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RESUMO 

 

SOUZA, Paula Fontoura Coelho de. Investigação da infertilidade masculina. 2016. 67 f. Tese 

(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

A leptina e seu receptor estão presentes nos espermatozoides, no entanto, seu papel 

sobre a função espermática ainda é controverso. Trabalhos recentes mostram que a leptina 

diminui o estresse oxidativo, que é considerado uma causa de infertilidade e tem efeitos 

deletérios sobre a fragmentação do DNA (fDNA) espermático e a sobrevida dos 

espermatozoides após o descongelamento. Assim como a leptina, a literatura tem apontado o 

hormônio peptídeo similar ao glucagon (GLP-1) como um potencial regulador da função 

reprodutiva. Este hormônio tem sido utilizado para o tratamento de diabetes tipo 2, porém, 

devido à sua curta meia vida,  foram criados agonistas do receptor do GLP-1 com maior meia 

vida, como é o caso da liraglutida. O presente estudo relatou um caso de azoospermia 

relacionado ao uso do liraglutida, dessa forma, se fez necessário aprofundar a avaliação de 

seus efeitos sobre o sistema reprodutor masculino. O objetivo deste estudo foi investigar a 

função dos hormônios leptina e liraglutida sobre a função espermática. Participaram deste 

estudo 114 indivíduos normospérmicos provenientes de laboratório especializado em 

reprodução assistida. Para a avaliação do efeito da leptina, as amostras de espermatozoides 

sofreram congelamento e descongelamento, com e sem capacitação, seguida por incubação 

em meio acrecido ou não com leptina. Antes e após o congelamento, foi realizada fDNA 

através da técnica de Sperm Chromatin Dispersion. Os parâmetros de estresse oxidativo 

foram mensurados através de espectrofotometria. O caso do paciente azoospérmico com uso 

do liraglutida foi publicado em forma de relato de caso e para entender o processo pelo qual a 

liraglutida pode ter afetado a espermatogênese, se fez necessário avaliar a presença do 

receptor do GLP-1 nos espermatozoides humanos e testículos de camundongos através da 

técnica de Western Blotting, pois este dado ainda não foi descrito na literatura. Foi realizada 

ainda a incubação in vitro de espermatozoides com liraglutida e analisado seu efeito na  

função espermática através da análise das taxas de motilidade e vitalidade. Para análise 

estatística dos resultados, foi utilizado o teste t pareado para comparar os grupos antes e após 

o congelamento, também foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas, seguida pelo pós 

teste de Holm-Sidak para comparar os grupos antes e após incubação dos espermatozoides 

com diferentes concentrações de leptina e de liraglutida. Considerou-se estatisticamente 

significante quando p≤0,05. Foi observado um aumento significativo da fDNA espermático 

após o descongelamento, comparado às amostras a fresco. A adição de leptina às amostras 

capacitadas antes do congelamento reduziu as taxas de fDNA e aumentou a atividade de 

enzimas antioxidantes. Detectamos a expressão protéica do receptor do GLP-1 em 

espermatozoides humanos e em testículos de camundongos e a liraglutida reduziu a taxa de 

motilidade espermática. A leptina e liraglutida estão envolvidas na regulação espermática. A 

adição de leptina às amostras capacitadas reduziu a fDNA e o estresse oxidativo melhorando a 

qualidade espermática no pós-descongelamento. Verificamos que tanto os espermatozoides 

humanos, quanto os testículos de camundongos, expressam o receptor do GLP-1. A incubação 

in vitro dos espermatozóides com liraglutida reduziu a taxa de motilidade progressiva, e o 

relato de caso sugere que  a liraglutida causou uma interrupção da espermatogênese, sendo 

restabelecida com a suspensão do medicamento.  

 

Palavras-chave: Espermatozoides. Leptina. Liraglutida. Estresse oxidativo. Fertilidade. 



ABSTRACT 

 

SOUZA, Paula Fontoura Coelho de. Male infertility investigation. 2016. 67 f. Tese 

(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

Leptin and its receptor are present in spermatozoa, however, its role on sperm function 

is still controverse. Recent studies show that leptin reduces oxidative stress, which is 

considered an infertility cause and has deleterious effects on sperm DNA fragmentation 

(DNAf) and sperm survival after thawing. As well as leptin, literature has indicated the 

hormone glucagon-like peptide (GLP-1) as a potential regulator of reproductive function. This 

hormone has been recommended for type 2 diabetes treatment. However, because of its short 

half life, GLP-1 agonists have been created with a longer half life, for example, liraglutide. 

This study reported a case of azoospermia related to liraglutide use, therefore, we found 

important to evaluate its effects on male reproductive system. The aim of this study was to 

investigate the function of the hormones leptin and liraglutide on sperm function. Participated 

on this study 114 normospermic patients from a specialized assisted reproductive laboratory. 

For the evaluation of leptin effect, sperm samples were frozen and thawed, with or without 

capacitation, followed by incubation in culture media supplemented or not with leptin. fDNA 

was evaluated through Sperm Chromatin Dispersion assay, before and after freeze-thaw 

cycle. The case of the azoospermic patient after liraglutide use was published as a case report 

and, for better understanding the mechanisms by which liraglutide could have affected 

spermatogenesis, we evaluated GLP-1 expression in human spermatozoa and mouse testis 

through Western Blotting technique, once these data are not present in literature. We also 

incubated sperm and liraglutide in vitro to study its possible effects on sperm function, by 

analysis of motility and vitality rates.  For statistical analysis, we used paired t test to compare 

groups before and after freeze-thaw cycle, repeated measures ANOVA followed by Holm-

Sidak test to compare groups before and after incubation with different concentrations of 

leptin and liraglutide hormones. Statistical significance was considered when p≤0,05. This 

study showed a significant increase in post-thaw sperm DNAf, compared to fresh samples. 

The addition of leptin to capacitated samples before freezing reduced DNAf rates and 

enhanced sperm  antioxidant enzymes activity. We detected the presence of GLP-1 receptor in 

human spermatozoa and in mouse testis. Liraglutide reduced sperm motility, but not sperm 

vitality. Through the analysis of the hormones leptin and GLP-1,  we found that both are 

involved in sperm regulation. Leptin incubation reduced DNAf and oxidative stress, 

improving post-thaw sperm quality. We detected that both human sperm and mouse testis 

express GLP-1 receptor. In vitro incubation of sperm with liraglutide reduced progressive 

motility rates, and the case report suggests that liraglutide has lead to an arrest on 

spermiogenesise, which was restored after medication interruption.  

 

Keywords: Spermatozoa. Leptin. Liraglutide. Oxidative stress. Fertility. 

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 1 – 

 

Quadro 1 – 

 

Quadro 2 – 

 

Figura 2 – 

 

Figura 3 – 

 

Figura 4 – 

 

Figura 5 – 

 

 

Figura 6 – 

 

Figura 7 – 

 

 

Figura 8 – 

 

 

Figura 9 – 

 

Figura 10 – 

 

 

Figura 11 – 

 

 

Figura 12 – 

 

Figura 13 –  

 

 

Figura 14 – 

 

Tabela 1 – 

 

Fases da espermiogênese....................................................................... 

 

Parâmetros seminais macroscópicos..................................................... 

 

Parâmetros seminais microscópicos e classificação da amostra........... 

 

Fragmentação do DNA espermático...................................................... 

 

Regulação hormonal do sistema reprodutor........................................... 

 

Expressão de leptina e de seu receptor................................................... 

 

Motilidade e vitalidade espermática em diferentes concentrações de 

leptina...................................................................................................... 

 

Validação do teste de fragmentação do DNA no laboratório................ 

 

Taxas de fragmentação do DNA espermático antes e após 

congelamento........................................................................................... 

 

Taxas de fragmentação do DNA em sêmen bruto, capacitado e 

capacitado com leptina............................................................................ 

 

Dano oxidativo em amostras capacitadas com e sem leptina.................. 

 

Atividade das enzimas antioxidantes em amostras capacitadas com e 

sem leptina............................................................................................... 

 

Motilidade e vitalidade espermática em diferentes concentrações de 

leptina...................................................................................................... 

 

Expressão do receptor de GLP-1 em espermatozoides........................... 

 

Motilidade e vitalidade espermática em diferentes concentrações de 

liraglutida................................................................................................. 

 

Expressão do receptor de GLP-1 em testículo de camundongos............ 

 

Parâmetros espermáticos do paciente azoospérmico em uso de 

liraglutida................................................................................................. 

 

 

14 

 

15 

 

15 

 

18 

 

19 

 

33 

 

 

34 

 

34 

 

 

35 

 

 

36 

 

37 

 

 

38 

 

 

38 

 

39 

 

 

39 

 

40 

 

 

41 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

DGC 

 

DNA  

 

EROs  

 

FDA  

 

fDNA  

 

FSH 

 

GLP-1  

 

GnRH   

 

GPx 

 

HTF  

 

ICSI  

 

LH  

 

MDA  

 

ObR  

 

OMS  

 

PBS  

 

VPN  

 

VPP  

 

SCD  

 

SCSA  

 

SH  

 

SOD  

 

TBARS  

 

TUNEL  

Gradiente de Diferentes Densidades 

 

Ácido desoxirribonucléico 

 

Espécies Reativas de Oxigênio 

 

Food and Drugs Administration 

 

Fragmentação do DNA 

 

Hormônio Folículo Estimulante 

 

Peptídeo Similar ao Glucagon  

 

Hormônio Liberador de Gonadotrofina 

 

Glutationa Peroxidase 

 

Human Tubal Fluid 

 

Injeção Intracitoplasmática de Espermatozoide 

 

Hormônio Luteinizante 

 

Malondialdeído 

 

Receptor de Leptina 

 

Organização Mundial da Saúde 

 

Solução Tampão Fosfato 

 

Valor Preditivo Negativo 

 

Valor Preditivo Positivo 

 

Dispersão da Cromatina do Espermatozoide 

 

Ensaio de Estrutura da Cromatina Espermática 

 

Sulfidril 

 

Superóxido Dismutase 

 

Substâncias que Reagem ao Ácido Tiobarbitúrico 

 

Marcação da porção terminal do ácido nucléico 



SUMÁRIO 

 

 

 

1 

1.1 

1.1.1 

1.1.2 

1.1.3 

1.1.4 

1.2 

1.2.1 

1.2.2 

1.2.3 

1.3 

2 

2.1 

2.2 

3 

3.1 

3.2 

3.3 

3.4 

3.5 

3.6 

3.6.1 

3.6.2 

3.6.3 

3.6.4 

3.6.5 

3.6.5.1 

3.6.5.2 

3.6.6 

INTRODUÇÃO............................................................................................... 

A INFERTILIDADE CONJUGAL............................................................... 

Infertilidade masculina................................................................................... 

A espermatogênese........................................................................................... 

O espermograma............................................................................................... 

O estresse oxidativo.......................................................................................... 

Fragmentação do DNA espermático................................................................ 

Hormônios que regulam a fertilidade........................................................... 

Regulação hormonal clássica........................................................................... 

Leptina.............................................................................................................. 

GLP-1................................................................................................................ 

Criopreservação de espermatozoides........................................................... 

OBJETIVOS.................................................................................................... 

Objetivo geral................................................................................................. 

Objetivos específicos....................................................................................... 

METODOLOGIA........................................................................................... 

Seleção de pacientes........................................................................................ 

Coleta seminal................................................................................................. 

Análise seminal................................................................................................ 

Classificação dos pacientes segundo os critérios da OMS........................... 

Capacitação espermática................................................................................ 

Incubação dos espermatozoides com leptina................................................ 

Expressão da leptina e de seu receptor nos espermatozoides.......................... 

Padronização da dosagem de leptina............................................................... 

Validação da técnica de fDNA espermático................................................... 

fDNA espermático............................................................................................ 

Mecanismos pró-oxidantes em espermatozoides............................................. 

Peroxidação lipídica.......................................................................................... 

Sulfidrilação de proteínas................................................................................. 

Mecanismos antioxidantes em espermatozoides.............................................. 

12 

12 

13 

13 

14 

16 

16 

18 

18 

19 

20 

21 

23 

23 

23 

24 

24 

24 

24 

25 

26 

26 

26 

27 

27 

27 

28 

28 

28 

28 



3.6.6.1 

3.6.6.2 

3.6.6.3 

3.6.7 

3.6.8 

3.7 

3.7.1 

3.7.2 

3.7.3 

3.8 

3.8.1 

3.8.2 

3.9 

4 

4.1 

4.2 

4.3 

5 

 

 

 

SOD................................................................................................................... 

Catalase............................................................................................................. 

GPx.................................................................................................................... 

Motilidade e vitalidade..................................................................................... 

Análise estatística.............................................................................................. 

Incubação dos espermatozoides com liraglutida.......................................... 

Expressão do receptor do GLP-1 nos espermatozoides humanos................... 

Motilidade e vitalidade..................................................................................... 

Análise estatística............................................................................................. 

Análise de Testículo de camundongos........................................................... 

Obtenção de testículos de camundongos......................................................... 

Expressão do receptor do GLP-1 em testículo de camundongos.................... 

Relato de caso.................................................................................................. 

RESULTADOS................................................................................................ 

Incubação dos espermatozoides com leptina................................................ 

Incubação dos espermatozoides com liraglutida.......................................... 

Relato de caso.................................................................................................. 

DISCUSSÃO.................................................................................................... 

CONCLUSÃO................................................................................................. 

REFERÊNCIAS.............................................................................................. 

APÊNDICE A - Aprovação no Comitê de Ética............................................. 

APÊNDICE B - Declaração de Colaboração com a clínica Vida Centro de 

Fertilidade......................................................................................................... 

APÊNDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para 

publicação do relato de caso............................................................................. 

APÊNDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Liraglutida) 

APÊNDICE E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Leptina)...... 

APÊNDICE F - Questionário de coleta........................................................... 

ANEXO A - Artigo do relato de caso do Liraglutida....................................... 

ANEXO B - Artigo dos resultados experimentais com leptina........................ 

ANEXO C - Artigo submetido dos resultados experimentais com 

Liraglutida......................................................................................................... 

29 

29 

30 

30 

30 

31 

31 

31 

31 

32 

32 

32 

32 

33 

33 

39 

40 

42 

48 

49 

54 

 

56 

 

57 

58 

60 

62 

63 

66 

 

67 

 

 



12 

INTRODUÇÃO  

 

 

1 A INFERTILIDADE CONJUGAL 

 

 

 A infertilidade conjugal já é considerada uma doença, segundo a Organização Mundial 

da Saúde (OMS) e acomete 10 a 15% da população que encontra-se em idade reprodutiva. A 

infertilidade é definida como a incapacidade do casal de conceber, após um ano de tentativa, 

em que o casal manteve relações sexuais frequentes, sem uso de métodos contraceptivos 

(WHO, 2010). 

 O homem e a mulher contribuem igualmente para a infertilidade conjugal, sendo esta 

representada por 35% de fator feminino, 35% de fator masculino, 10% de fatores masculino e 

feminino associados e os 20% restantes de causa desconhecida.  A infertilidade masculina 

pode resultar de baixa contagem de espermatozoides, baixa motilidade dos espermatozoides, 

uso de medicamentos e drogas, distúrbios endócrinos, exposição a poluentes ambientais, 

tabagismo, espermatogênese anormal, obstrução de um ducto genital, dentre outras (Brincat et 

al., 2015). 

 Dentre os casais que apresentam o quadro de infertilidade, muitos não procuram um 

tratamento por falta de conhecimento, por falta de acesso, por motivos religiosos e, devido ao 

alto custo do tratamento, por motivos financeiros. Dentre os casais que buscam o tratamento, 

40% deles são beneficiados com a gestação (Neri et al., 2014). Considerando-se que a taxa de 

gestação natural é de 15 a 20% ao mês, a taxa de 40% de gestação utilizando-se o tratamento 

de reprodução assistida parece baixa a princípio, no entanto, ela representa uma média que 

engloba desde fatores de infertilidade com altas chances de sucesso, como por exemplo, um 

fator tubário (por exemplo, uma obstrução da luz da tuba uterina) ou um casal de mulheres 

homossexuais, até um fator de infertilidade mais complexo, como a falência ovariana precoce 

ou a azoospermia não obstrutiva (ausência de espermatozoides no sêmen, sem obstrução do 

canal deferente). 
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1.1 Infertilidade masculina  

 

 

1.1.1. A espermatogênese 

 

 

A produção de espermatozoides ocorre nos túbulos seminíferos, é contínua e resulta 

em aproximadamente 100 milhões de espermatozoides por dia. O testículo possui 

aproximadamente 250 túbulos seminíferos enovelados, cada um desses túbulos encontra-se 

em um estágio da espermatogênese, permitindo com que essa produção de espermatozoides 

seja ininterrúpta. O ciclo da espermatogênese é completo em 75 dias, o que significa que uma 

alteração na produção de espermatozoides pode ser completamente revertida após 3 meses 

(Neto et al., 2016).  

O testículo apresenta uma estrutura arquitetônica única, onde as espermatogônias se 

encontram na região basal do túbulo, e se diferenciam ao longo do epitélio do túbulo, até a 

formação de espermatozoides, que se encontram na luz dos túbulos seminíferos. As células de 

Leydig encontram-se no interstício, entre os túbulos seminíferos e têm por função a secreção 

de testosterona para a espermatogênese. As células de Sertoli fazem parte dos túbulos 

seminíferos, e se estendem desde a lâmina basal, até a luz do túbulo, tendo por função a 

nutrição e sustentação das células germinativas, participando diretamente da espermatogênese 

(Neto et al, 2016). 

A espermatogênese termina na formação dos espermatozoides, que são células móveis 

e completamente diferenciadas e especializadas. Durante a espermiogênese, os 

espermatozoides passam por drásticas e necessárias mudanças estruturais (Figura 1), para se 

tornarem uma célula capaz de cumprir suas funções. Para percorrer todo o caminho até o local 

da fecundação, os espermatozoides precisam ser células bastante pequenas, para isso, perdem 

quase totalmente seu citoplasma durante a espermiogênese.  O núcleo dos espermatozoides é 

altamente compactado para ser transportado pela menor célula do corpo humano, para isto, as 

histonas são trocadas por protaminas, que oferecem uma maior capacidade de enovelamento 

do DNA. O complexo de Golgi forma o acrossomo, rico em acrosina, que é a principal 

enzima necessária para digerir a zona pelúcida do oócito e alcançar a membrana do oócito 

para a fertilização. O flagelo dos espermatozoides é formado a partir dos centríolos. E, para  

oferecer energia para o batimento flagelar, as mitocôndrias formam uma rede na peça 

intermediária. (Helfenstein et al., 2010). 
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Figura 1. Fases da espermiogênese 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fases da espermatogênese, mostrando as transformações pelas quais a espermátide sofre para a formação dos 

espermatozoides. Dentre essas mudanças, temos: a alta compactação do material genético, a formação do acrossomo, o 

descarte quase completo do citoplasma e a formação da rede de mitocôndrias na peça intermediária do espermatozoide. 

Fonte: Adaptado de: Moore e Persaud. MOORE, K.; PERSAUD, T.; TORCHIA, M. O início do desenvolvimento humano: 

primeira semana. In: Embriologia Clínica. Rio de Janeiro: Elsevier, 2008.  

 

 

1.1.2 O Espermograma 

 

 

A primeira ferramenta para a análise seminal é o exame de espermograma. Neste, são 

avaliados parâmetros espermáticos padrões e estabelecidos pela OMS. Dentre eles, temos os 

parâmetros macroscópicos e os parâmetros microscópicos. Os parâmetros macroscópicos 

(Quadro 1) incluem a avaliação do volume seminal, tempo de liquefação, pH e aspecto 

(coloração, viscosidade e turgidez) do sêmen (OMS, 2010).  

 As glândulas acessórias são as responsáveis pela constituição do plasma seminal, que 

é analisado dentro dos parâmetros macroscópicos. A secreção da vesícula seminal constitui 

75% do volume seminal. Além disso, a vesícula seminal participa da coagulação do sêmen 

imediatamente após a ejaculação, para que seja formado um tampão vaginal. A próstata 

contribui com 20% do plasma seminal e é a glândula responsável pela alcalinização do sêmen, 

para que este reduza a acidez do canal vaginal e possibilite a sobrevivência do espermatozoide 

durante a passagem em direção ao útero. A próstata contribui também para a liquefação do 

sêmen, através de suas enzimas proteolíticas, desfazendo o coágulo seminal. A gândula 
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bulbouretral secreta um líquido que lubrifica e limpa a uretra, antes da ejaculação. Com isso, 

os espermatozoides constituem aproximadamente 5% do sêmen ejaculado (OMS, 2010). 

 

Quadro 1. Parâmetros seminais macroscópicos  

Parâmetros Seminais (Macroscópicos) Valores de Referência 

Volume ≥ 1,5 ml 

Tempo de liquefação ≤ 60 minutos 

pH ≥ 7,2 

 

Legenda: Parâmetros macroscópicos seminais, segundo a OMS (OMS, 2010). 

Fonte: O autor, 2016. 

 

Os parâmetros microscópicos incluem a concentração, motilidade e morfologia 

espermáticas. De acordo com os parâmetros microscópicos, podemos classificar as amostras 

seminais (Quadro 2). O paciente que apresenta uma amostra com todos os parâmetros 

seminais normais é classificado como normospérmico (OMS, 2010). 

 

Quadro 2. Parâmetros seminais microscópicos e classificação da amostra 

Parâmetros Seminais (Microscópicos) Valores de Referência Classificação 

Concentração < 15 x 106 sptz/ml Oligospermia 

Motilidade < 32% sptz A + B Astenospermia 

Morfologia < 4% morfologia normal Teratospermia 

 

Legenda: Parâmetros microscópicos seminais e a classificação da amostra, segundo a OMS (OMS, 2010). 

Fonte: O autor, 2016. 

 

 O espermatozoide é o gameta masculino e o responsável pela fertilização do oócito, o 

gameta feminino. Para que isto ocorra, o espermatozoide possui uma função importantíssima: 

a entrega de seu material genético ao oócito. É fácil perceber, então, que a qualidade deste 

DNA é de grande importância para o desenvolvimento do embrião e a gravidez de sucesso. 

No entanto, existem alguns fatores que podem interferir na qualidade deste DNA. Dentre eles, 

o estresse oxidativo vem sendo apontado como fator relevante, nos estudos mais recentes 

(Gavriliouk e Aitken, 2015).  

 

 

 



16 

1.1.3 O estresse oxidativo  

 

 

 Em seu estado fisiológico, as células produzem espécies reativas de oxigênio (EROs), 

necessárias à maturação e capacitação espermáticas, as quais constituem o mecanismo pró-

oxidante.  As EROs devem constantemente ser neutralizadas por enzimas antioxidantes para 

manter o equilíbrio entre os mecanismos anti e pró-oxidante. Compondo o mecanismo 

antioxidante, temos as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase 

(GPx) (Cocuzza et al., 2007). O estresse oxidativo pode ser entendido como um desequilíbrio 

entre os mecanismos pró-oxidantes e antioxidantes de uma célula. O aumento do nível de 

EROs somado à redução do nível de enzimas antioxidantes desencadeia o estresse oxidativo 

(Di Santo et al., 2012).  

 Os espermatozoides são células especialmente mais vulneráveis ao ataque oxidativo, 

devido à sua exclusiva composição estrutural. Em consequência da perda da maior parte de 

seu citoplasma durante a espermiogênese, ocorre a redução da concentração de enzimas 

antioxidantes nos espermatozoides (Helfenstein et al., 2010). Além disso, sua membrana 

plasmática é rica em ácidos graxos poliinsaturados, tornando-a mais suscetível à peroxidação 

lipídica. Esses fatores determinam maior propensão dos espermatozoides à ação deletéria das 

EROs (Aitken et al., 2010). 

Ao sofrer um ataque oxidativo, seu material genético pode ter um grande dano, uma 

vez que encontra-se altamente compactado. Com isso, os efeitos deletérios do estresse 

oxidativo podem acarretar diversas alterações estruturais dos espermatozoides, tais como a 

fragmentação protéica, a peroxidação lipídica e a fragmentação da membrana e do DNA 

espermático (Helfenstein et al., 2010). O estresse oxidativo já é considerado uma causa de 

infertilidade masculina, visto que a elevada presença das EROs causa danos à motilidade 

espermática e à integridade do DNA espermático (Sieme et al., 2015).  

 

 

1.1.4 Fragmentação do DNA espermático (fDNA) 

 

 

 Além dos parâmetros padrões avaliados no espermograma, outros testes vêm se 

mostrando preditores da infertilidade masculina, como por exemplo, testes de fDNA 

espermático, testes que avaliam o estresse oxidativo, testes de anticorpos antiespermatozoides, 
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teste de reação acrossômica. Podemos destacar o teste de avaliação da fragmentação do DNA 

espermático, que consegue detectar 8% dos homens inférteis que possuem um espermograma 

normal (Lewis et al., 2013).  

 Existem alguns testes disponíveis para a avaliação da taxa de fDNA, dentre eles, 

temos o SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay), o TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end 

labeling), o ensaio COMETA (em gel de eletroforese) e o SCD (Sperm Chromatin 

Dispersion). O teste SCSA  é considerado o padrão-ouro para avaliação da fragmentação do 

DNA (Lewis et al., 2013). No entanto, o SCSA não se encaixa na realidade das clínicas de 

reprodução assistida, pois necessita de maior tempo de experimentação e tem como 

metodologia a microscopia de fluorescência. Já o SCD dispõe de relativo rápido tempo de 

preparo, já foi validado como um teste capaz de obter os resultados do teste padrão-ouro e já é 

utilizado nas clínicas para avaliação, complementando o resultado do espermograma. O 

método do SCD consiste em uma desnaturação das proteínas que envolvem o DNA dos 

espermatozoides, descompactando a cromatina (Feijó e Esteves, 2014).   

 Alguns centros de reprodução assistida, que não realizam ainda o teste de fDNA em 

seus laboratórios, enviam as amostras para laboratórios de São Paulo. Essas amostras são 

enviadas congeladas, por orientação dos próprios laboratórios diagnósticos de São Paulo.  

 A fDNA espermático pode ser causada por diversos fatores: apoptose nos túbulos 

seminíferos, defeitos no remodelamento da cromatina durante a espermiogênese, estresse 

oxidativo, ativação de caspases e endonucleases, quimioterapia e radioterapia, exposição a 

toxinas ambientais. O aumento nas taxas de fragmentação do DNA espermático está 

relacionado à alteração da morfologia embrionária, à redução das taxas de implantação e ao 

aumento do aborto recorrente (Figura 2) (Sakkas e Alvarez, 2010; Zhao et al., 2014).  
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Figura 2. Fragmentação do DNA espermático 

 

 

 

Legenda: Fatores que causam a fragmentação do DNA espermático e o resultado do aumento das taxas de fragmentação do 

DNA. 

Fonte: Adaptado de Sakkas e Alvarez, 2010. 

 

 

1.2 Hormônios que regulam a fertilidade 

 

 

1.2.1 Regulação hormonal clássica 

 

 

O testículo tem como funções essenciais a espermatogênese e a secreção de hormônios 

sexuais, ambas reguladas através do eixo hipotalâmico-hipofisário. O hipotálamo secreta o 

GnRH (hormônio liberador de gonadotropinas), que estimula a hipófise na secreção de FSH 

(hormônio folículo estimulante) e LH (hormônio luteinizante). O FSH estimula as células de 

Sertoli, a qual tem por função criar um ambiente favorável para a proliferação e maturação 

das células da linhagem germinativa, além de produzirem inibina B. O LH estimula as células 

de Leydig a produzirem testosterona, que por sua vez, é importante para a espermatogênese, 

pois participa do processo de diferenciação da espermátide. Ambas, inibina B e testosterona 
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regulam a secreção dos hormônios GnRH, FSH e LH, através de feedback negativo. Essa 

regulação endócrina é necessária para o funcionamento adequado da espermatogênese. 

Qualquer alteração na regulação hormonal do eixo pode causar redução ou ausência da 

produção espermática, podendo levar à subfertilidade ou até mesmo à infertilidade 

(Dimitriadis et al., 2015). 

 

 

Figura 3. Regulação hormonal da espermatogênese. 

 

 

 

Legenda: Adaptado de: Regulação hormonal do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. 

Fonte: Schlatt e Ehmcke, Seminars in Cell & Developmental Biology, 2014 

 

 

 

1.2.2 Leptina 

 

 

 A leptina é um hormônio peptídico produzido principalmente pelo tecido adiposo. 

Suas funções mais amplamente conhecidas estão relacionadas à obesidade, levando à inibição 

do apetite, da ingestão alimentar e à estimulação do gasto energético. No entanto, já foi 
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mostrada sua atuação nos diversos sistemas do organismo, dentre eles, o sistema reprodutor 

(Li et al., 2009).  

 A presença da leptina e de seu receptor em espermatozoides já foi descrita (Aquila et 

al., 2005; Jope et al., 2003; Li et al., 2009), no entanto, seu papel na espermatogênese e no 

espermatozoide ainda não está completamente esclarecido. Trabalhos da literatura mostram 

resultados conflitantes sobre o papel da leptina no número e qualidade dos espermatozoides. 

Lampiao e Du Plessis encontraram um aumento da motilidade total e progressiva, da reação 

acrossômica, assim como da produção de NO, após incubação in vitro de espermatozoides 

com leptina (Lampiao e Du Plessis, 2008). Em contraste, Li e colaboradores não observaram 

efeitos significativos da leptina sobre a motilidade espermática, a porcentagem de 

espermatozoides capacitados e que sofreram reação acrossômica, após incubação in vitro com 

leptina (Li et al., 2009).  

 Em outras espécies também foram realizados alguns experimentos com leptina. Em 

porcos, a incubação in vitro de espermatozoides com leptina levou ao aumento da reação 

acrossômica e produção de óxido nítrico (Aquila et al., 2013). Em contraste, o trabalho de 

Haron et al (2010) não realizou incubação in vitro da leptina com espermatozoides, e sim, fez 

injeções intraperitoneais de leptina em ratos e observou uma redução da contagem 

espermática, aumento da porcentagem de espermatozoides com morfologia anormal, redução 

do diâmetro dos túbulos seminíferos e da altura do epitélio seminífero (Haron et al., 2010). 

 Já foi sugerido que a leptina tenha efeitos sobre o estresse oxidativo (Solinas et al., 

2010; Yamagishi et al, 2001; Zheng et al., 2010), agindo sobre a peroxidação lipídica (Solinas 

et al., 2010) e a atividade de enzimas antioxidantes (Yamagishi et al., 2001; Zheng et al., 

2010). Nestes trabalhos o efeito da leptina sobre o estresse oxidativo foi testado em células 

endoteliais e cardiomiócitos. Nenhum dos trabalhos avaliou o efeito da leptina sobre o 

estresse oxidativo em espermatozoides. Além disso, até o momento, não há estudos 

investigando o papel da leptina no congelamento de espermatozoides. 

 

 

1.2.3 GLP-1 

 

  

 O liraglutida é  um agonista do receptor do hormônio peptídeo similar ao glucagon, 

glucagon-like peptide I (GLP-Ir) e é comumente recomendado para obesidade e tratamento do 

diabete tipo 2 (Marathe et al., 2013). Efeitos adversos relacionados ao tratamento com 
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liraglutida incluem pacreatite (Knezevich et al., 2012) e poliartrite (Ambrosio et al., 2014). Os 

hormônios gut e hormônios do tecido adiposo têm sido citados como potenciais reguladores 

da função reprodutiva (Comninus et al., 2014). 

A primeira evidência do papel do GLP-1  no sistema reprodutor foi em um estudo com 

camundongos knock-out para o receptor de GLP-1, sendo observado um atraso da puberdade 

em fêmeas e redução do peso das gônadas de machos, mesmo na presença de níveis de 

hormônios esteróides normais em ambos os sexos (Mac Lusky et al., 2000). Em homens, a 

infusão de GLP-1 reduziu a frequência de pulsos de secreção de testosterona, sugerindo um 

efeito inibitório da secreção de testosterona, mesmo em níveis inalterados de LH (Jeibmann et 

al., 2005). 

Recentemente foram comunicados ao Food and Drugs Administration (FDA) dois 

casos de diminuição da produção de espermatozoides com o uso do liraglutida (FDA 

communication). Estudos envolvendo a interação entre o GLP-I e o sistema reprodutor ainda 

são escassos. Nosso grupo publicou um relato de caso de paciente azoospérmico, em uso de 

liraglutida (Fontoura et al., 2014). 

 

 

1.3 Criopreservação de espermatozoides 

 

 

 A criopreservação de gametas e embriões tem uma grande importância na área da 

reprodução assistida, para preservar a fertilidade e propiciar a possibilidade de armazenar 

diferentes células envolvidas no prcesso de fertilidade. Levando-se em conta os 

espermatozoides, a criopreservação tem diversas aplicações, tais como o congelamento 

seminal prévio às cirurgias de prostatectomia, vasectomia, aos tratamentos de quimioterapia, 

radioterapia, e para o banco de sêmen de doadores (Petyim et al., 2014).  

 O espermatozoide humano permite o uso de diversos protocolos de congelamento, 

uma vez que apresenta uma boa taxa de sobrevida ao descongelamento, devido ao seu 

pequeno volume, ampla superfície e pequena quantidade intracelular de água. As taxas de 

sobrevida variam entre 25 a 75%, com uma média de 50%. Essa taxa varia de acordo com 

tipos de crioprotetores, protocolos de congelamento e com a qualidade seminal (Sieme et al., 

2016). 

No entanto, o ciclo de congelamento e descongelamento leva à formação de cristais de 

gelo intracelulares que ocasionam o rompimento de membranas e organelas celulares (Petyim 
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et al., 2014); modifica a estrutura e integridade das membranas plasmáticas (Sieme et al., 

2015); altera o potencial de membrana mitocondrial e libera EROs (Yeste et al., 2015). Além 

disso, a criopreservação reduz a atividade antioxidante do espermatozoide, tornando-o ainda 

mais susceptível à ação das EROs (Di Santo et al., 2012), podendo inviabilizar a função da 

célula e, até mesmo, levar à apoptose (Petyim et al., 2014).  

Com o intuito de minimizar esses efeitos deletérios, alguns trabalhos vêm testando a 

ação de antioxidantes na criopreservação seminal (Mata-Campuzano  et al., 2015; Zhang et 

al., 2015). Zhang et al observou efeito crioprotetor da l-carnitina, levando a uma significativa 

melhora dos parâmetros espermáticos pós congelamento, incluindo os níveis de fDNA (Zhang 

et al., 2015). Mata-Campuzano et al também observou redução da peroxidação lipídica e da 

fDNA, após incubação de espermatozoides com antioxidantes durante a criopreservação 

(Mata-Campuzano et al., 2015). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

 O objetivo deste estudo foi investigar a função da leptina e liraglutida sobre a função 

espermática. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

● Os testes de fragmentação do DNA espermático no Rio de Janeiro eram comumente 

realizados com amostras congeladas enviadas para um laboratório em São Paulo. Surgiu a 

hipótese de que o congelamento poderia interferir nos resultados do teste de fragmentação. 

Para testar essa hipótese, avaliamos os efeitos do ciclo de congelamento e descongelamento 

sobre a fragmentação do DNA de espermatozoides humanos. 

● Sabe-se que a leptina e seu receptor estão presentes nos espermatozoides e tendo em vista 

seu papel no estresse oxidativo, avaliamos a hipótese da leptina ter papel na criopreservação. 

Avaliamos se a capacitação espermática e a adição de leptina ao meio de cultivo previamente 

ao congelamento podem interferir na qualidade espermática após o descongelamento dos 

espermatozoides. 

● Com o aparecimento de um caso de azoospermia na Clínica Vida Centro de Fertilidade 

devido ao uso de liraglutida, foi publicado um relato de caso.   

● A partir do achado da influência do liraglutida sobre a fertilidade masculina, foi avaliada a 

presença de receptores do GLP-1 em espermatozoides humanos e testículos de camundongos, 

e foi avaliada a hipótese do liraglutida ter papel sobre a função espermática. 

 

 



24 

3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 Seleção de pacientes 

 

 

 Participaram deste estudo 114 indivíduos normospérmicos provenientes do 

Laboratório de Reprodução Assistida da clínica Vida Centro de Fertilidade, com até 45 anos 

de idade, que preencheram os seguintes critérios de inclusão: não portar infecções do trato 

urogenital, não apresentar varicocele ou hidrocele, não ser portador de outras doenças, tais 

como diabetes mellitus, obesidade, desnutrição, tabagismo e alcoolismo. As amostras 

leucospérmicas também foram excluídas do estudo, uma vez que os leucócitos produzem uma 

grande quantidade de EROs, podendo alterar os experimentos de estresse oxidativo. Para 

realização deste estudo, foi firmado um acordo com a Clínica Vida Centro de Fertilidade. Este 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto 

(CEP/HUPE 432.202) e tem o consentimento escrito dos pacientes. 

 

 

3.2 Coleta seminal  

 

 

 Para a coleta seminal, os pacientes foram orientados a não ingerir bebidas alcoólicas 

no dia anterior. A coleta seminal foi feita através de masturbação, respeitando-se o período de 

abstinência ejaculatória de 2 a 5 dias. As amostras foram coletadas em frascos estéreis 

previamente identificados e permaneceram a 37°C por 30 minutos até liquefação. 

 

 

3.3 Análise seminal  

 

 

 A análise macroscópica incluiu a avaliação do volume, viscosidade, cor, turgidez, 

tempo de liquefação e pH da amostra seminal; enquanto que a análise microscópica incluiu a 

avaliação dos parâmetros de concentração, motilidade, vitalidade e morfologia espermáticas. 

A análise microscópica foi realizada somente após a liquefação da amostra. A análise seminal 
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foi realizada com o objetivo de classificar as amostras e, a partir desta classificação, foram 

incluídos apenas os pacientes normospérmicos e excluídos os pacientes das demais 

classificações. 

 

 

 Concentração: A avaliação da concentração dos espermatozoides foi realizada 

utilizando-se a câmara de Neubauer. O resultado foi dado em milhões por ml (OMS, 

2010). 

 Motilidade: A determinação da motilidade espermática foi realizada utilizando-se a 

câmara de Makler. O resultado foi dado em porcentagem para cada uma das 

classificações: grau A (progressiva rápida), grau B (progressiva lenta), grau C (não 

progressiva) e grau D (ausência de motilidade) (OMS, 2010).  

 Vitalidade: A avaliação da vitalidade dos espermatozoides foi realizada a partir da 

adição de eosina a 0,5% à amostra. O resultado foi dado em porcentagem para as 

classificações de espermatozoides vivos e mortos, posteriormente à contagem de 200 

espermatozoides (OMS, 2010). 

 Morfologia: Foi utilizado o kit Spermac para coloração das lâminas contendo 

esfregaço seminal. O resultado foi dado em porcentagem para cada uma das 

classificações: normais, alteração na cabeça, na peça intermediária, na cauda e 

alterações associadas, posteriormente à contagem de 200 espermatozoides (OMS, 

2010).  

 Mensuração de leucócitos: Foi utilizado o Panótico Rápido para a coloração das 

lâminas contendo esfregaço seminal. A concentração de leucócitos foi considerada 

normal quando menor que 1 X 106 milhões por ml. A partir de 1 X 106 milhões por 

ml, a amostra foi considerada leucospérmica e excluída deste estudo (OMS, 2010). 

 

 

3.4 Classificação dos pacientes segundo os critérios da OMS  

 

 

 Os pacientes foram classificados como normospérmicos quando apresentaram todos os 

parâmetros seminais normais. Os pacientes que apresentaram as demais classificações foram 

excluídos do estudo. 
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3.5 Capacitação espermática  

 

 

 Para a realização da capacitação espermática, os espermatozoides foram centrifugados 

a 1050 rpm sobre dois gradientes descontínuos de densidade (90% e 45%) por 20 minutos 

(SpermGrad, Vitrolfe). Em seguida, foi feita uma lavagem a 1050 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado, foi acrescentado gentilmente ao pellet, 1 ml de meio de cultivo 

suplementado (Human Tubal Fluid – HTF, Irvine Scientific), e o tubo permaneceu a 37 ºC 

com inclinação de 45º por 1 hora. A fração móvel de espermatozoides foi obtida através da 

técnica de swim-up, ao remover o sobrenadante. O recuperado contendo espermatozoides 

móveis foi dividido em alíquotas para incubação com leptina e com liraglutida.  

 

 

3. 6 Incubação dos espermatozoides com leptina  

 

 

 Foi feita a incubação de alíquotas do recuperado capacitado com 10 ng de leptina a 

37°C e 6% de CO2 overnight, previamente ao congelamento dos espermatozoides.  

 

 

3.6.1 Expressão da leptina e de seu receptor nos espermatozoides  

 

 

 A fração capacitada de espermatozoides foi lavada e ressuspedida em tampão de lise. 

A mesma quantidade de proteínas (80 µg) das amostras foi utilizada. As amostras passaram 

por banho maria a 95°C por 5 minutos, foram separadas por um gel de poliacrilamida de 

eletroforese a 12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A diluição dos 

anticorpos primários foi de 1:1000 do anticorpo para leptina e de 1:1000 do anticorpo para 

ObR. A ligação do anticorpo secundário foi revelada com ECL. 
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3.6.2 Padronização da dosagem de leptina 

 

 

 Foi realizada a padronização da concentração de leptina a ser utilizada na incubação 

overnight dos espermatozoides. Foram testadas as concentrações de 0, 10, 100 e 1000 ng. 

 

 

3.6.3 Validação da técnica de fDNA espermático  

 

 

 Para a validação da técnica de fDNA foram realizadas análises com as mesmas 

amostras que eram enviadas ao laboratório diagnóstico RDO, considerado padrão ouro. Foram 

calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor 

preditivo negativo (VPN) durante a validação. 

 

 

3.6.4 fDNA espermático  

 

 

 Para avaliação da fDNA espermático foi utilizado o kit Hallosperm (Halotech DNA, 

S.L.). Os espermatozoides foram imersos em microgel de agarose em lâminas pré-tratadas. 

Foram adicionadas: a solução desnaturante, para denaturar as proteínas nucleares; a solução 

de lise para romper a membrana dos espermatozoides e liberar o conteúdo genético. O DNA 

não íntegro foi dispensado durante lavagem com água destilada. O material foi fixado com 

álcool e a coloração foi realizada com Diff-Quick. Os espermatozoides foram observados em 

aumento de 100X com óleo de imersão e classificados como normais, fragmentados e 

degenerados. Foram analisados 300 espermatozoides por amostra. O valor de corte do teste é 

de 30%. Ou seja, amostras com a fDNA acima deste valor, apresentam-se alteradas. Este teste 

foi utilizado para comparar amostras a fresco, congeladas, capacitadas e amostras com adição 

de leptina ao meio de cultivo. 
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3.6.5 Mecanismos pró-oxidantes em espermatozoides 

 

 

 A avaliação dos mecanismos pró-oxidantes foi realizada nas amostras com e sem 

adição de leptina.  

 

 

3.6.5.1 Peroxidação lipídica  

 

 

 A determinação da peroxidação lipídica em espermatozoides foi avaliada através da 

mensuração de substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). A oxidação de 

ácidos graxos da membrana forma um subproduto, o malondialdeído (MDA), que reage ao 

TBARS. Esta reação forma um produto róseo que foi medido espectrofotometricamente, no 

comprimento de onda de 532 nm (Draper e Hadley, 1990). 

 

 

3.6.5.2 Sulfidrilação de proteínas 

 

 

 A oxidação de proteínas baseia-se no princípio da reação do DTNB com grupamentos 

sulfidril (SH). O conteúdo SH foi medido espectrofotometricamente, no comprimento de onda 

de 412 nm (Ellman, 1959). 

 

 

3.6.6 Mecanismos antioxidantes em espermatozoides  

 

 

 A avaliação dos mecanismos antioxidantes foi realizada nas amostras com e sem 

adição de leptina. 
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3.6.6.1 SOD  

 

 

 A adrenalina sofre oxidação pela ação do ânion superóxido, que por sua vez, pode ser 

inibido pela atividade da enzima SOD. A oxidação da adrenalina pelo ânion superóxido forma 

o produto adrenocromo. 

 A atividade enzimática  da SOD (produto adenocromo) foi medida 

espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 480 nm. Foram utilizados os volumes 

de 20, 40 e 60 μl de cada amostra em três cubetas diferentes, que foram lidas uma de cada 

vez, adicionando a elas os seguintes reagentes: 1940 μl de tampão glicina (0,75 g em 200 ml 

de água destilada, pH = 10,2), 20 μl de catalase (0,0024 g/ml de água destilada) e, por último, 

40 μl de norepinefrina (95 mg em 5ml de água destilada + 15 μl/ml de HCl fumegante). As 

leituras foram feitas em intervalos de 10 segundos, durante 3 minutos para cada cubeta 

(Bannister e Calabrese, 1987). 

 Os valores obtidos na leitura foram passados para uma planilha de Excel. Os 

resultados obtidos foram apresentados em U de SOD/mg de proteína. 

 

 

3.6.6.2 Catalase  

 

 

 A catalase promove a degradação do peróxido de hidrogênio (H2O2) em oxigênio e 

água. A atividade da enzima catalase foi medida pela quantificação do H2O2 

espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 240 nm. Em cada cubeta foi 

adicionado 1 ml de tampão fosfato (PBS) com peróxido de hidrogênio (H2O2) (25 ml de PBS 

para 40 μl de H2O2) e 200 μl de cada amostra. As leituras foram feitas em intervalos de 30 

segundos, durante 1 minuto  (Aebi, 1984). 

 Os valores obtidos foram passados para uma planilha de Excel. Os resultados obtidos 

foram apresentados em U de catalase/mg de proteína. 

 

 

 

 

 



30 

3.6.6.3 GPx  

 

 

 A GPx catalisa a redução do H2O2 e hidroperóxidos orgânicos em água e álcool, 

utilizando a glutationa como doadora de elétrons. A atividade da enzima GPx foi determinada 

através da taxa de decaimento de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido 

(NADPH), por espectrofotometria, no comprimento de onda de 340 nm (Flohe e Gunzler, 

1984). 

 Os valores obtidos foram passados para uma planilha de Excel. Os resultados obtidos 

foram apresentados em U de GPx/mg de proteína. 

 

  

3.6.7 Motilidade e vitalidade 

 

  

 As taxas de motilidade e vitalidade foram determinadas antes e após a incubação 

overnight com leptina, em amostras a fresco. 

 

 

3.6.8 Análise estatística 

 

 

 Foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 6.0 para análise dos resultados. 

Os dados foram apresentados como média  erro padrão da média (E.P.M.). A normalidade 

da amostra foi testada através do teste D´Agostino-Pearson. Para análise estatística dos 

resultados foi utilizado o teste t pareado para comparar dois grupos antes e após o 

congelamento, a capacitação espermática e a adição de leptina ao meio de cultivo. Foi 

utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas para comparar os grupos antes e após 

incubação dos espermatozoides com diferentes concentrações de leptina. Foi utilizado o pós-

teste de Holm-Sidak e a significância estatística foi considerada quando p≤0,05. 
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3.7 Incubação dos espermatozoides com liraglutida  

 

 

 Foi feita a incubação de alíquotas do recuperado capacitado com 10 nM, 100 nM e 

1000 nM de liraglutida  overnight, a 37°C e 6% de CO2.  

 

 

3.7.1 Expressão do receptor do GLP-1 nos espermatozoides 

 

 

 A fração capacitada de espermatozoides foi lavada e ressuspedida em tampão de lise. 

A mesma quantidade de proteínas (80µg) das amostras foi utilizada. As amostras passaram 

por banho maria a 95°C por 5 minutos, foram separadas por um gel de poliacrilamida de 

eletroforese a 12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A diluição do 

anticorpo primário foi de 1:1000 do anticorpo para receptor de GLP-1. A ligação do anticorpo 

secundário foi revelada com ECL. 

 

 

3.7.2 Motilidade e vitalidade 

 

 

 As taxas de motilidade e vitalidade foram determinadas antes e após a incubação 

overnight com liraglutida, em amostras a fresco. 

 

 

3.7.3 Análise estatística  

 

 

 Foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 6.0 para análise dos resultados. 

Os dados foram apresentados como média  E.P.M. A normalidade da amostra foi testada 

através do teste D´Agostino-Pearson. Para análise estatística dos resultados foi utilizado o 

teste ANOVA de medidas repetidas para comparar os grupos antes e após incubação dos 

espermatozoides com diferentes concentrações do liraglutida. Foi utilizado o pós-teste Holm 

Sidak e a significância estatística foi considerada quando p≤0.05.  
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3.8 Análise de testículos de camundongos 

 

 

3.8.1 Obtenção de testículos de camundongos 

 

 

 Foram coletados testículos direitos de camundongos C57BL/6 para análise da 

expressão protéica do receptor de GLP-1. Essas amostras foram processadas em Potter para 

obtenção de homogenato. 

 

 

3.8.2 Expressão do receptor do GLP-1 no testículo de camundongos 

 

 

 As proteínas do testículo foram extraídas e homogeneizadas com tampão de lise. A 

mesma quantidade de proteínas (80µg) das amostras foi utilizada. As amostras passaram por 

banho maria a 95°C por 5 minutos, foram separadas por um gel de poliacrilamida de 

eletroforese a 12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A diluição do 

anticorpo primário foi de 1:1000 do anticorpo para receptor de GLP-1. A ligação do anticorpo 

secundário foi revelada com ECL. 

 

 

 

3.9 Relato de caso 

 

 

 O caso do paciente da clínica Vida Centro de Fertilidade, que estava fazendo uso de 

liraglutida e teve o acompanhamento da redução de sua produção espermática foi publicado 

na revista Reproductive Biomedicine Online e encontra-se disponível em anexo (Anexo A). O 

consentimento escrito do paciente foi obtido e também encontra-se em anexo (Apêndice C). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Incubação dos espermatozoides com leptina 

 

4.1.1 Expressão de leptina e seu receptor nos espermatozoides 

 

 

 Através da técnica de western blotting confirmamos a presença da leptina (Figura 4A) 

e de seu receptor ObR-b (Figura 4B) em espermatozoides isolados de pacientes 

normospérmicos, confirmando dados da literatura10. 

 

Figura 4. Expressão de leptina e seu receptor 

A            B 

 

Legenda: Expressão protéica de leptina (4A) (n=9) e de seu receptor ObR-b (4B) (n=5) em espermatozoides isolados de 

pacientes normospérmicos. 

 

 

4.1.2 Padronização da dosagem de leptina 

 

 

 As taxas de motilidade (p=0,6) (Figura 5A) e de vitalidade (p=0,9) (Figura 5B) não 

diferiram entre as concentrações de leptina (10, 100 e 1000 ng). A partir desses resultados, 

selecionamos a concentração de 10 ng para os experimentos posteriores, uma vez que esta é a 

dose utilizada em trabalhos com espermatozoides humanos12,13 e que doses superiores 

mostraram não ter efeitos. 
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Figura 5. Motilidade e vitalidade espermática em diferentes concentrações de leptina 

 

 

Legenda: Porcentagem de motilidade progressiva (5A) e de vitalidade (5B) espermáticas em diferentes concentrações de 

leptina. Valores representados como média ± erro padrão da média, n=14.  

 

 

4.1.3 Validação da técnica de fDNA espermático 

 

 

 O teste de fDNA espermático foi validado (Figura 6) posteriormente às mensurações 

de sensibilidade (71,4%), especificidade (90%), valor preditivo positivo (93,8%) e valor 

preditivo negativo (60%). 

 

Figura 6. Validação da técnica de fragmentação do DNA no laboratório 

 

Legenda: Porcentagem de fragmentação do DNA espermático de cada amostra avaliada (n=31). As leituras apresentadas em 

verde correspondem ao Laboratório diagnóstico RDO (considerado padrão ouro), que utiliza um teste  cujo valor de corte é 
de 25%. As leituras apresentadas em azul correspondem às contagens realizadas na clínica Vida, que utilizou o teste 

Halosperm, cujo valor de corte é de 30%. As linhas horizontais correspondem aos respectivos valores de corte de cada teste.  
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4.1.4 fDNA espermático 

 

 

 Houve um aumento (p<0,0001) da taxa de fDNA espermático após o congelamento 

(36,5±4,1), comparado à análise realizada com a mesma amostra a fresco (24,5±3,2). Este 

aumento ocorreu de tal forma que 21,6% dos pacientes que apresentaram um diagnóstico 

alterado (acima de 30% fDNA) tinham, na verdade, amostras normais (abaixo de 30%) na 

avaliação a fresco. Esse resultado sugere que a análise realizada com amostras a fresco é mais 

fidedigna (Figura 7). 

 

Figura 7. Taxas de fragmentação do DNA espermático antes e após congelamento 

 

 

Legenda: Porcentagem de fragmentação do DNA espermático em amostras analisadas a fresco e após o congelamento 

(n=20). As leituras apresentadas em azul correspondem às amostras a fresco e as leituras apresentadas em vermelho às 

amostras congeladas. As linhas horizontais correspondem ao valor de corte do teste (30%). Os gráficos estão sendo 

representados através de pontos referentes às leituras (7A) e em barras (7B) constituindo média ± erro padrão da média.  

 

  

Houve uma redução significativa (p=0,0144) da taxa de fDNA em amostras 

capacitadas (Figura 8A) previamente ao congelamento (19,7±5,3), quando comparada às 

amostras de semen bruto congeladas (37,4±4,0). A adição de leptina previamente ao 

congelamento seminal (Figura 8B) também reduziu (p<0,0001) a fDNA (10,7±2,6), 

comparando-se às amostras sem adição de leptina (23,0±3,1). Esses resultados sugerem que, 

assim como outros antioxidantes10,11, a leptina também demonstrou um efeito crioprotetor. 
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Figura 8. Taxas de fragmentação do DNA em sêmen bruto, capacitado e capacitado com 

leptina 

 

 

Legenda: Porcentagem de fragmentação do DNA espermático em amostras com e sem capacitação prévia ao congelamento 

(8A) (n=13) e amostras capacitadas com ou sem adição de leptina prévia ao congelamento (8B) (n=11). Os resultados dos 

gráficos estão sendo representados como média ± erro padrão da média. 

 

 

4.1.5 Mecanismos pró-oxidantes em espermatozoides 

 

 

 A leptina não teve efeito na peroxidação lipídica (p=0,6) (Figura 9A) e na sulfidrilação 

de proteínas (p=0,3) (Figura 9B). 
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Figura 9. Dano oxidativo em amostras capacitadas com e sem leptina 

 

 

Legenda: Dano oxidativo mensurado através da peroxidação lipídica (9A) (n=11) e da oxidação de proteínas (9B) (n=11) em 

espermatozoides. Os resultados dos gráficos estão sendo representados como média ± erro padrão da média.  

 

 

4.1.6 Atividade das enzimas antioxidantes em espermatozoides 

 

 

 Houve um aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD (Figura 10A) e GPx 

(Figura 10B) quando comparou-se amostras com e sem adição de leptina (SOD=100,8±6,2 vs 

82,4±6,9; p=0,001; GPx=110,7±8,7 vs 88,8±9,8; p=0,02; respectivamente). No entanto, a 

enzima antioxidante catalase não diferiu entre os grupos (p=0,9), (Figura 10C). O aumento na 

atividade dessas enzimas comprova o papel antioxidante da leptina, confirmando a hipótese 

inicial de seu papel crioprotetor. 
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Figura 10. Atividade das enzimas antioxidantes  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Atividade antioxidante mensurada através das enzimas SOD (10A), catalase (10B) e GPx (10C) em 

espermatozoides. Os resultados dos gráficos estão sendo representados como média ± erro padrão da média; n=11.  

 

 

4.1.7 Taxa de motilidade e vitalidade espermáticas 

 

 

 As taxas de motilidade progressiva (p=0,2) (Figura 11A) e vitalidade (p=0,6) (Figura 

11B) não diferiram após incubação de leptina overnight. Nossos resultados corroboram o 

trabalho de Li e colaboradores (Li et al., 2009) e contrastam com os achados de Lampiao e Du 

Plessis (Lampiao e Du Plessis, 2008). 

 

Figura 11. Motilidade e vitalidade espermática em diferentes concentrações de leptina 

 

 

Legenda: Porcentagem de motilidade progressiva (11A) e vitalidade (11B) espermáticas em amostras capacitadas com e sem 

leptina. Os resultados estão sendo representados como média ± erro padrão da média; n=20.  
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4.2 Incubação dos espermatozoides com liraglutida 

 

 

4.2.1 Expressão do receptor do GLP-1 em espermatozoides 

 

 

Através da técnica de western blotting foi observada a presença do receptor de GLP-1 

em pool de espermatozoides de pacientes normospérmicos (Figura 12). 

 

Figura 12. Expressão do receptor de GLP-1 em espermatozoides  

 

           

 

Legenda: Expressão protéica de GLP-1 em pool de espermatozoides de 9 indivíduos normospérmicos (n=9) 

 

 

4.2.2 Motilidade e vitalidade 

 

 

 Após incubação overnight com liraglutida, foi observada redução da motilidade 

espermática na dose de 100 nM de liraglutida (13A). Enquanto que a vitalidade espermática 

não apresentou alteração nas concentrações de liraglutida utilizadas (13B).  

 

Figura 13. Motilidade e vitalidade espermática em diferentes concentrações de liraglutida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Porcentagem de motilidade progressiva (13A) e vitalidade (13B) espermáticas em diferentes concentrações de 

liraglutida. Valores representados como média ± erro padrão da média, n=16. 

 

A B 
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4.2.3 Presença do receptor de GLP-1 no testículo de camundongos 

 

 

Através da técnica de western blotting foi observada a presença do receptor de GLP-1 

tanto no testículo de camundongos (Figura 14). 

 

Figura 14. Expressão do receptor de GLP-1 em testículo de camundongos  

 

 

 
Legenda: Expressão protéica de GLP-1 em tecido testicular de camundongos (n=12) 

 

 

4.3 Relato de caso 

 

 

 Um homem de 35 anos apresentou-se à clínica Vida Centro de Fertilidade em 

novembro de 2011. O casal apresentava infertilidade primária e idiopática há 1 ano. Ele não 

apresentava histórico familiar de infertilidade, relatou ingerir bebida alcoólica socialmente, 

praticar exercícios físicos duas vezes por semana, ter função sexual normal e apresentou 

ultrassonografia com Doppler da bolsa escrotal normal. Sua esposa também foi investigada e 

apresentou triagem de exames de sangue e níveis hormonais normais, não apresentou 

infecções sorológicas, não teve alterações nos exames de ultrassom pélvico, 

histerossalpingografia  e histeroscopia. 

 O primeiro espermograma do paciente foi realizado em novembro de 2011 e 

apresentou todos os parâmetros espermáticos normais (Tabela 1). O paciente retornou após 4 

meses (março de 2012) para realizar a técnica de inseminação intrauterina e sua análise 

seminal apresentou concentração espermática de 0.2 x 106 espermatozoides por ml, com 

100% dos espermatozoides imóveis (Tabela 1). Para confirmar este resultado, foi feita nova 

coleta seminal após 6 horas. Nesta nova coleta não foram encontrados espermatozoides na 

amostra (Tabela 1). Os médicos da clínica cancelaram o procedimento de inseminação 

intrauterina e iniciaram nova investigação do paciente. O paciente relatou que estava em uso 

de 0.6 mg de liraglutida (comercialmente conhecido como  Victoza) e que não estava em uso 

de qualquer outra medicação, não havia mudado seu estilo de vida, nem havia apresentado 

gripe nem febre. Seu único histórico de doença na família era de obesidade do pai. O paciente 
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havia iniciado o tratamento com liraglutida em outubro de 2011, ou seja, 1 mês antes de sua 

primeira coleta que tinha seus parâmetros seminais normais. A razão pela qual o paciente 

havia iniciado o tratamento com liraglutida era a associação de seu elevado peso (100 kg) e 

um leve aumento nos níveis de glicose. Uma vez que o liraglutida era a única medicação que 

o paciente estava tomando, ele foi orientado a ter uma consulta com sua endocrinologista para 

analisar a possibilidade de suspender o tratamento. Ao todo, o paciente havia usado liraglutida 

por 5 meses e havia emagrecido 2 kg neste período. 

 Dois meses após a interrupção do tratamento com liraglutide, foi realizado novo 

espermograma, que apresentou parâmetros espermáticos alterados (concentração espermática 

de 0.01 x 106 espermatozoides por ml, sendo todos imóveis) (Tabela 1). Em seguida, retornou 

2 meses depois (ou seja, 4 meses após interrupção do tratamento) e sua concentração 

espermática ainda não estava normal, mas apresentou 8.7 x 106 espermatozoides por ml, com 

porcentagem normal de motilidade espermática (Tabela 1). Por precaução esta amostra foi 

congelada e o casal iniciou o ciclo de fertilização in vitro. 

 O paciente retornou 1 mês depois (ou seja, 5 meses após interrupção do tratamento), 

no dia da coleta oocitária. O paciente fez nova coleta, que apresentou todos os parâmetros 

espermáticos normais (Tabela 1). Os oócitos foram inseminados com esta amostra fresca e, 

dentre os 4 oócitos coletados, 3 eram maduros e foram usados para o procedimento de injeção 

intracitoplasmática de espermatozoide (ICSI). Todos os oócitos foram fertilizados e no dia 2 

de desenvolvimento embrionário foram transferidos 2 embriões classe A, restando 1 embrião 

que foi vitrificado em estágio de blastocisto. O casal teve uma gestação de sucesso e gerou 

dois bebês após 36 semanas.  

 

Tabela 1. Parâmetros espermáticos do paciente azoospérmico em uso de liraglutida 

 

 

Legenda: Figura demonstrando as datas e os parâmetros espermáticos apresentados em cada coleta seminal do paciente 

durante o tratamento e investigação de seu caso. *Valores de referência de acordo com a OMS 2010. Fonte: Fontoura P. et al, 

2014  

Data 
Volume 
seminal 

(mL) 

Concentração 
espermática 
(x 106/mL) 

Motilidade 
espermática 

(%A+B) 

Morfologia 
espermática 

(%) 

Concentração de 
leucócitos 
(x 106/mL) 

Novembro-11 2.5 51.6 55.6 8 0.8 

Março-12 3.0 0.2 0.0  -  - 

Março-12 1.1 0.0 0.0 -   - 

Maio-12 3.0 0.01 0.0  - 0.6 

Julho-12 2.7 8.7 48.1 2.5 0.1 

Agosto-12 3.2 28 32.1  - -  

Valores de 
Referência* 

≥ 1.5 ≥ 15 ≥ 32 ≥ 4 ≤ 1.0 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 Enquanto que o dano induzido pela criopreservação já é bem documentado, afetando a 

motilidade, vitalidade, morfologia e a capacidade de fertilização dos espermatozoides, o 

possível dano ao DNA ocasionado pelo congelamento ainda não está confirmado (Di Santo M 

et al., 2012). Os estudos ainda são contraditórios no que diz respeito ao congelamento afetar e 

o quanto afeta a integridade do DNA espermático (Di Santo et al, 2012; Paoli et al., 2014).  

 Alguns autores relataram um dano significativo ao DNA espermático ocasionado pelo 

congelamento (Sharma et al., 2015, Meamar et al., 2012), enquanto outros afirmam não haver 

prejuízo à integridade do material genético (Tataru et al., 2015; Vutyavanich et al., 2010). 

Esta divergência de resultados pode ser explicada por diversos fatores: (1) estudos 

selecionarem seus pacientes de forma diferente, por exemplo, no estudo de Ozkavukcu e 

colaboradores haviam pacientes tabagistas em 30% dos participantes do estudo (Ozkavukcu 

S. Et al., 2008) (Ozkavuku et al., 2008), e sabe-se que o tabagismo altera a fDNA (Basu et al., 

2015); (2) difereça no preparo seminal previamente ao congelamento, por exemplo, alguns 

estudos utilizaram o sêmen bruto (Olaciregui et al., 2015), outros realizaram o isolamento de 

espermatozoides por lavagem (Khodayari et al., 2014), outros pela técnica de DGC (Ghorbani 

et al.,2015); (3) diferentes crioprotetores; (4) diferentes protocolos de congelamento e 

descongelamento; (5) e a aplicação de diferentes técnicas de avaliação da taxa de 

fragmentação do DNA espermático.  

 Em nosso estudo observamos um aumento da fragmentação do DNA espermático após 

ciclo de congelmento e descongelamento dos espermatozoides, corroborando com alguns 

estudos anteriores. Para reduzir a variabilidade das amostras e dos resultados, nós 

selecionamos apenas pacientes sem doenças e que não estavam em uso de nenhuma 

medicação. Além disso, avaliamos apenas amostras de pacientes normospérmicos segundo os 

critérios da OMS, uma vez que alguns autores acreditam que espermatozoides de homens 

inférteis são menos resistentes ao congelamento, apresentando piores resultados em relação à 

fragmentação do DNA espermático após descongelamento, comparados a pacientes férteis (Di 

Santo et al., 2012; ,Kalthur et al., 2008).  

 Nós utilizamos sêmen bruto para o congelamento partindo do princípio de que o 

sêmen bruto possui grande defesa antioxidante que protege o espermatozoide durante o 

congelamento contra o estresse oxidativo, que por sua vez, poderia induzir o aumento da 

fragmentação do DNA espermático (Saritha e Bongso, 2001; Martinez-Soto et al., 2013). 
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Nossos resultados podem ser explicados por evidências anteriores de que o congelamento leva 

à formação de cristais de gelo que levam à ruptura da membrana plasmática, organelas e 

membrana nuclear, atingindo o DNA da célula (Petym et al., 2014; Di Santo et al., 2012)   O 

mecanismo pelo qual essas alterações ocorrem ainda não é conhecido, no entanto, uma 

possível razão para este dano induzido pelo congelamento seria o estresse oxidativo 

(Thomson et al., 2009) e ou a ativação de cascatas apoptóticas (Zribi et al., 2010). 

 A literature ainda é controversa em relação à capacitação prévia ao congelamento. 

Alguns pesquisadores observam melhores resultados de fDNA mixing the cryoprotector 

direcly with raw semen, defendendo a hipótese de que o plasma seminal protege os 

espermatozoides durante os processos de congelamento e descongelamento, uma vez que ele é 

rico em enzimas antioxidantes (Saritha e Bongso, 2001; Martinéz-Soto et al. 2012) (Saritha e 

Bongso , 2001; Martinez-Soto, 2013). Outros pesquisadores defendem que o plasma seminal 

precisa ser removido previamente ao congelamento, caso contrário pode causar prejuízos à 

motilidade e vitalidade dos espermatozoides pós descongelamento (Morshedi et al. 2001; 

Zorn et al. 2010; Brugnon et al. 2013) (Zorn et al., 2010; Brugnon et al., 2013).  

 Nós também comparamos as taxas de fDNA espermatico utilizando sêmen bruto e 

capacitado para o congelamento. Nossos resultados demonstraram que a capacitação 

espermática previamente ao congelamento reduziu as taxas de fDNA. Como técnica de 

capacitação foi utilizado o gradiente de diferentes densidades, seguido de lavagem e swim-up 

do pellet. É provavel que o melhor resultado encontrado na amostra que foi capacitada 

previamente ao congelamento seja atribuído à hipótese de que espermatozoides 

morfologicamente alterados são mais susceptíveis aos danos durante o congelamento, em 

comparação com espermatozoides com morfologia normal (Kalthur et al., 2008). Além disso, 

alterações na cabeça e na organização da cromatina podem alterar propriedades físicas da 

membrana e, com isso, alterar a tolerância ao “cold stress” (Kalthur et al., 2008; Di Santo et 

al., 2012). Ao selecionar uma subpopulação de espermatozoides através da capacitação, temos 

uma amostra com maior qualidade após o descongelamento. A capacitação permite a seleção 

de espermatozoides com maior qualidade e remove o plasma seminal, o qual contém debris, 

células da linhagem espermática, leucócitos, espermatozoides imaturos, apoptóticos e 

inviáveis e outros componentes que podem aumentar o estresse oxidativo e apoptose, durante 

o ciclo de congelamento e descongelamento (BRUGNON et al, 2013).  

 Diversos estudos  têm buscado mecanismos para atenuar os efeitos deletérios causados 

pelo congelamento (Zhang et al., 2015; Mata-Campuzano et al., 2015). Alguns trabalhos 

buscam um melhor preparo seminal prévio ao congelamento, alguns buscam um melhor 
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protocolo de congelamento e descongelamento e outros os melhores agentes crioprotetores. 

Com o conhecimento de que o estresse oxidativo é um dos fatores que contribui para os 

fatores deletérios durante a criopreservação, trabalhos recentes vêm buscando substâncias 

crioprotetoras que possam minimizar esses danos (Bateni et al., 2014).  

 Devido à sua exclusiva composição estrutural, de relativamente pequena quantidade 

de citoplasma, que leva à redução da concentração de enzimas antioxidantes; e membrana 

plasmática rica em ácidos graxos poliinsaturados, tornando-a mais suscetível à peroxidação 

lipídica, o espermatozoide se torna particularmente mais vulnerável à ação das EROs (Aitken 

et al., 2010; Helfenstein et al., 2010). Os efeitos deletérios do estresse oxidativo podem 

acarretar diversas alterações estruturais dos espermatozoides, como a fragmentação protéica, a 

peroxidação lipídica e a fragmentação da membrana e do DNA espermático (Cocuzza et al., 

2007). Este é o primeiro estudo que avalia os possíveis efeitos crioprotetores da leptina nos 

espermatozoides.  

 A leptina é um hormônio peptídico produzido principalmente pelo tecido adiposo. 

Suas funções mais amplamente conhecidas estão relacionadas à obesidade, levando à inibição 

do apetite, da ingestão alimentar e à estimulação do gasto energético. No entanto, já foi 

mostrada sua atuação nos diversos sistemas do organismo, dentre eles, o sistema reprodutor 

(Li et al., 2009). A presença da leptina e de seu receptor em espermatozoides já foi descrita 

anteriormente (Aquila et al., 2005; Jope et al., 2003; Li et al., 2009) e confirmada neste 

trabalho, no entanto, seu papel na espermatogênese e no espermatozoide ainda não está 

completamente esclarecido. Trabalhos da literatura mostram resultados conflitantes sobre o 

papel da leptina no número e qualidade dos espermatozoides. Lampiao e Du Plessis 

encontraram um aumento da motilidade total e progressiva, da reação acrossômica, assim 

como da produção de NO, após incubação de espermatozoides com leptina (Lampiao e Du 

Plessis, 2008). Em contraste, Li e colaboradores não observaram efeitos significativos da 

leptina sobre a motilidade espermática, a porcentagem de espermatozoides capacitados e que 

sofreram reação acrossômica, após incubação com leptina (Aquila et al., 2005; Jope et al., 

2003; Li et al., 2009). Alguns trabalhos sugerem que a leptina tenha ação sobre o estresse 

oxidativo (Solinas et al., 2010; Yamagishi et al, 2001; Zheng et al., 2010).    

 Nosso estudo demonstrou que a incubação dos espermatozoides com leptina 

previamente ao congelamento pode levar ao aumento da atividade das enzimas antioxidants 

SOD e glutationa, mas não da catalase. As principais enzimas antioxidantes são a SOD, a 

catalase e a glutationa, no entanto, a catalase é bastante efetiva quando se tem um alto nível de 
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estresse oxidativo e especialmente importante em casos de redução da concentração ou da 

atividade da enzima glutationa peroxidase (Paravicini e Touyz, 2008). 

 Um provável mecanismo de ação pelo qual a leptina pode agir contra o estresse 

oxidative é através da dissipação do excesso de energia, através de mecanismos termogênicos 

e, assim, evitando o desenvolvimento de potencial de membrana da mitocôndria excessivo 

(Solinas G., 2010). Em seu estudo, Zheng et al demonstrou que a leptina teve efeito 

antiapoptótico em cardiomiócitos, pelo aumento da atividade da SOD. A leptina induziu a 

expressão gênica da SOD2 além de ativar diretamente o promotor  da SOD2 em 

cardiomiócitos (Zheng et al., 2010). Este efeito foi específico para a SOD2, a qual é 

localizada na mitocôndria, enquanto que a SOD 1, localizada no citoplasma, não foi alterada 

após o tratamento com leptina.  

 Apesar da expectativa da leptina levar a uma redução das EROs – uma vez que foi 

observada a redução da atividade das enzimas antioxidantes – não foram observadas 

alterações relacionadas à peroxidação lipídica ou à oxidação de proteínas. Em controversa, a 

leptina induziu a peroxidação lipídica em células endoteliais, levando ao aumento do 

potencial mitocondrial e consequente elevação da produção mitocondrial de EROs 

(Yamagishi SI et al, 2001). Neste estudo, a leptina também potencializou a redução da fDNA 

em amostras capacitadas, em comparação a amostras capacitadas, sem adição de leptina. 

Podemos especular que a redução da fDNA após incubação com leptina possa ser explicada 

pelo aumento da defesa antioxidante. Desta forma, minimizando os efeitos deletérios do 

estresse oxidativo, que é uma das principais causas do aumento da fragmentação do DNA 

(Sieme et al., 2015). Em resumo, nossos resultados mostraram que a leptina apresentou um 

efeito crioprotetor para os espermatozoides, quando adicionada antes do congelamento, 

reduzindo os efeitos deletérios da criopreservação.  

 O liraglutida é  um agonista do receptor do GLP-1 e seus efeitos adversos incluem 

pancreatite (Knezevich et al., 2012) e poliartrite (Ambrosio et al., 2014). Neste relato de caso, 

o liraglutida causou a interrupção da produção de espermatozoides, a qual foi completamente 

restaurada após 5 meses da suspensão da medicação. Sabe-se que a espermatogênese é um 

processo contínuo e seu ciclo completo é de 72 dias. O paciente foi avaliado 4 meses após a 

interrupção do liraglutida e, nesta data, não apresentava todos os parâmetros espermáticos 

normais, mas já tinha retomado a produção espermática e apresentava motilidade espermática 

normal. Dentro de 5 meses da interrupção do liraglutida, o paciente recuperou todos os 

parâmetros seminais, sendo o período de 5 meses o equivalente a dois ciclos completos de 

espermatogênese. 
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 O FDA publicou recentemente uma nota onde consta que, dentre 11.308 indivíduos 

com diferentes efeitos adversos com o uso de liraglutida, 2 deles reportaram uma redução da 

concentração espermática. No entanto, não foram reportados detalhes na publicação: se esses 

pacientes estavam sob investigação de infetilidade, o tempo em que fizeram uso do 

medicamento e os valores dos parâmetros seminais antes e após o uso do liraglutida. Com 

isso, ainda se tem pouco conhecimento sobre os efeitos adversos do liraglutida no sistema 

reprodutor masculino. 

 A primeira evidência do papel do GLP-1  no sistema reprodutor foi em um estudo com 

camungongos knock-out para o receptor de GLP-1, sendo observado um atraso da puberdade 

em fêmeas e redução do peso das gônadas de machos, mesmo na presença de níveis de 

hormônios esteróides normais em ambos os sexos (Mac Lusky et al., 2000). Em homens, a 

infusão de GLP-1 reduziu a frequência de pulsos de secreção de testosterona, sugerindo um 

efeito inibitório da secreção de testosterona, mesmo em níveis inalterados de LH (Jeibmann et 

al., 2005).    

 A partir dos resultados obtidos no relato de caso, se fez necessário aprofundar a 

avaliação dos efeitos do liraglutida sobre o sistema reprodutor masculino. Em nosso estudo 

observamos a presença do receptor do GLP-1 em espermatozoides de humanos e em 

testículos de camundongos. Com isso, o liraglutida pode ter ação tanto sobre a 

espermatogênese através da ação em receptores do testículo, como também pode ter ação 

direta sobre os espermatozoides. Outro ponto que pode ser estudado é o efeito do liraglutida 

sobre os hormônios que participam da regulação hormonal clássica do sistema reprodutor e 

sobre outros hormônios que também atuam nesta regulação.  

 Para avaliar seu efeito sobre os espermatozoides foi feita incubação in vitro com 

diversas dosagens do liraglutida. Nossos resultados mostraram que o liraglutida apresentou  

efeito direto e deletério sobre a função espermática, reduzindo os parâmetros de motilidade 

progressiva  após período overnight de incubação. Não houve alteração da vitalidade 

espermática nas concentrações utilizadas. Este resultado é possível, uma vez que detectamos a 

expressão do receptor de GLP-1 em pool de espermatozoides de indivíduos normospérmicos.  

 Tendo em vista a presença do receptor do GLP-1 no tecido testicular de camundongos, 

podemos sugerir que o liraglutida tenha efeitos sobre a espermatogênese. O resultado 

encontrado pode oferecer discussão durante o esclarecimento sobre o caso do paciente que 

ficou temporariamente azoospérmico, durante período em que fez uso do liraglutida. Ainda se 

faz necessária a investigação da presença do receptor do GLP-1 em testículos de humanos. 
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 Nosso trabalho é o primeiro a demonstrar a expressão protéica do receptor do GLP-1 

em espermatozoides humanos e em tecido testicular de camundongos, sugerindo um papel do 

GLP-1 sobre a espermatogênese e sobre a função espermática. 

Nossos resultados ainda são preliminares no que diz respeito ao efeito do liraglutida 

sobre a fertilidade masculina. Ainda não é possível indicar o mecanismo pelo qual o 

liraglutida age, reduzindo a produção de espermatozoides ou reduzindo a qualidade dos 

mesmos. Apenas podemos afirmar que durante a investigação da fertilidade e o tratamento de 

um casal deve-se atentar para o uso do liraglutida.  
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CONCLUSÃO 

 

 

● A fDNA aumentou significativamente após o ciclo de congelamento e descongelamento dos 

espermatozoides, mostrando que as análises devem ser realizadas no material a fresco a fim 

de evitar possíveis erros de diagnóstico. 

● A capacitação espermática previamente ao congelamento levou a uma redução da taxa de 

fDNA. 

● Através da análise dos hormônios leptina e GLP-1, verificamos que ambos estão envolvidos 

na regulação da função espermática.  

● A leptina mostrou um efeito crioprotetor nos espermatozoides, através da redução da fDNA 

espermático e do aumento da atividade das enzimas antioxidantes, o que pode reduzir efeitos 

deletérios, se adicionada antes do congelamento.  

● No relato de caso descrito, o liraglutida causou uma interrupção da espermatogênese, a qual 

foi completamente restaurada após 5 meses da suspensão do medicamento. 

● O liraglutida reduziu a taxa de motilidade progressiva dos espermatozoides.  

● Tanto espermatozoides humanos, como testículos de camundongos expressam o receptor do 

GLP-1, mostrando a possível atuação do GLP-1. 
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APÊNDICE C – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para publicação do relato de 

caso 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

          

  

“EFEITO DO LIRAGLUTIDA (VICTOZA) SOBRE A 

FERTILIDADE MASCULINA” 
 

Pesquisador Responsável: Cristiane da Fonte Ramos 

Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza 

Instituição a que pertence o Pesquisador Responsável: UERJ 

Telefone para contato: (21) 98178-0305 

 

 

INFORMAÇÕES SOBRE O ESTUDO  

O Victoza (liraglutida) é comumente utilizado para o tratamento de diabete do tipo 2 e 

obesidade. Até o momento não há nenhum relato de que este medicamento afete a fertilidade 

masculina. Este estudo tem como objetivo a divulgação de um medicamento que pode afetar a 

fertilidade masculina, trazendo conhecimento para a investigação dos casais que buscam 

tratamento de infertilidade conjugal. Este relato não oferece qualquer tipo de risco ao 

paciente, visto que é um relato anônimo. 

 

Eu, ____________________________________________________________, fui 

devidamente informado e esclarecido sobre o estudo acima do qual me disponho fazer parte, 

como voluntário. Declaro que li o relato de caso e concordo com a publicação do mesmo. 

Estou ciente de que não terei direito a nenhuma remuneração, já que minha participação no 

projeto é voluntária e sem interesse financeiro. 

Estou ciente da confidencialidade das informações geradas e de que a pesquisa trabalha com o 

anonimato. Também estou ciente de que esta pesquisa poderá ser publicada, assegurando-se a 

confidencialidade dos individuos nela envolvidos. 

A qualquer momento, terei o direito de conhecer a publicação do estudo, se assim desejar. 

 

Rio de Janeiro, ______ de _____________________ de 20_____. 

 

 

__________________________________  _____________________________ 

 (Assinatura do Paciente)           (Assinatura do Pesquisador) 
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APÊNDICE D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Liraglutida) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

           

Projeto de Pesquisa: “O PAPEL DA LEPTINA E DO LIRAGLUTIDA NA FUNÇÃO 

ESPERMÁTICA” 

 

Pesquisador Responsável: Cristiane da Fonte Ramos 

Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza 

Instituição a que pertence o Pesquisador Responsável: Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ) 

Telefone para contato: (21) 970457297 

 

 

INFORMAÇÕES SOBRE O PROJETO  

Dando continuidade ao relato de caso publicado referente à redução da concentração dos 

espermatozoides em paciente em uso de liraglutida, e na tentaiva de entender melhor o papel 

da liraglutida sobre a fisiologia do espermatozoide, o objetivo desse estudo é avaliar se a 

incubação de espermatozoides in vitro com Liraglutide tem efeitos sobre a motilidade e 

vitalidade espermáticas.   

Para tal, ao final do espermograma, os espermatozoides serão incubados com Liraglutida para 

verificar sua ação sobre os espermatozoides. Após avaliação, a amostra contendo 

espermatozoides e Liraglutida será descartada. 

 

Riscos: Este projeto não oferece qualquer tipo de risco ao paciente, visto que o material a ser 

utilizado no estudo é o descarte do sêmen que foi usado para a realização do exame ou do 

procedimento de fertilização. 

Beneficios: Este estudo pode beneficiar os pacientes que buscam tratamento de infertilidade 

conjugal, trazendo melhora durante a investigação da infertilidade masculina, a interpretação 

dos resultados dos exames e os diagnósticos dos pacientes. Como consequência, estes 

benefícios contribuem também para a melhora na conduta dos profissionais especializados e 

no tratamento de reprodução assistida, uma vez que novas ferramentas diagnósticas e novas 

intervenções podem ser utilizadas. 

 



59 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

         

Projeto de Pesquisa: “O PAPEL DA LEPTINA E DO LIRAGLUTIDA NA FUNÇÃO 

ESPERMÁTICA” 

 

Pesquisador Responsável: Cristiane da Fonte Ramos 

Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza 

Instituição a que pertence o Pesquisador Responsável: Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ) 

Telefone para contato: (21) 970457297 

Código _______ 

Eu, ____________________________________________________________, fui 

devidamente informado e esclarecido sobre o projeto de pesquisa acima do qual me disponho 

fazer parte, como voluntário. 

 

Estou ciente de que não terei direito a nenhuma remuneração, já que minha participação no 

projeto é voluntária e sem interesse financeiro. 

 

Estou ciente da confidencialidade das informações geradas e de que a pesquisa trabalha com o 

anonimato. Também estou ciente de que esta pesquisa poderá ser publicada, assegurando-se a 

confidencialidade dos individuos nela envolvidos. 

 

Autorizo submeter a amostra de sêmen coletada à avaliação, sabendo que esta amostra será 

apenas o material que restar após a realização do exame. 

 

A qualquer momento, terei o direito de conhecer os resultados da pesquisa, assim como, terei 

o direito de me retirar do projeto em qualquer fase da pesquisa, se assim o desejar. 

 

Rio de Janeiro, ______ de _____________________ de 20_____. 

 

 

__________________________________  _____________________________ 

 (Assinatura do Paciente)           (Assinatura do Pesquisador) 
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APÊNDICE E – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Leptina) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

           

Projeto de Pesquisa: “O PAPEL DA LEPTINA E DO LIRAGLUTIDA NA FUNÇÃO 

ESPERMÁTICA” 

 

Pesquisador Responsável: Cristiane da Fonte Ramos 

Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza 

Instituição a que pertence o Pesquisador Responsável: Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ) 

Telefone para contato: (21) 970457297 

 

 

INFORMAÇÕES SOBRE O PROJETO  

A leptina é um hormônio que tem funções na regulação do sistema reprodutor masculino. 

Estudos já demonstraram que o receptor da leptina está presente em espermatozoides. O 

objetivo desse estudo é avaliar se a incubação de espermatozoides in vitro com leptina pode 

melhorar a qualidade dos espermatozoides.   

Para tal, ao final do espermograma, os espermatozoides serão incubados com leptina para 

verificar sua ação sobre os espermatozoides, analisando sua motilidade, vitalidade, taxa de 

fragmentação do DNA espermático e parâmetros de estresse oxidativo. Após avaliação, a 

amostra contendo espermatozoides e leptina será descartada. 

 

Riscos: Este projeto não oferece qualquer tipo de risco ao paciente, visto que o material a ser 

utilizado no estudo é o descarte do sêmen que foi usado para a realização do exame ou do 

procedimento de fertilização. 

Beneficios: Este estudo pode beneficiar os pacientes que buscam tratamento de infertilidade 

conjugal, trazendo melhora durante a investigação da infertilidade masculina, a interpretação 

dos resultados dos exames e os diagnósticos dos pacientes. Como consequência, estes 

benefícios contribuem também para a melhora na conduta dos profissionais especializados e 

no tratamento de reprodução assistida, uma vez que novas ferramentas diagnósticas e novas 

intervenções podem ser utilizadas. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

         

Projeto de Pesquisa: “O PAPEL DA LEPTINA E DO LIRAGLUTIDA NA FUNÇÃO 

ESPERMÁTICA” 

 

Pesquisador Responsável: Cristiane da Fonte Ramos 

Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza 

Instituição a que pertence o Pesquisador Responsável: Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ) 

Telefone para contato: (21) 970457297 

Código _______ 

Eu, ____________________________________________________________, fui 

devidamente informado e esclarecido sobre o projeto de pesquisa acima do qual me disponho 

fazer parte, como voluntário. 

 

Estou ciente de que não terei direito a nenhuma remuneração, já que minha participação no 

projeto é voluntária e sem interesse financeiro. 

 

Estou ciente da confidencialidade das informações geradas e de que a pesquisa trabalha com o 

anonimato. Também estou ciente de que esta pesquisa poderá ser publicada, assegurando-se a 

confidencialidade dos individuos nela envolvidos. 

 

Autorizo submeter a amostra de sêmen coletada à avaliação, sabendo que esta amostra será 

apenas o material que restar após a realização do exame. 

 

A qualquer momento, terei o direito de conhecer os resultados da pesquisa, assim como, terei 

o direito de me retirar do projeto em qualquer fase da pesquisa, se assim o desejar. 

 

Rio de Janeiro, ______ de _____________________ de 20_____. 

 

 

__________________________________  _____________________________ 

 (Assinatura do Paciente)           (Assinatura do Pesquisador) 
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APÊNDICE F – Questionário de coleta 
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ANEXO A – Artigo do relato de caso do Liraglutida 
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ANEXO B – Artigo dos resultados experimentais com leptina 
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ANEXO C – Artigo submetido dos resultados experimentais com Liraglutida 

 

 

 

 


