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A infertilidade ¢ definida pela inabilidade de engravidar apos 12 meses ou mais de coito
regular ndo protegido. O uso de polivitaminico e polimineral parece influenciar na qualidade
seminal. Dados da literatura sobre o uso oral isolado ou combinado desses micronutrientes na
melhoria dos pardmetros seminais e eventual fertilidade sdo controversos e escassos.
Objetivo: Analisar os pardmetros seminais de individuos inférteis em uso de polivitaminico e
polimineral e comparéa-los com individuos normais, comprovadamente férteis sem uso destas
substancias. Casuistica e Metodologia: Foram analisados os parametros Seminais de 57
casais inférteis acompanhados no ambulatorio de esterilidade do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, no periodo de 2003 a 2007. Nos individuos inférteis a
analise seminal foi realizada antes e com 90 dias de micronutrientes por via oral os quais
foram comparados com 50 individuos saudaveis comprovadamente férteis sem uso destas
substancias. A avaliacdo do sémen foi feita de acordo com os critérios da Organizagdo
Mundial de Saude - OMS (1999) e morfologia de Kruger et al. (1986). A andlise estatistica foi
feita utilizando os testes ¢ de Student, Mann-Whitney e Wilcoxon, considerando um nivel de
significancia de 5%. Resultados: Os individuos inférteis e os comprovadamente férteis
apresentaram similaridade quanto a idade (31,0+5,6 versus 30,3+6,5) (p=0,55) e ao tabagismo
(29,8% versus 22,0) (p=0,36). Nos individuos inférteis, o uso desses micronutrientes aumentou
significativamente a morfologia tanto pelos critérios estabelecidos pela OMS (18,3+9,6 para
22,6+11,8) (p=0,006) e por Kruger (6,9+4,1 para 9,1+5,2) (p=0,002). Verificou-se que os
homens inférteis antes do uso de micronutrientes quando comparados aos férteis
apresentavam  significantemente uma menor concentragdo de espermatozdides/ml
(68,0[37,8;101,2] versus 96,5[49,0;144,2]) e vitalidade (85,4+9,2 versus 89,6+6,9) e uma
maior contagem de leucocitos (600,0 [300,0;121,5] wversus 350,0[100,0;675,0]). Os
parametros seminais dos individuos inférteis em uso de polivitaminico e polimineral foram
comparaveis ao grupo de individuos comprovadamente férteis com exce¢do da concentragdo
(68,0[28,8;102,5] versus 96,5[49,0;144,2]) e vitalidade (85,6£9,1 versus 89,6+6,9) de
espermatozdides que foram significativamente inferiores. Concluséo: Nos individuos inférteis
analisadas o uso combinado de acido folico, B-caroteno, a-tocoferol, acido ascorbico, selénio,
cobre e zinco aumenta significativamente a porcentagem de espermatozdides
morfologicamente normais sem melhora estatistica significante de outros parametros seminais
como concentragdo, motilidade e vitalidade quando comparados com os individuos saudaveis

comprovadamente férteis.

Palavras-chave: ParAmetros seminais. Infertilidade masculina. Polivitaminico. Polimineral.
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Abstract

Infertility is defined as the inability to become pregnant after 12 months or more of regular
unprotected intercourse. The use of multivitamin/multimineral supplements seems to
influence semen quality. Data on the isolated or combined use of these micronutrients to
improve semen parameters and eventual fertility are controversial and scarce. Objective: To
assess semen parameters in infertile individuals using multivitamin and multimineral
supplements in comparison with healthy proven fertile individuals not using these substances.
Cases and Methods: Semen parameters were evaluated in 57 infertile couples followed up in
the Sterility Outpatient Clinic of Botucatu Medical School between 2003 and 2007. Semen
analysis was performed before and after 90 days of oral micronutrient use in infertile
individuals that were compared with 50 healthy proven fertile individuals not using these
substances. Semen was evaluated according to the recommendations of the World Health
Organization- WHO (1999) and the criteria described by Kruger et al. (1986). Statistical
analysis was carried out using Student’s ¢ test and the tests of Mann-Whitney and Wilcoxon
with significance set at 5%. Results: Infertile and proven fertile individuals showed similar
age (31.0+£5.6 versus 30.3+6.5) (p=0.55) and smoking status (29.8% versus 22.0) (p=0.36). In
infertile individuals, the use of micronutrients significantly improved morphology according
to the criteria of WHO (18.3+£9.6 to 22.6+11.8) (p=0.006) and Kruger (6.9+4.1 to 9.1+5.2)
(p=0.002). Before micronutrient use, infertile individuals compared with fertile males showed
lower spermatozoa/ml concentration (68.0[37.8;101.2] versus 96.5[49.0;144.2]) and vitality
(85,4+£9,2 versus 89.6+£6.9) and higher leukocyte count (600.0 [300.0;121.5] versus
350.0[100.0;675.0]). In infertile individuals using multivitamin and multimineral
supplements, semen parameters were comparable to those in proven fertile individuals, except
for spermatozoa concentration (68.0[28.8;102.5] versus 96.5[49.0;144.2]) and vitality
(85.6+9.1 versus 89.6+6.9), which were significantly lower. Conclusion: In the infertile
individuals assessed, the combined use of folic acid, B-carotene, a-tocoferol, ascorbic acid,
selenium, copper and zinc significantly increased the percentage of morphologically normal
spermatozoa without significantly increasing other semen parameters such as concentration,

motility and vitality as compared with healthy proven fertile individuals.

Key words: Semen parameters. Male Infertility. Multivitamin. Multimineral.







Tabela 1 - Valores de normalidade e nomenclatura da analise seminal............cceeeeveevvenennnnnn... 28
Tabela 2 - Caracteristicas dos homens INTEITEIS € dOS cevuunnuneeeeeeeeeeeeeee e eeeeeaeee e 33

Tabela 3 - Parametros seminais de individuos inférteis antes e em uso de polivitaminico e
POIMINETAL © TETTEIS ....vviiiiiiieeiii et e e e e 33

Tabela 4 - Comparacdo dos parametros seminais de homens inférteis antes do uso, durante o
uso de polivitaminico e polimineral por 90 dias e dos férteis sem uso destas
SUDSEATICIAS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e bt et seee st e et e e st e ebeenbeentenaeens 33




Sumdrio




Sumdrio

LT INTRODUGCAO ... 17
2OBIETIVO ..ottt nanens 23
3 CASUISTICA E METODO ... Erro! Indicador nio definido.

3.1 ANALISE ESAISTICA ..vvvvviiiiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e s e s ssaaraeeeeeseseennes 31
ARESULTADOS ..ottt nae s ansessnees 32
SDISCUSSAO ..ottt aene s s 33
6 CONCLUSAO ..ottt ne s s 42
REFERENCIAS ...t 44
ANEXOS ..ottt 51

Trabalho a ser enviado para publicacdo com as normas da Revista Brasileira de Ginecologia e
(00 1<7 1 4 163 £ TP P SRR PRURTRPRRRT 58




Dntroducao

17




Dntraduciao 18

A infertilidade ¢ doenga definida pela inabilidade de um casal sexualmente ativo
engravidar apos 12 meses ou mais de coito regular ndo protegido (AMERICAN SOCIETY
FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2008; WHO, 1999). Aproximadamente 14% dos casais
sdo inférteis (WONG et al., 2000) e, em 50% dos casos, o fator masculino esta envolvido
como problema primario ou em combinag@o com causa de origem feminina (NALLELLA et
al., 2006). A fertilidade ¢ um fenomeno complexo e multifatorial que envolve a avaliagdo do
casal (PASQUALOTTO; PASQUALOTTO, 2006a).

As causas de infertilidade masculina podem ser decorrentes de: fatores genéticos,
como alteragdes cromossdmicas, microdelecdes no cormossomo Y e mutacdes génicas; uso
de drogas licitas e ilicitas; infec¢des genitais; doengas auto-imunes; varicocele; infec¢do na
glandula acessoria masculina; doenga testicular adquirida; cancer do testiculo (COMHAIRE;
MAHMOUD, 2003) e estresse oxidativo (AGARWAL et al., 2008; TREMELLEN, 2008).

Tradicionalmente, o diagndstico de infertilidade masculina depende de uma avaliagao
dos parametros seminais, com énfase na concentracdo, motilidade e morfologia dos
espermatozdides (WHO, 1999). Embora nio seja, isoladamente, considerada fundamental
para diagnosticar infertilidade (GUZICK el al., 2001) os resultados da analise seminal ¢
conduzida como parte da avaliacdo inicial dos casais inférteis (NICE, 2004).

A andlise seminal pode fornecer dados sobre a espermatogénese (PASQUALOTTO;
PASQUALOTTO, 2006a) que consiste em trés estagios: proliferacdo das espermatogonias
para originar espermatocitos dipléides; divisdo meidtica originando espermatides haploides;
citodiferenciacdo de espermatide em espermatozoides (MISELL et al., 2006). Além disso, os
espermatozdides passam por um periodo de maturagdo no epididimo, que varia de 64 dias
(MISELL et al., 2006) a 72 dias (BUSCH et al. 2004).

O sémen ¢ um liquido bioldgico formado por plasma seminal, que contém produtos
bioquimicos essenciais para os espermatozoides (MURARO et al., 2007), como os
antioxidantes (AGARWAL et al., 2008; TREMELLEN, 2008). E por diferentes células, tais
como, espermatozoide maduro e imaturo, células redondas em diferentes estagios da
espermatogénese, leucdcitos e células epiteliais (AGARWAL et al., 2008). Destes diferentes
tipos de células os leucdcitos e os espermatozdides sdo as principais fontes de producgdo de
espécies reativas de oxigénio - EROs, como por exemplo, ions de oxigénio, radicais livres e
peroxidos (TREMELLEN, 2008). A producdo de EROs pelos espermatozdides correlaciona
inversamente com seu estado maduro e os espermatozodides imaturos sdo frequentemente
caracterizados pela presenca de excesso de residuos citoplasmaticos (TREMELLEN, 2008).
Os quais explicam a baixa qualidade de espermatozoides e a geragdo crescente de EROs
(PASQUALOTTO et al., 2000; NALLELLA et al., 2005; AGARWAL et al., 2008). Essas
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estruturas, que sdo resultados da espermatogénese defeituosa, sdo os maiores geradores de
EROs (AGARWAL et al., 2008).

O estresse oxidativo ocorre quando a produ¢do de EROs supera os mecanismos de
defesa antioxidante provocando danos celulares (TREMELLEN, 2008). Niveis altos de EROs
com baixos niveis de capacidade antioxidante sugerem uma relacéo entre estresse oxidativo e
infertilidade masculina (PASQUALOTTO et al., 2000). Todos os componentes celulares
incluindo lipideos, proteinas, acidos nucléicos e agucares sdo alvos potenciais do estresse
oxidativo. Os lipideos sdo as macromoléculas mais susceptiveis e estdo presentes na
membrana plasmatica dos espermatozoides na forma de acidos graxos poliinsaturados
(AGARWAL et al., 2008). Portanto, as EROs danificam a membrana espermatica e reduz a
motilidade dos espermatozdides e alteram diretamente o DNA espermatico (TREMELLEN,
2008), consequentemente, a qualidade seminal tem piora importante com o aumento nos
niveis de espécies reativas de oxigénio no sémen (ALKAN et al., 1997; NALLELLA et al.,
2005). Um acréscimo nos niveis de espécies reativas de oxigénio em pacientes inférteis foi
encontrado ao se compararem as amostras seminais de homens férteis e de pacientes
azoospérmicos (PASQUALOTTO et al., 2000). KAO et al. 2008 compararam os parametros
seminais de 35 homens sauddveis e sem alteragdo seminal com 43 inférteis e verificaram que
a capacidade antioxidante total no plasma seminal e nos espermatozoides foram menor nos
homens inférteis. Um significante aumento na porcentagem de homens com fragmentagao de
DNA espermatico foi observado nos pacientes com baixo nivel de Acido Ascorbico Seminal
quando comparados com os normais (SONG et al., 2006).

O corpo humano tem desenvolvido algumas estratégias antioxidantes para proteger-se
dos danos provocados pelas EROs permitindo o metabolismo oxidativo ocorrer sem danificar
as células (TREMELLEN, 2008). O plasma seminal e o espermatozoide em si estdo bem
dotados de um conjunto de protecdo antioxidante (FUJII et al., 2003; GARRIDO et al., 2004),
entre elas, enzimas antioxidantes, tais como superoxido dismutase e glutationa peroxidase,
além de uma variedade de antioxidantes ndo enzimaticos, por exemplo, acido ascdrbico, a-
tocoferol e vitamina A (AGARWAL et al., 2008).

Os fatores ambientais e o estilo de vida relacionados com a infertilidade sdo de
particular interesse, porque, ao contrario das causas genéticas, podem ser alvos de medidas
preventivas ou curativas (EBISCH et al.,, 2007). Entre estes fatores a nutrigdo ¢ de
fundamental importancia, pois estd envolvida na sintese de DNA (EBISCH et al., 2007). O
DNA ¢ constituido de nucleotideos que sdo formados a partir de um fosfato, um agticar e uma
base nitrogenada e para a sintese das bases nitrogenadas sdo necessdrios aminoacidos e acido

folico (BAYNES; DOMINICZAK, 2007). As substancias envolvidas na formacdo do DNA
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devem ser oriundas da alimentagdo. Portanto a nutri¢do € importante para a formagdo de
espermatozoides (EBISCH et al., 2007), ja que a autoduplicagdo de DNA ¢ uma etapa
necessaria para a divisdo celular e principal evento da espermatogénese (WONG et al., 2002).
Além disso, os micronutrientes sdo fontes exodgenas de antioxidantes e esses protegem o DNA
¢ outras biomoléculas dos danos oxidativos (EBISCH et al., 2007).

Dentre os micronutrientes envolvidos na qualidade seminal podem-se destacar o acido
folico, o B-caroteno, o a-tocoferol, o acido ascérbico, o selénio, o cobre € o zinco.

O folato atua como coenzima em varias reagdes de transferéncia de carbono na
biossintese de nucleotideos essenciais para sintese de DNA, RNA (MAFRA et al., 2007) e
producdo de proteina (WONG et al.,, 2002). A sintese de DNA ¢ fundamental na
espermatogénese, logo o folato é importante nesse processo (WONG et al., 2002). O 4cido
folico, forma sintética do folato, € eficiente na desoxidacdo dos radicais livres e, assim, pode
ser considerado um antioxidante (JOSHI et al., 2001). Apesar de seu carater soluvel em agua,
o0 acido fdlico inibe a peroxidacdo lipidica, protege a membrana celular e/ou DNA dos danos
dos radicais livres (JOSHI et al., 2001).

A vitamina A age como hormoénio no nucleo controlando a proliferacio e
diferenciacdo celular (YUYAMA et al., 2007), atua na espermatogénese ativando a transi¢cao
de espermatogonias tipo A para o tipo A; (CHUNG; WOLGEMUTH, 2004). Na ligacdo com
o acido retindico, os receptores sofrem dimerizagdo e ativagdo, ligando-se aos elementos
responsivos a hormonios no DNA, levando a expressdo de genes, como por exemplo, o da
testosterona (YUY AMA et al., 2007). Para o retinol agir no nicleo ¢ necessario ligar-se a uma
proteina ligadora de retinol (PLR) e para o funcionamento do testiculo esta proteina ¢
essencial (YUYAMA et al., 2007). O B-caroteno, forma pré-ativa de vitamina A apresenta
atividade antioxidante (YUY AMA et al., 2007).

A vitamina E ¢ o principal antioxidante de membrana celular, capaz de inibir a a¢do de
radicais livres e, dessa forma, prevenir a propaga¢do da peroxidagdo lipidica na membrana
plasmatica (COZZOLINO, 2007) como a dos espermatozoides. O tocoferol age de maneira
catalitica como um antioxidante na membrana, interagindo ndo enzimaticamente com o
ascorbato na fase aquosa da superficie da membrana retirando radicais livres nos lipideos e
enzimaticamente com a glutationa peroxidase uma enzima selénio dependente
(COZZOLINO, 2007).

A vitamina C ¢ um importante antioxidante que neutraliza radicais de hidroxila,
superoxido e peroxido de hidrogénio (AGARWAL et al., 2004), previne a peroxidagdo
lipidica, recicla a vitamina E e protege os danos do DNA induzidos pelos radicais de peroxido

de hidrogénio (AGARWAL et al., 2008). No plasma seminal de homens férteis, a vitamina C
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contribui com 65% da capacidade antioxidante total e a concentragdo de ascorbato no sémen
(364 umol/1) € 10 vezes maior do que no plasma sanguineo (40 umol/l) (LEWIS et al., 1997).
A concentragdo de acido ascorbico no plasma seminal € inversamente proporcional com a
atividade das espécies reativas de oxigénio em homens inférteis e a diminui¢do na ingestdo de
acido ascorbico com um aumento de danos oxidativos no sémen de homens saudaveis
(LEWIS et al., 1997).

O papel antioxidante do selénio estd relacionado com as enzimas glutationas
peroxidases que sdo selénio dependentes, dentre elas a glutationa peroxidase fosfolipidio
hidroperéxido € de maior interesse, pois atua neutralizando a ag¢do de oxidagdo provocada na
membrana da célula pelos hidroperoxidos de acidos graxos que sdo reduzidos e esterificados
para fosfolipidios (GONZAGA et al., 2007). A glutationa peroxidase estd localizada nos
testiculos, prostata, vesicula seminal, ductos deferentes, epididimo, plasma seminal e no
proprio espermatozdide (VERNET et al.,, 2004). O papel especifico do selénio na
espermatogénese parece estar relacionado a esta enzima, que ¢ expressa dependendo do
desenvolvimento das espermatides (MAIORINO et al., 1998). A deficiéncia deste mineral
como causa potencial da infertilidade ndo ¢ facilmente avaliada, pois o selénio testicular ndo
se correlaciona com niveis alimentares e o testiculo tende a reter niveis normais de selénio
mesmo sob circunstancias de deficiéncia moderada (FORESTA et al., 2002).

O cobre tem fungdes organicas especificas por ser constituinte de enzimas como a
superdxido dismutase (BAYNES; DOMINICZAK, 2007), enzima antioxidante que inativa o
anion superdxido e o radical peréxido convertendo-o em agua e oxigénio (TREMELLEN,
2008). A superdxido dismutase esta presente tanto no espermatozoide como no plasma
seminal (MENNELLA and JONES, 1980). A qual protege os espermatozoides humanos dos
danos peroxidativos Além de que a concentragdo de cobre no sangue correlacionou-se
positivamente com a motilidade espermatica (WONG et al. 2001).

O zinco tem ganhado muita aten¢@o nos ultimos tempos devido ao impacto nutricional
sobre as fungdes reprodutivas masculinas (WONG et al., 2000). Ele ¢ importante no
desenvolvimento normal testicular, na espermatogénese e na motilidade dos espermatozdides
(WONG et al., 2000, 2002). E um co-fator essencial para mais de 80 metaloenzimas entre elas
a superdxido dismutase (YUYAMA et al., 2007). Exerce papel importante na organizagdo de
macromoléculas como DNA e RNA, na sintese protéica, na divisdo celular, na estabilidade de
biomembranas (WONG et al., 2000), logo atua como antioxidante (YUYAMA et al., 2007).
Participa da formacdo da proteina ligadora de retinol, além de influenciar a conversdo do -

caroteno em vitamina A por meio da retinal redutase que ¢ dependente de zinco, portanto a
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deficiéncia de zinco pode ser causa secundaria da deficiéncia de vitamina A (YUYAMA et
al., 2007).

Dos micronutrientes relatados acima apenas o selénio e o cobre podem provocar
efeitos colaterais. Os principais sintomas de intoxicacdo aguda por selénio s3o: graves
disturbios intestinais, sindrome do estresse respiratdrio, disturbios neurologicos, infarto do
miocardio e faléncia renal em uma dose superior a 800 pg/dia (GONZAGA et al., 2007) e por
cobre sdo: queimagdo epigastrica, sangramento gastrintestinal e diarréia em uma resposta a
doses de 6 mg/Cu/L* (PEDROSA et al., 2007). O acumulo de carotendides parece ndo ter
efeitos adversos, devido sua baixa absor¢cao (YUYAMA et al., 2007). A vitamina E tem muito
pouca toxidade e ingestdo habitual de suplementos de até 720 mg/dia ndo apresentou efeitos
adversos detectaveis (COZZOLINO, 2007). Nao ha evidéncia clara de que a vitamina C
(BAYNES; DOMINICZAK, 2007) e o acido félico (MAFRA et al., 2007) tomados em
excesso sejam toxicos. Em relagcdo ao zinco ndo foi encontrado na literatura efeitos adversos
do uso desse micronutriente.

Virios estudos fornecem evidéncias de que o uso de micronutrientes pode influenciar
a qualidade seminal de homens inférteis. Porém esta relagdo permanece indefinida, ja que ha
contradicdes entre os trabalhos publicados. Enquanto alguns autores encontraram melhora
apenas na concentragdo espermatica (KODAMA et al., 1997, COMHAIRE et al. 2000;
WONG et al. 2002), ou na motilidade (SULEIMAN et al. 1996; SCOTT et al. 1998; KESKES
et al. 2003), outros verificaram aumento na concentra¢do e na motilidade (TIKKIWAL et al.
1987; OMU et al. 1998), assim como na motilidade e morfologia dos espermatozdides
(VEZINA et al. 1996) de homens inférteis em uso isolado ou combinado de micronutrientes.
Além disso, existem trabalhos que ndo observaram melhora em nenhum dos parametros
seminais (KESSOPOULOU et al. 1995; MOILANEN ¢ HOVATTA, 1995; IWANIER e
ZACHARA, 1995; ROLF et al. 1999).

A significante redu¢do da atividade dos antioxidantes no plasma seminal de homens
inférteis quando comparados com os homens férteis (SONG et al., 2006; KAO et al. 2008) e
devido aos resultados controversos e a falta de estudos do uso combinado de acido f6lico, -
caroteno, a-tocoferol, &dcido ascdrbico, selénio, cobre e zinco relacionados aos parametros
seminais de homens inférteis na populagdo brasileira, a proposta deste estudo foi verificar se o
uso de polivitaminico e polimineral, intervencdo de baixa complexidade, melhoraria os

parametros seminais e eventualmente a fertilidade destes individuos.
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Analisar os parametros seminais de individuos inférteis em uso de polivitaminico e
polimineral e comparéa-los com individuos normais, comprovadamente férteis sem uso destas

substancias.
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Foram analisados, retrospectivamente, 57 casais com infertilidade acompanhados no
ambulatdrio de esterilidade do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina/Botucatu - Universidade Estadual Paulista/UNESP no
periodo de 2003 a 2007. Os casais foram encaminhados para a avaliacdo da infertilidade por
ginecologista ou procura espontanea.

Duzentos e cinqlienta e seis casais submeteram a avaliagcdo inicial completa para a
investigacdo de infertilidade, incluindo: anamnese; exame fisico; analise seminal; dosagem de
progesterona na fase lutea média do ciclo menstrual; dosagem do hormonio foliculo
estimulante no terceiro dia do ciclo menstrual; histerosalpingografia; sorologia para rubéola,
hepatite B ¢ C e virus da imunodeficiéncia humana. De acordo com o caso clinico foi
realizado dosagem de testosterona total, globulina carreadora dos hormoénios sexuais,
prolactina e ultrassonografia transvaginal.

Dos 256 casais 159 homens apresentaram alteracdo seminal e foram orientados a
tomar um complexo polivitaminico e polimineral. Apenas 57 individuos (1 com concentragido
inferior a 20 milhdes de espermatozédides/ml, 3 com motilidade linear abaixo de 50%, 41 com
30% de formas anormais de espermatozoides, 5 com motilidade e morfologia anormais e 7
com alteracdo nos trés pardmetros seminais), fizeram uso correto dos micronutrientes e foram
incluidos neste estudo. Na avaliag¢do inicial realizada para a investigacdo da infertilidade,
além da alteracdo seminal observada em todos os individuos, 21% (12/57) dos casais
apresentavam anovulacdo cronica e em 79% (45/57) ndo foram detectadas outras alteragdes.

Estes 57 individuos, que tinham idade entre 20 e 42 anos, usaram diariamente, por 90
dias consecutivos, um comprimidos via oral apds a refeicdo, de acido félico (5 mg)
(Endofolin®) e um comprimido por via oral de um complexo polivitaminico e polimineral
constituido de B-caroteno (pro-vitamina A) 10.000 UlI, acido ascoérbico (vitamina C) 600mg,
acetato de tocoferol (vitamina E) 200 UI, cobre (6xido de cobre) 1,0 mg, selénio (selénio
glicina quelato) 100 mg e zinco (6xido de zinco) 40 mg (Vitergan Zinco Plus®). Estes
individuos realizaram dois espermogramas, um antes € outro com 90 dias em uso dessas
substancias.

O grupo controle foi composto de 50 homens saudaveis, com idade variando de 20 a
48 anos, sem uso de polivitaminico e polimineral, com fertilidade comprovada e estabelecida
com o casal, possuindo filho (a) com até dois anos de idade ou com gestag¢do superior a 28
semanas. Nesses individuos foi possivel realizar apenas um espermograma. Este grupo foi

utilizado para verificar se os parametros seminais dos homens inférteis seriam diferentes
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(quando estes ndo estavam em uso) ou semelhantes (quando estes estavam em uso de
micronutrientes) aos dos homens férteis.

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram: homens com idade superior a 50
anos, concentracdo igual ou inferior a cinco milhdes de espermatozoides/ml, febre ou uso de
medicamentos e/ou doengas nos ultimos trés meses que interferissem nos pardmetros seminais
e uso de drogas ilicitas. Os homens em uso do complexo polivitaminico e polimineral que
apresentaram epigastralgia, unico efeito colateral observado, também foram excluidos deste
estudo.

Apds esclarecimentos, os integrantes do estudo assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, conforme resolu¢do n°® 196/outubro/1996 — Conselho
Nacional de Saude e segundo as normas do Comité de Etica ¢ Pesquisa (Anexos A e B). O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
Paulista — Faculdade de Medicina de Botucatu, oficio 383/2006 — CEP (Anexo C).

Para avaliagdo dos participantes foi realizado um questionario, no momento da coleta
seminal, para obter informag¢des gerais de identificagdo, saude, historia sexual, situacdo
ocupacional e numeros de filhos ¢ uso adequado dos medicamentos (Anexo D). Foi feita
também uma andlise dos prontudrios dos casais inférteis para avaliar tempo e causa da
infertilidade, e se fizeram de forma adequada o uso de polivitaminico e polimineral.

As amostras seminais dos individuos foram obtidas seguindo as orientagdes para a
coleta do sémen padronizado pelo Laboratério de Reprodug¢do Humana do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (Anexo E) e as andlises seminais foram
realizadas por uma mesma equipe deste laboratdrio. Os pardmetros seminais foram analisados
e classificados segundo os critérios de normalidade da Organizagdo Mundial de Satde (WHO,
1999), com adicional morfologia pelo critério de Kruger et al. (1986), conforme a tabela 1, a

seguir.
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Tabela 1 - Valores de normalidade e nomenclatura da analise seminal

Variaveis e Nomenclatura Seminal Valores de Normalidade
VYolume 2,0,a5,0ml
Liquefacao 30 a 50 minutos
Aspecto Homogéneo
pH 7,2a8,0
Viscosidade Normal — gotas A’normal - filamentos de
até 2 cm
Coloracgao Opalescente acinzentada
Concentracio espermatica > 20 x 10° sptz/ml

A — sptz com progressdo linear rapida
B — sptz com progressao linear lenta
C — sptz com movimentos de batimentos ou
Motilidade circulares, porém sem progressao.
D — sptz imdvel
Normal - > 50% A+B e 25% A
Anormal - <50% de A+B

Vitalidade > 50% de sptz vivos
Leucécitos <1 x 10%ml (< 1.000.000/ml - normal)
Leucacitos teste peroxidase <5 x 10°/ml (< 500.000/ml - normal)
Teste hiposmotico > 60%

Morfologia (WHO, 1992) > 30% de formas normais
Morfologia (Kruger, 1986) >14% de formas normais
Aspermia Auséncia de ejaculado
Oligozoospermia Concentracdo < 20 x 10° spzt/ml
Astenozoospermia Motilidade < 50% de sptz A + B
Teratozoospermia Morfologia < 30% de formas normais
Oligoastenoteratozoospermia Distarbio nas trés variaveis seminais

Sptz = espermatozodides

As amostras seminais foram coletadas em frascos estéreis, por masturbagdo,
devidamente identificadas e mantidas na estufa a 37°C para total liquefag@o. Apos liquefacdo
do sémen realizaram-se as analises macroscopicas, verificando-se o aspecto e a cor da
amostra. O volume foi medido com auxilio de uma seringa graduada e, por esta aspiracdo, foi
possivel estimar a viscosidade do sémen, classificada como normal quando gotas eram
formadas e anormal quando se verificava a formacdo de um filamento de mais de dois

centimetros de sémen.
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O pH foi medido pela fita indicadora de pH com escala 6,4-8,0 (Merck), sobre o qual
uma aliquota de sémen era depositada sobre o papel e a cor obtida comparada com a fita de
calibracdo colorimétrica de pH.

Para a andlise da concentracdo de espermatozdides/ml e motilidade espermatica, um
volume de 10ul de sémen liquefeito foi depositado no centro da cdmara de Makler com
auxilio de uma micropipeta, adaptou-se a laminula, realizando a andlise em microscopia de
fase, com aumento de 200 vezes (ocular de 20 x objetiva de 10). Para avaliar a motilidade
foram analisados 400 espermatozoides e este parametro foi executado primeiro, pois eles
tendem a parar com o tempo e com a temperatura abaixo de 37° C. A concentragdo de
espermatozdides/ml foi determinada através da contagem do nimero de gametas em dez
quadrados da cadmara de Makler. Esse processo foi repetido quatro vezes em cada amostra e
obtida a média dos valores calculados para cada categoria de espermatozdides encontrados.

A vitalidade espermatica foi verificada utilizando-se o método colorimétrico da Eosina
amarela (Certistain 25g - Merck) na concentracdo de 3% em solucdo fisiologica e nigrosina
hidrossoluvel (Certistain 25g - Merck) na concentracdo de 8% em solucdo fisiologica,
filtradas e estocadas a temperatura ambiente. Com uma aliquota de 50ul do sémen,
adicionava-se uma gota de eosina e duas gotas de necrosina, e com homogeneizagdo a partir
desta mistura fez-se um esfregaco que, apos sua secagem, foi imediatamente submetido a
quatro contagens de 100 espermatozoides cada, no microscopio (em aumento de 400 vezes) e
obtida a média. O resultado foi apresentado em porcentagem total de espermatozdides vivos
(n2o corados) quando comparados a espermatozdides mortos (corados).

A avaliagdo da morfologia espermatica foi realizada por meio da coloragdo de Shorr,
em esfregacos de aliquotas de 10ul de s€émen fresco em laminas com extremidade fosca
(identificadas com nome do individuo e data). A metodologia foi constituida de passagens nos

seguintes reagentes:
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. alcool 70% por 15 minutos;

. dgua corrente;

. corante de hematoxilina por um minuto;

. dgua corrente;

. &lcool 90% (trés passagens sucessivas);

. corante de Shorr por 5 minutos;

. &lcool 95% (trés passagens sucessivas);

. &lcool absoluto (trés passagens sucessivas);

. alcool — xilol (1:1);

O 0 3 N W B~ W DN

10. xilol (duas passagens sucessivas e, na segunda passagem, permanece por 20 minutos).

A leitura da morfologia foi feita com objetiva de imersdo (ocular 100 x objetiva de 10)
e foram classificados pelo menos 400 espermatozoides quanto a forma, segundo os critérios

da WHO (1992) e de Kruger et al. (1986), em dois grupos:

A. Normal: cabeca levemente ovalada, Unica, lisa, sem gotas citoplasmaticas e com
acrossoma ocupando cerca de 40% a 70% da cabeca. O didmetro de 3 a Sum, alinha-se
com eixo longitudinal da cabeca e ndo apresentando expansdes laterais. A cauda tnica e
desenrolada, com um tamanho de 45um.

B. Anormal: defeitos no acrossoma: acrossoma pequeno (<40%) e acrossoma grande (>
70%); defeitos no corpo e peca intermediaria: peca intermedidria larga, gota
intracitoplasmatica e peca intermedidria separada; defeitos estruturais: piriforme,
achatado, forma ampulheta, superficie irregular, mais de dois vactolos, achatado no sitio
de implantac¢do da cauda, ndo ovalada de um lado e redonda; defeitos na cauda: inser¢ao;

espiralada; angulo>90%.

Além disso, foram analisadas as chamadas formas imaturas definidas como células

esféricas que apresentam diametro nuclear entre 4 ¢ 9um e auséncia de cauda.

A morfologia dos espermatozoéides, segundo critérios morfoldgicos estritos (KRUGER
et al., 1986), apresenta formas ovais perfeitas. Considera-se normal a presenca de pelo menos
14% de espermatozoides com: cabeca lisa e oval; eixo longo da cabeca deve ter entre 5 e 6pum
e o eixo curto entre 2,5 e 3,5um; o acrossoma deve cobrir 40% a 60% da cabega do
espermatozdide; ndo pode existir anomalia de peca intermediaria ou cauda e a peca
intermediaria deve ter menos que lum de largura e até uma vez e meia o comprimento da

cabega do espermatozdide.
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O teste de leucocitospermia (Teste de Endtz) (ENDTZ, 1972) foi realizado em células
suspensas de sémen liquefeito e quantificado em uma cdmera de Makler. Granuldcitos
positivos para a reacdo de peroxidase (neutrdfilos, leucodeitos polimorfonucleares e
macrofagos) foram identificados por coloragcdo de imunohistoquimica. Este teste ¢ baseado no
fato de que os leucdcitos presentes na amostra seminal coram-se de marrom-escuro, ou seja,

sdo células peroxidase-positivo.

3.1 Analise Estatistica

O calculo amostral foi realizado baseado nas variaveis vitalidade, motilidade e
morfologia, com as médias e desvios-padrdes, entre os dois grupos do presente estudo. Para
que o poder estatistico fosse igual ou superior a 80%, a amostra minima seria de 85 individuos
por grupo. Entretanto, devido as dificuldades encontradas, os tamanhos amostrais utilizados
neste trabalho foram de 57 e 50 individuos nos grupos estudo e controle respectivamente, com
um poder estatistico em torno de 60%.

Entre os grupos, para a comparagdo estatistica de idade, tempo de infertilidade, prole,
tabagismo, tempo de abstinéncia, volume seminal, pH seminal, tempo de liquefacio,
motilidade espermadtica, morfologia pelo critério da OMS e de Kruger, utilizou-se o teste ¢ de
Student para populagdes dependentes e independentes e os resultados expressos em média e
desvio padrao.

A concentragdo de espermatozoides, presenca de leucdcitos no sémen e teste da
peroxidase foram analisados utilizando-se o teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico) para
amostras independentes ¢ o teste de Wilcoxon para amostras dependentes. Os resultados
foram expressos em mediana com valores do 1° e 3 ° quartil.

Para todas as andlises estatisticas utilizadas considerou-se um nivel de significancia de

5% (p<0,05) e o programa utilizado foi o SAS versdo 9.1.
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Na tabela 2 estdo representadas as caracteristicas dos homens inférteis e férteis.
Nossos resultados revelaram que a média das idades e do hébito tabagista dos homens

inférteis sdo semelhantes ao grupo de férteis.

Tabela 2 - Caracteristicas dos homens inférteis e dos férteis

Variavel I?;il;;;s flfig%; P valor
Idade (anos)' 31,045,6 30,3+6,5 0,55
Tabagismo (%) 29,8 22,0 0,36
Prole' 0,07+0,32 1,8+1,8 <0,001
Tempo de infertilidade (anos)' 3,9+2.8 0,0+0,0 <0,001

1. Teste t de Student para populagdes independentes — valores expressos como média + desvio-padrao

Na tabela 3 esta representado os parametros seminais alterados dos individuos inférteis
antes e em uso de polivitaminico e polimineral e dos homens sauddveis comprovadamente

férteis.

Tabela 3. Parametros Seminais dos individuos inférteis antes e em uso de polivitaminico
e polimineral e férteis.

Inférteis Inférteis R L
ARG Férteis
Variaveis Antes do uso Em uso (%)
(%/n) (Yo/n) ?

Concentragao > 20milhdes/ml 49 (86%) 52.(91%) 50 (100%)
Motilidade A+B > 50% 24 (74%) 49 (86%) 49 (98%)
Morfologia > 30% 16 (28%) 26 (46%) 19 (38%)
Concentrag¢do e Motilidade e Morfologia normais 0 (0%) 13 (23%) 10 (20%)

Valores de acordo com a WHO (1999)

Com o uso de polivitaminico e polimineral houve um aumento na porcentagem de
individuos com concentracdo, motilidade e morfologia normal, além do aumento no nimero
dos individuos normozoospérmicos.

A comparag@o dos parametros seminais dos individuos inférteis antes do uso e em uso
de polivitaminico e polimineral por 90 dias com a dos homens férteis sem uso destas

substancias foram apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4 - Comparacio dos parametros seminais de homens inférteis antes do uso, durante o uso
de polivitaminico e polimineral por 90 dias e dos férteis sem uso destas substiancias

P valor
Inférteis Inférteis . . Inférteis L, . L.
Variaveis Antes do uso Em uso flfit;(;; Antes do uso Itnfe:‘ltels Inférteis
(n=57) (n=57) % an esXO uso em ;so
e Jan Férteis Férteis
uso
(Vni)llﬁme 3,9+1,6 3,942,1 3,0£1,4 0,93 0,0002" 0,008’
le 7,5+0,2 7,5+0,2 7,5+0,2 0,32 0,96 0,48
LS 3774153  39,6£12,4  384+163 0,47 0,82 0,68
(minutos)
Conczentrac,‘a 68,0[37,8;10  68,0[28,8:1 96,5[49,0;1 0,026
o/ml 1.2] 02.5] 44.2] 0,48 0,037*
(X 106) 5 5 s
Motilidade
ALB (%)1 61,5£19,0 64,0£15.9 66,9+£19,3 0,24 0,14 0,38
Critério da
Morfologia .
de Krugerl 6,9+4,1 9,1+£5,2 8,2+4,8 0,002 0,13 0,33
(%)
Critério da
Morfologia 18,3+9.6 22,6+11,8 20,9+9,4 0,006* 0,17 0,39
OMS' (%)
?‘]’/lot;hdade 85,492 85,69,  89,6+6,9 0,90 0,011* 0,014
Leucocitos® 600,0[300,0;  750,0[425, 350,0[100, «
(x 10%) 121,5] 0:14062]  0:675,0] 2l UL <

1. Teste t de Student para populagdes independentes e dependentes — valores expressos como média +
desvio-padrio

2. Teste de Mann-Whitney para populagdes independentes ¢ Teste de Wilcoxon para populagdes
dependentes — valores expressos como mediana [1Q250,;1Q750;]

*p< 0,05

Nos individuos inférteis, o uso de polivitaminico e polimineral aumentou
significativamente a morfologia tanto pelos critérios estabelecidos pela WHO (1992) como
por Kruger et al. (1986) e ndo significantemente a motilidade linear dos espermatozdides. Os
outros parametros dos homens inférteis se mantiveram quanto seus valores médios e
medianos. Observou-se que as médias e as medianas de todos os parametros seminais
analisados antes e em uso de micronutrientes nos individuos inférteis e férteis encontravam-se
dentro dos valores de normalidade preconizados pela WHO, exceto para a morfologia

espermatica, que estavam abaixo de 14% (critérios de Kruger) e 30% (WHO).
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Verificou-se que os homens inférteis antes do uso de micronutrientes quando
comparados aos férteis apresentavam significantemente uma menor concentracdo de
espermatozdides/ml e vitalidade além de uma maior contagem de leucocitos e volume
espermatico. Os parametros seminais dos individuos inférteis em uso de polivitaminico e
polimineral foram comparaveis ao grupo de individuos comprovadamente férteis com
excecdo da concentracdo e vitalidade de espermatozodides que foram significativamente
inferiores.

Em relacdo ao tempo de abstinéncia sexual no grupo de inférteis sem uso de
micronutrientes foi observado uma varia¢do de 1 a 14 dias (4,9+2,2); quando estes estavam
em uso dessas substancias foi de 2 a 10 dias e no grupo de homens férteis a variacdo ficou
entre 1 a 20 dias (4,1£3,4), ndo apresentando diferencas estatisticas significantes entre os
grupos.

Dos 57 casais estudados 24,5% (14/57) conseguiram engravidar quando seus parceiros
estavam em uso de polivitaminico e polimineral. Estes casais apresentavam tempo de
infertilidade variando de trés a oito anos e a média das idades das mulheres foi 27,4+5,7 com

idade minima de 18 e maxima de 42 anos.
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Na avaliagdo das caracteristicas dos individuos inférteis com os saudaveis
comprovadamente férteis verificamos que os grupos eram semelhantes em relagcdo a idade e
ao habito tabagista. Essa semelhanga foi pré-requisito basico para as comparagoes, ja que na
literatura, ha relatos consistentes sobre a piora na qualidade seminal de forma progressiva em
homens com exposicdo ao fumo (TRUMMER et al., 2002) e com aumento da idade
(PASQUALOTTO et al., 2005).

De acordo com os critérios preconizados pela WHO (1999) verificamos que apenas
20% (10/50) dos homens férteis apresentaram todos os seus pardmetros seminais dentro da
normalidade e que somente 38% tinham espermatozdides morfologicamente normais.
Enquanto os inférteis antes do uso de micronutriente mostraram pelo menos um parametro
seminal anormal. E interessante observar que 86% (49/57) dos individuos inférteis antes do
uso de polivitaminico e polimineral apresentaram concentragdo acima de 20 milhdes de
espermatozdides/ml, 74% (42/57) motilidade espermatica linear superior a 50% e que 28%
(16/57) tiveram morfologia dos espermatozoéides normais. Quando estavam em uso dos
micronutrientes a porcentagem de individuos aumentaram em relacdo a concentragdo (91%),
motilidade (86%) e morfologia (46%) espermatica.

Nossos resultados sdo coerentes aos descritos por Chia et al. (1998) que verificaram
que os 243 homens férteis do seu estudo tinham uma média de espermatozdides
morfologicamente normais abaixo dos valores de normalidade e por Pasqualotto et al. (2006b)
onde observaram que 87% dos homens comprovadamente férteis e desejosos de realizar uma
cirurgia de vasectomia apresentaram também valores de morfologia espermadtica inferiores
aos da WHO (1999). Nallella et al. (2006), encontraram uma significante porcentagem de
homens férteis com morfologia anormal de espermatozodides e de individuos inférteis com
concentragdo espermatica normal ao compararem 56 homens com fertilidade comprovada
com 91 doadores normais, 406 com investigacdo para infertilidade e 166 homens com fator de
infertilidade masculina.

Ao compararmos os individuos inférteis antes do uso de polivitaminico com os férteis,
verificamos que estes Ultimos apresentaram uma maior concentragao e vitalidade espermatica
significante. A motilidade e morfologia dos espermatozdides, apesar de serem superiores nos
individuos férteis em relacdo aos inférteis sem uso de micronutrientes, ndo apresentou
diferenca significativa. A comparagdo dos pardmetros seminais entre inférteis em uso de
micronutrientes e férteis em valores medianos a concentragdo espermatica e valores médios a
vitalidade manteve significantemente superior aos inférteis. A média da motilidade dos

espermatozdides foi maior nos individuos férteis que nos inférteis, mas sem diferenca
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significativa. Observou-se que apesar da média dos espermatozdides com morfologia normal
para os critérios estabelecidos por WHO (1992) e Kruger et al. (1986) terem aumentado com
o uso de polivitaminico e polimineral e serem superiores aos dos individuos férteis ndo foram
observados diferencas significativas nestes parametros.

Uma hipotese, que justificaria tais diferengas nos grupos em relagdo a concentracio e a
vitalidade dos espermatozoides entre férteis e inférteis seria que os individuos inférteis
possuem um numero maior de espécies reativas de oxigénio no s€émen (PASQUALOTTO et
al., 2000) as quais sdo conhecidas por serem indutores de apoptose em espermatozoides
maduros (MURARO et. al., 2007) o que levaria a morte celular (VILLEGAS et al., 2003) e
consequentemente uma diminui¢@o na vitalidade e no nimero de espermatozoides.

O nuamero elevado de leucdcitos observado no s€émen dos homens inférteis pode
também ter contribuido com a qualidade seminal inferior observada nesses individuos quando
comparadas com os homens férteis, ja que essas células sdo as principais formadoras de EROs
no liquido seminal (AGARWAL et al., 2008; TREMELLEN, 2008). Bezold et al. (2007),
verificaram que a prevaléncia de DST no sémen de individuos inférteis sdo semelhantes aos
individuos com ou sem leucocitospermia ¢ que a presenca de DST assintomatica em
individuos inférteis estdo associados com pobre qualidade seminal. Por outro lado, Muraro et
al. (2007), em estudo realizado com 90 pacientes submetidos a triagem para infertilidade,
apesar de observar aumento da concentragdo de espermatozdides com a presenca de
leucécitos, concluiram que estas células no sémen podem ndo estar associadas com
parametros anormais do espermograma.

O aumento de espermatozdides com formas normais nos individuos inférteis com uso
de micronutrientes ¢ a taxa de gestacdo de 25,4% indicam que a morfologia pode
desempenhar um papel importante na fertilidade dos individuos inférteis, apesar dos
resultados encontrados estarem abaixo dos valores de normalidade estipulados pela WHO
(1999) e Kruger et al. (1986). O que foi observado por Nallella et al. (2006) que sugeriram
que a morfologia em valores mais baixos que os preconizados pela WHO (1999) podem
melhor discriminar individuos férteis de inférteis. Estes dados sdo coerentes com os de Chia et
al. (1998) que observaram que a morfologia seria melhor preditor para a gravidez. E que a
morfologia normal ¢ uma caracteristica essencial para a fecundacdo in vivo e fertilizacdo in
vitro (COETZEE et al., 1998). Entretanto, Guzick et al., (2001) ao avaliarem os parametros
seminais de 765 casais inférteis e 696 férteis concluiram que os parametros seminais nao sao
diagnoésticos de fertilidade ja que observaram uma sobreposi¢do das caracteristicas

espermaticas em relagcdo a concentragcdo motilidade e morfologia entre estes individuos.
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A melhora estatisticamente significante observada na porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais € ndo significante da motilidade espermatica linear dos homens
inférteis no nosso estudo, pode ser explicada devido ao uso de polivitaminico € polimineral
por 90 dias. O uso de micronutriente com poder antioxidante parece ter atenuado a acdo dos
radicais livres, que alteram a membrana plasmatica e o DNA espermatico. O que levaria ao
menor numero de espermatozoides com formas anormais, €, consequentemente com uma
melhor motilidade. A redu¢cdo do nimero de espermatozdides anormais poderia diminuir
também a quantidade de EROs no sémen, visto que estas células sdo uma das principais
fontes destas substincias. A provavel reducdo da peroxidagdo lipidica dos acidos graxos
poliinsaturados, os quais s3o relevantes para fornecer a membrana plasmatica a fluidez
necessaria para a fusdo das membranas dos gametas, podem estar associados com a
fertilizagdo (KRAUSE et. Al., 2003; HENKEL et. Al, 2003). Desta forma o sémen com
maior quantidade de antioxidante e menor de EROs reduziria os danos provocados pelos
radicais livres nas biomoléculas. Estes resultados sugerem que o uso de micronutrientes com
acdo antioxidante, possivelmente interferem na qualidade seminal e eventualmente
melhoraram a fertilidade dos homens inférteis. Entretanto outros mecanismos, ndo podem ser
descartados.

Nossos resultados mostraram que o uso oral diario de acido félico (5 mg), B-caroteno
(10.000 UI), acido ascérbico (600mg), acetato de tocoferol (200 UI), cobre (1,0 mg), selénio
(100 mg) e zinco (40 mg) por um periodo de 90 dias ndo melhorou estatisticamente a
concentragdo e motilidade e sim a morfologia dos espermatozoides. Sendo compativeis com
os de Vezina et al. (1996) quanto a morfologia, mas diferem em relagdo a motilidade. Eles
encontraram um significante aumento na motilidade espermatica e nos espermatozoides com
formas normais de nove oligoastenoterazoospérmicos que receberam 400mg/dia de a-
tocoferol em combinagdo com selénio (100 pg/d por um més e 200 pg/d por
aproximadamente 6 meses).

Em relagdo a concentragdo espermdtica nossos resultados diferem dos estudos de
Kodama et al. (1997) que avaliaram 36 homens inférteis usando por dois meses 200 mg de
vitaminas C e E além de 400 mg de glutationa; Comhaire et al. (2000) que estudaram 27
homens inférteis em uso de acetilcisteina (600 mg) ou B-caroteno (300 mg) mais vitamina E
(180 mg) durante 6 meses ¢ dos estudos de Wong et al. (2002) onde 103 homens inférteis
fizeram uso por 26 semanas de acido folico (5 mg) e zinco (66 mg) que verificaram melhora

apenas na concentragdo espermatica.
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Quanto a motilidade nossos estudos foram diferentes dos resultados encontrados por
Suleiman et al. (1996), em seu estudo randomizado, duplo-cego, placebo controlado, com 110
astenozoospérmicos tratados com vitamina E oral (300 mg duas vezes ao dia) por 6 meses,
que observaram melhora significativa da motilidade dos espermatozodides em 60% dos
pacientes. Scott et al. (1998) em um estudo realizado com oligoastenoterazoospérmicos e
inférteis utilizando selénio, vitaminas A, E e C por trés meses e Keskes et al., (2003) apos a
suplementagdo com vitamina E (400mg) e selénio (225ug) por trés meses em grupo de férteis
e inférteis também verificaram melhora na motilidade dos espermatozoide.

Nossas observacdes também diferem dos autores que verificaram melhora na
concentragdo ¢ na motilidade simultaneamente como Omu et al. (1998) que avaliaram o
sémen de 100 astezoospérmicos em uso de 250 mg de zinco por trés meses ¢ Eskenasi et al.
(2005) ao compararem o sémen de 97 homens saudaveis com suplementacdo de zinco, folato,
vitamina C, E e B-caroteno.

Kessopoulou et al. (1995) com 30 homens inférteis usando por trés meses vitamina E
(600 mg); Moilanen e Hovatta (1995) que utilizou vitamina E em 15 homens inférteis por trés
semanas; Iwanier e Zachara (1995) que suplementaram 33 homens inférteis com 200 pg de
selénio e Rolf et al. (1999) que utilizaram 1000 mg de vitamina C e 800 mg de vitamina E em
31 astenozoospérmicos por 56 dias que ndo encontraram melhora estatistica em nenhum dos
trés parametros seminais.

As divergéncias dos resultados entre os diferentes estudos podem se dever, em parte:
ao tempo de uso dos micronutrientes, que em alguns trabalhos foi inferior ao estipulado para a
espermatogénese, que varia de 64 (MISELL et al., 2006) a 72 (BUSCH et al., 2004) dias, o
que provavelmente ndo mostra o real efeito dos micronutrientes nos pardmetros seminais
justificando parte das diferencas encontradas; ao uso isolado de micronutriente em alguns
trabalhos e, em outros, o uso combinado de duas ou mais substancias; ao delineamento do
estudo, enquanto alguns trabalhos foram prospectivos e/ou duplo cego e/ou randomizado e/ou
placebo controlado outros foram retrospectivo; a variagdes nas caracteristicas populacionais;
ao numero de participantes envolvido nos trabalhos e a subjetividade inerente a analise
seminal.

A avaliagdo dos parametros seminais utilizados em nosso estudo foi a andlise cldssica
de rotina por meio de avaliagdes microscopicas padronizadas pela OMS e analisadas por uma
mesma equipe, na tentativa de diminuir a subjetividade na andlise espermatica. Apesar de a
analise seminal ndo ser considerado o parametro ideal para predizer a fertilidade ela continua

sendo utilizada na pratica clinica.




O poder estatistico da nossa casuistica de 60% limita a interpretacdo dos nossos dados.
Poderiamos justificar o nimero de casos pelo pudor ou constrangimento da coleta do sémen,
dificuldade em seguir o tratamento por 90 dias e ndo continuidade do mesmo, gravidez
durante o uso de micronutrientes e ao desinteresse por parte dos individuos do grupo controle
que ja tinham sua fertilidade comprovada.

A abstinéncia sexual antes da realizagdo do espermograma apresentou ampla
variabilidade nos individuos inférteis antes e com uso de polivitaminico € polimineral assim
como nos homens férteis. Embora a mediana do tempo de abstinéncia se encontrar dentro dos
valores preconizados pela WHO (1999), possivelmente esse dado possa interferir na anélise
dos resultados, ja que ndo foi possivel realizar o espermograma com o periodo de abstinéncia
de dois a trés dias. Um maior periodo de abstinéncia, em homens normozoospérmicos, leva a
um aumento na concentracdo espermatica € no volume seminal, porém a qualidade
espermdtica sofre deterioragdo, havendo diminui¢do na porcentagem da motilidade
(ELZANATY et al., 2005) e no nimero de espermatozoides morfologicamente normais;
(LEVITAS et al., 2005). Levitas et al. (2005) demonstraram que a deterioracdo dos
parametros seminais estd inversamente relacionada ao periodo de abstinéncia sexual e
recomendaram que a coleta de sémen em individuos férteis ndo deveria ser realizada por um
periodo maior que dez dias e que nesses homens, a melhor amostra poderia ser coletada apds
um dia de abstinéncia sexual. Estes dados podem explicar, em parte, o alto nimero de
individuos com espermatozédides morfologicamente anormais em ambos os grupos deste
estudo e, no grupo de inférteis, individuos com uma alta concentragdo de espermatozdides por
ml. Podemos inferir também que, apesar do tempo de abstinéncia influenciar na qualidade
seminal, provavelmente nao esta relacionado com a fertilidade, ja que o grupo de homens
comprovadamente férteis foi semelhante ao grupo de homens inférteis em relagdo ao tempo
de abstinéncia sexual.

Estudos adicionais com maior nimero de individuos, duplo-cegos, randomizados,
placebo controlado e com dosagens no sangue e sémen dos micronutrientes, aliados as
técnicas avancadas como deteccdo de EROs e capacidade antioxidante total do s€émen, além
de identificacdo da integridade do DNA, poderiam esclarecer os mecanismos de ag¢do de cada
micronutriente utilizado levando a uma melhor compreenso dos efeitos benéficos ao sistema

reprodutor masculino.
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O uso combinado de acido fdlico, B-caroteno, a-tocoferol, acido ascorbico, selénio,
cobre e zinco no presente estudo aumenta significativamente a porcentagem de
espermatozdides morfologicamente normais dos homens inférteis. Nao houve melhora
estatistica significante de outros pardmetros seminais como concentracdo, motilidade e
vitalidade. Os pardmetros seminais dos individuos inférteis mesmo com uso de
micronutrientes sdo inferiores quanto a concentracdo e vitalidade espermadtica em relagdo aos

individuos saudaveis comprovadamente férteis.
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ANEXO A

JAV/A
UNESP sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU

FACULDADE DE MEDICINA
Departamento de Ginecologia e
Obstetricia
BOTUCATU,SP- Rubido Jr.- Cepl8.618-970 - @ (14) 3811-6227/6090 - Cx Postal 530 - FAX (14)3882-1933 -

mail:secretgo@fimb.unesp.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Terminologia obrigatdria em atendimento a resolucio 196/96-CNS-MS)
Grupo de Pesquisa (Grupo 1)

Pesquisa: Avaliagdo dos parametros seminais de individuos inférteis em uso de polivitaminico
e polimineral.

Pesquisadora: Fernanda Alves Maia
Orientadora: Prof?. Dra. Anagléria Pontes

Esta pesquisa tem por finalidade analisar o espermograma de individuos inférteis que fizeram uso de
polivitaminico e polimineral, comparando-os com o espermograma de individuos férteis.

TEEISIIO. .o , fui informado que a suplementag@o polivitaminica e polimineral pode trazer
beneficios a casais inférteis e que a comparagdo do espermograma com o de homens férteis (que tiveram pelo
menos um filho) pode trazer melhores informagdes e beneficiar individuos inférteis. Declaro que fui
suficientemente esclarecido e concordo que o resultado do espermograma, que foi realizado de rotina no
ambulatorio de esterilidade, seja utilizado na pesquisa supra-citada. Estou ciente de que em qualquer momento
posso mudar de idéia e tenho a liberdade de recusar-me a participar deste estudo, sem qualquer prejuizo para
minha pessoa. Sei que tenho garantia total de sigilo e privacidade sobre os dados que serdo utilizados nesta
pesquisa, sem que haja minha identificacdo. Ndo esta prevista nenhuma forma de indenizag@o ou ressarcimento

durante este estudo.

Assinatura do paciente Assinatura da pesquisadora

Nome do Pesquisador: Fernanda Alves Maia
Telefone: (38) 3213-6642
e-mail: fernanda.micro@ig.com.br

Nome do Orientador: Anagléria Pontes

Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu
Telefone: (14) 3811-6227

e-mail: secretgo@fmb.unesp.br
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ANEXO B

AVA
UNESP &5 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU

FACULDADE DE MEDICINA
Departamento de Ginecologia e
Obstetricia
BOTUCATU,SP- Rubido Jr.- Cepl8.618-970 - @ (14) 3811-6227/6090 - Cx Postal 530 - FAX (14)3882-1933 -

mail:secretgo@fimb.unesp.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Terminologia obrigatdria em atendimento a resolucio 196/96-CNS-MS)

Grupo Controle (Grupo 2)

Pesquisa: Avaliagdo dos parametros seminais de individuos inférteis em uso de polivitaminico
e polimineral.

Pesquisadora: Fernanda Alves Maia
Orientadora: Prof2. Dra. Anagléria Pontes

Esta pesquisa tem por finalidade analisar o espermograma de individuos inférteis que fizeram uso de
polivitaminico e polimineral, comparando-os com o espermograma de individuos férteis.

B, e e e e aan
(72111 4 SRR , fui informado que a suplementagdo polivitaminica e polimineral pode trazer
beneficios a casais inférteis e que a comparagdo do espermograma com o de homens férteis, que tiveram pelo
menos um filho, como eu, pode trazer melhores informagdes e beneficiar individuos inférteis. Declaro que fui
suficientemente esclarecido e concordo que o resultado do espermograma, que foi realizado de rotina no
Labolatdrio de Reprodugdo, seja utilizado na pesquisa supra-citada. Estou ciente de que em qualquer momento
posso mudar de idéia e tenho a liberdade de recusar-me a participar deste estudo, sem qualquer prejuizo para
minha pessoa. Sei que tenho garantia total de sigilo e privacidade sobre os dados que serdo utilizados nesta
pesquisa, sem que haja minha identificagdo. E que posso a qualquer momento solicitar esclarecimento e
informagdes aos pesquisadores. Nao esta prevista nenhuma forma de indenizag@o ou ressarcimento durante este
estudo.
Data: ............. A [

Assinatura do paciente Assinatura da pesquisadora

Nome do Pesquisador: Fernanda Alves Maia

Telefone: (38) 3213-6642

e-mail: fernanda.micro@ig.com.br

Endereco: R. Prof® Geni Leite, 32 — apto. 202 — CEP: 39400-479 - Montes Claros - MG

Nome do Orientador: Anagléria Pontes

Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu
Telefone: (14) 3811-6227

e-mail: secretgo@fmb.unesp.br

Endereco: R. Azaléia, 370 — apto. 91 — Jd. Bom Pastor — Botucatu - SP
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ANEXO C

*‘?}' Universidade Estadual Paulista
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubi&o Junior, s/n® - Botucatu —-S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 o Registrado no Ministério da Saide em 30 de
e-mail secretaria: capeliup@fmb.unesp.br abril de 1997

Botucatu, 07 de agosto de 2.006 OF.3832006-CEP

Ilustrissima Senhora

Prof. Dr. Anagloria Pontes

Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr® Anagloria,

De ordem da Semhora Coordenadora deste CEP, informo que o Protocolo de Pesquisa
“Avaliagdo dos pardmetros seminais de individuos inférteis com suplemeniagdo polivitaminica ¢
polimineral”, a ser conduzido por Fernanda Alves Maia, orientada por Vossa Senhoria, recebeu
do relator parecer favoravel, aprovado em reunido de 07/08/2006.

Situagdo do Projeto: APROVADQ.

término deste projeto, apresentar ao CEP Relatorio Final de Atividades.

Atenciosa

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.
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ANEXO D

Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita Filho”
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu

Laboratdrio de Andlises Clinicas

| ——————— —— =9

Espermograma
Data: / / . Horéario de coleta: h min.
Dados Pessoais
Nome:
Idade: Tipagem sanguinea: R.G.
Nome esposa:
Idade: Tipagem sanguinea: R.G.:
Enderego: Ne
Cidade: Estado: Telefone: ( )

-Dados Gerais
Paternidade pregressa ( )Ndo ( )Sim Quantos filhos?

( ) com a mesma companheira () com outra(s) companheira(s)
Pesspas na familia com casos de infertilidade ( ) Nao ( ) Sim
Consangiiinidade ( )N&o ( )Sim
Duragao da infertilidade:

Observagéo:

Antecedentes Clinicos e Cirdrgicos

Varicocele ( )N&o ( )Sim Cirurgia ( YNao ( )Sim Data: / /
DST ( )Nao ( )Sim Qual?
Criptorquidia ( )N&o ( )Sim Cirurgia ( )Ndo ( )Sim
Parotidite ( )Nao ( )Sim ( )Semorquite ( )Com orquite
Diabetes ( )Nao ( )Sim

Hipertensdo ( )Ndo ( )Sim

Tuberculose ( )N3o ( )Sim

Traumatismo de testiculo ( )N&o ( )Sim

Vasectomia ( )Nao ( )Sim Data / /

Outra cirurgia:

Outro distarbio:

Antecedentes Ocupacionais

Profissao:
Metais Pesados ( )N&o ( )Sim
Qual? Tempo de exposigdo: Quando:

Agrotéxicos ( )N&o ( )Sim

Qual? Tempo de exposigéo: Quando:
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ANEXO0 E

FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU
~ HOSPITAL DAS CLINICAS
LABORATORIO DE REPRODUCAO HUMANA ASSISTIDA

Botucatu, SP — Rubido Junior — CEP 18618-970 — (14)3811-6227/3811-6090 — FAX (14)6822-1933 — E-mail: gineco@fmb.unesp.br

1)

2)

3)
4)

5)

6)
7)

ORIENTAGOS PARA COLETA DO SEMEN
Guardar abstinéncia ou seja (ndo ter relagdes sexuais) de 3 a 5 dias antes da
colheita do sémen. Isto supde-se que nao tenha perda do sémen por: coito ou
relacdo sexual, masturbacédo ou qualquer outra circunstancia durante estes dias.
No dia marcado para a colheita do sémen, comparecer ao Laboratério com o
pedido do espermograma e espermocultura onde sera fornecido um frasco estéril
e indicado local para colheita do sémen.
Antes de colher o sémen, lavar as maos s6 com agua e enxugar. E conveniente
conseguir uma excitagdo sexual intensa.
Colher todo o sémen no frasco estéril fornecido previamente pelo laboratério.
Caso ocorra perda de algumas gotas de sémen ou se derramem, favor
comunicar este fato ao entregar a amostra do sémen no laboratério.
Informar ainda na hora da entrega do sémen no laboratério se teve:
a) Doenca febril nos ultimos 90 dias.
b) Se usa agrotdxicos — qual é, e ha quanto tempo.
c) Se é fumante. Quantos cigarros por dia e ha quantos anos fuma.
Avisar os dias de abstinéncia e a que horas colheu o sémen.
O recepiente ou frasco com sémen devera ser entregue no Laboratorio onde
recebeu o frasco estéril, até 1 hora de colheita do sémen.

Obs: Se tiver febre, esperar pelo menos 1 més para realizar o exame
(espermograma).

Se tiver qualquer duvida é s6 perguntar quando entregar o exame.

Prof® Dr* Anagloria Pontes
Responsavel pelo Setor de Ginecologia Enddcrina e
Reproducdo Humana do Dpto. Ginecologia, obstericia
e Mastologia do HC-FMB
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Avaliacdo dos pardmetros seminais de individuos inférteis em uso de polivitaminico e
polimineral.
Evaluation of Semen Parameters in Infertile Individuals Using Multivitamin and Multimineral

Supplements.

Fernanda Alves Maia '; Anagloria Pontes 2. Gisela Alessandra Daroz'; Eliana Milanesi Rubio
’. Anice Maria Vieira de Camargos Martins *; Lidia Raquel de Carvalho®;

(1) Programa de Pos-graduacdo do departamento de Ginecologia e Obstetricia. Faculdade de
Medicina de Botucatu. Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, SP, Brasil.

(2) Departamento de Ginecologia e Obstetricia. Faculdade de Medicina de Botucatu.
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, SP, Brasil.

(3) Departamento de Urologia. Faculdade de Medicina de Botucatu. Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu, SP, Brasil.

(4) Departamento de Bioestatistica. Instituto de Biociéncias. Universidade Estadual Paulista

(UNESP), Botucatu, SP, Brasil.

Correspondéncia

Fernanda Alves Maia

Departamento de Ginecologia e Obstetricia

Faculdade de Medicina de Botucatu da UNESP

Distrito Rubido Junior, s/n — 18618-970 Botucatu, SP, Brasil
Telefone: (38) 32151783

e-mail: falvesmaia@gmail.com
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RESUMO

Objetivo: Analisar os parametros seminais de individuos inférteis em uso de polivitaminico e
polimineral e compara-los com individuos normais, comprovadamente férteis sem uso destas
substancias. Casuistica e Metodologia: Foram analisados os pardmetros Seminais de 57 casais
inférteis acompanhados no ambulatério de esterilidade do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu, no periodo de 2003 a 2007. Nos individuos inférteis a analise
seminal foi realizada antes e com 90 dias de micronutrientes por via oral os quais foram
comparados com 50 individuos saudaveis comprovadamente férteis sem uso destas
substancias. A avaliacdo do sémen foi feita de acordo com os critérios da Organizagdo
Mundial de Saude - OMS (1999) e morfologia de Kruger et al. (1986). A andlise estatistica foi
feita utilizando os testes ¢ de Student, Mann-Whitney e Wilcoxon, considerando um nivel de
significancia de 5%. Resultados: Os individuos inférteis e os comprovadamente férteis
apresentaram similaridade quanto a idade (31,0£5,6 versus 30,3+6,5) (p=0,55) e ao tabagismo
(29,8% versus 22,0) (p=0,36). Nos individuos inférteis, o uso desses micronutrientes
aumentou significativamente a morfologia tanto pelos critérios estabelecidos pela OMS
(18,3£9,6 para 22,6+£11,8) (p=0,006) e por Kruger (6,9+4,1 para 9,1+5,2) (p=0,002).
Verificou-se que os homens inférteis antes do uso de micronutrientes quando comparados aos
férteis apresentavam significantemente uma menor concentragdo de espermatozdides/ml
(68,0[37,8;101,2] versus 96,5[49,0;144,2]) e vitalidade (85,4+9,2 versus 89,6+6,9) e uma
maior contagem de leucdcitos (600,0 [300,0;121,5] wversus 350,0[100,0;675,0]). Os
pardmetros seminais dos individuos inférteis em uso de polivitaminico e polimineral foram
comparaveis ao grupo de individuos comprovadamente férteis com excecdo da concentragdo

(68,0[28,8;102,5] versus 96,5[49,0;144,2]) e vitalidade (85,6£9,1 versus 89,6+6,9) de
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espermatozdides que foram significativamente inferiores. Conclusdo: Nos individuos inférteis
analisadas o uso combinado de acido folico, B-caroteno, a-tocoferol, dcido ascérbico, selénio,
cobre e zinco aumenta significativamente a porcentagem de espermatozdides
morfologicamente normais sem melhora estatistica significante de outros pardmetros seminais
como concentragdo, motilidade e vitalidade quando comparados com os individuos saudaveis

comprovadamente férteis.

Palavras-chave: Pardmetros seminais. Infertilidade masculina. Polivitaminico. Polimineral.

Micronutriente.
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ABSTRACT
Objective: To assess semen parameters in infertile individuals using multivitamin and
multimineral supplements in comparison with healthy proven fertile individuals not using
these substances. Cases and Methods: Semen parameters were evaluated in 57 infertile
couples followed up in the Sterility Outpatient Clinic of Botucatu Medical School between
2003 and 2007. Semen analysis was performed before and after 90 days of oral micronutrient
use in infertile individuals that were compared with 50 healthy proven fertile individuals not
using these substances. Semen was evaluated according to the recommendations of the World
Health Organization- WHO (1999) and the criteria described by Kruger et al. (1986).
Statistical analysis was carried out using Student’s 7 test and the tests of Mann-Whitney and
Wilcoxon with significance set at 5%. Results: Infertile and proven fertile individuals showed
similar age (31.0+5.6 versus 30.3+£6.5) (p=0.55) and smoking status (29.8% versus 22.0)
(p=0.36). In infertile individuals, the use of micronutrients significantly improved
morphology according to the criteria of WHO (18.3£9.6 to 22.6+11.8) (p=0.006) and Kruger
(6.9+4.1 to 9.1+5.2) (p=0.002). Before micronutrient use, infertile individuals compared with
fertile males showed lower spermatozoa/ml concentration (68.0[37.8;101.2] versus
96.5[49.0;144.2]) and vitality (85,449,2 versus 89.6+£6.9) and higher leukocyte count (600.0
[300.0;121.5] versus 350.0[100.0;675.0]). In infertile individuals using multivitamin and
multimineral supplements, semen parameters were comparable to those in proven fertile
individuals, except for spermatozoa concentration (68.0[28.8;102.5] versus 96.5[49.0;144.2])
and vitality (85.6+£9.1 versus 89.6+6.9), which were significantly lower. Conclusion: In the
infertile individuals assessed, the combined use of folic acid, B-carotene, a-tocoferol, ascorbic
acid, selenium, copper and zinc significantly increased the percentage of morphologically
normal spermatozoa without significantly increasing other semen parameters such as

concentration, motility and vitality as compared with healthy proven fertile individuals.

Key words: Semen parameters. Male Infertility. Multivitamin. Multimineral. Micronutrients
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Avaliacdo dos parametros seminais de individuos inférteis em uso de polivitaminico e
polimineral.
Evaluation of Semen Parameters in Infertile Individuals Using Multivitamin and Multimineral

Supplements.
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1 INTRODUCAO

A infertilidade é doenga definida pela inabilidade de um casal sexualmente ativo
engravidar apds 12 meses ou mais de coito regular ndo protegido (1,2). Aproximadamente
14% dos casais sdo inférteis (3) e, em 50% dos casos, o fator masculino estd envolvido como
problema primério ou em combina¢do com causa de origem feminina (4). A fertilidade é um
fendomeno complexo e multifatorial que envolve a avaliacdo do casal (5).

Tradicionalmente, o diagnéstico de infertilidade masculina depende de uma avaliacdo
dos pardmetros seminais, com énfase na concentracdo, motilidade e morfologia dos
espermatozdides (2). Embora n3o seja, isoladamente, considerada fundamental para
diagnosticar infertilidade (6) os resultados da analise seminal é conduzida como parte da
avaliagdo inicial dos casais inférteis (7).

O sémen ¢ um liquido bioldgico formado por plasma seminal, que contém produtos
bioquimicos essenciais para os espermatozoides (8), como os antioxidantes (9,10). E por
diferentes células, tais como, espermatozdide maduro e imaturo, células redondas em
diferentes estdgios da espermatogénese, leucocitos e células epiteliais (9). Destes diferentes
tipos de células os leucdcitos e os espermatozdides s@o as principais fontes de produgdo de
espécies reativas de oxigénio - EROs, como por exemplo, ions de oxigénio, radicais livres e
perdxidos (10). A producdo de EROs pelos espermatozoides correlaciona inversamente com
seu estado maduro e os espermatozdides imaturos sdo frequentemente caracterizados pela
presenca de excesso de residuos citoplasmaticos (10). Os quais explicam a baixa qualidade de
espermatozdides e a geragdo crescente de EROs (4,9,11).

O corpo humano tem desenvolvido algumas estratégias antioxidantes para proteger-se
dos danos provocados pelas EROs permitindo o metabolismo oxidativo ocorrer sem danificar

as células (10). O plasma seminal e o espermatozoide em si estdo bem dotados de um
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conjunto de protecdo antioxidante (12,13), entre elas, enzimas antioxidantes, tais como
superoxido dismutase e glutationa peroxidase, além de uma variedade de antioxidantes ndo
enzimaticos, por exemplo, acido ascorbico, a-tocoferol e vitamina A (9).

Os fatores ambientais e o estilo de vida relacionados com a infertilidade sdo de
particular interesse, porque, ao contrario das causas genéticas, podem ser alvos de medidas
preventivas ou curativas, entre estes fatores a nutricdo ¢ de fundamental importancia, pois esta
envolvida na sintese de DNA (14)

Virios estudos fornecem evidéncias de que o uso de micronutrientes pode influenciar
a qualidade seminal de homens inférteis. Porém esta relagdo permanece indefinida, ja que ha
contradi¢des entre os trabalhos publicados. Enquanto alguns autores encontraram melhora
apenas na concentragdo espermatica (15, 16, 17), ou na motilidade (18,19,20), outros
verificaram aumento na concentracdo ¢ na motilidade (21,22), assim como na motilidade e
morfologia dos espermatozdides (23) de homens inférteis em uso isolado ou combinado de
micronutrientes. Além disso, existem trabalhos que ndo observaram melhora em nenhum dos
parametros seminais (24,25,26).

A significante reducdo da atividade dos antioxidantes no plasma seminal de homens
inférteis quando comparados com os homens férteis (27) e devido aos resultados controversos
e a falta de estudos do uso combinado de 4cido félico, B-caroteno, a-tocoferol, acido
ascorbico, selénio, cobre e zinco relacionados aos pardmetros seminais de homens inférteis na
populacdo brasileira, a proposta deste estudo foi verificar se o uso de polivitaminico e
polimineral, intervencdo de baixa complexidade, melhoraria os pardmetros seminais e

eventualmente a fertilidade destes individuos.
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3 CASUISTICA E METODO

Neste estudo retrospectivo foram analisados 57 casais com infertilidade
acompanhados no ambulatorio de esterilidade do Departamento de Ginecologia e Obstetricia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina/Botucatu - Universidade Estadual
Paulista/UNESP no periodo de 2003 a 2007. Os casais foram encaminhados para a avaliagdo
da infertilidade por ginecologista ou procura espontanea.

Duzentos e cinqiienta e seis casais submeteram a avaliagdo inicial completa para a
investigacdo de infertilidade. Dos 256 casais 159 homens apresentaram alteracdo seminal e
foram orientados a tomar um complexo polivitaminico e polimineral. Apenas 57 individuos (1
com concentragdo inferior a 20 milhdes de espermatozdides/ml, 3 com motilidade linear
abaixo de 50%, 41 com 30% de formas anormais de espermatozdides, 5 com motilidade e
morfologia anormais e 7 com alteracdo nos trés parametros seminais), fizeram uso correto dos
micronutrientes e foram incluidos neste estudo. Na avalia¢do inicial realizada para a
investigacdo da infertilidade, além da alteragdo seminal observada em todos os individuos,
21% (12/57) dos casais apresentavam anovulagdo cronica e em 79% (45/57) ndo foram
detectadas outras alteracdes.

Estes 57 individuos, que tinham idade entre 20 e 42 anos, usaram diariamente, por 90
dias consecutivos, um comprimidos via oral apods a refei¢do, de acido félico (5 mg) e um
comprimido por via oral de um complexo polivitaminico e polimineral constituido de (-
caroteno (prd-vitamina A) 10.000 UI, acido ascdrbico (vitamina C) 600mg, acetato de
tocoferol (vitamina E) 200 UI, cobre (6xido de cobre) 1,0 mg, selénio (selénio glicina quelato)
100 mg e zinco (6xido de zinco) 40 mg. Estes individuos realizaram dois espermogramas, um

antes e outro com 90 dias em uso dessas substancias.
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O grupo controle foi composto de 50 homens saudaveis, com idade variando de 20 a
48 anos, sem uso de polivitaminico e polimineral, com fertilidade comprovada e estabelecida
com o casal, possuindo filho (a) com até dois anos de idade ou com gestag¢do superior a 28
semanas. Nesses individuos foi possivel realizar apenas um espermograma. Este grupo foi
utilizado para verificar se os pardmetros seminais dos homens inférteis seriam diferentes
(quando estes ndo estavam em uso) ou semelhantes (quando estes estavam em uso de
micronutrientes) aos dos homens férteis.

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram: homens com idade superior a 50
anos, concentracdo igual ou inferior a cinco milhdes de espermatozoides/ml, febre ou uso de
medicamentos e/ou doengas nos ultimos trés meses que interferissem nos pardmetros seminais
e uso de drogas ilicitas. Os homens em uso do complexo polivitaminico e polimineral que
apresentaram epigastralgia, inico efeito colateral observado, também foram excluidos deste
estudo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
Paulista — Faculdade de Medicina de Botucatu, oficio 383/2006 — CEP, e todos os integrantes
do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido conforme resolugdo n°
196/0outubro/1996 — Conselho Nacional de Satide e segundo as normas do Comité de Etica e
Pesquisa.

Para avaliagdo dos participantes foi realizado um questionario, no momento da coleta
seminal, para obter informacgdes gerais de identificacdo, saude, historia sexual, situagdo
ocupacional e nimeros de filhos e uso adequado dos medicamentos. Foi feita também uma
analise dos prontudrios dos casais inférteis para avaliar tempo e causa da infertilidade, e se

fizeram de forma adequada o uso de polivitaminico e polimineral.
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As amostras seminais dos individuos inférteis e férteis foram obtidas seguindo as
orientacdes para a coleta do sémen padronizado pelo Laboratério de Reprodug¢do Humana do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e as andlises seminais foram
realizadas por uma mesma equipe deste laboratorio. Estas amostras foram coletadas em
frascos estéreis, por masturbacdo, devidamente identificadas e mantidas na estufa a 37°C para
total liquefacdo. Os parametros seminais foram analisados e classificados segundo os critérios
de normalidade da Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 1999), com adicional morfologia

pelo critério de Kruger et al. (1986).

3.1 Analise Estatistica

Entre os grupos, para a comparagao estatistica de idade, tempo de infertilidade, prole,
tabagismo, tempo de abstinéncia, volume seminal, pH seminal, tempo de liquefacio,
motilidade espermatica, morfologia pelo critério da OMS e de Kruger, utilizou-se o teste ¢ de
Student para populagdes dependentes e independentes e os resultados expressos em média e
desvio padrdo.

A concentragdo de espermatozoides, presenca de leucdcitos no sémen e teste da
peroxidase foram analisados utilizando-se o teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico) para
amostras independentes e o teste de Wilcoxon para amostras dependentes. Os resultados
foram expressos em mediana com valores do 1° e 3 © quartil.

Para todas as andlises estatisticas utilizadas considerou-se um nivel de significancia de

5% (p<0,05) e o programa utilizado foi o SAS versdo 9.1.
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4 RESULTADOS

Na tabela 1 estdo representadas as caracteristicas dos homens inférteis e férteis.
Nossos resultados revelaram que a média das idades e do habito tabagista dos homens

inférteis sdo semelhantes ao grupo de férteis.

Tabela 1 - Caracteristicas dos homens inférteis e dos férteis

Inférteis Férteis
Variavel P valor
(n=57) (n=50)
Idade (anos)' 31,0+5,6 30,3+6,5 0,55
Tabagismo (%)’ 29,8 22,0 0,36
Prole’ 0,07+0,32 1,8+1,8 <0,001
Tempo de infertilidade (anos)1 3,9+2.8 0,0+0,0 <0,001

1. Teste t de Student para populagdes independentes — valores expressos como média +

desvio-padrao

Na tabela 2 esté representado os parametros seminais alterados dos individuos inférteis
antes e em uso de polivitaminico e polimineral e dos homens saudaveis comprovadamente

férteis.




&{Mg/ax—%u&ado& 70

Tabela 2. Parametros Seminais dos individuos inférteis antes e em uso de polivitaminico e

polimineral e férteis.

Inférteis Inférteis
Férteis
Variaveis Antes do uso Em uso
(%)
(%/n) (%/n)
Concentrag¢do > 20milhdes/ml 49 (86%) 52 (91%) 50 (100%)
Motilidade A+B > 50% 24 (74%) 49 (86%) 49 (98%)
Morfologia > 30% 16 (28%) 26 (46%) 19 (38%)
Concentragdo e Motilidade e Morfologia normais 0 (0%) 13 (23%) 10 (20%)

Valores de acordo com a WHO (1999)

Com o uso de polivitaminico e polimineral houve um aumento na porcentagem de

individuos com concentragdo, motilidade e morfologia normal, além do aumento no numero

dos individuos normozoospérmicos.

A comparagdo dos parametros seminais dos individuos inférteis antes do uso e em uso

de polivitaminico e polimineral por 90 dias com a dos homens férteis sem uso destas

substancias foram apresentadas na tabela 3.
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Tabela 4 - Comparagdo dos parametros seminais de homens inférteis antes do uso, durante o

uso de polivitaminico e polimineral por 90 dias e dos férteis sem uso destas substancias

P valor
o o Inférteis
Inférteis Inférteis . Inférteis Inférteis
Férteis Antes do uso
Variaveis Antes do uso Em uso antes do uso em uso
(n=50) X
(n=57) (n=57) X X
Inférteis Em
Férteis Férteis
uso
Volume (ml)" 3,9+1,6 3,942,1 3,0+1,4 0,93 0,0002" 0,008
pH' 7,5+0,2 7,5+0,2 7,5+0,2 0,32 0,96 0,48
Liquefagdo
37,7153 39,6£12,4  38,4+16,3 0,47 0,82 0,68
(minutos)'
Concentragdo/ml
68,0[37,8;10  68,0[28,8;1 96,5[49,0;1 0,026
? 0,48 0,037*
1,2] 02,5] 44.2]
(x 10%
Motilidade
61,5+£19,0 64,0£15,9  66,9+19,3 0,24 0,14 0,38
A+B (%)"
Critério da
Morfologia de
6,9+4,1 9,1+£5,2 8,244,8 0,002* 0,13 0,33
Krugerl
(%)
Critério da
Morfologia 18,3£9,6 22,6£11,8 20,9+9.4 0,006* 0,17 0,39
OMS' (%)
Vitalidade (%)" 85,4492 85,6+9,1 89,6+6,9 0,90 0,011* 0,014
Leucécitos® 600,0[300,0;  750,0[425, 350,0[100, ‘
0,21 0,004 <0,001
(x 10%) 121,5] 0;1406,2] 0;675,0]
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1. Teste t de Student para populagdes independentes e dependentes — valores expressos como
média + desvio-padrio

2. Teste de Mann-Whitney para populacdes independentes e Teste de Wilcoxon para
populagdes dependentes — valores expressos como mediana [1Q250,;1Q75%]

*p< 0,05

Nos individuos inférteis, o uso de polivitaminico e polimineral aumentou
significativamente a morfologia tanto pelos critérios estabelecidos pela WHO (1992) como
por Kruger et al. (1986) e ndo significantemente a motilidade linear dos espermatozdides. Os
outros parametros dos homens inférteis se mantiveram quanto seus valores médios e
medianos. Observou-se que as médias e as medianas de todos os pardmetros seminais
analisados antes e em uso de micronutrientes nos individuos inférteis e férteis encontravam-se
dentro dos valores de normalidade preconizados pela WHO, exceto para a morfologia
espermatica, que estavam abaixo de 14% (critérios de Kruger) e 30% (WHO).

Verificou-se que os homens inférteis antes do uso de micronutrientes quando
comparados aos férteis apresentavam significantemente uma menor concentragdo de
espermatozdides/ml e vitalidade além de uma maior contagem de leucdcitos e volume
espermatico. Os parametros seminais dos individuos inférteis em uso de polivitaminico e
polimineral foram compardveis ao grupo de individuos comprovadamente férteis com
excecdo da concentracdo e vitalidade de espermatozodides que foram significativamente
inferiores.

Em relagdo ao tempo de abstinéncia sexual no grupo de inférteis sem uso de
micronutrientes foi observado uma variacdo de 1 a 14 dias (4,942,2); quando estes estavam

em uso dessas substancias foi de 2 a 10 dias e no grupo de homens férteis a variacdo ficou
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entre 1 a 20 dias (4,1£3,4), ndo apresentando diferencas estatisticas significantes entre os
grupos.

Dos 57 casais estudados 24,5% (14/57) conseguiram engravidar quando seus parceiros
estavam em uso de polivitaminico e polimineral. Estes casais apresentavam tempo de
infertilidade variando de trés a oito anos € a média das idades das mulheres foi 27,4+5,7 com

idade minima de 18 e maxima de 42 anos.
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5 DISCUSSAO

Na avaliagdo das caracteristicas dos individuos inférteis com os saudaveis
comprovadamente férteis verificamos que os grupos eram semelhantes em relagdo a idade e
ao habito tabagista. Essa semelhanga foi pré-requisito basico para as comparagdes, ja que na
literatura, ha relatos consistentes sobre a piora na qualidade seminal de forma progressiva em
homens com exposi¢do ao fumo (29) e com aumento da idade (30).

De acordo com os critérios preconizados pela WHO (2) verificamos que apenas 20%
(10/50) dos homens férteis apresentaram todos os seus pardmetros seminais dentro da
normalidade e que somente 38% tinham espermatozdides morfologicamente normais.
Enquanto os inférteis antes do uso de micronutriente mostraram pelo menos um parametro
seminal anormal. E interessante observar que 86% (49/57) dos individuos inférteis antes do
uso de polivitaminico e polimineral apresentaram concentragdo acima de 20 milhdes de
espermatozdides/ml, 74% (42/57) motilidade espermadtica linear superior a 50% e que 28%
(16/57) tiveram morfologia dos espermatozodides normais. Quando estavam em uso dos
micronutrientes a porcentagem de individuos aumentaram em relacdo a concentragdo (91%),
motilidade (86%) e morfologia (46%) espermatica.

Nossos resultados sdo coerentes aos descritos por Chia et al. (31) que verificaram que
os 243 homens férteis do seu estudo tinham uma média de espermatozoides
morfologicamente normais abaixo dos valores de normalidade e por Pasqualotto et al. (32)
onde observaram que 87% dos homens comprovadamente férteis e desejosos de realizar uma
cirurgia de vasectomia apresentaram também valores de morfologia espermatica inferiores
aos da WHO (1999). Nallella et al. (4), encontraram uma significante porcentagem de homens

férteis com morfologia anormal de espermatozdides e de individuos inférteis com




&{Max— Discussao 75

concentragdo espermatica normal ao compararem 56 homens com fertilidade comprovada
com 91 doadores normais, 406 com investigacio para infertilidade e 166 homens com fator de
infertilidade masculina.

Ao compararmos os individuos inférteis antes do uso de polivitaminico com os férteis,
verificamos que estes ultimos apresentaram uma maior concentragio e vitalidade espermatica
significante. A motilidade e morfologia dos espermatozdides, apesar de serem superiores nos
individuos férteis em relacdo aos inférteis sem uso de micronutrientes, ndo apresentou
diferenca significativa. A comparacdo dos pardmetros seminais entre inférteis em uso de
micronutrientes e férteis em valores medianos a concentragdo espermatica e valores médios a
vitalidade manteve significantemente superior aos inférteis. A média da motilidade dos
espermatozdides foi maior nos individuos férteis que nos inférteis, mas sem diferenca
significativa. Observou-se que apesar da média dos espermatozoides com morfologia normal
para os critérios estabelecidos por WHO (1992) e Kruger et al. (1986) terem aumentado com
0 uso de polivitaminico e polimineral e serem superiores aos dos individuos férteis ndo foram
observados diferencas significativas nestes parametros.

Uma hipoétese, que justificaria tais diferengas nos grupos em relagio a concentracéo e a
vitalidade dos espermatozdides entre férteis e inférteis seria que os individuos inférteis
possuem um numero maior de espécies reativas de oxigénio no sémen (11) as quais sdo
conhecidas por serem indutores de apoptose em espermatozoides maduros (8) o que levaria a
morte celular (33) e consequentemente uma diminui¢do na vitalidade e no numero de
espermatozdides.

O ntmero elevado de leucdcitos observado no sémen dos homens inférteis pode
também ter contribuido com a qualidade seminal inferior observada nesses individuos quando
comparadas com os homens férteis, ja que essas células sdo as principais formadoras de EROs

no liquido seminal (9,10). Bezold et al. (34), verificaram que a prevaléncia de DST no s€émen
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de individuos inférteis sdo semelhantes aos individuos com ou sem leucocitospermia e que a
presenca de DST assintomatica em individuos inférteis estdo associados com pobre qualidade
seminal. Por outro lado, Muraro et al. (2007), em estudo realizado com 90 pacientes
submetidos a triagem para infertilidade, apesar de observar aumento da concentragdo de
espermatozdides com a presenga de leucocitos, concluiram que estas células no sémen podem
ndo estar associadas com pardmetros anormais do espermograma.

O aumento de espermatozdides com formas normais nos individuos inférteis com uso
de micronutrientes e a taxa de gestacdo de 25,4% indicam que a morfologia pode
desempenhar um papel importante na fertilidade dos individuos inférteis, apesar dos
resultados encontrados estarem abaixo dos valores de normalidade estipulados pela WHO
(1999) e Kruger et al. (1986). O que foi observado por Nallella et al. (2006) que sugeriram
que a morfologia em valores mais baixos que os preconizados pela WHO (1999) podem
melhor discriminar individuos férteis de inférteis. Estes dados sdo coerentes com os de Chia et
al. (1998) que observaram que a morfologia seria melhor preditor para a gravidez. E que a
morfologia normal ¢ uma caracteristica essencial para a fecundagdo in vivo e fertilizagdo in
vitro (35). Entretanto, Guzick et al., (2001) ao avaliarem os pardmetros seminais de 765 casais
inférteis e 696 férteis concluiram que os pardmetros seminais ndo sdo diagndsticos de
fertilidade ja que observaram uma sobreposi¢do das caracteristicas espermdticas em relagdo a
concentra¢do motilidade e morfologia entre estes individuos.

A melhora estatisticamente significante observada na porcentagem de espermatozodides
morfologicamente normais e ndo significante da motilidade espermatica linear dos homens
inférteis no nosso estudo, pode ser explicada devido ao uso de polivitaminico e polimineral
por 90 dias. O uso de micronutriente com poder antioxidante pode ter atenuado a agdo dos
radicais livres, que alteram a membrana plasmatica e o DNA espermatico. O que levaria ao

menor numero de espermatozoides com formas anormais, €, consequentemente com uma
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melhor motilidade. A reducdo do numero de espermatozdides anormais poderia diminuir
também a quantidade de EROs no sémen, visto que estas células sdo uma das principais
fontes destas substincias. A provavel reducdo da peroxidagdo lipidica dos acidos graxos
poliinsaturados, os quais s3o relevantes para fornecer a membrana plasmatica a fluidez
necessaria para a fusdo das membranas dos gametas, podem estar associados com a
fertilizagdo (36,37). Desta forma o sémen com maior quantidade de antioxidante e menor de
EROs reduziria os danos provocados pelos radicais livres nas biomoléculas. Estes resultados
sugerem que o uso de micronutrientes com ac¢do antioxidante, possivelmente interferem na
qualidade seminal e eventualmente melhoraram a fertilidade dos homens inférteis. Entretanto
outros mecanismos, ndo podem ser descartados.

Nossos resultados mostraram que o uso oral diario de acido félico (5 mg), B-caroteno
(10.000 UI), &cido ascorbico (600mg), acetato de tocoferol (200 Ul), cobre (1,0 mg), selénio
(100 mg) e zinco (40 mg) por um periodo de 90 dias ndo melhorou estatisticamente a
concentragdo e motilidade e sim a morfologia dos espermatozoides. Sendo compativeis com
os de Vezina et al. (1996) quanto a morfologia, mas diferem em relagdo a motilidade. Eles
encontraram um significante aumento na motilidade espermadtica e nos espermatozodides com
formas normais de nove oligoastenoterazoospérmicos que receberam 400mg/dia de o-
tocoferol em combinagdo com selénio (100 pg/d por um més e 200 pg/d por
aproximadamente 6 meses).

Em relagdo a concentracdo espermadtica nossos resultados diferem dos estudos de
Kodama et al. (1997) que avaliaram 36 homens inférteis usando por dois meses 200 mg de
vitaminas C e E além de 400 mg de glutationa; Comhaire et al. (2000) que estudaram 27
homens inférteis em uso de acetilcisteina (600 mg) ou B-caroteno (300 mg) mais vitamina E

(180 mg) durante 6 meses e dos estudos de Wong et al. (2002) onde 103 homens inférteis
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fizeram uso por 26 semanas de acido folico (5 mg) e zinco (66 mg) que verificaram melhora
apenas na concentracio espermatica.

Quanto a motilidade nossos estudos foram diferentes dos resultados encontrados por
Suleiman et al. (1996), em seu estudo randomizado, duplo-cego, placebo controlado, com 110
astenozoospérmicos tratados com vitamina E oral (300 mg duas vezes ao dia) por 6 meses,
que observaram melhora significativa da motilidade dos espermatozoéides em 60% dos
pacientes. Scott et al. (1998) em um estudo realizado com oligoastenoterazoospérmicos e
inférteis utilizando selénio, vitaminas A, E e C por trés meses e Keskes et al., (2003) apos a
suplementagdo com vitamina E (400mg) e selénio (225ug) por trés meses em grupo de férteis
e inférteis também verificaram melhora na motilidade dos espermatozodide.

Nossas observacdes também diferem dos autores que verificaram melhora na
concentragdo ¢ na motilidade simultaneamente como Omu et al. (1998) que avaliaram o
sémen de 100 astezoospérmicos em uso de 250 mg de zinco por trés meses e Eskenasi et al.
(2005) ao compararem o sémen de 97 homens saudaveis com suplementacdo de zinco, folato,
vitamina C, E e B-caroteno.

Kessopoulou et al. (1995) com 30 homens inférteis usando por trés meses vitamina E
(600 mg); Moilanen e Hovatta (1995) que utilizou vitamina E em 15 homens inférteis por trés
semanas; Iwanier e Zachara (1995) que suplementaram 33 homens inférteis com 200 pg de
selénio e Rolf et al. (1999) que utilizaram 1000 mg de vitamina C e 800 mg de vitamina E em
31 astenozoospérmicos por 56 dias que ndo encontraram melhora estatistica em nenhum dos
trés pardmetros seminais.

As divergéncias dos resultados entre os diferentes estudos podem se dever, em parte:
ao tempo de uso dos micronutrientes, que em alguns trabalhos foi inferior ao estipulado para a
espermatogénese, o que provavelmente ndo mostra o real efeito dos micronutrientes nos

pardmetros seminais justificando parte das diferengas encontradas; ao uso isolado de
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micronutriente em alguns trabalhos e, em outros, o uso combinado de duas ou mais
substancias; ao delineamento do estudo, enquanto alguns trabalhos foram prospectivos e/ou
duplo cego e/ou randomizado e/ou placebo controlado outros foram retrospectivo; a variagdes
nas caracteristicas populacionais; ao nimero de participantes envolvido nos trabalhos e a
subjetividade inerente a analise seminal.

A avaliagdo dos parametros seminais utilizados em nosso estudo foi a analise classica
de rotina por meio de avaliagdes microscopicas padronizadas pela OMS e analisadas por uma
mesma equipe, na tentativa de diminuir a subjetividade na analise espermatica. Apesar de a
analise seminal ndo ser considerado o parametro ideal para predizer a fertilidade ela continua
sendo utilizada na pratica clinica.

O poder estatistico da nossa casuistica de 60% limita a interpretacdo dos nossos dados.
Poderiamos justificar o numero de casos pelo pudor ou constrangimento da coleta do sémen,
dificuldade em seguir o tratamento por 90 dias e ndo continuidade do mesmo, gravidez
durante o uso de micronutrientes e ao desinteresse por parte dos individuos do grupo controle
que ja tinham sua fertilidade comprovada.

A abstinéncia sexual antes da realizagdo do espermograma apresentou ampla
variabilidade nos individuos inférteis antes e com uso de polivitaminico e polimineral assim
como nos homens férteis. Embora a mediana do tempo de abstinéncia se encontrar dentro dos
valores preconizados pela WHO (1999), possivelmente esse dado possa interferir na anélise
dos resultados, ja que ndo foi possivel realizar o espermograma com o periodo de abstinéncia
de dois a trés dias. Um maior periodo de abstinéncia, em homens normozoospérmicos, leva a
um aumento na concentracdo espermatica € no volume seminal, porém a qualidade
espermatica sofre deterioracdo, havendo diminui¢@o na porcentagem da motilidade (38) e no
nimero de espermatozdides morfologicamente normais; (39). Levitas et al. (2005)

demonstraram que a deterioragdo dos parametros seminais esta inversamente relacionada ao
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periodo de abstinéncia sexual e recomendaram que a coleta de sémen em individuos férteis
ndo deveria ser realizada por um periodo maior que dez dias e que nesses homens, a melhor
amostra poderia ser coletada apds um dia de abstinéncia sexual. Estes dados podem explicar,
em parte, o alto numero de individuos com espermatozoides morfologicamente anormais em
ambos os grupos deste estudo e, no grupo de inférteis, individuos com uma alta concentragao
de espermatozodides por ml. Podemos inferir também que, apesar do tempo de abstinéncia
influenciar na qualidade seminal, provavelmente nio estd relacionado com a fertilidade, ja
que o grupo de homens comprovadamente férteis foi semelhante ao grupo de homens inférteis
em relagdo ao tempo de abstinéncia sexual.

O uso combinado de acido félico, B-caroteno, a-tocoferol, acido ascorbico, selénio,
cobre e zinco no presente estudo aumenta significativamente a porcentagem de
espermatozdides morfologicamente normais dos homens inférteis. Nao houve melhora
estatistica significante de outros pardmetros seminais como concentracdo, motilidade e
vitalidade. Os pardmetros seminais dos individuos inférteis mesmo com uso de
micronutrientes sdo inferiores quanto a concentragdo e vitalidade espermatica em relagdo aos

individuos saudaveis comprovadamente férteis.
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