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Resumo

O estresse oxidativo € um dos fatores mais importantes na diminui¢do da qualidade do
sémen, pois leva a perda da integridade da membrana dos espermatozdides e de danos
estruturais ao DNA através da cascata de lipoperoxidacdo. Os danos funcionais
relacionados ao estresse oxidativo como a diminui¢do da motilidade e da viabilidade do
espermatozdide sdo algumas das principais causas de infertilidade masculina. Ainda, 0s
lipidios que compbe a membrana plasmética s&o macromoléculas que, além de estarem
envolvidas em complexos sistemas bioldgicos e processos metabolicos da célula, sdo
altamente susceptiveis ao processo de lipoperoxidacdo desencadeado pelo estresse
oxidativo. Neste contexto, este projeto prop0s o estudo das alteracGes no perfil lipidico
do plasma seminal que pudessem estar relacionadas ao estresse oxidativo e posterior
comparacgdo destes perfis em busca de biomarcadores de infertilidade. Para isso, foram
coletadas amostras de sémen de 116 pacientes que procuraram o setor de Reproducdo
Humana da Universidade Federal de S&o Paulo. Estas amostras foram submetidas a
técnica de TBARS para quantificacdo dos produtos finais do estresse oxidativo e
separacdo dos grupos, e em seguida, ao protocolo de extracéo de lipidios para obtencéo
dos espectros de massa atraves da técnica de MALDI (Matrix Assisted Laser Disorption
lonization). Com esta analise foi possivel a identificacdo de 31 lipideos super
representados nos diferentes grupos e que, futuramente, poderdo vir a ser utilizados na

avaliacdo da qualidade seminal.
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Introducéo

A infertilidade, definida pela Organizacdo Mundial da Satde como a inabilidade
de um casal em alcancar a gravidez ap6s um ano de relagdes sexuais regulares e
desprotegidas [1], € um problema que afeta cerca de 15% dos casais em idade
reprodutiva. Nestes, o fator masculino, é responsavel por aproximadamente 25% dos
casos [2]. Apesar de serem descritas muitas causas para a infertilidade masculina como
a varicocele, o criptorquidismo, infeccGes e causas ambientais como o tabagismo, a
fisiopatogenia de diversas destas converge o estresse oxidativo.

O estresse oxidativo (EO) é uma condicdo associada ao aumento de danos
celulares induzidos pelo oxigénio e por suas formas oxidantes, também conhecidas
como espeécies reativas de oxigénio (EROs) [3]. A producdo descontrolada de EROs,
quando excede a capacidade antioxidante do plasma seminal, leva ao EO [4] e pode
causar infertilidade através de dois mecanismos principais: primeiramente, através do
dano a membrana do espermatozdide, reduzindo a motilidade e a habilidade de fuséo
com o 6ocito, e segundo, atraves dos danos diretos ao DNA espermatico, podendo levar
ao comprometimento da transmissao correta do genoma paterno ao embrido [5].

A etiologia da baixa qualidade seminal ainda ndo esta muito bem elucidada,

visto que muitos fatores fisiol6gicos, ambientais e genéticos, incluindo o EO estdo



implicados [2, 6-8]. Por isso, é importante que as condi¢cdes que afetam as funcbes
espermaticas sejam identificadas com o objetivo de prevenir, ou pelo menos minimizar,
seus efeitos e alcancar resultados positivos em casais inférteis onde ha predominancia
do fator masculino.

Fontes de EROs

As espécies reativas de oxigénio representam uma série de moléculas, incluindo
radicais (ion hidroxila, anion superdxido, 6xido nitrico, etc.) e ndo-radicais (0zénio,
per6xido de hidrogénio, etc.) que possuem um ou mais elétrons ndo pareados [9]. Essas
moléculas sdo formadas a partir do metabolismo normal da célula, que utiliza a
fosforilacdo oxidativa durante o processo aerobico de obtencdo de energia pelas
mitocondrias. A reducdo enzimatica do oxigénio tem como produto final os radicais
livres, que por serem muito instaveis, atacam a molécula estavel mais proxima e a
transformam também em um radical, dando inicio a uma reacdo em cadeia [5,10].

O ejaculado humano possui diferentes tipos de células como espermatozoides
maduros e imaturos, células redondas provenientes de diferentes estagios da
espermatogénese, leucocitos e células epiteliais. Dentre estas células, leucocitos e
espermatozdides imaturos parecem ser as principais fontes das espécies reativas [11].

O sémen contém namero variavel de leucocitos, sendo os neutrofilos o tipo mais
predominante. Estes atuam na geracdo e liberacdo de EROs durante as respostas
citotoxicas contra outras células e patdgenos, e tem sido muito investigados nos estudos
que buscam estabelecer a correlacdo entre o estresse oxidativo e a leucocitospermia na
diminuicdo da qualidade seminal. Entretanto, apesar dos esfor¢os, esta relacdo continua
ndo muito bem definida [12-15].

A producdo de radicais livres independente dos leucdcitos esta ligada ao nivel de

maturacdo dos espermatozdides, pois € durante a espermatogénese que o citoplasma,



rico em antioxidantes, é eliminado da célula antes que ela se desprenda do epitélio
germinativo. Qualquer falha neste mecanismo de extrusdo, faz com que o
espermatozdide carregue um excesso de citoplasma, chamado de citoplasma residual, e
seja considerado imaturo e funcionalmente defeituoso. [16-18]. Os residuos
citoplasmaticos contém altos niveis da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase,
responsavel por gerar NADPH, que por sua vez da origem a EROs através de duas
possiveis vias: o sistema NADPH oxidase na membrana espermatica e a via da
oxidoredutase NADPH-dependente nas mitocondrias [19,20].

Papéis Fisioldgicos das EROs

Nos anos 80, Aitken e seu grupo conduziram estudos pioneiros sobre as espécies
reativas de oxigénio no organismo. Até entdo, acreditava-se que os radicais livres eram
apenas toxicos para 0s espermatozoides, entretanto, pesquisas mais recentes indicam
que a producdo de EROs em niveis fisioldgicos, e sua presenca em quantidades
moderadas e controladas, € essencial para o sucesso de processos importantes e que
garantem a capacidade de fertilizacdo do espermatozoide [21-24].

As EROs atuam ao longo do transito epididimario modificando as proteinas, 0s
lipideos e caracteristicas estruturais e bioquimicas do DNA atraves da oxidacdo,
contribuindo assim para a condensacdo nuclear, a remodelagem das membranas e a
aquisicdo da motilidade [25,26]. Ainda, a producdo de EROs se mostrou fundamental
em dois processos importantes e que garantem a fertilizacdo do odcito: a capacitacdo e a
hiperativacdo do espermatozdide [27].

A capacitacdo do espermatozdide ocorre ja no trato genital feminino e o prepara
para a interacdo com o0 o0cito. Durante este processo, 0s niveis intracelulares de EROs,
calcio e tirosina quinase se elevam, levando a um aumento na producdo de AMPc, que

por sua vez, facilita a hiperativacdo do espermatozdide [28,29]. Apenas o0s



espermatozdides que sofreram a capacitagdo, conseguem exibir alta motilidade, passar
pelo processo de reacdo acrossomica e adquirir a capacidade de fertilizagdo [30].

Estudos ja realizados também demonstraram que a co-incubagdo dos
espermatozdides em baixas concentracdes de algumas espécies reativas de oxigénio
como o perdxido de hidrogénio e o oOxido nitrico, estimula a capacitacdo, a reagdo
acrossomal e a hiperativacdo, além de melhorar a interacdo espermatozoide-odcito [28,
31,32].

Peroxidacgdo Lipidica

Todos os componentes celulares, inclusive lipidios, proteinas, &cidos nucléicos e
acucares sdo potenciais alvos do ataque oxidativo. O espermatozoide, especificamente,
é altamente susceptivel ao EO devido a baixa quantidade de citoplasma onde podem ser
encontrados os antioxidantes e a alta concentracdo de lipidios encontrados na forma de
Acidos Graxos Poliinsaturados (AGPIS).

Os AGPIs como o acido docosahexaendico (DHA), acido eicopentanoico (EPA)
e éacido linoléico (ALA), fazem parte da membrana celular e sua presenca €
imprescindivel para a manutencdo das propriedades da bicamada lipidica [33]. Estes
acidos também sdo responsaveis pela fluidez e pela flexibilidade do espermatozoide e,
consequentemente, pelo sucesso da fertilizacdo [34], mas a presenca de ligacdes duplas
entre os carbonos em suas moléculas faz com que fiqguem bastante vulneraveis ao ataque
dos radicais livres e a inicia¢do da cascata de lipoperoxidacdo (LPO) [35].

Os radicais livres oxidam os AGPIs através de uma reacdo autocatalitica e de
autopropagacao que uma vez iniciada, ndo pode ser parada, e que leva a disfuncdes
celulares associadas a perda da integridade e alteracdo do potencial de membrana.
Como consequiéncias deste processo temos o aumento da permeabilidade celular, a

inativacdo de enzimas, abalo a integridade do DNA do espermatozdide devido a quebras



nas fitas duplas [36], e principalmente, os danos as membranas das mitocondrias de
forma a diminuir o potencial de membrana e a taxa de ATP intracelular, indispenséaveis
para 0 movimento flagelar, situacdo que acaba comprometendo a motilidade
espermatica normal [37].

O papel fundamental dos AGPIs na constituichio da membrana do
espermatozdide e no processo de fertilizacdo foi confirmado através de experimentos
feitos em ratos com uma dieta deficiente destes acidos. Os animais mostraram uma
diminuicdo da concentracdo sérica de 4&cidos graxos, degeneracdo dos tubulos
seminiferos, progressiva diminuicdo da quantidade de células germinativas e auséncia
de espermatozdides na luz dos tubulos e no epididimo (Leath et al., 1983).

O nivel de lipoperoxidagdo sofrido pela célula é medido através do
malondialdeido (MDA), produto final da lipoperoxidagdo e um dos biomarcadores do
estresse oxidativo [38]. O MDA é um aldeido hidrofilico, de cadeia curta, altamente
toxico para a célula. Sua quantificacdo baseia-se em um método indireto de mensuragéo
das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) através de absorbancia ou
fluorescéncia [39,40].

Espectrometria de Massas (MALDI-TOF MS)

Para que os espermatozdides e o plasma seminal possam ser analisados mais
detalhadamente quanto aos componentes de interesse neste estudo, a metaboldomica é
uma ferramenta importante.

A metabolémica estuda pequenas moléculas como lipidios, aminoacidos,
moléculas sinalizadoras, entre outras. Os resultados obtidos nesse tipo de estudo
representam a interface entre a informacéo contida no genoma e o fenétipo funcional da
célula. Esta tecnologia permite uma analise mais consistente e mais informativa a

respeito de complexos sistemas biol6gicos como, por exemplo, a identificacdo das



espécies de lipidios que agem como mensageiros celulares e a maneira com que estas
moléculas integram a sinalizacéo e os processos metabdlicos da célula [41].

Os lipidios eram considerados apenas componentes de membrana ou de reserva de
energia, porém, com o crescimento da lipiddmica, o conhecimento sobre estas
moléculas aumentou e a melhora na compreensibilidade das analises permitiu melhores
abordagens sobre sua interacdo com outras moléculas, suas funces dentro da célula,
mudancas no padrdo de composicdo da bicamada lipidica, eventos de transducdo de
sinais e outros processos bioldgicos importantes [42-44]. Alguns estudos sugerem que a
estrutura, a viabilidade, a maturacdo, as funcGes e o potencial de fertilizacdo do
espermatozdide dependem da composicao lipidica da membrana plasmatica dessa célula
e do plasma seminal [45-47]. Além disso, sabe-se que os lipideos do plasma seminal
podem servir como substrato energético para o espermatozoide [48] e parecem atuar na
modulacdo do potencial anti ou pré-oxidativo do sémen, podendo estar, portanto,
diretamente ligados as alteracbes na integridade da membrana e do DNA de
espermatozdides.

Devido a importancia dos lipideos do plasma seminal e do espermatozoide, a
caracterizacdo detalhada da composicdo lipidica dessas amostras é um pré-requisito
essencial para entender seu impacto na fertilizacdo e para desenvolver técnicas
diagnosticas e terapéuticas na area de reproducdo humana [48]. A partir da
quantificacdo do perfil lipidico celular e do estudo da cinética do metabolismo lipidico e
das interacbes dos lipideos com proteinas celulares, a lipiddmica ja tem fornecido
maiores informacdes sobre diferentes condi¢oes bioldgicas.

A analise através de lonizacdo/Desor¢do de Matriz assistida por laser (MALDI)
expandiu significativamente a quantidade de lipidios que pode ser analisada por

espectrometria de massas. A variedade nos métodos de ionizacdo possui a habilidade de



gerar ions em fase gasosa a partir de amostras ndo volateis, e isso expandiu a capacidade
para deteccdo e andlise de um grupo maior de moléculas de diferentes tamanhos e
estruturas [49], além de oferecer diversas vantagens como rapidez, simplicidade e
estabilidade da fonte de ions. Esta técnica permite a analise exata do peso molecular da
amostra, além de conferir alta tolerancia aos sais e outras impurezas que possam estar
presentes.

A técnica de MALDI é acoplada a detectores de espectrdmetro que utilizam as
diferencas de tempo-de-voo (TOF) das moléculas, considerando suas diferencas de
tamanho, ou seja, quanto mais leve o ion formado pela molécula, mais rapido ele voara.

No contexto da infertilidade, faz-se necessaria, portanto, a avaliagdo do perfil
lipidico dos espermatozoides do plasma seminal de pacientes com alta e baixa taxa de
lipoperoxidacgéo. Isso possibilitara a busca de marcadores lipidicos, que, futuramente,

poderdo ser usados na avaliagdo da qualidade seminal.

Material e Métodos
Amostras

Foram incluidos neste estudo os pacientes que procuraram o Laboratorio de
Andrologia do Setor de Reproducdo Humana da Disciplina de Urologia, Departamento
de Cirurgia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). As amostras seminais
foram coletadas por masturbacdo, ap6s um periodo de 2 a 5 dias de abstinéncia
ejaculatéria, em area anexa ao laboratério. Todas as amostras foram coletadas em
recipientes de polipropileno estéreis (Bioplass®, Brasil ou Pleion®, Brasil). A analise do
sémen foi feita com base nas recomenda¢6es da Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
2010) e a morfologia avaliada pelo critério estrito de Kruger (Kruger et al., 1986). Os

valores considerados normais foram motilidade >50% (a + b), concentracdo

>20x10%/mL e morfologia acima do valor critico de 4%.



Separacéo do plasma seminal

O volume de cada amostra foi centrifugado a 800g por 30 minutos para a

separacdo dos espermatozoides do plasma seminal. Entdo, este plasma foi transferido

®
para um eppendorff , congelado e mantido a - 20°C.

Apb6s o descongelamento, as amostras foram novamente centrifugadas, em

velocidade méaxima e a 4°C por 30 minutos, para evitar debris celulares.

Nivel de peroxidacao lipidica

O nivel de peroxidacdo lipidica das amostras foi quantificado pela técnica
TBARS, de acordo com o protocolo descrito por Ohkawa et al (OHKAWA et al, 1979).
Este método baseia-se na reacdo de duas moléculas de &cido tiobarbiturico (TBA) com
uma molécula de malondialdeido (MDA), em pH baixo e altas temperaturas, resultando
em um complexo avermelhado — MDA (TBA),, com absorbancia maxima a 532nm e
que pode ser quantificado atraves de um espectrofotémetro.

Apos o descongelamento das amostras, adicionou-se 500uL de plasma seminal a
1000uL de uma solucdao 10% (v:v) de 4cido tricloroacético (TCA 10%) e centrifugou-se
a 16.100g a 15°C a fim de evitar reagdes inespecificas causadas por proteinas. Apos 15
minutos de centrifugacdo, 500uL do sobrenadante juntamente com 500uL de acido
tiobarbitarico 1% (TBA 1%), em 0,05N de hidréxido de sodio, foram mantidos por 10
minutos em banho-maria (100°C) em tubos de vidro. A seguir, as amostras foram
resfriadas em gelo (0°C) para cessar a reagcdo quimica.

O TBARS foi quantificado utilizando-se um espectrofotbmetro em um
comprimento de onda de 532nm e uma curva padrdo foi previamente preparada com

uma solucdo padrdo de malondialdeido para posterior comparacdo dos resultados. A



concentracéo de TBARS é determinada usando o valor de 1,56 x 10° M™ cm™ (BUEGE
& AUST, 1978) e o indice de peroxidacdo lipidica é descrito como nanogramas de

TBARS/mL de sémen.

Extracdo de Lipidios

Para a extracdo de lipideos foi utilizado o protocolo de extracdo de Bligh-Dyer
(BLIGH EG, DYER WJ, 1959). Onde, em uma primeira etapa, foram aliquotados 50uL
de cada amostra em um microtubo, adicionados 125uL. de cloroférmio e 250uL de
metanol. A mistura foi levada ao vértex e em seguida, adicionou-se mais 125uL de
cloroférmio e 100uL de dgua miLi-Q. Entdo foi feita a centrifugacdo por 5 minutos a
0,5 rcf em temperatura ambiente. O resultado deste processo é um composto trifasico,
onde € possivel observar a fase polar representada pelos metabdlitos na parte superior,
as proteinas na porcéo intermediaria e na parte inferior a fase apolar representada pelos
lipideos. Entdo, transferiu-se 200ul da camada lipidica para um novo tubo que foi

deixado aberto para a evaporacao do cloroformio em temperatura ambiente.

Espectrometria de massas (MALDI - TOF MS)

Os espectros foram obtidos em triplicatas e adquiridos no modo positivo usando
um espectrémetro de massas Q-TOF (Waters, Manchester, UK), equipado com lazer de
200 Hz de estado sélido em intervalo de 400-1000 m/z. A condicdo usada para operacdo
principal foi de 10V (placa de amostra), e a irradiacdo a laser constou de diversos
disparos durante o periodo de 40-90s na regido pré-selecionada.

Os espectros obtidos foram centrados e alinhados com o software MassLynx 4.0

(Waters, Manchester, Reino Unido).



Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o software SPSS 13.0 para Windows.

Inicialmente, foi feita uma estatistica descritiva dos resultados obtidos através da
técnica do TBARS. Os pacientes foram divididos em quartis e 25% dos pacientes com
maior valor de TBARS e 25% com menor valor foram selecionados para formarem os
grupos de alto e baixo nivel de peroxidacao lipidica, respectivamente.

Quanto ao perfil lipidico do plasma seminal, os espectros gerados por MALDI-
TOF foram identificados por massa utilizando o banco de dados HMDB e,
posteriormente, comparados entre 0s grupos através do Teste T de Student para amostras
independentes e da Analise dos Componentes Principais (PCA). Os componentes
principais (CP) obtidos foram submetidos a analise por regressdo logistica, 0 que nos
permitiu avaliar quais grupos de lipideos podem estar relacionados com altos niveis de
estresse oxidativo. Para tanto, foi utilizado o método forward stepwise em que a cada
passo € adicionado um componente principal como variavel independente visando o
modelo com maior significancia, até um passo em que ndo ha ganho significante no

modelo. Para os modelos estatisticos foi adotado um o de 5%.

Resultados

Apos a analise estatistica descritiva dos dados, 0s 116 pacientes avaliados foram
divididos em grupos de alto (n=24) e baixo (n=57) nivel de peroxidacao lipidica.

Ao todo, foram encontrados 601 lipideos, dentre os quais 31 apresentaram
diferenca significativa entre os grupos. Os ions relevantes neste estudo podem ser

observados na tabela 1.
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502.3397 036
525,6420 004
576,6169 025
577,5763 030
578,5842 016
586.6399 043
604.6415 013
605.6062 .019
606.6100 .014
607.6109 .048
611.5753 .034
627.6054 .030
628.6100 021
630.6514 .050
632,6788 .008
633.6706 .001
634.6830 .002
6515815 .009
653.6202 .037
683.6170 .010
7405694 .038
801,7543 .036
809,7045 .016
810,6985 .011
811,7000 .003
817.7809 .029
833,7228 .017
836.,7212 .024
837,7386 .004
8387411 .003
839.7319 .001

Tabela 1: fons que apresentaram diferenca estatistica significativa apos realizagio do Teste t de
Student.

A partir dos lipideos identificados, o PCA deu origem a 36 componentes
principais. Constatou-se que 0s componentes que melhor se relacionam com a
probabilidade de alto estresse oxidativo no plasma seminal sdo os componentes 4, 18 e
35. Ainda em relacdo a estes componentes, temos que a cada unidade de aumento do

componente 4, aumenta-se em 3,271 vezes a chance de se ter alta taxa de TBARS e a

11



cada unidade de aumento do componente 35, aumenta em 6,077 esta mesma

probabilidade, de acordo com a tabela 2.

95% I.C. para
EXP(B)

B Exp(B) | Lower Upper

Componente 4 .628 1.875 1.104 3.183

Constante 1.081 | 2.948

Componente 4 | 1.017 | 2.765 | 1.305 5.856

Componente 35| 1.664 | 5.282 | 2.256 12.366

Constante 2.250 | 9.490

Componente 4 | 1.185 | 3.271 1.442 7.422
Componente 18 | -.985 373 .148 .940
Componente 35| 1.805 | 6.077 | 2.365 15.617
Constante 2.761 | 15.811

Tabela 2: Resultados da Analise de Componentes Principais (PCA).

De acordo com os dados observados, é possivel chegar ao seguinte modelo,

através do qual e possivel alcancar 81,5% de chances de acerto.

EO =2,761 + [3,271 x Componente 4] + [0,373 x Componente 18] + [6,077 X
Componente 35]

Na curva ROC, a area sobre a curva € igual a 0.885, como mostrado na tabela 3.
Os resultados demonstram a boa acurécia do teste e indicam que o modelo apresenta

grande sensibilidade.

Area sob a curva

Asymptotic 95% Confidence

Asymptotic Interval
Area | Std. Error® Sig.” Lower Bound | Upper Bound
.885 .036 .000 814 .955

Tabela 3: Resultado da andlise de regressao logistica.
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No ponto da curva ROC no qual o modelo apresenta-se ideal, temos que a

sensibilidade do teste é de aproximadamente 80% e a especificidade ¢é de

aproximadamente 16%.

ROC Curve
1.0

06 JJ—,—F

T

Sensitivity

=1
=
1

0.25

0.0r T T T T
0.0 0.2 0.4 06 0.8

1 - Specificity

Figura 1: Curva ROC obtida apds analise de regressdo logistica.
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Discussao

Através deste estudo, procuramos investigar o perfil lipidico do plasma seminal
de pacientes com alta e baixa taxa de peroxidacdo lipidica através da técnica de
MALDI-TOF em busca de potenciais biomarcadores de baixa qualidade seminal
ocasionada pelo EO. Embora a literatura descreva muitos eventos intracelulares
desencadeados pelo estresse oxidativo, ainda pouco se sabe sobre os papéis especificos
dos lipideos durante esse processo [50].

Dentre as subclasses de lipideos identificadas nesta pesquisa, é possivel observar
que algumas estdo super representadas no grupo com alta taxa de lipoperoxidacdo como
diacilgliceréis (DAG) e triacilglicerois (TAG), fosfatidilcolinas (PC) e
lisofosfatidilcolinas (LPC), fosfatidilinusitois (P1) e lisofosfatidiletanolaminas (LPE).

Os fosfolipideos sdo os principais componentes da bicamada lipidica das
membranas, responsavel pela manutencdo da integridade celular. Além dos
fosfolipideos, esteres de colesterol, acidos graxos e proteinas também desempenham
funcbes essenciais [51]. O colesterol, por exemplo, € um importante regulador da
arquitetura dos lipideos [52].

As fosfolipases hidrolizam os fosfolipideos e ddo origem a lipideos que atuam
como segundos mensageiros em inmeras vias de sinalizacdo celular e também como
reguladores na expressao de genes e na proliferacdo celular [53,54].

Os DAG e TAG séo fosfolipideos ubiquos na natureza e possuem papel de
destagque nas vias de sinalizacdo. Esta importante subclasse é responsavel pela ativacao
e 0 recrutamento de um grande numero de proteinas para a membrana, como por
exemplo, a proteina quinase C (PKC) e suas isoformas e as proteinas Ras. Os DAG
podem também influenciar o transporte de proteinas através do complexo de Golgi [55],

aléem de estarem relacionados a modulacdo da atividade leucocitaria. Devido a sua
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extensa distribuicdo tecidual, era esperado que estas moléculas contribuissem em
diversos processos biologicos [56].

A fosfatidilcolina (PC) é um dos fosfolipideos mais abundantes nas células dos
mamiferos e é sintetizado através da via da colina. A PC é também um dos principais
substratos para a fosfolipase D, enzima conhecida por estar envolvida em inimeros
eventos celulares como o rearranjo do citoesqueleto, formacao e trafico de vesiculas,
fagocitose, entre outras. Estudos demonstraram que perturbacdes na homeostase da PC
no organismo podem levar a célula a morte [57].

Um estudo realizado por Tavilani e seu grupo sugere que pacientes
astenozoospérmicos possuem quantidades reduzidas de PC. Esta caracteristica pode ser
indicativa dos danos causados ao espermatozdide pelas espécies reativas de oxigénio ao
oxidarem os AGPIls. O mesmo estudo tambem encontrou altas quantidades de MDA,
produto final da lipoperoxidacdo, em pacientes com perda de motilidade dos
espermatozdides [58].

Outra subclasse encontrada neste estudo, o Pl também é um dos componentes da
membrana celular eucariotica, entretanto, apesar de aparecer em menores quantidades,
também possui papéis bioldgicos fundamentais. Os Pls servem como ancoragem para
varias moléculas sinalizadoras além de serem precursores de segundos mensageiros,
mas apesar disso, 0 que mais chama atencéo € o seu papel dindmico de distribuicéo pela
membrana. Normalmente, eles estdo concentrados na face citosolica, mas podem se
rapidamente espalhar pelo plano da bicamada quando necessario [59].

Atualmente, a espectrometria de massas (MS) representa um dos métodos mais
importantes nas mais diversas areas devido a sua significativa resolucdo e alta
sensibilidade. A MS tem sido usada cada vez mais medicina, na bioquimica e até em

andlises de rotina e laboratdrios clinicos. Neste contexto, apds a analise dos resultados

15



obtidos neste estudo, é possivel sugerir que a abordagem através do MALDI-TOF/MS,
foi capaz de identificar a presenca de quantidades significativas de lipideos de
membrana no plasma seminal dos pacientes do grupo com alta taxa de lipoperoxidacéo,
0 que sugere que a membrana dos espermatozdides tenha sofrido danos relacionados ao
ataque oxidativo. Da mesma forma, levando em consideracdo 0s inimeros papéis
bioldgicos que os lipideos exercem, sugerimos que mesmo pequenas alteragbes do perfil
lipidico podem ser indicativas de alteracBes fisiologicas importantes nos
espermatozdides.

As alteracdes na quantidade de PC, Pl e DAG, por exemplo, podem servir como
potenciais biomarcadores de infertilidade masculina associada aos danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio na membrana dos espermatozdides. Em vista disso, este
estudo é de extrema relevancia na busca por técnicas que de avaliacdo do estresse
oxidativo que possam ser simplificadas e validadas para que, futuramente, possam ser

utilizadas na prética clinica.
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