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RESUMO

A infertilidade masculina é causada por diferentes fatores. As
causas mais comuns incluem ndmero insuficiente de esper-
matozdides, e/ou pouca motilidade destes. O uso de antio-
xidantes poderia contribuir no tratamento da infertilidade
masculina em pacientes com perda da qualidade seminal.
O objetivo deste estudo foi avaliar se o uso de antioxidan-
tes (Spirulina platensis e resveratrol) contribui na qualidade
seminal em homens entre 40 e 60 anos de idade.

Material e métodos: Este é um estudo clinico randomizado
com dois grupos: Spirulina platensis (Sp) e Resveratrol (R),
cada um dos grupos foi composto por 25 homens entre 40 a
60 anos de idade, totalizando 50 homens. Para as analises, o
grupo Sp foi submetido a terapia de 4g de Spirulina platen-
sis em capsulas e o grupo R foi submetidos a terapia com
500mg de Resveratrol em capsulas, ambos durante 90 dias.
As amostras foram submetidas as analises de Espermogra-
ma, Indice de substancias reativas ao acido 2-tiobarbitdrico
(TBARS) e Catalase (CAT), antes e depois da terapia. Todos
os homens foram submetidos a um questionario padrdo. A
anadlise de espermograma obteve significédncia na concentra-
cdo (p=0,022) e morfologia espermatica (p=0,037) com o
uso de Sp, e significancia na motilidade (p=0,027) e vitalida-
de (p=0,017) com uso de R.

Conclusao: a terapia de 90 dias com Spirulina platensis ou
resveratrol tem um efeito estacionario das espécies reativas
de oxigénio, contribuindo para a melhora da qualidade
seminal em homens entre 40 e 60 anos de idade.

Palavras chave: Antioxidantes. Envelhecimento. Infertilida-
de masculina. Qualidade seminal.

ABSTRACT

Male infertility may be caused by different factors. The most
common ones include the insufficient number of sperm
and/or this little motility. The use of antioxidants should be
contribute to the treatment of male infertility in patients
with loss of seminal quality. The main objective of this study
was evaluating if the of antioxidants (Spirulina platensis and
resveratrol) contributes in the seminal quality among men
between 40 and 60 years old.

Material and methods: This is a randomized clinical study
with two groups: Spirulina platensis (Sp) and Resveratrol(R),
each of the groups has been compound by 25 men between
40 and 60 years old, wich means they were 50 in total. For

the analysis, the Sp group were made to have 4g of Spirulina
platensis whereas the R group took 500mg of Resveratrol, in
both cases the medicine was taken in capsules and during 90
days. The samples were sent to spermogram analysis, index
of reactive substances to acid 2-thiobarbituric (TBARS) and
Catalase (CAT), before and after the therapy. All the men
have been submitted to a standard questionnaire. The analy-
sis of semen concentration achieved significance (p = 0,022)
and morphology (p = 0,037) using Sp. Motility (p = 0.027)
and vitality (p =, 017) have significance with use R.
Conclusion: the terapy use has a stationary effect of reac-
tive oxygen species, improving the seminal quality in men
between 40 and 60 years old.
Key words: Antioxidants.
Sperm quality.

Aging. Male infertility.

INTRODUGAO

A infertilidade é um problema que afeta homens e mulheres
na mesma proporcdo. De acordo com a Associacgdo Ameri-
cana para Medicina Reprodutiva (ASMR , 2007) e a Orga-
nizagdo Mundial de Saude (2010), infertilidade é a falta de
gestacdo detectada de forma clinica ou hormonalmente apés
12 meses de relagbes sexuais normais, sem contracepgao.
A infertilidade masculina é causada por diferentes fatores,
sendo que as causas mais comuns incluem ndmero insufi-
ciente de espermatozdides, e/ou pouca motilidade destes.

A tendéncia recente de paternidade tardia levanta preocu-
pacbes por causa dos efeitos negativos do envelhecimento
sobre a fertilidade. Embora se saiba que a fertilidade femi-
nina diminui com o envelhecimento como resultado da
diminuicdo da reserva de ovdcitos e de qualidade, estudos
recentes tém demonstrado os efeitos do envelhecimento no
sistema reprodutor masculino. No entanto, o declinio obser-
vado relacionado a idade na fertilidade masculina continua a
ser estabelecido (Desai et al., 2010).

Os recentes achados da comunidade cientifica discutem com
énfase a relagdo entre o envelhecimento humano e o estres-
se oxidativo (Gharagozloo et al. 2011). Dentre as teorias que
explicam o envelhecimento humano, a teoria do estresse
oxidativo é hoje uma das mais aceitas cientificamente. Estes
resultados podem mostrar que existe uma relagdo entre o
processo de envelhecimento humano e sua correlagdo com o
estado oxidativo do organismo.
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De acordo com Gharagozloo e Aitken (2011), o estresse
oxidativo pode afetar a fertilidade masculina. Assim, espe-
cialistas em fertilidade estdo explorando ativamente o diag-
néstico de estresse em espermatozdides, e avaliar o possivel
uso de antioxidantes para melhorar esta condicdo.

Um importante fator que contribui para a infertilidade é o
estresse oxidativo. O desequilibrio entre as espécies reativas
de oxigénio (EROS) e de antioxidantes no organismo pode
levar a queda no nimero de espermatozoéides e deformidade
dos mesmos. Altas concentragdes de EROS podem causar
patologias espermaticas, levando a peroxidacdo lipidica e
perda da motilidade e viabilidade. Estudos demonstram que
em pequenas e controladas concentragdes, as EROS desem-
penham importante papel nos processos fisioldgicos dos
espermatozoides, como a capacitacdo, reacdo acrossomica e
sinalizagdo de processos para garantir a fertilizagdo (Bansal
& Bilaspuri, 2011).

O uso de antioxidantes pode contribuir para redugdo de
estresse oxidativo nas células germinativas, melhorando sua
capacidade espermatica tanto na concentragdo quanto na
motilidade, apesar de nao se conhecer doses e tempo de uso
destas substéncias.

Um antioxidante que vem sendo pesquisado é o resvera-
trol, encontrado na uva e no vinho, podendo contribuir para
prevenir doengas e retardar o envelhecimento. O resvera-
trol, um polifenol natural, é encontrado em uvas verme-
lhas, amoras, mirtilos, extrato das raizes da erva daninha
Polygonum cuspidatum, e devido sua estrutura pode estar
relacionada a atividade antioxidante, ja sendo descrito suas
propriedades como um antioxidante e anti-inflamatdrio Esta
substancia pode estimular a acdo das sirtuinas, que sao enzi-
mas reguladoras dos mecanismos de longevidade, podendo
atenuar a agdo das EROS (El-Agamy, 2010).

O uso de resveratrol poderia reduzir os processos de lipo-
peroxidagdo em homens férteis e inférteis, potencialmente
melhorando a qualidade espermatica (Garcez et al., 2010).
A Spirulina platensis é uma cianobactéria encontrada em
varios territorios, incluindo areias, pantanos, lagos, rios e
mares (Khan et al., 2005). Seu cultivo é realizado em tanques
de agua expostos ao sol para possibilitar fotossintese. Pode
ser comercializada em po6 ou capsulas, com diversos propo-
sitos terapéuticos. Vem sendo utilizada ha séculos no México
ena Africa, e tem sido cultivada em fazendas de algas, com
producao atual que ultrapassa um milhdo de toneladas/ano,
para o consumo humano. A produgdo mundial é liderada
pelos Estados Unidos, seguido pela Tailandia, India, Jap&o e
China. A Spirulina esta legalmente autorizada como alimen-
to ou complemento alimentar na Europa, Japao e Estados
Unidos (Fox, 1996).

O laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos da Universida-
de de Passo Fundo vem estudando ha alguns anos o uso
terapéutico da microalga Spirulina platensis, a qual tém sido
utilizada mundialmente na alimentagdo humana e animal,
assim como na obtengdo de aditivos utilizados em formas
farmacéuticas e alimentos. Além de excelente suplemento
alimentar é uma fonte potencial no tratamento de diversas
doengas (Ambrosi et al., 2008), podendo também contribuir
para o tratamento da infertilidade masculina, melhorando a
qualidade seminal em homens inférteis.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar se o
uso de antioxidantes (Spirulina platensis e resveratrol)
contribui na qualidade seminal em homens entre 40 e 60
anos de idade.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa passou pela aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Passo Fundo. O periodo de
coleta de dados para avaliacdo, bem como o experimen-
to, ocorreu entre janeiro de 2012 a novembro de 2012 no
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Laboratério de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB), no Laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos do Curso
de Engenharia de Alimentos da UPF e na Genesis Centro de
Reprodugao Humana de Passo Fundo.

Foi realizado um estudo clinico randomizado com 2 grupos:
Spirulina platensis (Sp) e Resveratrol (R). Ambos os grupos
foram compostos por 25 homens entre 40 e 60 anos de
idade, totalizando 50 homens (n=50). Para as analises o
grupo Sp foi submetido a terapia oral em capsulas de 4g de
Spirulina platensis durante 3 meses (90 dias). O grupo R foi
submetidos a terapia oral em cépsulas de 500mg de Resve-
ratrol durante 3 meses (90 dias).

As amostras de ambos os grupos foram submetidas as anali-
ses de Espermograma completo, Indice de substancias reati-
vas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS) — Analise do Estresse
Oxidativo e Catalase (CAT). Apods trés meses de terapia com
Spirulina platensis (4g) e resveratrol (500mg), as analises
foram efetuadas novamente, comparando os resultados
entre as analises antes e depois da terapia.

Ambos os grupos, Sp e R, foram submetidos a um ques-
tionario padrdo antes da terapia, com os questionamentos
sobre idade, etnia, peso, fumante, pratica e intensidade de
exercicios fisicos, consumo e frequéncia de bebidas alcdoli-
cas, numero de filhos, se ja realizou fertilizagdo in vitro e,
ainda, se estava adquirindo medicamento controlado.

A Tabela 1 apresenta os parametros seminais de acordo com
a Organizagdo Mundial da Salde (2010), que foram avalia-
dos nesta pesquisa.

Table 1. Pardmetros seminais de acordo com a Organiza-
¢do Mundial da Saude

PARAMETROS SEMINAIS OMS 2010
Volume (mL) >1,5
Concentragdo (M/mL) > 15
Concentragao total (M) = 39
Motilidade total (%) > 40
Motilidade A + B (%) > 32
Vitalidade (%) > 58
Morfologia (%) >4

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude, 2010.

Para selecdo dos pacientes, foram incluidos no estudo
homens entre 40 e 60 anos de idade que apresentavam sub-
-infertilidade, caracterizada por espermograma anormal e
homens com espermogama normal de acordo com a Organi-
zacdo Mundial de Saude, 2010 (WHO, 2010).

A andlise seminal - espermgrama - também foi realizada de
acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2010).
Para tal, as amostras seminais foram coletadas por mastur-
bacdo em uma sala equipada do laboratério da Clinica Gene-
sis de Passo Fundo. Esse método teve a vantagem de ter sob
controle as condigGes de meio ambiente, e também a manei-
ra como a amostra foi coletada, e se ocorreu ou ndo perda
do material bioldgico durante a coleta. Além disso, pode-se
saber o lapso de tempo entre a ejaculacdo e a investigacao,
e, ainda, observagdes como, por exemplo, a presenca de
coagulacdo e a ocorréncia de liquefagdo. O periodo de absti-
néncia sexual foi de trés a cinco dias para todos os pacientes.
Para analise da liquefacdo, apds alguns minutos da ejacula-
cdo, o material coletado a temperatura ambiente, comega
a liquefazer, ficando mais fino. Este processo de liquefacao
foi analisado dentro de 30 minutos, ou seja, em 30 minu-
tos a amostra deveria estar totalmente liquefeita. Apds a
liquefacdo, a viscosidade da amostra foi estimada aspiran-
do, suavemente, com auxilio de uma pipeta, permitindo que
0 sémen caisse por gravidade, e observado o comprimento
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do fio formado, que deveria ter até 2 cm de comprimen-
to. A medida do volume foi realizado com auxilio de uma
pipeta descartavel. Apds misturar bem a amostra seminal,
espalhou-se uma gota de sémen uniformemente sobre a fita
de pH. Passados alguns segundos, foi realizado a compa-
racao da cor com a tira de calibragdo para determinar o pH
seminal. A analise da concentragdo e motilidade dos esper-
matozoides foram realizadas com auxilio de um microscopio
Optico, com objetiva de 20x e uma magnificagdo de 200x.
Para tal, foi homogeneizado a amostra de sémen, retirando-
-se uma aliquota de 5uL de sémen. Esta amostra foi coloca-
da na camara de Makler, e entdo acrescentou-se a laminula
redonda, que permite a obtengdo de uma espessura cons-
tante do esperma de 10mm. Levou-se o material ao micros-
copio com objetiva de 20x. Foi realizada a contagem de 5
guadrados da cdmera e a seguir, adicionou-se seis zeros ao
numero de espermatozdides contados nos 5 quadrados do
campo. Para analise da motilidade, foi realizado imediata-
mente apds contagem de espermatozoides (concentragdo).
Foi examinado no microscopio éptico em contraste de fase
de 200 a 400 vezes de ampliagdo. Foram escolhidos campos
aleatodrios da lamina. Com auxilio de um contador celular,
foi realizada a contagem espermatica avaliando a motilida-
de, expressa em percentagem de espermatozoides moveis.
Estes foram classificados em: grau A (motilidade progressiva
répida), grau B (motilidade progressiva lenta), grau C (moti-
lidade ndo-progressiva) e grau D (imobilidade). Para deter-
minagdo da vitalidade foi utilizado o teste da eosina Y. Foi
preparado NaCl 0,9% (dissolvendo 0,9g de NaCl em 100ml
de agua purificada); eosina Y 0,5%, dissolvida em 0,5g de
eosina Y em 100ml de 0,9% NaCl. Para a andlise, a amos-
tra de sémen foi homogeneizada; retirou-se uma aliquota
de 5 pL de sémen e 5 L de solugdo de eosina, e foram
colocados em Idmina e misturados com auxilio da pontei-
ra. Deixou-se por 30 segundos em repouso, € em seguida
analisou-se o material em microscépio éptico com contraste
de fase de 200 a 400 vezes as cabegas dos espermatozdi-
des. Foi realizada a contagem do nimero de espermatozéi-
des corados (mortos) e ndo corados (vital) com auxilio do
contador de células. Foram avaliados 200 espermatozdides,
a fim de alcangar uma forma aceitavel de baixa percentagem
de erro. Apds, foi realizado o célculo da média de esperma-
tozdides vivos e mortos. O resultado final foi expresso em
percentagem. Para realizacdo da morfologia espermatica foi
retirado uma pequena quantidade desse material seminal
sob a forma de uma pequena gota de esperma. O mate-
rial foi colocado na extremidade de uma lamina histoldgica
limpa. A seguir, foi feita uma distensdo de forma semelhante
a executada para estudo citolégico do sangue, em pelicula
fina. Esperou-se secar o material durante dois a cinco minu-
tos. A fixagdo do material foi realizada com kit de coloragao
de Leishman. Deixou-se o corante agir aproximadamente
15 minutos. A seguir 0 excesso do corante foi retirado com
algumas gotas de alcool metilico em uma lavagem rapida, e
depois, com muito cuidado lavou-se delicadamente a lamina
em agua corrente. Apds secagem foi efetuada a andlise em
microscdpio na objetiva de imersdao com dleo antidissapador
de fluorescéncia de alta qualidade (1000x).

Foram realizadas as analises bioquimicas do indice de subs-
tancias reativas ao acido 2-tiobarbittrico (TBARS) e a Cata-
lase (CAT).

Para determinacdo do TBARS, foi utilizada a técnica de
Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (Ohkawa et al.,
1979). Para tal, foi preparado os reagentes Lauril sulfa-
to de sddio, acido acético 20% pH 3,5 e TBA 0,8% (Acido
Tiobarbitlrico). Foi pipetado em um tubo falcon 200 L de
sémen, 25 pL de Lauril sulfato de sédio, 750 pL de acido
acético 20% pH 3,5, 350 uL de agua e por ultimo o reagen-
te TBA 0,8% . Apds encubado em banho fervente (95°C)

por 60 minutos. Apos, centrifugado (QUIMIS®) a 10.000
rpm por 10 minutos. Em seguida retirado 500 pL do sobre-
nadente e colocado em uma cubeta de quartzo para efetuar
a leitura no espectrofotdmetro em 535nm. Apds o ensaio
determinou-se a proteina de cada uma das amostras pelo
método de Lowry (Lowry et al., 1971). Realizou-se o calculo
final para obtencéo do resultado.

A atividade da Catalase (CAT) é diretamente proporcional a
taxa de decomposicdo do perdxido de hidrogénio, e obedece
a uma cinética de pseudo primeira ordem. Desta forma, a
atividade da enzima Catalase pode ser medida através da
avaliacdo do consumo de perdxido de hidrogénio. Este teste
consiste em avaliar a diminuigdo da absorbancia no compri-
mento de onda, onde ha a maior absorcdo pelo peroxido de
hidrogénio, utilizando-se cubetas de quartzo devido a alta
energia do comprimento de onda no qual foram realizadas
as medidas (Nelson & Kiesov, 1972).

A CAT degrada o perdxido de hidrogénio, que diminui a
absorcdo e com o tempo pode ser medido em 240 nm. A
diferenca de extingdo por unidade de tempo € uma medida
de atividade da CAT. A atividade de CAT foi calculada a partir
da variagdo de absorbéncia e expressa em U/mg (Ohkawa
et al., 1979). O principio da técnica se da pela queda da
absorbancia do H202 (A240) pela metabolizacdo deste pela
catalase. Foi preparado tampdo de fosfato de sdédio 20mM
pH 7,4, homogeneizado e centrifugado por 10 minutos. Os
materiais utilizados para a técnica foram tampdao para cata-
lase (fosfato 50mM), solucdo de H202 0,3M, (perdxido de
hidrogénio), cubetas de quartzo de 3 mL e material biolégico
(sémen). Foi colocado 2 mL de tampao, acrescentado 20uL
da amostra e homogeneizado. Zerou-se o espectrofotéme-
tro e acrescentou-se 50uL da solugdo peréxido de hidrogénio
(H202) 0,3M na cubeta, 20 uL de amostra seminal, e imedia-
tamente pressionado o botdo “iniciar leitura”. A duragdo do
ensaio foi de 60 segundos. Apds o ensaio determinou-se a
proteina de cada uma das amostras pelo método de Lowry
(Lowry et al., 1971). Realizou-se o célculo final para obten-
cao do resultado.

Para a estruturagdo do banco de dados foi utilizado o aplica-
tivo Epi Info™ 3.5.1 e para as analises os programas esta-
tisticos SPSS 18 e R 2.10.0 for Windows. Para a analise dos
dados foram utilizados os seguintes testes: a) para a compa-
racdo de uma variavel quantitativa com outra categorica foi
utilizado o Teste Qui-quadrado; b) para a comparagdo de
duas varidveis quantitativas foi utilizado o Teste t de Student.
O nivel de significancia utilizado nos testes para rejeitar HO,
quando a hipétese nula for verdadeira, foi de p < 0,05.

RESULTADOS

Todos os pacientes que participaram desta pesquisa realiza-
ram a terapia de acordo com o que foi estabelecido no Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, assim como finaliza-
ram no tempo proposto (90 dias) a administragdo da Spiru-
lina platensis e resveratrol, e realizaram as coletas antes e
apos a terapia.

Ap0s analise dos dados do grupo submetido a terapia com
Spirulina platensis, constatou-se que os parametros de
andlise seminal - espermograma - que tiveram melhora
nos resultados foram: concentragdo (p=0,022) e morfologia
espermatica (p=0,037), demostrando haver relagdo positi-
va depois da terapia oral com Spirulina platensis, conforme
apresentado na Tabela 2.

Observa-se na Figura 1 que a vitalidade das amostras
submetidas a esta terapia (Spirulina platenis), obtiveram
melhora de 3,33%.

A motilidade aumentou quando comparado antes e depois
da terapia, conforme Tabela 2. A concentracdo espermati-
ca (milhdes/mL) também aumentou significativamente apos
uso de resveratrol, cerca de 23,33%.
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Table 2. Analise seminal grupo Spirulina platensis

Variavel Experimento Média e desvio padrdo Teste t
AT 2,72+1,16 0,255
Volume (ml)
DT 2,96+1,40
. - AT 29,44+24,09 0,022%
Concentragao (milhdes/ml)
DT 39,32+27,68
~ i AT 109,96+70,25 0,079
Concentragao Total (milhdes/ml)
DT 88,60+69,43
N AT 63,83+39,65 0,839
Motilidade (%)
DT 65,42+34,49
AT 7,79+17,26 0,721
Grau A (%)
DT 8,08+16,24
AT 36,17+30,80 0,692
Grau B (%)
DT 39,12+29,72
AT 19,62+20,43 0,678
Grau C (%)
DT 18,37+17,27
AT 19,62+28,04 0,760
Grau D (%)
DT 21,92+25,09
o AT 68,46+31,12 0,129
Vitalidade (%)
DT 71,79+30,59
i AT 3,33+2,06 0,037*
Morfologia (%)
DT 4,21+3,02
pH AT 7,16£0,20 0,212
DT 7,13£0,21
* Significativo p < 0,05
Variavel Antes Depois p-value
Volume de sémen (ml) 2,7+1,16 3+1,4 0,255
Concentragdo de espermatozoéides (milhdes/ml) 29,4+24,1 39,3+£27,7 0,022*
Concentragdo Total (milhdes/ml) 88,6+69,4 110+70,2 0,079
Motilidade (%) 63,8+39,6 65,4+34,5 0,839
Grau A (%) 7,8%£17,3 8,1+16,2 0,721
Grau B (%) 36,2+30,8 39,1+29,7 0,692
Grau C (%) 19,6+20,4 18,4+17,3 0,678
Grau D (%) 19,6+28,0 21,9+25,1 0,760
Vitalidade (%) 68,5+31,1 71,8+30,6 0,129
Morfologia (%) 3,3%2,1 4,2+3,0 0,037*
pH 7,2%0,2 7,1£0,2 0,212
* Significativo p < 0,05
Analisando a morfologia espermatica antes e ap0s a tera-
pia com Spirulina platensis, houve melhora de 0,88%.
100% No grupo Resveratrol, assim como no grupo da Spiru-
90% 71,79% lina platensis, apresentaram resultados significati-
80% , 68,46% vos na motilidade (p=0,027), apds o terapia oral de
70% 5,5% S 500mg de Resveratrol (Tabela 3). Ou seja, a motilida-
60% - de espermatica aumentou 7,80% depois da terapia.
50% - Il Vitalidade AT Ja a concentracdo espermatica aumentou 24,35%, e a
40% - o morfologia teve uma melhora de 0,24%. A vitalidade
30% Vitalidade DT| espermatica aumentou 3,92% apds esta terapia.
20% N&o foi possivel a aplicagdo de teste estatistico dos
10% - parametros cor e aparéncia, viscosidade e liquefagao
0% ! em ambos os grupos, por se tratar de uma constan-
Resveratrol Spirulina p/atenSIs te, ndo existindo diferenca antes e depois da terapia,
conforme Tabela 4.

Figure 1. Vitalidade antes e depois do tratamento
com Resveratrol e Spirulina platensis.
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Tanto o grupo Resveratrol quanto o grupo Spirulina
platensis, a vitalidade, a concentracdo e a concen-
tragdo total foram significativas (p < 0,05), porém o
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Table 3. A nélise seminal do grupo Resveratrol. A tabela
mostra as variaveis realizadas no espermograma completo.

Variavel Antes Depois p-value

Volume de sémen

(m) 3,0£1 2,9+1 0,505
Concentragdo de
espermatozdides 32,7+£32,3 40,7+£37 0,229
(milhdes/ml)
Concentracéo Total | g4 9195 ¢ 129+140,4 0,109
(milhdes/ml)

Motilidade (%) 59,3%43,1 67,1£39,5 0,158
Grau A (%) 7,3%£24,9 9,72+26,6 0,099
Grau B (%) 30,1+33,8 40,9+35,5 0,027*
Grau C (%) 24,2428,2 19,4+24,5 0,199
Grau D (%) 19,9+32,6 9,7+19,3 0,057

Vitalidade (%) 55+33,6 58,9+34,1 0,017*

Morfologia (%) 3,4+2,7 3,7+2,7 0,110

pH 7,2+0,2 7,0%0,5 0,096

* Significativo p < 0,05

grupo Resveratrol apresentou melhor desempenho nas
anadlises. Ainda, a terapia com Resveratrol mostrou-se
mais eficiente do que a Spirulina platensis no quesito
motilidade, sendo um aumento de apenas 1,59% no
grupo Spirulina platensis, e 7,80% no grupo Resvera-
trol. Por outro lado, analisando morfologicamente os
espermatozoéides, o grupo Spirulina platensis apresen-
tou maior destaque (0,88% versus 0,24%).

Table 4. Impossibilidade de analise estatistica das variaveis.

Parametro Normal Aumentada Qui-quadrado
i AT 23 (92%) 2 (8%)
Viscost 0,920

ade DT 24 (96%) 1 (4%)
Core AT 25 (100%) 0 (0%)

E3
aparencia DT 25 (100%) 0 (0%)
AT 25 (100%) 0 (0%)

Liquefacdo *
DT 25 (100%) 0 (0%)

* Constante

Aplicando andlise estatistica Qui-quadrado no ques-
tionario padrdo, constatou-se que a motilidade esper-
matica foi menor no grupo de fumantes do que aque-
les ndo fumantes (p=0,044). Os homens que praticam
atividade fisica apresentaram melhor motilidade semi-
nal (espermatozoides grau A e B) do que aqueles que
ndo praticam nenhuma atividade fisica, p=0,035, e a

Table 5. Varidveis questionario padrdo através da analise
estatistica Qui-quadrado.

Dados pessoais Dados coletados p-value
Fumantes Motilidade espermatica 0,044*
Pratlcantef§ Fle atividades Motilidade seminal 0,035*
isicas
Fumantes Vitalidade espermatica 0,105
Consuarlnct:)é:l”ec:SeMdas Qualidade seminal 0,308
Fumantes Morfologia 0,042*

* Significativo p < 0,05

concentragdao espermatica é 6,27% maior que 0s nao
praticantes.

Por outro lado, a atividade fisica ndo influencia na vita-
lidade espermatica. Assim como a vitalidade ndo obte-
ve significancia entre os fumantes e os ndo fumantes
(p=0,105). Nao foi constatado nenhuma relacao entre
consumo de bebidas alcéolicas e a qualidade seminal
(p=0,308). O uso de medicamentos controlados ndo
influenciou na qualidade seminal.

Apds as analises de TBARS, constatou-se que em
ambos os grupos, Resveratrol e Spirulina platensis,
ndo obteve-se resultado significativo apos a terapia.
Na andlise de Catalase também ndo obteve-se resul-
tado significativo apds a terapia de ambos os grupos,
Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Table 6. Andlise de TBARS pela aplicagdo do Teste t
de Student.

Terapia Média e desvio-padrdo p-value
Resveratrol TBARS AT 1,284+0,64 0,985
Resveratrol TBARS DT 1,288+0,85

Spirulina TBARS AT 1,390£0,62 0,114
Spirulina TBARS DT 1,151+0,46

Table 7. Analise de TBARS pela aplicagdo do Teste t
de Student.

Terapia Média e desvio-padréo p-value
Resveratrol CAT AT 23,56+9,21 0,490
Resveratrol CAT DT 25,94+19,49

Spirulina CAT AT 22,25+15,82 0,278
Spirulina CAT DT 18,49+11,75

DISCUSSAO

O espermograma inclui uma analise seminal comple-
ta, incluindo a estimativa quantitativa (percentual de
espermatozoides moéveis) e qualitativa (velocidade
de progressdo e motilidade). Também sdo realizados
procedimentos de coloragdo vital para determinar a
vitalidade, a concentracdo e a morfologia espermatica
(MENKEVLD; KRUGER, 1997; DESAI, et al., 2010).
Os fatores ambientais, fisiolégicos e genéticos tém
sido implicado nas funcgdes do espermatozdide e na
infertilidade. Um dos fatores mais importantes que
contribuem para espermatozdides de ma qualidade é o
estresse oxidativo. Entre as varias causas, o estresse
oxidativo afeta a fertilidade e a fisiologia das células
espermaticas (BANSAL; BILASPURI, 2011).

Ndo foram encontrados estudos referente ao uso de
Spirulina platensis e resveratrol na avaliagdo da quali-
dade espermatica quando estes administrados via oral,
somente quando adicionados ao processo de congela-
mento espermatico, agindo como antioxidantes.
Neste estudo, aqueles pacientes submetidos a terapia
com Spirulina platensis e resveratrol, quando anali-
sado o parametro de vitalidade constatou-se melho-
ra apds a terapia. A vitalidade reflete na proporgao
de espermatozdides vivos. O principio desta técni-
ca baseia-se na perda da integridade da membrana
plasmatica, que esta ligada também ao dano do DNA

JBRA Assist. Reprod. | V. 16 | n°5 | Sep-Oct / 2012



276

Artigo Original

45
40 1 ‘
354
M Concentragdo AT

301 (milhdes/ml)
257 Concentragdo DT
20+ (milhGes/ml)
151
101

54 .

0+

Resveratrol Spirulina platensis

Figure 2. Concentragdo antes e depois do tratamento
com Resveratrol e Spirulina platensis.

espermatico e morte celular. A partir deste dado,
podemos concluir que o uso destes antioxidantes auxi-
liam na protecdo da membrana plasmatica, impedindo
a morte celular, e consequentemente aumentando a
percentagem de espermatozoides vivos nos homens
submetidos a estas terapias, ou seja, aumentando a
viabilidade espermatica (CAPUCHO et al., 2012).
Apés uso de Spirulina platensis e resveratrol, a concen-
tragdo espermatica (milhdes/mL) também aumentou
nas amostras. Ao contrario do que mostrou o estudo
de Garcez et al. (2010), quando aplicou resveratrol
em congelamento de espermatozdides e notaram que
apdés descongelamento a concentracdo e motilidade
espermatica permaneceram iguais. Ja outro estudo
mostrou que a adigao do resveratrol no congelamen-
to espermatico apresentou melhora da motilidade e
viabilidade espermatica (MEAMAR et al., 2012). Isto
significa que, em nosso estudo, a terapia oral com
antioxidantes contribuiu para a melhora da qualida-
de seminal, principalmente nos parédmetros concen-
tracdo e motilidade espermatica. Esses parametros
sdo importantes para aqueles casais que desejam
ter filhos naturalmente, sem necessidade de recorrer
ao tratamento de fertilizacdao in vitro, uma vez que
a concentracdo e motilidade espermatica permitem a
fertilizagdo natural do odcito.

A morfologia obteve uma melhora significativa naque-
les pacientes submetidos a Spirulina platensis, e com
o resveratrol, houve aumento da porcentagem apds a
terapia (0,24%). Pode-se dizer que os efeitos dano-
sos do estresse oxidativo em espermatozdides estdo
entre 30% a 80% dos casos de infertilidade masculina
(ESTEVES; AGARWAL, 2011). Os espermatozdides sdo
protegidos por varios antioxidantes e enzimas antio-
xidantes no plasma seminal. Estes antioxidantes sdo
agentes responsaveis pela quebra da reagdo oxidati-
va, reduzindo, assim, o estresse oxidativo.

A partir disso, o uso destas terapias contribuiram para
a melhora da concentragdo, motilidade e morfologia
dos espermatozéides, sendo util no tratamento da
infertilidade masculina (BANSAL; BILASPURI, 2011).
Em ambos os grupos (Resveratrol e Spirulina platen-
sis), obteve-se resultados positivos apos a tera-
pia oral, ou seja, alguns parametros houve melho-
ra e outros permaneceram estaveis aos resultados,
mostrando que estes antioxidantes podem ser impor-
tantes no tratamento da infertilidade masculina atra-
vés da estagnagdo dos parametros ou melhora destes.
Um dado importante a citar, é o fato da inexistén-
cia de estudos comparando a Spirulina platensis com
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a qualidade seminal, principalmente no parametro
concentragdo espermatica. E, neste estudo, mostra-
mos a melhora deste parametro seminal. Assim como,
quando utilizado resveratrol, houve melhora na moti-
lidade espermatica.

Apesar de nao ter sido encontrado estudos referente a moti-
lidade espermatica e o uso de cigarro, nesta pesquisa cons-
tatou-se que a motilidade foi menor no grupo de fumantes
do que no grupo de ndo fumantes (p=0,044). Acredita-se
que, o cigarro por ser um dos contribuintes da formacao
de espécies reativas de oxigénio, tem a influéncia de dani-
ficar os parametros seminais. Ainda, os homens que prati-
cam atividade fisica apresentaram melhor motilidade semi-
nal (espermatozdides grau A e B) do que aqueles que ndo
praticam nenhuma atividade fisica, p=0,035. Os espermato-
zoides grau A e B sdo aqueles capazes de fertilizar o 6vulo
naturalmente. Portanto, a pratica de atividade fisica também
pode contribuir para a qualidade seminal, ja que o nivel de
estresse oxidativo e geracdo de espécies reativas de oxigé-
nio também diminui, contribuindo assim para a fertilidade
masculina (CAPUCHO et al., 2012).

CONCLUSOES

O uso do Resveratrol e da Spirulina platensis estao
associados com muitos beneficios a saude, princi-
palmente a inativagcdo de doengas, por serem fontes
ricas de antioxidantes e facilmente incorporados na
membrana lipidica, inibindo a formacdo de radicais
lipidicos e mantendo a integridade da membrana e o
equilibrio i6nico da célula.

Nesta pesquisa teve-se a perspectiva que estas duas
terapias fossem capaz de agir como antioxidantes,
melhorando a qualidade seminal em humanos apés
sua administragdo oral. Mostramos resultados posi-
tivos apenas de que a ingesta oral de resveratrol e
Spirulina platensis também podem contribuir no trata-
mento da infertilidade masculina, ja que apods a tera-
pia de 90 dias houve melhora dos parametros semi-
nais concentracdo e motilidade, que sdo considerados
cruciais para a fertilizagdo natural do évulo. N&do cons-
tatamos acdo destas substancia sob o estresse oxida-
tivo, onde ndo foram apontados resultados significati-
vos da relagdo com TBARS e CAT associados. Devido
a falta de artigos cientificos que relacionam a analise
de TBARS e CAT com o uso de resveratrol e Spirulina
platensis, acredita-se na necessidade de mais pesqui-
sas envolvendo estas terapias como agao antioxidante
nas células germinativas masculinas.

A causa mais comum da infertilidade masculina é a
pouca concentragdo ou a motilidade espermatica, ou
seja, presenga apenas de espermatozdides grau C e
grau D, que sdo incapazes de fertilizar os évulos natu-
ralmente. Nesta pesquisa conseguimos obter melho-
ra destes parametros em homens entre 40 e 60 anos
de idade, mostrando relagdo positiva deste tipo de
terapia quando relacionado a estas duas causas mais
comuns da infertilidade masculina.

Portanto, com este estudo mostramos que a suplemen-
tagdo oral destas substancias também podem melho-
rar a qualidade seminal em humanos quando realiza-
das anadlises em amostras frescas, sendo tratamentos
promissores para estudos futuros em homens inférteis.
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