs,
podem agi como reuimalizadoras dvs FRYO mo s8men, protegen-
do assirn confra o 2simesse oxidative ™. Enfrstanio o principal
arnkioidant: reo liquido s=minal dos homens frteis &a viamina
Ciirido aschrbico) contribuindo com aké 65% de sua capacida-

Repabgie ki1 21 X0
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de ankicidante ™, S concenmagiono liquide samiral chegaa
ser |01 vezes maior que no plasma s guinec,

Teda esta relagio snire producio de espéoies realivas
de oxigénio = am neuralimgdo pelos antioxidantes & neoss-
sdrio par. assegurar uama Angho espamidlica adequada para
que 5= consiga o objslive final gus & a gravidez da paresira.

[rfertilidadz roasouling

D& mansira corriqusira, o diagndstico de infertilidade
masculina depende de uma avaliagio descritiva dos parime-
tros do sjaculade, com énfase na concentmaglo, motilidads =
meorfologia dos espermatozdides, sendo a morfologia de
Tygerberg amais impornts para predizer fertilidade. Porém &
necessdno andatizar Qo a andlise semiral ndo & om bests s
fertilidads. Amalmenie, o oimere ahsalubs ds espemmatozdi-
des ndo prediz o prognéstico de fertilidade, por isso, testes &
vatre foram desenvolvidos para monitorar a capacidads fnei-
onal dessas células 177,

D= faro, a pobre qualidade semiral do gaculado huma-
no nes sspara de muikcs dos oumos mamiferss @, Mesmo sm
uma populagio d= homers fertsis, até 500G dos sspermalanti-
des dogjaculade podem apresentar altsragde s ma matilidads ou
morfologial. Acraditass que para aconiecer 4 Fertilimgdc do
pameta famining pele masculing, & necessirio apenas um ol
mere minins 4 spemmatordides com movimentos progressi-
v emorfolo gicamente nomrais . Shama e Agarel relammm
qu# a producis de ERO pelos smpearmatondidss, assim coma
oufras células qus vivem em condiphes ssrdhicas, origina-ss
principalments da atividads metabSlica nommal ¥, Zini eral,
mosiraram que o8 espermatoadides humanos posasem a capa-
cidade de gerar ER O quard e incubados em ambienbs aenthic®,

Wirics sio of fatores associados & infertilidade mas-
culina, no entanio mabalhos amais tém despertado a atencdo
pam o envalvirmento das ERO como am dos maiores fatores
emvalvideos nesta paiolegia *. Existem muitas svidéneias d=
que o8 lencécitos (principalments os Gramalaciios Polim orfo-
nucleares) sdo considerados a maior fonte predutora de ERO
no plasma semical*- 2488483 A paracio de elsvados niveis de
ERO pelos lsundeibos pods @ xercer um = fxilo deleténo impor-
tanie ma fungdo dos espermatozdides como indicado por uma
reducdo importants na motilidads espermélica & capacidads
de penstraco covithria®08, Tortolero o @f., reportam a as-
sociagdo da lewcospemia com redugdo do nidmero e da
motilidade dos esparmatozdides’.

0 dano causado acs espermatontides pods sermodean-
do s& a irdiliracdo lewoocitinia ficar confinada 4 prisiat ou &s
wesiculas seminais. MNestas cinounslincias, o sspermaboztids
ap=nas snira am conlalo com as ERD geradas pelos lepcdoilos
no miomenio da sjaculacie. Eniretinto, s= sles foram origina-
doz no epididimoe ou testiculo, as ERO poderdo interagir com a
membrana sspemdtica por um longe periodo, aumentindo as
possibilidades de danificar o5 esparmabazdides,

Repméod Clemibic-n 10

[ecfertiliade reoculios

Efeitods espécies reafivas deoxiginiono esparmatoadid:

Emi condighes normais, as células sométicas coniém
substincias antioxidanies &m seu citoplasma. Porém o ssper-
matczdide, duranks o pericds de maturagio, perds o maioria
de seu cikoplasma, & com isto, perde parte dos anficxidantss
endigenos, fimndo vulnerivel 4 apio das ERO=. Cuando a
espemmaboginese se apresenta prejudicada, o mecanismos
de exirusdo citoplismidtica bomam-se defsituosos & o ssper-
miatazdids likermda pelo epitélio germinativo posasiuma gran-
de quantidads de ciboplasma residual®", Acreditss que a
retengdo de citoplasma residual pelo sspermatozdids humano
eslgja comelacionada positivaments com a geragdo d= ERD
por mein d= mecanismos medisdos pela enzima cilosdlica
glicoas & fasfabo desidrogenase, que regula a taxa 4o influxs
de glicoss pelo moviments da hexoss monofosfata, a qual,
por sua vez, conlrola a disponibilidades do NADFH
inracehlar™,

0 espermatoxdide humano & almmente susceptivel ao
eilresss oxidative, Estz procssso induz a fragmentagio do
DNA =m ambos o5 genomas, maclear @ mitccondrial além d=
desmnoadsar o fendmeno da Paroxidacao Lipidica [ LPOy=E,
afetando primariaments @ ssirubora ¢ & Ancdo da membram
celular &, conssqOeniements, causar altsracies importanbss
nas protsicas™ S04 O peréxido de hidrogémio & a principal
ERCiéxica para os sspermatoztides humanos. As concentra-
phes moderadamente altas d= perdxidods hidrogémio ndo afe
tam a viahilidade dos esparmatoadides, pordm os imohilizm,
geralmisnts por ssgotamiente do AT Pinfracslular & dimimicis
na fasforilagdo das proteinas do axonsma. Asaltas concenira-
pies ds perdmido de hidrogSnio induzem a peroxidagdo lipidica
e produzsm amore cehular®,

As membranas celularss ssbio sujeilas ao ataque das
ER por possuirem grands comteddo de dcidos grazos
poliinsatumdns nos fosfolipidios, os guais sBo padiculamments
sensiveis a reapdes oxidativas™. A nahrers insaurada das
mzbérulas (ligagds dopla) predispds os espermatozdides ao
ataqae das espéries realivas =a peroxidagio lipidica (LPC) da
membrana plasnitica. Com a LPO, exists uma perda na fluidex
da membrana sspermitica, prejudicands o bom funcienamen-
to de sspermaloadide ¢ a sua fisio com o odcibo 2 R E 2
Aldm disso, a LFO prejudica a troca iinim realizda pela meme
brana do esparmatoztide, danificands a motilidsds sspermidtica
normal™ @ ¥ & sendo correlacionada com defsitos
mcrfolégicos do corpo dos gametas masculines™. Os danos
perexidativos induzem a formacdo de ERD, ssndo uma das
maicres cawsas da redugdo da viabilidade & fetilidade dos
esparmatozdides’,

(s sspermatondidess possuem milooindrias abundan-
tes, esias organslas sdo uma fonle habitual d= ERO, nas
mitscindnas com disfungdes a produgds de ERO aumenta
significativaments & estas molévulas por 203 ver afslam a -
v mitecondrial dos espearmaloadides, Esta relagio pods 52
dar devide a deis fenimenos inbsrconevindos mubaamente:
a5 FRO que lssam a memibrana mitccondrial, & a membram
mitocondrial lesiorada qus aumenta & produgio ds ERO ™,
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As hases do DA e o ligacies fosfodiester sdo sus-
cebives ao estresse oxidative ¢ a peroxidagio Jdestas estrufu-
ras pode causar qushras e cross-Smkiegs do DNA & resultr
am internapgdo da ranscripdo, mdugio, = replicagdo do TiNAL
# quantidade d= produtes da oxidagdo do DINA tem sido re-
poriada como aumeniando com a idads em cerios drgdos e o
dana cxidative as DNA tem sido cida por estarenvohido ma.
paloginess do cincer, dosnga de &lzheimer, @ mulagies
herddveis. Kodama et af., sugeriram que o dano gendomioo ao
CMA do espermaioadide pode ser transmiitido para a prolz e
|evar ac mamento da incidéncia d= aborics, aomalias fetais, =
defeitos de nascimenic®, Poranio, um alic nivel de dano
oxidative an DNA do espermatozdide pods formar uma
etiologia biogquimica potencialment: imporiante = estar =nvol-
vido nomecanisme da inferti idade masculing. Entretanto, exis-
tem ainda muito poucas informagdes disponiveis sobre os
niveis de dano endd geno a0 DNA =m esparmaiozdides huma-
nos, & parmansce a w57 delemmninads s um elevado nivel ds
dano oxidative an DNA do ssperma et associado com o
processo patol dgico da indertilidads masculing..

s excames setminais de roting, os quais medam a concen-
tragio de espemalozdides, perosntagem de motilidads =
morfologia, mdo identificam dsfsitos sulis na arquitsiura da
romation do sspermatondide. Porém a inbegridads do DNA do
epemmaiontide ¢ cnucial para a cometa taraEmissio da informa-
o genética &8 fuhmas geragdes. Evidéncias acumuladas suge-
rem que dishirbics m organizacio do material g=ndmico no ni-
clzo do sspermatoz tide sio ne @i vamenie corrzlaciomados com
o potencial de ferilidade do espemmaiozbide. Umna série de esha-
dos tem revelade que os niveis de quebras duplas do DA etio
amEnbdos &m paci bes nférss com parimetros anormais Js
sémnen quando comp arad os a bomens ferteis. & mesma difsr=nga
fioi também deteciada =m homens com indetilided: idiopdticacom
uma rotira nomral dos parimeiros de sémen que tiveram um alio
indice d= fagmentagio d= DNA. Em recenie sstudo Shanma etal.,
mosiraram gue espenmalontides d= homensindérisis apresenimm
aka freqlifneia d=anommalidades cromessomais, deficisnie qua-
lidade de empacoiamenio do DA, aumento d= quebras duplas =
maiar susostibilidade para induzir a demanracio por dcidos in
s do que egpemmatontides de homens férisis9. Eses achados
oormoboram com a preccupagio de ques doenges genéticis pos-
sarm saT iransmitidas via teomicas ds reproducio assistida, inten-
sificando asim o foco ma inlsgridade gendmic.

Dliversos emmics 1ém side dessnvolvidos pam avaliar
a integridads do D& e amabridads da comatina espermetioa.
Estes ensaios bassiam-se no fato de que defeitos na sstnatura,
dacromating podem levar ac aumento da insiahilidads do DN&
e susostibilidade a demahmagio por ssiresse. Atualmenie, os
ersics mais usados para medira fragmentacio do DNA sdo:
Timel, Comi=ia = 0 arsaio da estniura da cromatina do esper-
ma (SC5A). Tentativas 18m sido fetas para padronizar o en-
saio cometa com s8men humano 2 sstabelecer sua relacio
oo o dades dos snsaios SCSA & tinel . Espermatondides ds
uma mesma aliquota foram amlisades com os trés snsains e
uma corrslagdo significants entre o resuliados fiod chssmva-

da®. 0 ensaic cometa parmits uma avaliagioda quantidade d=
frgmentagdo do DA #m céhulas individuais. 2endo uma téc-

Irfertilidade masculing

nicaripida, simples, smnsivel & de bateo cusio paramensurar =
analisar as lesies além de detectar efeitos de reparo oo DNA
&1, Mesia péonica pequenos fragmenics d= DNA migram para
fora do nidcles = o pimero de quebras por céhula pode ser
estimado amavés da extensio da migragdo. O peste do cometa
alcaline provou sermuito mais sensivel na detecgio debaizos
niveis de dancs d= DINA sm sspemmabordids humanot!.

Muitcs eshados tEm detectado ancmalias no ndclzo
de espematozdidss do sjaculados, embora a extensdo do
dano esteja minuciosaments relacionada com a fungdo
espemmitica ¢ infzrilidade masculing, a origem d= fal dana &
ainda coniroversa'l,

Trés fatores podem estar envalvideos ma etiologia do
dano ac DMA na linhagem germinaliva: sstresse oxidativo,
deficiénrias em processos natumis como ampacommenio da
cromating = apopbose abortiva®,

Apoptoss, também descrita como mame ozlular pro-
grarmada & um fendmeno fisiolégico caracterimdo por albera-
pies morfoligicas = hioguimicas que culminam no suicidio da
o#ula®’, a coorréncia da apoptoss ma vida adulta ajuda no
descarie de células com alteracies. Mo contexio da reprodu-
pdo masmaling, a apopioss & responsavel pelo conrols da
superproducio de gameias masculines™ =, sando a chave r=-
guladora da espermatogénese em estigics normais & patolé-
gicos. Conido a quesiio a ser respondida & se a apopioss no
espearmaiozdide & o resultado d: um provesso iniciado no ni-
vel de espemmatogimia ou 52 isio ocorr: durante a Ghima fass
da espemmatoginess ou mesmo a nivel testicular %, Gandini et
al demomsiraram que a porosnmgem Jd= apopioss am homens
normozoospémices fod sigmificaniements menar do que em
homens com aligoasthensteratazaospermia, dosnga ds
Hodgkin & neoplasia de testicule®”. Ouiro ssindo mosmou
significants corrdagdo enre niveis d= apoplose am sspemm-
tczdides madurcs e niveis d= ERO no sémen. Senimman etal &
sugeritam g a apoptose poeds depender das ERO), bassados
no achado de que o perdxido de hidrogénio induz apopicss
em culbams celularss, Portanto #xistem evidéncias suficisntes
para sugerir que alios niveis de ERD resuliam na liberagio da
profeina citecromo-C da mitcodndria, que ativa as caspases =
inde a apopboss, por cuiro lada, Bel-2 {gens inikbidor da mior-
b= celular programada) protege as ctlulas da apoptoss, prova-
velmente porum mecanisme que reduz a produgds d= ERO ©,

Esitas svidineias sugersm que em homens subferikis,
a liberagdo do espermatontids via apoptoss ndo «sba ocormen-
do corrstamente, portanto homens com pardm eros seminais
alizrados fmorfologia, fungdo bioquimica ou dano no DA
nuclear) podsm apressniar uma apoptoss imperfzic Y,

Muite ernbora ma. infertilidads masculing as FRO sgam
oorhecidas principalmenis por ssus efsios del =idrios ma fingio
espenlica, exisem evidéncias axfivisnies para apoiar a hipdie-
e de que, em haixas & conroladss concenirapdes, os espéuiss
realivas participam nos mecanismos de sinalizagio da
transdugda’. Um aumienio ma conceniragio d= ':".' &um dos
PrimsnTs passes Heosssrios para que aconiecamn i indugdo = o
dessrvolvimenio dos movimentos de hiperativacio e o fmime-
no d= capacitagio do u-pa'ruah:n:ﬂini:“. #s ERO facilitam a rea-
o aoroesstmica por o de um efriio sstimudatino na fsfolipass

Repri Bt 200

89



Luccless et al

A presenber sspermabozfids burnana . Esta enzim & estimu-
lada pelo fon cilcio & penixidos lipidioos pressntes na membrana
plasmitica. Além disso, as ERO auiliam na ativagio da
fosforilagio da tirosina, desempenhands papsl imporiant: ma
mediagio da ligapic do espermatozdids oo cdbe™,

Estzs achados mosram a importincia do equailibric
adequado enire antioxidantes & baixos niveis de ERO qus <o
necessarios para fungin espsrmatica nommal

Espécies reativas dz omigenic em borens férles & infertets

A funcdo espermidtica prejudicada & uma causa geral &
Eknia da inferiilidade masculing, ne sntanie o desconirole =
produgio excessiva de FRUO parscem ter um papel significani=
camo um dos maiores falores que conduzem o um estade s
inferti lidade™™™ %" GiliGusman e &l mosmaram que sxiss
uma significants variagio de célula para c8ula com relagio 4
produgdo de ERO, smiraxdo da pressnpa de sspermabondides
em diferentes esthgios de mahmagio, « que o dano oxidative
cansado aos espemmatoxtidss maduros pelas ERYC produi-
das por sspemmatoatides imahros duranie a migragio pelos
nibuakos semiiniferos para o spididimo pode ser uma imporian-
t2 causa d= infertilidade masculina®’.

Esnydos mestmram que niveis aumentades d= ERD
tém side encontrados no sémen de homerns indensst " .
5123 12m sido comslacicmados com a dimimwicie damorfologia
do espermatczdide, como indicade por uma baixa proporgio
de esparmatozdides com morfologia normal ne sémen ™", Em
recenbe estudo, Mallella of @f mostrou forte comelacdo negati-
va enfrequalidads seminal { derivada de parimeiros semyinais)
e niveis de ERD e iodos o= pacientes com falores masculi-
nea d=inferilidade’. A corrslagio aumenia significativaments
oom o aumenbs dos espemmatorides anommais ¢ com a dimi-
nuigdo da motilidade™. Isto vemn de acordo com alguns pes-
quisadores que acrsditam que as conesniracdes patoligicas
de ERC d=teviadas no =fmen d= homens infértsis se devem
mais provarelmenie ao aumenio da produgio d= ERO & ndo
p=la dsficifncia d= enzimas antioxidanies oo plasm s=minal
[Sed = Carf'4, Entrefanio culres sshados™ ™8, sugenam qus
EO deve serresulindo da deficients capacidads anticcdanes
semiral. Tendo am visia que, os niveis d= Sod & Cal apresen-
taram correl apio posiliva com a conosniTacio esparmdlica =
negativa com niveis d= lascdoilos seminais, & estes altimos
apresentaram correlagio inversa oo motilidads™,

[fm #shade prospective demonstrou quae homens com
alics niveis de ERO tinham sste vezes menos chancs: d= esia-
belecer urma gravider comparado dquzles com baixa geracaot .
Sendo o dano cxidabivo ao sspemmabantide a maior causa d=
disfungdo espermdtica. As defesas antioxidantss ndc
enzimsdiicas botais Fforamn inversaments relaci cnadas com LPOY
& o8 altlosmiveis de ERO associados com significativo sumen-
oo da produgio de MDA,

Esnydes sugersm a inclusio da avaliagio rotinzira da
mizdida de ERO-CAT | espéries reativas de oxigénic-capaci-
dads anticci dante tokal) como um novo pardmetno do EO, ten-

FapwddoA Chimisic-7. 20
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do e vista que 2 associngin destes damonsirou significin
i superior m separacao ds homens féreis e inférteis do que
a avaliagio dos pardmetros em separado foi demonsirado gque
homens inférizis, indspendents da forma de diagnéstica
idiopitica ou fatores masculinos, possulam niveis significali-
vameniz mais baixcs de EROUC AT, do que os conimales”, Ser-
vinds com importants fabor d= identificagdo dos pacientes
irdéTtzis oom diagnastico clinico de inferiilidade masculira ™.

Portamin, csniveis d= ER D no s&men, sio uma r=al pre-

copagdo, pois eles quando presenies em alios niveis sio po-
tencialments bixicos & qualidads & fungio do esparmalnztide.

Conchrsio

Aparentements, sxists uma religis dirsta snire niveis
elevados de ERO = infertilidade masculim. Poranio o enten-
dimento dos mecanismos snvolhvidos e pesguisas para altsrar
a relapiosntre produpio s naatmlizacio das EROD s8o de gran-
de importincia para que consigam os aumeniar as chances d:
umi casal vir a esiabelzoer gravidez.

ABSTRACT

Male infertilicy isa mukifactorial entity covering a great van=ry
of allerafions. [t may ke congenital or acquirsd. 1diopathic
infertility may be caused by emcess production of reactive
cxygen species in seminal plasma, leading o oxidative siress.
Studizs have shown that burman sperm can gensrabs reactive
cxygen species when incubated in asrobic snvironments, and
the main sources of reaclive oxygen species in s=men ars
l=ukaoyvies, spemnwith residual cytoplasm and immature sperm.
The plasma membrane of spsrm is rich in pobamsanmated
farty acids, andit is vulnerable to the lipid psroxidation process
that may damage the c2ll siruciure, motilicy, sorvival and
mistaholic finctions of the spemm. Chodative siress may inducs
damage to the spermatic DA, and could be responsible for
speeding-up the process of gemm ozl apopiosis, leading foa
reduction in the sperm concentration, and to the apparent
deterioration of the ssminal quality obssrved in the last 4 1o 5
decades. Howewver, two faciors protect the spemm DRA from
cxidative attack: the characteristic of DMA packaging, and ths
anficwidants presenk in the seminal plasma. Consequenthy, the
reaciive oxygen spevies have favorable or hammifid] = ffecis an
the sperm function, depending on their natare and
conoentration, os well asthe tims and placs of sxposure. Thess
findings show the importanes of an adequale balance bebwesn
anticxidants and lowr levels of BOS nesded for nommal sperm
function.

UNITERMS: Male infertility; reaclive oxygen speciss;
anticoidants; cxidative stress |
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