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RESUMO

SOUZA, Paula Fontoura Coelho de. Investigacao da infertilidade masculina. 2016. 67 f. Tese
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A leptina e seu receptor estdo presentes nos espermatozoides, no entanto, seu papel
sobre a funcdo espermatica 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 fragmentacdo do DNA (fDNA) espermatico e a sobrevida dos
espermatozoides apds o descongelamento. Assim como a leptina, a literatura tem apontado o
horménio peptideo similar ao glucagon (GLP-1) como um potencial regulador da funcdo
reprodutiva. Este horménio tem sido utilizado para o tratamento de diabetes tipo 2, porém,
devido a 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 necessario aprofundar a avaliacdo de
seus efeitos sobre o sistema reprodutor masculino. O objetivo deste estudo foi investigar a
funcdo dos hormdnios leptina e liraglutida sobre a funcdo espermatica. Participaram deste
estudo 114 individuos normospérmicos provenientes de laboratério especializado em
reproducdo assistida. Para a avaliacdo do efeito da leptina, as amostras de espermatozoides
sofreram congelamento e descongelamento, com e sem capacitacdo, seguida por incubagéo
em meio acrecido ou ndo com leptina. Antes e apds o congelamento, foi realizada fDNA
através da técnica de Sperm Chromatin Dispersion. Os parametros 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 espermatogénese, se fez necessario avaliar a presenca do
receptor do GLP-1 nos espermatozoides humanos e testiculos de camundongos através da
técnica de Western Blotting, pois este dado ainda ndo foi descrito na literatura. Foi realizada
ainda a incubacdo in vitro de espermatozoides com liraglutida e analisado seu efeito na
funclo espermética através da analise das taxas de motilidade e vitalidade. Para analise
estatistica dos resultados, foi utilizado o teste t pareado para comparar 0s grupos antes e apds
o congelamento, também foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas, seguida pelo pds
teste de Holm-Sidak para comparar 0s grupos antes e ap6s incubacdo dos espermatozoides
com diferentes concentracdes de leptina e de liraglutida. Considerou-se estatisticamente
significante quando p<0,05. Foi observado um aumento significativo da fDNA espermaético
apo6s o descongelamento, comparado as amostras a fresco. A adi¢do de leptina as amostras
capacitadas antes do congelamento reduziu as taxas de fDNA e aumentou a atividade de
enzimas antioxidantes. Detectamos a expressdo protéica do receptor do GLP-1 em
espermatozoides humanos e em testiculos de camundongos e a liraglutida reduziu a taxa de
motilidade espermatica. A leptina e liraglutida estdo envolvidas na regulagdo espermatica. A
adicdo de leptina as amostras capacitadas reduziu a fDNA e o estresse oxidativo melhorando a
qualidade espermatica no pos-descongelamento. Verificamos que tanto 0s espermatozoides
humanos, quanto os testiculos de camundongos, expressam o receptor do GLP-1. A incubagédo
in vitro dos espermatozoides com liraglutida reduziu a taxa de motilidade progressiva, e 0
relato de caso sugere que a liraglutida causou uma interrupcdo da espermatogénese, sendo
restabelecida com a suspensdo 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 Alcantara
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 DNATf 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.
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INTRODUCAO

1 A INFERTILIDADE CONJUGAL

A infertilidade conjugal ja é considerada uma doenga, segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) e acomete 10 a 15% da populacdo que encontra-se em idade reprodutiva. A
infertilidade é definida como a incapacidade do casal de conceber, apds um ano de tentativa,
em que o casal manteve relagcGes 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 0s 20% restantes de causa desconhecida. A infertilidade masculina
pode resultar de baixa contagem de espermatozoides, baixa motilidade dos espermatozoides,
uso de medicamentos e drogas, disturbios enddcrinos, exposicdo a poluentes ambientais,
tabagismo, espermatogénese anormal, obstrugdo de um ducto genital, dentre outras (Brincat et
al., 2015).

Dentre os casais que apresentam o quadro de infertilidade, muitos ndo 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 0s casais que buscam o tratamento,
40% deles séo beneficiados com a gestacdo (Neri et al., 2014). Considerando-se que a taxa de
gestacdo natural é de 15 a 20% ao més, a taxa de 40% de gestacdo utilizando-se o tratamento
de reproducdo assistida parece baixa a principio, no entanto, ela representa uma média que
engloba desde fatores de infertilidade com altas chances de sucesso, como por exemplo, um
fator tubario (por exemplo, uma obstrucdo da luz da tuba uterina) ou um casal de mulheres
homossexuais, até um fator de infertilidade mais complexo, como a faléncia ovariana precoce
ou a azoospermia ndo obstrutiva (auséncia de espermatozoides no sémen, sem obstrucdo do

canal deferente).
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1.1 Infertilidade masculina

1.1.1. A espermatogénese

A producdo de espermatozoides ocorre nos tlbulos seminiferos, é continua e resulta
em aproximadamente 100 milhdes de espermatozoides por dia. O testiculo possui
aproximadamente 250 tubulos seminiferos enovelados, cada um desses tubulos encontra-se
em um estagio da espermatogénese, permitindo com que essa producdo de espermatozoides
seja ininterrapta. O ciclo da espermatogénese é completo em 75 dias, o que significa que uma
alteracdo na producdo de espermatozoides pode ser completamente revertida apds 3 meses
(Neto et al., 2016).

O testiculo apresenta uma estrutura arquitetdnica Unica, onde as espermatog6nias se
encontram na regido basal do tabulo, e se diferenciam ao longo do epitélio do tubulo, até a
formacéo de espermatozoides, que se encontram na luz dos tubulos seminiferos. As células de
Leydig encontram-se no intersticio, entre os tabulos seminiferos e tém por funcdo a secre¢do
de testosterona para a espermatogénese. As células de Sertoli fazem parte dos tubulos
seminiferos, e se estendem desde a lamina basal, até a luz do tdbulo, tendo por funcdo a
nutricdo e sustentacdo das células germinativas, participando diretamente da espermatogénese
(Neto et al, 2016).

A espermatogénese termina na formacéo dos espermatozoides, que sdo células méveis
e completamente diferenciadas e especializadas. Durante a espermiogénese, 0s
espermatozoides passam por drasticas e necessarias mudancas estruturais (Figura 1), para se
tornarem uma célula capaz de cumprir suas funcGes. Para percorrer todo o caminho até o local
da fecundacdo, os espermatozoides precisam ser células bastante pequenas, para isso, perdem
quase totalmente seu citoplasma durante a espermiogénese. O nucleo dos espermatozoides é
altamente compactado para ser transportado pela menor célula do corpo humano, para isto, as
histonas sé@o trocadas por protaminas, que oferecem uma maior capacidade de enovelamento
do DNA. O complexo de Golgi forma o acrossomo, rico em acrosina, que € a principal
enzima necessaria para digerir a zona peltcida do odcito e alcancar a membrana do odcito
para a fertilizagdo. O flagelo dos espermatozoides é formado a partir dos centriolos. E, para
oferecer energia para o batimento flagelar, as mitocondrias formam uma rede na peca

intermediaria. (Helfenstein et al., 2010).
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Figura 1. Fases da espermiogénese

Acrossomo Citoplasma residual

Nucleo

Centriolo formagao do capuz -
Mitocondrias | acrossomico (lisossomo || _p R R Sac i
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Ndcleo

~ Cadeia de mitocondrias .
posicionamento das espermatozoide
mitocondrias na peca i

intermediaria

Legenda: Fases da espermatogénese, mostrando as transformagdes pelas quais a espermatide sofre para a formacdo dos
espermatozoides. Dentre essas mudancas, temos: a alta compactacdo do material genético, a formacdo do acrossomo, 0
descarte quase completo do citoplasma e a formagao da rede de mitocdndrias na peca intermediaria do espermatozoide.
Fonte: Adaptado de: Moore e Persaud. MOORE, K.; PERSAUD, T.; TORCHIA, M. O inicio do desenvolvimento humano:
primeira semana. In: Embriologia Clinica. Rio de Janeiro: Elsevier, 2008.

1.1.2 O Espermograma

A primeira ferramenta para a analise seminal € o exame de espermograma. Neste, sdo
avaliados parametros espermaticos padrfes e estabelecidos pela OMS. Dentre eles, temos 0s
parametros macroscopicos e 0s parametros microscopicos. Os parametros macroscopicos
(Quadro 1) incluem a avaliacdo do volume seminal, tempo de liquefacdo, pH e aspecto
(coloracéo, viscosidade e turgidez) do sémen (OMS, 2010).

As glandulas acessorias sdo as responsaveis pela constituicdo do plasma seminal, que
é analisado dentro dos pardmetros macroscopicos. A secrecdo da vesicula seminal constitui
75% do volume seminal. Além disso, a vesicula seminal participa da coagulacdo do sémen
imediatamente ap0s a ejaculacdo, para que seja formado um tampdo vaginal. A prostata
contribui com 20% do plasma seminal e € a glandula responsavel pela alcalinizagcdo do sémen,
para que este reduza a acidez do canal vaginal e possibilite a sobrevivéncia do espermatozoide
durante a passagem em direcdo ao Utero. A prostata contribui também para a liquefacdo do

sémen, através de suas enzimas proteoliticas, desfazendo o coagulo seminal. A gandula
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bulbouretral secreta um liquido que lubrifica e limpa a uretra, antes da ejaculagdo. Com isso,
0s espermatozoides constituem aproximadamente 5% do sémen ejaculado (OMS, 2010).

Quadro 1. Parametros seminais macroscopicos

Parametros Seminais (Macroscopicos) Valores de Referéncia
Volume >1,5ml

Tempo de liquefagao <60 minutos

pH 27,2

Legenda: Parametros macroscdpicos seminais, segundo a OMS (OMS, 2010).
Fonte: O autor, 2016.

Os parametros microscopicos incluem a concentracdo, motilidade e morfologia
espermaticas. De acordo com os parametros microscopicos, podemos classificar as amostras
seminais (Quadro 2). O paciente que apresenta uma amostra com todos 0s parametros

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

Quadro 2. Parametros seminais microscopicos e classificacdo da amostra

Parametros Seminais (Microscdpicos) Valores de Referéncia Classificacdo
Concentragio <15 x 10° sptz/ml Oligospermia

Motilidade <32%sptzA+B Astenospermia
Morfologia < 4% morfologia normal Teratospermia

Legenda: Parametros microscopicos seminais e a classificagdo da amostra, segundo a OMS (OMS, 2010).
Fonte: O autor, 2016.

O espermatozoide € o gameta masculino e o responsavel pela fertilizacdo do odcito, o
gameta feminino. Para que isto ocorra, 0 espermatozoide possui uma fungdo importantissima:
a entrega de seu material genético ao odcito. E facil perceber, entdo, que a qualidade deste
DNA é de grande importancia para o desenvolvimento do embrido e a gravidez de sucesso.
No entanto, existem alguns fatores que podem interferir na qualidade deste DNA. Dentre eles,
0 estresse oxidativo vem sendo apontado como fator relevante, nos estudos mais recentes
(Gavriliouk e Aitken, 2015).
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1.1.3 O estresse oxidativo

Em seu estado fisiologico, as células produzem espécies reativas de oxigénio (EROS),
necessarias a maturacdo e capacitacdo espermaticas, as quais constituem o mecanismo pro-
oxidante. As EROs devem constantemente ser neutralizadas por enzimas antioxidantes para
manter o equilibrio entre os mecanismos anti e pro-oxidante. Compondo o0 mecanismo
antioxidante, temos as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase
(GPx) (Cocuzza et al., 2007). O estresse oxidativo pode ser entendido como um desequilibrio
entre 0s mecanismos pro-oxidantes e antioxidantes de uma célula. O aumento do nivel de
EROs somado a reducdo do nivel de enzimas antioxidantes desencadeia o estresse oxidativo
(Di Santo et al., 2012).

Os espermatozoides sdo células especialmente mais vulneraveis ao ataque oxidativo,
devido a sua exclusiva composicao estrutural. Em consequéncia da perda da maior parte de
seu citoplasma durante a espermiogénese, ocorre a reducdo da concentracdo de enzimas
antioxidantes nos espermatozoides (Helfenstein et al., 2010). Além disso, sua membrana
plasmaética € rica em &cidos graxos poliinsaturados, tornando-a mais suscetivel a peroxidacdo
lipidica. Esses fatores determinam maior propensdo dos espermatozoides a acao 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, 0s efeitos deletérios do estresse
oxidativo podem acarretar diversas alteracfes estruturais dos espermatozoides, tais como a
fragmentacdo protéica, a peroxidacdo lipidica e a fragmentacdo da membrana e do DNA
espermatico (Helfenstein et al., 2010). O estresse oxidativo ja € considerado uma causa de
infertilidade masculina, visto que a elevada presenca das EROs causa danos a motilidade

espermatica e a integridade do DNA espermatico (Sieme et al., 2015).

1.1.4 Fragmentacio do DNA espermatico (fDNA)

Além dos parametros padrGes avaliados no espermograma, outros testes vém se
mostrando preditores da infertilidade masculina, como por exemplo, testes de fDNA

espermatico, testes que avaliam o estresse oxidativo, testes de anticorpos antiespermatozoides,
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teste de reacdo acrossomica. Podemos destacar o teste de avaliagdo da fragmentagdo do DNA
espermatico, que consegue detectar 8% dos homens inférteis que possuem um espermograma
normal (Lewis et al., 2013).

Existem alguns testes disponiveis para a avaliacdo da taxa de fDNA, dentre eles,
temos 0 SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay), 0 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 padrdo-ouro para avaliacdo da fragmentacao do
DNA (Lewis et al., 2013). No entanto, 0 SCSA nao se encaixa na realidade das clinicas de
reproducdo assistida, pois necessita de maior tempo de experimentacdo e tem como
metodologia a microscopia de fluorescéncia. J& o SCD dispbe de relativo rapido tempo de
preparo, ja foi validado como um teste capaz de obter os resultados do teste padrdo-ouro e ja é
utilizado nas clinicas para avaliacdo, complementando o resultado do espermograma. O
método do SCD consiste em uma desnaturacdo das proteinas que envolvem o DNA dos
espermatozoides, descompactando a cromatina (Feijo e Esteves, 2014).

Alguns centros de reproducdo assistida, que ndo realizam ainda o teste de fDNA em
seus laboratdrios, enviam as amostras para laboratérios de Sdo Paulo. Essas amostras sao
enviadas congeladas, por orientacdo dos préprios laboratérios diagnésticos de Sdo Paulo.

A fDNA espermaético pode ser causada por diversos fatores: apoptose nos tabulos
seminiferos, defeitos no remodelamento da cromatina durante a espermiogénese, estresse
oxidativo, ativacdo de caspases e endonucleases, quimioterapia e radioterapia, exposicdo a
toxinas ambientais. O aumento nas taxas de fragmentacdo do DNA espermatico esta
relacionado a alteracdo da morfologia embrionéria, a reducdo das taxas de implantagdo e ao
aumento do aborto recorrente (Figura 2) (Sakkas e Alvarez, 2010; Zhao et al., 2014).
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Figura 2. Fragmentagdo do DNA espermatico

Exposi¢ao a
toxinas ambientais

Radioterapia \1, Quimioterapia

- Ativagdo de
caspasese
endonucleases

Estresse oxidativo

Defeitos no
Fragmentacao ~
Apoptose nos tubulos do DNAC remodglarr;ento da
seminiferos cromatina durante a

/ \esp:armatogénese

T Aborto

 Taxa de fertilizacdo || | Taxa de gestacdo || { Taxa de implantagdo
recorrente ]

!

Infertilidade

Legenda: Fatores que causam a fragmentagdo do DNA espermatico e o resultado do aumento das taxas de fragmentacéo do
DNA.
Fonte: Adaptado de Sakkas e Alvarez, 2010.

1.2 Hormonios que regulam a fertilidade

1.2.1 Requlacdo hormonal cléssica

O testiculo tem como funcdes essenciais a espermatogénese e a secre¢do de hormonios
sexuais, ambas reguladas através do eixo hipotalamico-hipofisario. O hipotdlamo secreta o
GnRH (horménio liberador de gonadotropinas), que estimula a hipofise na secrecdo de FSH
(horménio foliculo estimulante) e LH (hormonio luteinizante). O FSH estimula as células de
Sertoli, a qual tem por funcdo criar um ambiente favoravel para a proliferacdo e maturacdo
das células da linhagem germinativa, além de produzirem inibina B. O LH estimula as células
de Leydig a produzirem testosterona, que por sua vez, € importante para a espermatogénese,
pois participa do processo de diferenciacdo da esperméatide. Ambas, inibina B e testosterona
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regulam a secre¢do dos horménios GnRH, FSH e LH, através de feedback negativo. Essa
regulacdo enddcrina é necessaria para o funcionamento adequado da espermatogénese.
Qualquer alteracdo na regulacdo hormonal do eixo pode causar reducdo ou auséncia da
producdo espermatica, podendo levar a subfertilidade ou até mesmo a infertilidade
(Dimitriadis et al., 2015).

Figura 3. Regulacdo hormonal da espermatogénese.
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Legenda: Adaptado de: Regula¢do hormonal do eixo hipotaldamico-hipofisario-gonadal.
Fonte: Schlatt e Ehmcke, Seminars in Cell & Developmental Biology, 2014

1.2.2 Leptina

A leptina é um hormonio peptidico produzido principalmente pelo tecido adiposo.
Suas func¢bes mais amplamente conhecidas estdo relacionadas a obesidade, levando a inibicéo

do apetite, da ingestdo alimentar e a estimulacdo do gasto energético. No entanto, ja foi
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mostrada sua atuacdo nos diversos sistemas do organismo, dentre eles, o sistema reprodutor
(Li etal., 2009).

A presenca da leptina e de seu receptor em espermatozoides ja foi descrita (Aquila et
al., 2005; Jope et al., 2003; Li et al., 2009), no entanto, seu papel na espermatogénese e no
espermatozoide ainda ndo estd completamente esclarecido. Trabalhos da literatura mostram
resultados conflitantes sobre o papel da leptina no nimero e qualidade dos espermatozoides.
Lampiao e Du Plessis encontraram um aumento da motilidade total e progressiva, da reacéo
acrossdmica, assim como da producdo de NO, apos incubacdo in vitro de espermatozoides
com leptina (Lampiao e Du Plessis, 2008). Em contraste, Li e colaboradores ndo observaram
efeitos significativos da leptina sobre a motilidade esperméatica, a porcentagem de
espermatozoides capacitados e que sofreram reacdo acrossémica, apds incubacéo in vitro com
leptina (Li et al., 2009).

Em outras espécies também foram realizados alguns experimentos com leptina. Em
porcos, a incubacgdo in vitro de espermatozoides com leptina levou ao aumento da reacéo
acrossdmica e producdo de oxido nitrico (Aquila et al., 2013). Em contraste, o trabalho de
Haron et al (2010) ndo realizou incubacdo in vitro da leptina com espermatozoides, e sim, fez
injecOes intraperitoneais de leptina em ratos e observou uma redugdo da contagem
espermatica, aumento da porcentagem de espermatozoides com morfologia anormal, reducéao
do didmetro dos tubulos seminiferos e da altura do epitélio seminifero (Haron et al., 2010).

Ja 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 peroxidacao lipidica (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 cardiomiocitos. Nenhum dos trabalhos avaliou o efeito da leptina sobre o
estresse oxidativo em espermatozoides. Além disso, até o momento, ndo ha estudos

investigando o papel da leptina no congelamento de espermatozoides.

1.2.3GLP-1

O liraglutida € um agonista do receptor do horménio peptideo 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
horménios gut e hormdnios do tecido adiposo tém sido citados como potenciais reguladores
da funcéo reprodutiva (Comninus et al., 2014).

A primeira evidéncia 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 fémeas e reducdo do peso das gbnadas de machos, mesmo na presenca de niveis de
horménios esterdides normais em ambos os sexos (Mac Lusky et al., 2000). Em homens, a
infusdo de GLP-1 reduziu a frequéncia de pulsos de secrecdo de testosterona, sugerindo um
efeito inibitdrio da secrecéo de testosterona, mesmo em niveis inalterados de LH (Jeibmann et
al., 2005).

Recentemente foram comunicados ao Food and Drugs Administration (FDA) dois
casos de diminuicdo da producdo de espermatozoides com o uso do liraglutida (FDA
communication). Estudos envolvendo a interacdo entre o0 GLP-1 e o sistema reprodutor ainda
sd0 escassos. Nosso grupo publicou um relato de caso de paciente azoospérmico, em uso de
liraglutida (Fontoura et al., 2014).

1.3 Criopreservacao de espermatozoides

A criopreservacdo de gametas e embrides tem uma grande importancia na area da
reproducdo assistida, para preservar a fertilidade e propiciar a possibilidade de armazenar
diferentes células envolvidas no prcesso de fertilidade. Levando-se em conta 0s
espermatozoides, a criopreservacdo tem diversas aplicacBes, tais como 0 congelamento
seminal prévio as cirurgias de prostatectomia, vasectomia, aos tratamentos de quimioterapia,
radioterapia, e para o banco de sémen 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 superficie e pequena quantidade intracelular de agua. As taxas de
sobrevida variam entre 25 a 75%, com uma media 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 a formacéo 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 plasmaticas (Sieme et al.,
2015); altera o potencial de membrana mitocondrial e libera EROs (Yeste et al., 2015). Além
disso, a criopreservacdo reduz a atividade antioxidante do espermatozoide, tornando-o ainda
mais susceptivel a acdo das EROs (Di Santo et al., 2012), podendo inviabilizar a funcdo da
célula e, até mesmo, levar a apoptose (Petyim et al., 2014).

Com o intuito de minimizar esses efeitos deletérios, alguns trabalhos vém testando a
acao de antioxidantes na criopreservacdo seminal (Mata-Campuzano et al., 2015; Zhang et
al., 2015). Zhang et al observou efeito crioprotetor da I-carnitina, levando a uma significativa
melhora dos parametros espermaticos pos congelamento, incluindo os niveis de fDNA (Zhang
et al., 2015). Mata-Campuzano et al também observou reducdo da peroxidacgdo lipidica e da
fDNA, apos incubacdo de espermatozoides com antioxidantes durante a criopreservagdo

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

2.1 Objetivo Geral

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

espermatica.

2.2 Objetivos especificos

e Os testes de fragmentacdo do DNA espermatico no Rio de Janeiro eram comumente
realizados com amostras congeladas enviadas para um laboratério em S&o Paulo. Surgiu a
hipbtese de que o congelamento poderia interferir nos resultados do teste de fragmentacao.
Para testar essa hipotese, avaliamos os efeitos do ciclo de congelamento e descongelamento
sobre a fragmentacdo do DNA de espermatozoides humanos.

e Sabe-se que a leptina e seu receptor estdo presentes nos espermatozoides e tendo em vista
seu papel no estresse oxidativo, avaliamos a hipdtese da leptina ter papel na criopreservacéao.
Avaliamos se a capacitacdo espermatica e a adicdo de leptina ao meio de cultivo previamente
ao congelamento podem interferir na qualidade espermaética apds o descongelamento dos
espermatozoides.

e Com o aparecimento de um caso de azoospermia na Clinica Vida Centro de Fertilidade
devido ao uso de liraglutida, foi publicado um relato de caso.

e A partir do achado da influéncia do liraglutida sobre a fertilidade masculina, foi avaliada a
presenca de receptores do GLP-1 em espermatozoides humanos e testiculos de camundongos,

e foi avaliada a hipotese do liraglutida ter papel sobre a funcdo espermatica.
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecdo de pacientes

Participaram deste estudo 114 individuos normospérmicos provenientes do
Laboratorio de Reproducdo Assistida da clinica Vida Centro de Fertilidade, com até 45 anos
de idade, que preencheram os seguintes critérios de inclusdo: ndo portar infecgdes do trato
urogenital, ndo apresentar varicocele ou hidrocele, ndo ser portador de outras doengas, tais
como diabetes mellitus, obesidade, desnutri¢cdo, tabagismo e alcoolismo. As amostras
leucospérmicas também foram excluidas do estudo, uma vez que os leucocitos produzem uma
grande quantidade de EROs, podendo alterar os experimentos de estresse oxidativo. Para
realizacdo deste estudo, foi firmado um acordo com a Clinica Vida Centro de Fertilidade. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto

(CEP/HUPE 432.202) e tem o0 consentimento escrito dos pacientes.

3.2 Coleta seminal

Para a coleta seminal, os pacientes foram orientados a ndo ingerir bebidas alcodlicas
no dia anterior. A coleta seminal foi feita através de masturbacéo, respeitando-se o periodo de
abstinéncia ejaculatoria de 2 a 5 dias. As amostras foram coletadas em frascos estéreis

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

3.3 Anélise seminal

A anélise macroscoépica incluiu a avaliacdo do volume, viscosidade, cor, turgidez,
tempo de liquefacdo e pH da amostra seminal; enquanto que a analise microscopica incluiu a
avaliacdo dos pardmetros de concentracdo, motilidade, vitalidade e morfologia espermaticas.

A analise microscépica foi realizada somente apos a liquefacdo da amostra. A analise seminal
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foi realizada com o objetivo de classificar as amostras e, a partir desta classificagdo, foram
incluidos apenas os pacientes normospérmicos e excluidos os pacientes das demais

classificacoes.

e Concentracdo: A avaliacdo da concentracdo dos espermatozoides foi realizada
utilizando-se a camara de Neubauer. O resultado foi dado em milhdes por ml (OMS,
2010).

e Motilidade: A determinacdo da motilidade espermatica foi realizada utilizando-se a
camara de Makler. O resultado foi dado em porcentagem para cada uma das
classificacbes: grau A (progressiva rapida), grau B (progressiva lenta), grau C (nédo
progressiva) e grau D (auséncia de motilidade) (OMS, 2010).

e Vitalidade: A avaliacdo da vitalidade dos espermatozoides foi realizada a partir da
adicdo de eosina a 0,5% a amostra. O resultado foi dado em porcentagem para as
classificacbes de espermatozoides vivos e mortos, posteriormente a contagem de 200
espermatozoides (OMS, 2010).

e Morfologia: Foi utilizado o kit Spermac para coloragdo das laminas contendo
esfregaco seminal. O resultado foi dado em porcentagem para cada uma das
classificagbes: normais, alteracdo na cabeca, na peca intermediaria, na cauda e
alteracbes associadas, posteriormente a contagem de 200 espermatozoides (OMS,
2010).

e Mensuracdo de leucdcitos: Foi utilizado o Panético Rapido para a coloracdo das
laminas contendo esfregaco seminal. A concentracdo de leucécitos foi considerada
normal quando menor que 1 X 10% milhdes por ml. A partir de 1 X 10% milhdes por

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

3.4 Classificagdo dos pacientes segundo os critérios da OMS

Os pacientes foram classificados como normospermicos quando apresentaram todos 0s
pardmetros seminais normais. Os pacientes que apresentaram as demais classificagdes foram

excluidos do estudo.
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3.5 Capacitacdo espermatica

Para a realizacdo da capacitacdo espermatica, os espermatozoides foram centrifugados
a 1050 rpm sobre dois gradientes descontinuos 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 °C
com inclinagdo de 45° por 1 hora. A fracdo movel de espermatozoides foi obtida através da
técnica de swim-up, ao remover o sobrenadante. O recuperado contendo espermatozoides

moveis foi dividido em aliquotas para incubacdo com leptina e com liraglutida.

3. 6 Incubacéo dos espermatozoides com leptina

Foi feita a incubacdo de aliquotas do recuperado capacitado com 10 ng de leptina a
37°C e 6% de CO2 overnight, previamente ao congelamento dos espermatozoides.

3.6.1 Expresséo da leptina e de seu receptor nos espermatozoides

A fracdo capacitada de espermatozoides foi lavada e ressuspedida em tampéo de lise.
A mesma quantidade de proteinas (80 ug) 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 diluicdo dos
anticorpos primarios foi de 1:1000 do anticorpo para leptina e de 1:1000 do anticorpo para

ObR. A ligacéo do anticorpo secundario foi revelada com ECL.
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3.6.2 Padronizacio da dosagem de leptina

Foi realizada a padronizacdo da concentracdo de leptina a ser utilizada na incubacéo

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

3.6.3 Validacdo da técnica de fDNA espermatico

Para a validacdo da técnica de fDNA foram realizadas analises com as mesmas
amostras que eram enviadas ao laboratério diagnostico RDO, considerado padrédo ouro. Foram
calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) durante a validacéo.

3.6.4 fDNA espermético

Para avaliacdo da fDNA espermatico foi utilizado o kit Hallosperm (Halotech DNA,
S.L.). Os espermatozoides foram imersos em microgel de agarose em laminas pré-tratadas.
Foram adicionadas: a solucdo desnaturante, para denaturar as proteinas nucleares; a solucdo
de lise para romper a membrana dos espermatozoides e liberar o conteido genético. O DNA
ndo integro foi dispensado durante lavagem com agua destilada. O material foi fixado com
alcool e a coloracdo foi realizada com Diff-Quick. Os espermatozoides foram observados em
aumento de 100X com dGleo de imersdo e classificados como normais, fragmentados e
degenerados. Foram analisados 300 espermatozoides por amostra. O valor de corte do teste &
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 adigéo

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

A avaliacdo dos mecanismos pré-oxidantes foi realizada nas amostras com e sem

adicdo de leptina.

3.6.5.1 Peroxidacéo lipidica

A determinacdo da peroxidacao lipidica em espermatozoides foi avaliada através da
mensuracdo de substancias que reagem ao acido tiobarbitrico (TBARS). A oxidacdo de
acidos graxos da membrana forma um subproduto, o malondialdeido (MDA), que reage ao
TBARS. Esta reacdo forma um produto réseo que foi medido espectrofotometricamente, no

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

3.6.5.2 Sulfidrilacdo de proteinas

A oxidacdo de proteinas baseia-se no principio da reacdo do DTNB com grupamentos
sulfidril (SH). O contetdo SH foi medido espectrofotometricamente, no comprimento de onda
de 412 nm (Ellman, 1959).

3.6.6 Mecanismos antioxidantes em espermatozoides

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

adicdo de leptina.
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3.6.6.1 SOD

A adrenalina sofre oxidacdo pela acdo do anion superdxido, que por sua vez, pode ser
inibido pela atividade da enzima SOD. A oxidacao da adrenalina pelo anion superdéxido forma
0 produto adrenocromo.

A atividade enzimatica da SOD (produto adenocromo) foi medida
espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 480 nm. Foram utilizados os volumes
de 20, 40 e 60 ul de cada amostra em trés cubetas diferentes, que foram lidas uma de cada
vez, adicionando a elas os seguintes reagentes: 1940 pl de tampao glicina (0,75 g em 200 ml
de &gua destilada, pH = 10,2), 20 ul de catalase (0,0024 g/ml de agua destilada) e, por tltimo,
40 pl de norepinefrina (95 mg em 5Sml de 4gua destilada + 15 pl/ml de HCI 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 proteina.

3.6.6.2 Catalase

A catalase promove a degradacdao do peréxido de hidrogénio (H20.) em oxigénio e
agua. A atividade da enzima catalase foi medida pela quantificacio do H20>
espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 240 nm. Em cada cubeta foi
adicionado 1 ml de tampéo fosfato (PBS) com peréxido de hidrogénio (H202) (25 ml de PBS
para 40 ul de H202) e 200 ul 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 proteina.
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3.6.6.3 GPx

A GPx catalisa a redugdo do H202 e hidroperoxidos orgénicos em agua e alcool,
utilizando a glutationa como doadora de elétrons. A atividade da enzima GPx foi determinada
através da taxa de decaimento de nicotinamida adenina dinucleotideo 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 proteina.

3.6.7 Motilidade e vitalidade

As taxas de motilidade e vitalidade foram determinadas antes e apds a incubacgéo

overnight com leptina, em amostras a fresco.

3.6.8 Andlise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 6.0 para andlise dos resultados.
Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). A normalidade
da amostra foi testada através do teste D”Agostino-Pearson. Para analise estatistica dos
resultados foi utilizado o teste t pareado para comparar dois grupos antes e apés O
congelamento, a capacitacdo espermatica e a adicdo de leptina ao meio de cultivo. Foi
utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas para comparar 0s grupos antes e apos
incubacdo dos espermatozoides com diferentes concentra¢@es de leptina. Foi utilizado o pos-

teste de Holm-Sidak e a significancia estatistica foi considerada quando p<0,05.
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3.7 Incubacéo dos espermatozoides com liraglutida

Foi feita a incubacdo de aliquotas do recuperado capacitado com 10 nM, 100 nM e
1000 nM de liraglutida overnight, a 37°C e 6% de COx.

3.7.1 Expressdo do receptor do GLP-1 nos espermatozoides

A fracdo capacitada de espermatozoides foi lavada e ressuspedida em tampéo de lise.
A mesma quantidade de proteinas (80ug) 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 diluicdo do
anticorpo primario foi de 1:1000 do anticorpo para receptor de GLP-1. A ligacdo do anticorpo

secundario foi revelada com ECL.

3.7.2 Motilidade e vitalidade

As taxas de motilidade e vitalidade foram determinadas antes e apds a incubagédo

overnight com liraglutida, em amostras a fresco.

3.7.3 Andlise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 6.0 para analise dos resultados.
Os dados foram apresentados como média = E.P.M. A normalidade da amostra foi testada
através do teste D"Agostino-Pearson. Para andlise estatistica dos resultados foi utilizado o
teste ANOVA de medidas repetidas para comparar 0s grupos antes e ap6s incubagdo dos
espermatozoides com diferentes concentracdes do liraglutida. Foi utilizado o pos-teste Holm

Sidak e a significancia estatistica foi considerada quando p<0.05.
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3.8 Andlise de testiculos de camundongos

3.8.1 Obtencao de testiculos de camundongos

Foram coletados testiculos direitos de camundongos C57BL/6 para andlise da
expressao protéica do receptor de GLP-1. Essas amostras foram processadas em Potter para

obtengdo de homogenato.

3.8.2 Expresséo do receptor do GLP-1 no testiculo de camundongos

As proteinas do testiculo foram extraidas e homogeneizadas com tampéo de lise. A
mesma quantidade de proteinas (80ug) 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 diluicdo do
anticorpo primario foi de 1:1000 do anticorpo para receptor de GLP-1. A ligacdo do anticorpo

secundario foi revelada com ECL.

3.9 Relato de caso

O caso do paciente da clinica Vida Centro de Fertilidade, que estava fazendo uso de
liraglutida e teve o acompanhamento da reducéo de sua producgdo espermatica foi publicado
na revista Reproductive Biomedicine Online e encontra-se disponivel em anexo (Anexo A). O

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

4.1 Incubacéo dos espermatozoides com leptina

4.1.1 Expressdo de leptina e seu receptor nos espermatozoides

Através da técnica de western blotting confirmamos a presenca da leptina (Figura 4A)
e de seu receptor ObR-b (Figura 4B) em espermatozoides isolados de pacientes

normospérmicos, confirmando dados da literatura®®,

Figura 4. Expressdo de leptina e seu receptor
A B

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

4.1.2 Padronizacdo da dosagem de leptina

As taxas de motilidade (p=0,6) (Figura 5A) e de vitalidade (p=0,9) (Figura 5B) nédo
diferiram entre as concentracGes de leptina (10, 100 e 1000 ng). A partir desses resultados,
selecionamos a concentracdo de 10 ng para 0s experimentos posteriores, uma vez que esta é a
dose utilizada em trabalhos com espermatozoides humanos!?!® e que doses superiores

mostraram nao ter efeitos.
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Figura 5. Motilidade e vitalidade espermatica em diferentes concentracGes de leptina
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Legenda: Porcentagem de motilidade progressiva (5A) e de vitalidade (5B) esperméticas em diferentes concentracdes de
leptina. Valores representados como média + erro padrdo da média, n=14.

4.1.3 Validacdo da técnica de fDNA espermatico

O teste de fDNA espermatico foi validado (Figura 6) posteriormente as mensuracdes
de sensibilidade (71,4%), especificidade (90%), valor preditivo positivo (93,8%) e valor
preditivo negativo (60%).

Figura 6. Validacdo da técnica de fragmentacdo do DNA no laboratorio

Clinica Vida
-== Laboratério RDO

©
o

(2]
(=]
L

b

EoN
o
e

Fragmentacdo do DNA (%)

o
1
4

4 — — — S-S T UV T— —_— e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Amostras

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

verde correspondem ao Laboratério diagndstico RDO (considerado padréo ouro), que utiliza um teste cujo valor de corte é
de 25%. As leituras apresentadas em azul correspondem as contagens realizadas na clinica 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 espermético

Houve um aumento (p<0,0001) da taxa de fDNA espermatico apds o congelamento
(36,5+4,1), comparado a analise 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 diagnostico
alterado (acima de 30% fDNA) tinham, na verdade, amostras normais (abaixo de 30%) na
avaliacdo a fresco. Esse resultado sugere que a analise realizada com amostras a fresco é mais

fidedigna (Figura 7).

Figura 7. Taxas de fragmentacdo do DNA espermatico antes e apds congelamento
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Legenda: Porcentagem de fragmentacdo do DNA esperméatico em amostras analisadas a fresco e apds o congelamento
(n=20). As leituras apresentadas em azul correspondem as amostras a fresco e as leituras apresentadas em vermelho as
amostras congeladas. As linhas horizontais correspondem ao valor de corte do teste (30%). Os gréficos estdo sendo
representados através de pontos referentes as leituras (7A) e em barras (7B) constituindo média + erro padrdo da média.

Houve uma reducdo significativa (p=0,0144) da taxa de fDNA em amostras
capacitadas (Figura 8A) previamente ao congelamento (19,7+5,3), quando comparada as
amostras de semen bruto congeladas (37,4+4,0). A adicdo de leptina previamente ao
congelamento seminal (Figura 8B) também reduziu (p<0,0001) a fDNA (10,7+2,6),
comparando-se as amostras sem adicdo de leptina (23,0+3,1). Esses resultados sugerem que,

assim como outros antioxidantes'®!!, a leptina também demonstrou um efeito crioprotetor.
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Figura 8. Taxas de fragmentacdo do DNA em sémen bruto, capacitado e capacitado com

leptina
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Legenda: Porcentagem de fragmentacdo do DNA espermatico em amostras com e sem capacitagdo prévia ao congelamento
(8A) (n=13) e amostras capacitadas com ou sem adi¢do de leptina prévia ao congelamento (8B) (n=11). Os resultados dos
graficos estdo sendo representados como média + erro padrdo da média.

4.1.5 Mecanismos pré-oxidantes em espermatozoides

A leptina ndo teve efeito na peroxidacao lipidica (p=0,6) (Figura 9A) e na sulfidrilacdo
de proteinas (p=0,3) (Figura 9B).
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Figura 9. Dano oxidativo em amostras capacitadas com e sem leptina
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Legenda: Dano oxidativo mensurado através da peroxidacao lipidica (9A) (n=11) e da oxidagdo de proteinas (9B) (n=11) em
espermatozoides. Os resultados dos gréaficos estdo sendo representados como média + erro padrdo 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 adicéo de leptina (SOD=100,8+6,2 vs
82,4+6,9; p=0,001; GPx=110,74£8,7 vs 88,8+9,8; p=0,02; respectivamente). No entanto, a
enzima antioxidante catalase ndo diferiu entre os grupos (p=0,9), (Figura 10C). O aumento na

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

inicial de seu papel crioprotetor.
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Figura 10. Atividade das enzimas antioxidantes
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Legenda: Atividade antioxidante mensurada através das enzimas SOD (10A), catalase (10B) e GPx (10C) em
espermatozoides. Os resultados dos gréaficos estdo sendo representados como média + erro padrdo da média; n=11.

4.1.7 Taxa de motilidade e vitalidade espermaticas

As taxas de motilidade progressiva (p=0,2) (Figura 11A) e vitalidade (p=0,6) (Figura
11B) ndo diferiram apds incubacdo 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 espermaética em diferentes concentracdes de leptina
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Legenda: Porcentagem de motilidade progressiva (11A) e vitalidade (11B) espermaticas em amostras capacitadas com e sem
leptina. Os resultados estdo sendo representados como média + erro padréo da média; n=20.
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4.2 Incubacéo dos espermatozoides com liraglutida

4.2.1 Expressdo do receptor do GLP-1 em espermatozoides

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

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

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

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

4.2.2 Motilidade e vitalidade

Ap0s incubacdo overnight com liraglutida, foi observada redugdo da motilidade
espermatica na dose de 100 nM de liraglutida (13A). Enquanto que a vitalidade espermatica

ndo apresentou alteracdo nas concentracGes de liraglutida utilizadas (13B).

Figura 13. Motilidade e vitalidade espermaética em diferentes concentracdes de liraglutida
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Legenda: Porcentagem de motilidade progressiva (13A) e vitalidade (13B) espermaticas em diferentes concentracdes de
liraglutida. Valores representados como média + erro padrdo da média, n=16.
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4.2.3 Presenca do receptor de GLP-1 no testiculo de camundongos

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

tanto no testiculo de camundongos (Figura 14).
Figura 14. Expressao do receptor de GLP-1 em testiculo de camundongos
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Legenda: Expressédo protéica de GLP-1 em tecido testicular de camundongos (n=12)

4.3 Relato de caso

Um homem de 35 anos apresentou-se a clinica Vida Centro de Fertilidade em
novembro de 2011. O casal apresentava infertilidade primaria e idiopatica ha 1 ano. Ele ndo
apresentava historico familiar de infertilidade, relatou ingerir bebida alcodlica socialmente,
praticar exercicios fisicos duas vezes por semana, ter funcdo sexual normal e apresentou
ultrassonografia com Doppler da bolsa escrotal normal. Sua esposa também foi investigada e
apresentou triagem de exames de sangue e niveis hormonais normais, ndo apresentou
infeccbes sorolégicas, nao teve alteracbes nos exames de ultrassom pélvico,
histerossalpingografia e histeroscopia.

O primeiro espermograma do paciente foi realizado em novembro de 2011 e
apresentou todos os parametros espermaticos normais (Tabela 1). O paciente retornou apés 4
meses (marco de 2012) para realizar a técnica de inseminagdo intrauterina e sua analise
seminal apresentou concentracdo espermatica de 0.2 x 10° espermatozoides por ml, com
100% dos espermatozoides imdveis (Tabela 1). Para confirmar este resultado, foi feita nova
coleta seminal apos 6 horas. Nesta nova coleta ndo foram encontrados espermatozoides na
amostra (Tabela 1). Os medicos da clinica cancelaram o procedimento de inseminagéo
intrauterina e iniciaram nova investigagdo do paciente. O paciente relatou que estava em uso
de 0.6 mg de liraglutida (comercialmente conhecido como Victoza) e que ndo estava em uso
de qualquer outra medicacdo, ndo havia mudado seu estilo de vida, nem havia apresentado

gripe nem febre. Seu Unico historico de doenca na familia era de obesidade do pai. O paciente
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havia iniciado o tratamento com liraglutida em outubro de 2011, ou seja, 1 més antes de sua
primeira coleta que tinha seus parametros seminais normais. A razdo pela qual o paciente
havia iniciado o tratamento com liraglutida era a associacao de seu elevado peso (100 kg) e
um leve aumento nos niveis de glicose. Uma vez que o liraglutida era a unica medicacéo que
0 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 periodo.

Dois meses ap6s a interrupcdo do tratamento com liraglutide, foi realizado novo
espermograma, que apresentou parametros espermaticos alterados (concentracdo espermatica
de 0.01 x 10° espermatozoides por ml, sendo todos imoveis) (Tabela 1). Em seguida, retornou
2 meses depois (ou seja, 4 meses apds interrupcao do tratamento) e sua concentracao
espermatica ainda ndo estava normal, mas apresentou 8.7 x 10° espermatozoides por ml, com
porcentagem normal de motilidade espermaética (Tabela 1). Por precaucdo esta amostra foi
congelada e o casal iniciou o ciclo de fertilizagdo in vitro.

O paciente retornou 1 més depois (ou seja, 5 meses ap6s interrupcao do tratamento),
no dia da coleta oocitaria. O paciente fez nova coleta, que apresentou todos os parametros
espermaticos normais (Tabela 1). Os odcitos foram inseminados com esta amostra fresca e,
dentre os 4 odcitos coletados, 3 eram maduros e foram usados para o procedimento de injecao
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Todos os odcitos foram fertilizados e no dia 2
de desenvolvimento embrionario foram transferidos 2 embrides classe A, restando 1 embrido
que foi vitrificado em estagio de blastocisto. O casal teve uma gestacdo de sucesso e gerou

dois bebés apds 36 semanas.

Tabela 1. Pardmetros espermaticos do paciente azoospérmico em uso de liraglutida

Volume Concentragao Motilidade Morfologia Concentragao de
Data seminal espermatica espermatica espermatica leucdcitos
(mL) (x 108/mL) (%A+B) (%) (x 10/mL)

Novembro-11 2.5 51.6 55.6 8 0.8
Margo-12 3.0 0.2 0.0 - -
Margo-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 >15 >15 >32 >4 <1.0

Referéncia*

Legenda: Figura demonstrando as datas e os parametros espermaticos apresentados em cada coleta seminal do paciente
durante o tratamento e investigacdo de seu caso. *VValores de referéncia de acordo com a OMS 2010. Fonte: Fontoura P. et al,
2014
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5 DISCUSSAO

Enquanto que o dano induzido pela criopreservacéo ja € bem documentado, afetando a
motilidade, vitalidade, morfologia e a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides, 0
possivel dano ao DNA ocasionado pelo congelamento ainda ndo estd confirmado (Di Santo M
et al., 2012). Os estudos ainda sdo contraditorios no que diz respeito ao congelamento afetar e
0 quanto afeta a integridade do DNA espermatico (Di Santo et al, 2012; Paoli et al., 2014).

Alguns autores relataram um dano significativo ao DNA espermatico ocasionado pelo
congelamento (Sharma et al., 2015, Meamar et al., 2012), enquanto outros afirmam ndo haver
prejuizo a integridade do material genético (Tataru et al., 2015; Vutyavanich et al., 2010).
Esta divergéncia 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. Etal., 2008) (Ozkavuku et al., 2008), e sabe-se que o tabagismo altera a fDNA (Basu et al.,
2015); (2) difereca no preparo seminal previamente ao congelamento, por exemplo, alguns
estudos utilizaram o sémen 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 aplicacdo de diferentes técnicas de avaliacdo da taxa de
fragmentacdo do DNA espermatico.

Em nosso estudo observamos um aumento da fragmentacdo do DNA espermatico apos
ciclo de congelmento e descongelamento dos espermatozoides, corroborando com alguns
estudos anteriores. Para reduzir a variabilidade das amostras e dos resultados, nos
selecionamos apenas pacientes sem doencas e que ndo estavam em uso de nenhuma
medicacdo. Além disso, avaliamos apenas amostras de pacientes normospérmicos segundo 0s
critérios da OMS, uma vez que alguns autores acreditam que espermatozoides de homens
inférteis sAo menos resistentes ao congelamento, apresentando piores resultados em relagdo a
fragmentacdo do DNA espermatico apds descongelamento, comparados a pacientes férteis (Di
Santo et al., 2012; ,Kalthur et al., 2008).

NOs utilizamos sémen bruto para o congelamento partindo do principio de que o
sémen bruto possui grande defesa antioxidante que protege o espermatozoide durante o
congelamento contra o0 estresse oxidativo, que por sua vez, poderia induzir o aumento da

fragmentacdo do DNA espermatico (Saritha e Bongso, 2001; Martinez-Soto et al., 2013).
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Nossos resultados podem ser explicados por evidéncias anteriores de que o congelamento leva
a formacdo de cristais de gelo que levam a ruptura da membrana plasmaética, organelas e
membrana nuclear, atingindo o DNA da célula (Petym et al., 2014; Di Santo et al., 2012) O
mecanismo pelo qual essas alteracfes ocorrem ainda ndo é conhecido, no entanto, uma
possivel razdo para este dano induzido pelo congelamento seria o estresse oxidativo
(Thomson et al., 2009) e ou a ativacdo de cascatas apoptéticas (Zribi et al., 2010).

A literature ainda é controversa em relacdo a capacitacdo prévia ao congelamento.
Alguns pesquisadores observam melhores resultados de fDNA mixing the cryoprotector
direcly with raw semen, defendendo a hipdtese 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 contrario pode causar prejuizos a
motilidade e vitalidade dos espermatozoides pds descongelamento (Morshedi et al. 2001;
Zorn et al. 2010; Brugnon et al. 2013) (Zorn et al., 2010; Brugnon et al., 2013).

NOs também comparamos as taxas de fDNA espermatico utilizando sémen bruto e
capacitado para o congelamento. Nossos resultados demonstraram que a capacitagéo
espermatica previamente ao congelamento reduziu as taxas de fDNA. Como técnica de
capacitacdo foi utilizado o gradiente de diferentes densidades, seguido de lavagem e swim-up
do pellet. E provavel que o melhor resultado encontrado na amostra que foi capacitada
previamente ao congelamento seja atribuido a hipGtese de que espermatozoides
morfologicamente alterados sdo mais susceptiveis aos danos durante o congelamento, em
comparagdo com espermatozoides com morfologia normal (Kalthur et al., 2008). Além disso,
alteracdes na cabeca e na organizacdo da cromatina podem alterar propriedades fisicas da
membrana e, com isso, alterar a tolerancia ao “cold stress” (Kalthur et al., 2008; Di Santo et
al., 2012). Ao selecionar uma subpopulacéo de espermatozoides através da capacitacdo, temos
uma amostra com maior qualidade apos o descongelamento. A capacitacdo permite a selecao
de espermatozoides com maior qualidade e remove o plasma seminal, o qual contém debris,
células da linhagem espermatica, leucdcitos, espermatozoides imaturos, apoptéticos e
inviaveis e outros componentes que podem aumentar o estresse oxidativo e apoptose, durante
o ciclo de congelamento e descongelamento (BRUGNON et al, 2013).

Diversos estudos tém 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 € um dos fatores que contribui para o0s
fatores deletérios durante a criopreservacao, trabalhos recentes vém buscando substancias
crioprotetoras que possam minimizar esses danos (Bateni et al., 2014).

Devido a sua exclusiva composicdo estrutural, de relativamente pequena quantidade
de citoplasma, que leva a reducdo da concentracdo de enzimas antioxidantes; e membrana
plasmatica rica em &cidos graxos poliinsaturados, tornando-a mais suscetivel a peroxidacédo
lipidica, o espermatozoide se torna particularmente mais vulneravel a acdo das EROs (Aitken
et al., 2010; Helfenstein et al., 2010). Os efeitos deletérios do estresse oxidativo podem
acarretar diversas alteracGes estruturais dos espermatozoides, como a fragmentacédo protéica, a
peroxidacdo lipidica e a fragmentacdo da membrana e do DNA espermatico (Cocuzza et al.,
2007). Este é o primeiro estudo que avalia os possiveis efeitos crioprotetores da leptina nos
espermatozoides.

A leptina é um horménio peptidico produzido principalmente pelo tecido adiposo.
Suas funcBes mais amplamente conhecidas estdo relacionadas a obesidade, levando a inibicéo
do apetite, da ingestdo alimentar e a estimulacdo do gasto energético. No entanto, ja foi
mostrada sua atuacdo nos diversos sistemas do organismo, dentre eles, o sistema reprodutor
(Li et al., 2009). A presenca da leptina e de seu receptor em espermatozoides ja foi descrita
anteriormente (Aquila et al., 2005; Jope et al., 2003; Li et al., 2009) e confirmada neste
trabalho, no entanto, seu papel na espermatogénese e no espermatozoide ainda ndo esta
completamente esclarecido. Trabalhos da literatura mostram resultados conflitantes sobre o
papel da leptina no numero e qualidade dos espermatozoides. Lampiao e Du Plessis
encontraram um aumento da motilidade total e progressiva, da reacdo acrossdmica, assim
como da producdo de NO, ap6s incubacdo de espermatozoides com leptina (Lampiao e Du
Plessis, 2008). Em contraste, Li e colaboradores ndo observaram efeitos significativos da
leptina sobre a motilidade espermatica, a porcentagem de espermatozoides capacitados e que
sofreram reagdo acrossdmica, apds incubacdo com leptina (Aquila et al., 2005; Jope et al.,
2003; Li et al., 2009). Alguns trabalhos sugerem que a leptina tenha acdo sobre o estresse
oxidativo (Solinas et al., 2010; Yamagishi et al, 2001; Zheng et al., 2010).

Nosso estudo demonstrou que a incubacdo dos espermatozoides com leptina
previamente ao congelamento pode levar ao aumento da atividade das enzimas antioxidants
SOD e glutationa, mas ndo da catalase. As principais enzimas antioxidantes séo a SOD, a

catalase e a glutationa, no entanto, a catalase ¢é bastante efetiva quando se tem um alto nivel de



45

estresse oxidativo e especialmente importante em casos de reducdo da concentracdo ou da
atividade da enzima glutationa peroxidase (Paravicini e Touyz, 2008).

Um provavel mecanismo de acdo pelo qual a leptina pode agir contra o estresse
oxidative é através da dissipacdo do excesso de energia, através de mecanismos termogénicos
e, assim, evitando o desenvolvimento de potencial de membrana da mitocondria excessivo
(Solinas G., 2010). Em seu estudo, Zheng et al demonstrou que a leptina teve efeito
antiapoptdtico em cardiomiocitos, pelo aumento da atividade da SOD. A leptina induziu a
expressao génica da SOD2 além de ativar diretamente o promotor da SOD2 em
cardiomiocitos (Zheng et al., 2010). Este efeito foi especifico para a SOD2, a qual é
localizada na mitocondria, enquanto que a SOD 1, localizada no citoplasma, ndo foi alterada
apos o tratamento com leptina.

Apesar da expectativa da leptina levar a uma reducdo das EROs — uma vez que foi
observada a reducdo da atividade das enzimas antioxidantes — ndo foram observadas
alteracOes relacionadas a peroxidacéo lipidica ou a oxidacéo de proteinas. Em controversa, a
leptina induziu a peroxidacdo lipidica em células endoteliais, levando ao aumento do
potencial mitocondrial e consequente elevacdo da producdo mitocondrial de EROs
(Yamagishi Sl et al, 2001). Neste estudo, a leptina também potencializou a reducdo da fDNA
em amostras capacitadas, em comparagdo a amostras capacitadas, sem adi¢do de leptina.
Podemos especular que a reducdo da fDNA apo6s incubacdo com leptina possa ser explicada
pelo aumento da defesa antioxidante. Desta forma, minimizando os efeitos deletérios do
estresse oxidativo, que € uma das principais causas do aumento da fragmentacdo do DNA
(Sieme et al., 2015). Em resumo, nossos resultados mostraram que a leptina apresentou um
efeito crioprotetor para o0s espermatozoides, quando adicionada antes do congelamento,
reduzindo os efeitos deletérios da criopreservacao.

O liraglutida € 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 interrupcéo da producdo de espermatozoides, a qual foi completamente
restaurada apdés 5 meses da suspensdo da medicacdo. Sabe-se que a espermatogénese é um
processo continuo e seu ciclo completo € de 72 dias. O paciente foi avaliado 4 meses apds a
interrupcdo do liraglutida e, nesta data, ndo apresentava todos 0s parametros espermaticos
normais, mas ja tinha retomado a producgéo espermatica e apresentava motilidade espermatica
normal. Dentro de 5 meses da interrupgdo do liraglutida, o paciente recuperou todos o0s
parametros seminais, sendo o periodo de 5 meses o equivalente a dois ciclos completos de

espermatogénese.
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O FDA publicou recentemente uma nota onde consta que, dentre 11.308 individuos
com diferentes efeitos adversos com o uso de liraglutida, 2 deles reportaram uma redugéo da
concentracdo espermatica. No entanto, ndo foram reportados detalhes na publicacdo: se esses
pacientes estavam sob investigacdo de infetilidade, o tempo em que fizeram uso do
medicamento e os valores dos pardmetros seminais antes e ap6s o uso do liraglutida. Com
isso, ainda se tem pouco conhecimento sobre os efeitos adversos do liraglutida no sistema
reprodutor masculino.

A primeira evidéncia 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 fémeas e reducdo do peso das gbnadas de machos, mesmo na presenca de niveis de
horménios esterdides normais em ambos os sexos (Mac Lusky et al., 2000). Em homens, a
infusdo de GLP-1 reduziu a frequéncia de pulsos de secrecdo de testosterona, sugerindo um
efeito inibitdrio da secrecdo de testosterona, mesmo em niveis inalterados de LH (Jeibmann et
al., 2005).

A partir dos resultados obtidos no relato de caso, se fez necessario aprofundar a
avaliacdo dos efeitos do liraglutida sobre o sistema reprodutor masculino. Em nosso estudo
observamos a presenca do receptor do GLP-1 em espermatozoides de humanos e em
testiculos de camundongos. Com isso, o liraglutida pode ter acdo tanto sobre a
espermatogénese através da acdo em receptores do testiculo, como também pode ter acao
direta sobre os espermatozoides. Outro ponto que pode ser estudado é o efeito do liraglutida
sobre os hormonios que participam da regulacdo hormonal classica do sistema reprodutor e
sobre outros horménios que também atuam nesta regulagéo.

Para avaliar seu efeito sobre os espermatozoides foi feita incubagdo in vitro com
diversas dosagens do liraglutida. Nossos resultados mostraram que o liraglutida apresentou
efeito direto e deletério sobre a funcdo espermatica, reduzindo os parametros de motilidade
progressiva apos periodo overnight de incubacdo. N&o houve alteracdo da vitalidade
espermatica nas concentracOes utilizadas. Este resultado € possivel, uma vez que detectamos a
expressao do receptor de GLP-1 em pool de espermatozoides de individuos normospérmicos.

Tendo em vista a presenca do receptor do GLP-1 no tecido testicular de camundongos,
podemos sugerir que o liraglutida tenha efeitos sobre a espermatogénese. O resultado
encontrado pode oferecer discussdo durante o esclarecimento sobre o caso do paciente que
ficou temporariamente azoospérmico, durante periodo em que fez uso do liraglutida. Ainda se

faz necessaria a investigacdo da presenca do receptor do GLP-1 em testiculos de humanos.
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Nosso trabalho é o primeiro a demonstrar a expresséo protéica do receptor do GLP-1
em espermatozoides humanos e em tecido testicular de camundongos, sugerindo um papel do
GLP-1 sobre a espermatogénese e sobre a funcdo espermatica.

Nossos resultados ainda sdo preliminares no que diz respeito ao efeito do liraglutida
sobre a fertilidade masculina. Ainda ndo € possivel indicar o mecanismo pelo qual o
liraglutida age, reduzindo a producdo de espermatozoides ou reduzindo a qualidade dos
mesmos. Apenas podemos afirmar que durante a investigacdo da fertilidade e o tratamento de

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

e A fDNA aumentou significativamente apds o ciclo de congelamento e descongelamento dos
espermatozoides, mostrando que as anélises devem ser realizadas no material a fresco a fim
de evitar possiveis erros de diagndstico.

e A capacitagdo espermatica previamente ao congelamento levou a uma reducdo da taxa de
fDNA.

e Através da analise dos hormonios leptina e GLP-1, verificamos que ambos estdo envolvidos
na regulagdo da fungdo espermatica.

e A leptina mostrou um efeito crioprotetor nos espermatozoides, através da reducdo da fDNA
espermatico e do aumento da atividade das enzimas antioxidantes, o que pode reduzir efeitos
deletérios, se adicionada antes do congelamento.

e No relato de caso descrito, o liraglutida causou uma interrupc¢ao da espermatogénese, a qual
foi completamente restaurada apos 5 meses da suspensdo do medicamento.

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

e Tanto espermatozoides humanos, como testiculos de camundongos expressam o receptor do

GLP-1, mostrando a possivel atuagdo do GLP-1.
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Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
folha de rosto do IBRAG.

Endereco: Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo

Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2868-8253 Fax: (21)2264-0833 E-mail: cep-hupe@uerj.br
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Continuagdo do Parecer: 432.202

Recomendagoes:

sugiro retirar do termo de consentimento

"Beneficios: Este estudo pode beneficiar os pacientes que buscam tratamento de infertilidade conjugal,
trazendo melhora durante a investigagéo da infertilidade masculina, a interpreta¢do dos resultados dos
exames e os diagnodsticos dos pacientes. Como consequéncia, estes beneficios contribuem também para a
melhora na conduta dos profissionais especializados e no tratamento de reproducao assistida, uma vez que
novas ferramentas diagnoésticas e novas intervencdes podem ser utilizadas."

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
material coletado fora do HUPE/uerj (em clinica particular).

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Considerag6es Finais a critério do CEP:

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusao de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité,
apo6s andlise das mudangas propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser
mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgéos competentes. 3. O Comité de Etica
solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissao um sumario dos resultados do
projeto.

RIO DE JANEIRO, 22 de Outubro de 2013

Assinador por:
WILLE OIGMAN
(Coordenador)

Enderego: Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo

Bairro: Vila Isabel CEP: 20551-030

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)2868-8253 Fax: (21)2264-0853 E-mail: cep-hupe@uerj.br
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para publicacdo do relato de
caso

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“EFEITO DO LIRAGLUTIDA (VICTOZA) SOBRE A
FERTILIDADE MASCULINA”

Pesquisador Responsavel: Cristiane da Fonte Ramos
Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: UERJ
Telefone para contato: (21) 98178-0305

INFORMACOES SOBRE O ESTUDO

O Victoza (liraglutida) € comumente utilizado para o tratamento de diabete do tipo 2 e
obesidade. Até 0 momento ndo h& nenhum relato de que este medicamento afete a fertilidade
masculina. Este estudo tem como objetivo a divulgacdo de um medicamento que pode afetar a
fertilidade masculina, trazendo conhecimento para a investigacdo dos casais que buscam
tratamento de infertilidade conjugal. Este relato ndo oferece qualquer tipo de risco ao
paciente, visto que é um relato anénimo.

Eu, , fui
devidamente informado e esclarecido sobre o estudo acima do qual me disponho fazer parte,
como voluntario. Declaro que li o relato de caso e concordo com a publicagcdo do mesmo.
Estou ciente de que ndo terei direito a nenhuma remuneracao, ja que minha participacdo no
projeto € voluntéria e sem interesse financeiro.

Estou ciente da confidencialidade das informacdes geradas e de que a pesquisa trabalha com o
anonimato. Também estou ciente de que esta pesquisa podera ser publicada, assegurando-se a
confidencialidade dos individuos nela envolvidos.

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

Rio de Janeiro, de de 20 .

(Assinatura do Paciente) (Assinatura do Pesquisador)
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APENDICE 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 FUNCAO
ESPERMATICA”

Pesquisador Responsavel: Cristiane da Fonte Ramos

Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsével: Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ)

Telefone para contato: (21) 970457297

INFORMACOES SOBRE O PROJETO

Dando continuidade ao relato de caso publicado referente a reducdo da concentracdo dos
espermatozoides em paciente em uso de liraglutida, e na tentaiva de entender melhor o papel
da liraglutida sobre a fisiologia do espermatozoide, 0 objetivo desse estudo é avaliar se a
incubagdo de espermatozoides in vitro com Liraglutide tem efeitos sobre a motilidade e
vitalidade espermaticas.

Para tal, ao final do espermograma, os espermatozoides serdo incubados com Liraglutida para
verificar sua acdo sobre os espermatozoides. ApoOs avaliagdo, a amostra contendo
espermatozoides e Liraglutida seréa descartada.

Riscos: Este projeto ndo oferece qualquer tipo de risco ao paciente, visto que o material a ser
utilizado no estudo é o descarte do sémen que foi usado para a realizacdo do exame ou do
procedimento de fertilizacdo.

Beneficios: Este estudo pode beneficiar os pacientes que buscam tratamento de infertilidade
conjugal, trazendo melhora durante a investigacdo da infertilidade masculina, a interpretacéo
dos resultados dos exames e os diagnosticos dos pacientes. Como consequéncia, estes
beneficios contribuem também para a melhora na conduta dos profissionais especializados e
no tratamento de reproducdo assistida, uma vez que novas ferramentas diagnosticas e novas
intervengdes podem ser utilizadas.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “O PAPEL DA LEPTINA E DO LIRAGLUTIDA NA FUNCAO
ESPERMATICA”

Pesquisador Responsavel: Cristiane da Fonte Ramos
Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza
Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ)
Telefone para contato: (21) 970457297
Caodigo

Eu, , fui

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

fazer parte, como voluntario.

Estou ciente de que ndo terei direito a nenhuma remuneracao, ja que minha participacdo no

projeto é voluntaria e sem interesse financeiro.
Estou ciente da confidencialidade das informagdes geradas e de que a pesquisa trabalha com o
anonimato. Também estou ciente de que esta pesquisa podera ser publicada, assegurando-se a

confidencialidade dos individuos nela envolvidos.

Autorizo submeter a amostra de sémen coletada a avaliacdo, sabendo que esta amostra sera

apenas o material que restar apés a realizacao 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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APENDICE 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 FUNCAO
ESPERMATICA”

Pesquisador Responsavel: Cristiane da Fonte Ramos

Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ)

Telefone para contato: (21) 970457297

INFORMACOES SOBRE O PROJETO

A leptina € um horménio que tem funcBes na regulacdo do sistema reprodutor masculino.
Estudos ja demonstraram que o receptor da leptina estd presente em espermatozoides. O
objetivo desse estudo € avaliar se a incubacdo de espermatozoides in vitro com leptina pode
melhorar a qualidade dos espermatozoides.

Para tal, ao final do espermograma, os espermatozoides serdo incubados com leptina para
verificar sua agdo sobre os espermatozoides, analisando sua motilidade, vitalidade, taxa de
fragmentacdo do DNA espermatico e parametros de estresse oxidativo. Apds avaliacdo, a
amostra contendo espermatozoides e leptina seréd descartada.

Riscos: Este projeto ndo oferece qualquer tipo de risco ao paciente, visto que o material a ser
utilizado no estudo é o descarte do sémen que foi usado para a realizacdo do exame ou do
procedimento de fertilizacdo.

Beneficios: Este estudo pode beneficiar os pacientes que buscam tratamento de infertilidade
conjugal, trazendo melhora durante a investigacdo da infertilidade masculina, a interpretacédo
dos resultados dos exames e os diagnosticos dos pacientes. Como consequéncia, estes
beneficios contribuem também para a melhora na conduta dos profissionais especializados e
no tratamento de reproducdo assistida, uma vez que novas ferramentas diagnosticas e novas
intervengdes podem ser utilizadas.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “O PAPEL DA LEPTINA E DO LIRAGLUTIDA NA FUNCAO
ESPERMATICA”

Pesquisador Responsavel: Cristiane da Fonte Ramos
Doutoranda: Paula Fontoura Coelho de Souza
Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ)
Telefone para contato: (21) 970457297
Caodigo
Eu, : fui

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

fazer parte, como voluntario.

Estou ciente de que ndo terei direito a nenhuma remuneracao, ja que minha participacdo no

projeto é voluntaria e sem interesse financeiro.
Estou ciente da confidencialidade das informagdes geradas e de que a pesquisa trabalha com o
anonimato. Também estou ciente de que esta pesquisa podera ser publicada, assegurando-se a

confidencialidade dos individuos nela envolvidos.

Autorizo submeter a amostra de sémen coletada a avaliacdo, sabendo que esta amostra sera

apenas o material que restar apés a realizacao 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)



62

APENDICE F — Questionario de coleta

GQUESTIONARIC FARA COLETA DO SEMEN

Ao a i
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ANEXO A — Artigo do relato de caso do Liraglutida
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SHORT COMMUNICATION

The effects of liraglutide on male fertility:

a case report
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Faula Fontoara got a biology degres fnom the State University of Rio de Janeino in 2008. In 2005 she deweloped
a specializarion thesis on the "Relatiorehip betvween oaddathve stres, spemm DRA fragmentation and mabe fere
eilicy ™ at Saplentiae Instibot of Fertility Clinic, Sao Faulo, Brazil She continued hesr research carser by getoing
a Magier degree in Sokence Trom the State Universty of Rio de Janeio in December 2011, After that she began
a PhD project on the "Comelation betwosen sperm quality and W sacoess: leptin®s role on sperm function”, a
oollaboration Betwesn the Stabe University of Riode aneim and the climc VIDA, Fertility Center in Bio de ansin,

Apstract  Liraglutide is an agonist of the glucagon-like peptide | receptor, and is commonty recommended as a treatment: for abesity
and type 2 diabetes mellitus. Adverse effects related to liraglutide indlude acute pancreatitis and polyarthritis. Mo studies, however,
have reported an adverse effect of liaglutide on male reproduction. This case report shows a deleterios effect of liraglutide on

male reproductive function. &

© 2014 Reproductive Healthecane Lod, Publiched by Blsevier Lod. All righis reseneed.

HEYWORDS: liraglutide, male infertility, male reproduction, spermatozoa

Introduction

Liraglutide is an aganist of glucagon-lilee peptide | GLP-1), and
= comemonly recommended for the treatment of abesity and
type I diabetes mellitus. Glucose-induced insulin secnetion
i= stimulated by GLP-| agomists, which inhibits glucagon se-
cretion, reduces gastrointestinal motility, and in turn reduces.
appetite and food intake, leading to weight Loss (Ishay =t al.,
1013; Marathe et al., 2003). Adverse effects of liraglutide
treatment include acube pancreatitis (Famularo et al., 2002;

hetp:t At do. orgd PO 90 - ritemeo. 20N 4. 07,009

Knezevich et al., 7017 and polyarthritis (Ambrosio et al.,
01 3). This is a case report shawing an adverse effect of
liraglutide on mate fertillity.

Case report

A 35-year-old man experiencing primary and idiopathic in-
fertitity for one year préesented to the dinic in Hovember 2011,
e had no previous family histary of infertillity and was seeking

14721=5483/ 0 2014 Reproductive Healthcane Lod, Pubdhed by Etsevier Lod. Al righis resemsed.
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= Effect of limaglutide on male fertility 545
Table 1 Fatient's spermiogram walues.
Date Srmcn Sporm Lperm Loorm Lewcooypdc
valome (ml]  concentrobion  mobiliby mm‘n!:rg,.' concentratian

TSl XAl (a0 Fmi)

Hovember 2001 1.5 51.8 55.8 -] a1}

March 2012 10 L3 0.0 = =

March 2012 1.1 [ils] [ils] - -

My 2012 10 .o [ils] - 0e

July 30712 1.7 AT 481 15 a

Auguet 2012 12 /| i - -

Reference values* | 21.5 215 =32 F- 1.0

Diash mears ot evaluabed.

“Reference values according to World Health Organization, 2010

infertiflity treatment for the first time. He previously had
surgery for myopds comrection. He reported social drinking,
physical actiwity twice a week and normal sexusl function;
his scratal Dappler ultresound was normal. His wife was also
imeestigated and presented a narmal blood soreening and hor-
monal levels, no infectious serologies and no alterations in
pelvic ultrasound soreening, hysterasalpingography and hys-
tenoscopy examaminations. The patient's first spermiogram
was carried out in Movember 2011, and showed marmal pa-
rameters of semen volume, sperm concentration, motdlity,
morphology and leucocyte count according to the sperm clas-
sification established by the 'World Health Organization (Warld
Health Orgarization, 3010). The patient returned 4 months
later far an intrauterine insemination. The semen analysis
showed a (L2 « 10 sperm.mi cancentration and na sperm mo-
tility {100% type [ spermatozoa) (Table 1). To confirm this
resullt, the sperm collection was repeated after & b, and no
spermatozoa were found, and Ehe clinic doctors cancelled the
intrautering irssmination procedure. At this time, the patient
reported that be was taking a 0.6 mg dose of liraglutide, and
that thiz was the only medication he was taking. He re-
ported no changes in his Lifestyle, nor amy flu or fever, He also
reported that he had no history of infertility in his family, and
that the anly family history of disease he had was his fa-
ther's obhesity. He began taking liraglutide in October 2011
(1 month before the first and normal sperm anatysis) because
af & slight increase in his glucose levels and his high weight
(100 kg). Because liraglutide was the only medication he was
using at that time, the patient was advised to make an ap-
pointment with his doctor to consider the passibility of in-
terrugting the drug treatment. The patient used liraglutide
for 5 monthe and lost 2 kg during this perfod.

Twa manths after the medication was interrupted, & new
spermiogram was carried out for the patient. The results
showed normal semen valume, normal leucocyte concentra-
tion, & sperm concentration of . = 10F sperm/ml, and no
sperm motility (100X type D spermatozoal. The sperm mor-
phology could not be asseswad owing to the low sperm con-
centration. Two months later (4 months after Liraglutide
interruption), a new spermiagram showed normal volume,
normal leucooyte cancentration, an B.7 x 10° spermimil con-
centration, narmal motfity and 1.5% normal morphology
[Table 1). Although the motility was recovered and the sperm
production was increased, the sperm conoentration was not
narmal. This sample wes frozen as.a precaution, and the couple

started an IVF treatment. Ore month later |5 months after
liraglutide interruption), on the day of the cocyte retrieval,
the semen analysis showed normal values for all parameters
[Table 1). Therefore, the doctors decided ta use this fresh
sample for oocyte fertilization. OF the four oocytes re-
trieved, three were mature, and were used for the intracy-
toplasmic sperm injection {ICH) procedure, resulting in 100%
fertiflization. Two class A embryos jaccording to the ASEEIR
classification, (ASEEIR, 2008} were transferred on day I of
embryo development, and the remaining ambryo was vitri-
fiesd at the blastocyst stage. The couple had & sucosssful preg-
nancy and gave birth to teins after 36 wesks. This study had
the patient"s written consent.

Discussion

Liraglutide has been shown bo have adverse effects, such as
scute pancrestitis (Famularo et sl 3017; Enezevich et al.,
2 2) and polyarthritis (Ambrasio =t al., 2013). In this case
repart, liraglutide use was found to cause imterrupted sperm
production, which was comgpletely restored after 5 months
af liraglutide interruption. Becarse spermatogenesis is a con-
tinuous process and germ cells take 71 days bo complete their
maturation, it would take approcimately this time to recover
normal sperm production after a complete halt of spermato-
genesis. Unfortunately, the patient had a new sperm evalu-
ation oty 4 manths after drug interruption. At this time, his
spermogram showed normal sperm motillity and a sperm con-
centrationof 8.7 = 10% spermi ml. One manth later, the patient
had all normal sperm parameters. The US Food and Drug Ad-
mimistration (FD& communication, unpublished data btep: /7
were . ehealthme  comfds/victaza/ sperm-count sdecreaszad
accemed date: november 15, 2013) reported that, among
11,308 peaple with different adverse side-effects taking
liraglutide, two of them reported having a decreased sperm
count. It was not clear, however, how many patients were
tested for fertility, the amount of time of drug treatment,
ar the values af the sperm parameters before and after
liraglutide trestment.

Although the laboratary policy & to carry out ane-half con-
wentianal IWVF and one-half K031 in the oocytes, it was decided
that all the cocytes should be injected by IS for several
reasans. First, there was & rizk of total fertilization fadflure,
Because the patient's wife was 28 years old and showed a poor
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owarkan respanse; furthermans, it was not knoen whether the
medication would hawve an effect on sperm function. The
patient did not exhibit any other sdverse effects that have
been previcusly describad in the literature.

The first evidence for a role of GLP in reproduction came
from knockout mice. Pubertal delay sccurred in female GLP-|
receptor knockout mice and reduced gonadal weight oc-
curred in male GLP-1 receptor knockout mice had reduced
genadal weight despite narmal steroid hormane lewels in bath
seres (Maclusky =t al., 2000}, In men, GLP-1 infusion reduced
the frequency af testosterone pulses, sugpesting an inhibi-
tary effect on bestosterone secretion that i independent of
changes in LH levels (Jeibmann et al., 2005). In healthy
men, &-h GLP-1 infusion resulted in no change in LH levels
or LH pulse frequency and amplitude |Jefbmann et al. | 2005).
Frequency of testosterone pulses in the &-h time course
in men is also reduced by GLP-1 infusion (Jeibmann et al.,
2005).

Furthermare, the relatiorship betwesn GLP-| and masle re-
production still needs ta be clarified. The current data an
GLP-1 and reproduction are scance and controversial. No dlear
mechanizsm by which liraglutide affects the reproductive
system can be provided. As this is & cass repart, it was nat
passible to carry out additional analyses. Therefore, it & not
passible to indicate the potential effect of liraglutide on spes-
matogenesis. The only thing we can assume i that the drug
influences the reproductive system, which |=ads to an arrest
in spermatogenesiz, probably by affecting the hormones and
factors that reguiate the ponads, such as goradatrapins, leptin,
msulin and others. To our knowledge, this & the first repart
of a detailed case of adverse effects an mate reproduction
aszociated with liraglutide use . Further axperimental studies
should be conducted to clarify the mechanism of liraglutide's
effects on the male reproductive system. Caution should be
takan with liraglutide treatment in male partners of couples
whia are attempting to bacome pregnant.
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ANEXO B — Artigo dos resultados experimentais com leptina
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