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Efeito oxidativo do oxido nitrico e infertilidade no macho
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dependentes de sua concentragdo.

A capacidade de fertilizacdo dos espermatozéides é dependente, entre outros fatores, da sua
motilidade e da integridade de sua membrana. As substéncias oxidativas, quando produzidas
em excesso no organismo, em particular no liquido seminal, comprometem a motilidade do
espermatozéide e a sua viabilidade em promover a fertilizacdo. Um dos agentes oxidantes
capazes de promover estes efeitos é o 6xido nitrico (ON), responsavel pela mediacdo em
vérios processos fisioldgicos. O uso de terapias antioxidantes no tratamento de alguns tipos
de infertilidade deve ser feito com cautela, pois uma inibicdo muito severa podera compro-
meter as taxas de ON e, conseqiientemente, ira influenciar outros mecanismos fisiologicos

and integrity of its membrane. The oxidative substances when produced in excess in the
organism, in matter in the seminal liquid, they commit the mobility and viability of the sperm in
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The capacity of fertilization of the sperm is dependent, among other factors, of the mobility | Nitric oxide

Infertility

their capacity of fertilization. One of the oxidative substance capable to promote these effects is | SPem
the nitric oxide (NO), responsible for the mediation in several physiologic processes. The use of | Antioxidant

antioxidant therapies in the treatment of some infertility types should be made with caution
because it can commit the nitric oxide’s levels and consequently, it will influence other physiologic

mechanisms dependents of its concentration.

Introducao

A infertilidade masculina é uma sindrome multi-
fatorial que abrange uma grande variedade de desor-
dens, que podem ser congénitas ou adquiridas. As cau-
sas podem ser deficiéncia de gonadotropinas,
aberracdes cromossdmicas, desordens genéticas, dro-
gas, infeccdes genitais e doencas auto-imunes, entre
outras (27). Acredita-se que alguns destes defeitos
possam ser causados por uma excessiva producdo de
espécies de oxigénio reativo (EOR) no plasma seminal,
entre eles o 6xido nitrico (ON), levando a um estresse
oxidativo. Este fato resulta em sérios danos aos esper-

matozéides, como diminuicdo da motilidade e da via-
bilidade e comprometimento da capacitacéo e da rea-
cao acrossomica (1).

Em condices normais, as células somaticas con-
tém substancias antioxidantes em seu citoplasma. Po-
rém o espermatozéide, durante o periodo de matu-
racao, perde a maioria de seu citoplasma, e, com isto,
perde parte dos antioxidantes endégenos, ficando
vulneravel a acdo de EOR (28).

O objetivo do presente trabalho é apresentar algu-
mas consideracdes sobre o efeito adverso do excesso
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de ON e das terapias antioxidantes na capacidade repro-
dutiva do macho, no que diz respeito a fertilidade dos
espermatozodides.

Espermatogénese

Eum processo elaborado de diferenciacdo celular, res-
ponsavel pela producédo do gameta masculino (Figura 1).
Ocorre no interior dos tbulos seminiferos presentes nos
testiculos. Inicia-se ainda na vida embrionaria, com a for-
macdo das células germinativas, que permanecem em es-
tado de laténcia até a puberdade, quando, sob o efeito
das gonadotropinas hipofisarias, ddo inicio ao processo
de amadurecimento das células germinativas, com a for-
macdo dos espermatozéides (11).

Mecanismo hormonal da espermatogénese

O sistema reprodutor masculino é dependente de
horménios para regular sua funcdo. A hipdfise produz as
gonadotropinas — hormdnio foliculo-estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH) - sob o controle do hipotalamo.
O FSH é requerido para a espermatogénese, e o LH esti-
mula a producdo de andrégenos testiculares pela célula
de Leydig. O processo da espermatogénese é dependen-
te da testosterona testicular para se manter, e os érgéos
sexuais sao ligados ao andrégeno para desenvolver suas
atividades fisiolégicas. A secrecdo de LH é regulada pelo
mecanismo de feedback em fun¢do da concentracao
plasmatica de testosterona circulante, que controla a se-
crecdo endécrina da hipéfise e do hipotdlamo. A secrecdo
de FSH é requlada pela testosterona plasmatica e também
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Figura 1 - Espermatogénese sequndo Hermo e Clermont (11)
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pela inibina, um hormoénio peptidico produzido pelas cé-
lulas de Sertoli. Esta alca enddcrina é conhecida como eixo
hipotaldmico-hipofisario-testicular. Além do controle
hormonal, os 6rgédos reprodutivos sdo também sujeitos
ao controle nervoso simpatico e parassimpatico. Isto é
particularmente verdade para a funcdo erétil do pénis, que
esta sob o controle parassimpatico, e para a ejaculacéo,
que estéa sob o controle simpatico (29).

Espermatozoide

Os espermatozéides séo células especializadas cuja fun-
céo é fertilizar o 6vulo. Eles apresentam trés partes: uma,
denominada “cauda”, que é formada pelo flagelo, uma
organela citoplasmatica responsavel pela motilidade
espermética; a peca intermediaria, uma regido rica em
mitocdndrias, que fornece energia aos movimentos
flagelares; e a cabeca, onde se localiza o material genéti-
co e o acrossoma (Figura 2). O acrossoma é uma estrutu-
ra formada pelo aparelho de Golgi e constituida por
enzimas, cuja funcao € auxiliar a penetracdo do esperma-
tozdide na membrana externa do 6vulo, evento necessa-
rio durante o processo de fertilizacdo do évulo (3).

Capacitacdo espermatica e reaciao acrossomica

Os espermatozéides necessitam sofrer modificacdes
funcionais e estruturais para serem capazes de fertilizar os
o6citos. Habitualmente, o conjunto destas transformacdes
€ definido como “capacitacdo espermatica” (4). Original-
mente acreditava-se que estas mudancas ocorreriam ape-
nas quando os espermatozdides estivessem em contato
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Figura 2 - Morfologia do espermatozéide: A. microscopia Gtica; B. microscopia
eletronica - sequndo Myles (21)
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com o trato genital feminino. Do ponto de vista fisiol6gi-
co, essas alteracdes deveriam ser progressivas, ja que os
espermatozoides levam um tempo para atingir as trom-
pas e iniciar sua interacdo com os odcitos. Em geral, os
espermatozéides capacitados sdo aqueles que apresentam
reacdo acrossomica. Inicialmente, essas modificacdes ocor-
rem no nivel molecular da membrana plasmética e resul-
tam em alteracdes morfoldgicas (reacdo acrossomica) e
fisiologicas (hiperativacdo do flagelo).

A reacdo acrossomica é caracterizada pela fusdo entre
a membrana plasmatica e a acrossomal externa, resultan-
do em formacéo de vesiculas e permitindo a liberacéo de
enzimas do contelildo acrossdmico. Os espermatozdides
necessitam reagir com componentes dos oécitos (células
do cumulus, fluido folicular, zona pelGcida) para comple-
tar a reacdo acrossomica. O processo de capacitagao de-
pende de alteracdes da permeabilidade da membrana li-
gadas ao transporte dos fons célcio (21).

Fertilizacdo

A fecundacao (fertilizacao) é um processo que se ini-
cia com o contato entre o espermatozéide e o ovécito
(6vulo) e finda com a fusdo do material genético conti-
do nestes gametas. Este contato se da especificamente
entre receptores presentes na zona pelicida do ovécito
e ligantes localizados na membrana citoplasmatica do
espermatozéide. O complexo receptor-ligante induz a
reacdo acrossdmica, que consiste na liberacdo das
enzimas contidas no acrossoma, as quais tém a funcéo
de formar uma passagem para o espermatozodide, atra-
vés da zona pellcida, até a membrana citoplasmatica do
ovécito. O contato entre as membranas citoplasméticas
do espermatozdide e do ovdcito induz, neste Ultimo, a
reacao cortical na qual ocorre a exocitose das enzimas
contidas nos granulos corticais, localizados na periferia
do ovécito. As enzimas liberadas durante a reagao cortical
provocam modificacdes na zona peltcida, levando ao seu
endurecimento e a inativacdo dos receptores. Estas alte-
racoes, denominadas “reacdes zonais”, impedem defini-
tivamente, na maioria das espécies, a penetracdo de ou-
tro espermatozdide no ovécito (polispermia). O contato
das membranas citoplasmaticas dos gametas induz, ain-
da, a ativacdo do ovécito, com a retomada da divisdo
meidtica que havia sido suspensa na metafase Il. Com a
fusdo das membranas citoplasmaticas, o material conti-
do no espermatozéide é transferido para o ovécito. O
material genético do espermatozéide (pré-nlcleo mas-
culino) e o do ovécito (pré-nicleo feminino) fundem-se
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e preparam-se para a primeira clivagem da célula-ovo
ou zigoto (21).

O éxido nitrico (ON) é um gas formado em meio aquo-
so através da conversdo da arginina, na presenca de oxi-
génio e diversos co-fatores, em citrulina e ON pela acéo
da 6xido nitrico-sintetase (ONS) (Figura 3) (13). Sua mo-
lécula é labil e de grande difusibilidade, sintetizada de for-
ma regulada. O ON participa de mecanismos fisiolégicos
muito importantes, agindo como mensageiro intracelular
no controle do tonus vascular, na neurotransmissao, na
producdo de hormonios, na diferenciacdo celular, na ex-
presséo génica e na ativacdo de células do sistema imune
(19). Estas acOes dependem da producdo local e da dis-
ponibilidade da ONS, j& que o ON é rapidamente consu-
mido (20). A enzima que controla a producado do ON foi
encontrada sob trés formas homoélogas: iONS (indutora),
eONS (endotelial) e nONS (neuronal) (22). Aforma nONS
esta contida em neurdnios que sdo encontrados em varias
localizagdes no hipotdlamo e, em particular, nos nicleos
paraventricular e supra-dptico, cujos axdnios se projetam
para a eminéncia mediana e se estendem até o lobo neural
da hipdfise (18). O tipo iONS foi relatado em células do
sistema imune. Sua atividade apresenta-se elevada em
quadros inflamatérios, em fun¢do do aumento do ndime-
ro das células de defesa (16).

Oxidacéo bioldgica

A produgéo de EOR em espermatozéides esta associa-
da a funcéo fisiolégica normal, mas o descontrole e o ex-
cesso de EOR representam um dos maiores fatores relaci-
onados com a infertilidade (2). Estudos recentes mostraram
que entre 40% e 88% dos homens com baixa fertilidade
apresentam elevados niveis de EOR no plasma seminal (15).
Um dos oxidantes encontrados no plasma seminal é o
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Figura 3 - £squema de formagdo do dxido nitrico sob agéio das isoenzimas da 6xido
nitrico-sintetase
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6xido nitrico. Vérias evidéncias apontam para seu
envolvimento na funcdo espermatica normal (10) e na dis-
funcéo espermatica (24). Em situacdes de falha na regula-
¢ao da ONS, ocorre uma excessiva producdo de ON, que
pode causar patologias aos espermatozéides, diminuindo
a fertilidade (25). Estudos realizados por Moira et al. (19)
demonstraram uma correlacdo negativa entre esperma-
tozdides com ONS e a motilidade espermética. O excesso
de oxidantes no plasma seminal prejudica a capacitacdo
espermatica e a reacdo acrossomica (6). Defeitos esper-
méticos funcionais foram identificados como uma das cau-
sas de infertilidade humana (27). Estes defeitos podem
ser causados por uma excessiva producdo de ONS ocorri-
da no plasma seminal, produzindo estresse oxidativo e
resultando em sérios danos aos espermatozdides, como
diminuicdo da motilidade e da viabilidade e aumento dos
defeitos espermaticos (1). A capacitacdo espermatica é
essencial para a fertilizacdo. Caracteriza-se pela hipera-
tivacdo do espermatozéide e sua preparacdo para a rea-
¢édo acrossdmica, necessaria para o rompimento da mem-
brana externa do 6vulo (27).

O plasma seminal apresenta substancias que tém acdo
antioxidante, sendo esse efeito denominado “capacidade
antioxidante total” (CAT). Estas substancias auxiliam a
protecdo dos espermatozdides contra a oxidacao. Uma
depressao na CAT implica infertilidade de machos (15).
Exemplos de substéncias antioxidantes naturais sdo super-
o6xido dismutase, catalase e sistema peroxidase/redutase,
as quais tém um papel significativo na protecao do esper-
matozdide contra danos oxidativos (17).

Oxidacao e infertilidade

Efeitos oxidativos sobre o espermatozoide

Todos os organismos aerdbicos requerem oxigénio para
a sua sobrevivéncia. Porém, embora o oxigénio seja um ele-
mento essencial, seus metabdlitos, como o superéxido (O5-),
o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical oxidrila
(OH), sao capazes de modificar o funcionamento celular
de forma adversa, comprometendo mecanismos e arris-
cando a sobrevivéncia da célula. Estas EOR foram
implicadas como um fator que contribui para a infertilidade
masculina (7).

O espermatozéide humano é particularmente sensi-
vel a agressdo de radicais livres que atacam acidos graxos
poliinsaturados, promovendo falha no mecanismo de cor-
recdo do DNA. Células somaticas contém antioxidantes
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dentro de seu citoplasma. Porém o espermatozéide per-
de a maioria de seu citoplasma durante a maturacao, fal-
tando, assim, mecanismos endégenos que regulem e re-
alizem defesas enzimaticas, que sao observadas em outros
tipos celulares. Isto deixa os espermatozdides em uma
desvantagem significativa. Mas eles sdo protegidos pelo
protoplasma seminal, que contém uma abundéncia de
enzimas antioxidantes, como os superdxidos dismutase
e catalase, que removem EOR fundamentais, como
02- (S H202 (1 5).

Efeitos sobre a motilidade do espermatozéide

O éxido nitrico € um mediador funcional importan-
te em varios sistemas fisioldgicos, incluindo o sistema
reprodutivo. Porém, quando gerado em quantidades ex-
cessivas por periodos longos, principalmente durante
reacdes imunoldgicas, o ON ¢é citotdxico e citostatico
para micrébios invasores, bem como para as células que
0 geram e os tecidos adjacentes. Pacientes com infec-
cdo da éarea urogenital podem apresentar uma reducdo
da motilidade e da viabilidade espermética. E possivel
que a fertilidade reduzida nestes pacientes esteja relaci-
onada a toxicidade induzida pelo ON no espermatozéide
(23). Portanto a sintese excessiva de ON que acompa-
nha a infeccdo e a inflamacdo pode ser um fator impor-
tante na mudanca funcional dos espermatozdides, con-
duzindo-os a uma deficiéncia organica e acarretando a
infertilidade (24).

Efeito do ON no eixo hipotalamico-hipofisario-
testicular

O 6xido nitrico atua no hipotélamo, estimulando a li-
beracdo do hormoénio liberador de gonadotropinas (GnRH)
e inibindo a liberacdo de oxitocina. O GnRH, no nivel
hipofisario, estimula a liberagdo dos hormonios luteinizante
e foliculo-estimulante. Uma diminuicdo da concentracédo
de ON hipotalamico pode causar danos a funcao repro-
dutiva, j& que ele é um dos responsaveis pelo funciona-
mento do eixo reprodutivo, sendo de fundamental im-
portancia para a reproducdo normal (18).

Terapia antioxidante

Com o objetivo de melhorar a eficiéncia reprodutiva,
sao utilizados alguns antioxidantes, entre eles as vitami-
nas A, C e E. Estas previnem, nas fémeas, a diminuicdo
da taxa de ovulacdo associada com a idade e neutrali-
zam os problemas de distribuicdo e segregacao cromos-
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somica na primeira divisdo meidtica durante a formacao
do 6vulo (26). Em machos oligospérmicos, a administra-
céo de vitaminas C e E (200mg) por um periodo de dois
meses aumentou a concentracdo espermatica no
ejaculado (14). Dawson et al. (5) mostraram que, apds a
administracdo de 1.000mg de vitamina C durante qua-
tro semanas, foi observada uma melhora na motilidade
espermatica em pacientes fumantes. A vitamina C tam-
bém foi relacionada com o aumento do potencial de fer-
tilizacdo em homens saudaveis, com altos niveis de EOR
no sémem (12). Homens com normospermia, mas com
baixas taxas de fertilidade, apresentaram um aumento
da capacidade de fertilizacdo prévia in vitro ap6s o trata-
mento com antioxidantes (8).

A terapia antioxidante pode apresentar efeitos indese-
javeis se a dosagem de seguranca for ultrapassada. Altas
dosagens de vitamina A podem ser embriotdxicas e
teratogénicas, causando problemas neurais e anomalias
urogenitais e na musculatura esquelética (9). Uma dimi-
nuicao severa de ON produzida pelos antioxidantes apre-
senta um reflexo no eixo hormonal da reproducdo, com
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comprometimento na secrecao dos hormonios que regu-
lam esta funcgao (8).

Consideracoes finais

As taxas de 6xido nitrico no liquido seminal séo funda-
mentais para que os espermatozoides tenham plena ca-
pacidade de desempenhar sua funcdo de gameta. Quan-
do elevadas, o poder oxidativo do ON n&o s6 causa danos
a estrutura do gameta como, também, diminui sua mobi-
lidade e sua vitalidade. Mas, em contrapartida, concen-
tragdes muito baixas podem dificultar o processo de ferti-
lizacao e o inicio da divisdo celular do novo embrido. Uma
reducdo do éxido nitrico pode também comprometer a
funcéo reprodutiva através da disfuncdo da regulacéo do
eixo hipotalamico-hipofisario-testicular.

Portanto o tratamento da infertilidade masculina com
terapia antioxidante é bastante promissor, mas deve ser uti-
lizado com moderacdo, uma vez que as substancias
antioxidantes inibem a formacao do ON e comprometem
as suas fungoes fisiologicas.
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