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RESUMO

Introducéo: a disfuncéo gonadal instala-se no curso de muitas doencas agudas ou
cronicas como resultado da acdo de toxinas enddgenas ou exdgenas, processos
inflamatorios e oxidativo agudos ou cronicos. A disfuncdo gonadal promove alteracdes
nos niveis de hormdénios sexuais e ha qualidade seminal, manifestando-se
clinicamente por alteracdes de fertilidade (sub/infertilidade). Mesmo nao se encontrado
estudos que avaliem o percentual de portadores de doenca renal crénica hemodialitica
no sexo masculino com alteragbes na qualidade seminal, admite-se que nao seja
desprezivel o percentual dagueles com alteracdes importantes de qualidade seminal
manifestada por oligospermia, teratospermia e azoospermia. Os estudos até entéo
existentes atribuem estas alteracdes neste grupo de doentes predominantemente a
fatores urémicos e oxidativo comumente associados aos mesmos. Considerando que
cerca de 40-60% dos doentes renais crénicos em hemodialise apresentam processo
inflamatorio sistémico crénico, resolveu-se verificar se inflamacgéo sistémica interfere
nos niveis de ferritina seminal (Fts) e transferrina seminal (Tfs) e se estas estdo
associadas aos parametros seminais(PS) e indice de fertilidade(IF), considerando a
possivel propriedade antioxidativa atribuida a estas proteinas. Metodologia: estudo
transversal realizado no Setor de Hemodialise do Hospital Universitario da
Universidade de Brasilia entre julho de 2016 e dezembro de 2016 em homens com
idade entre 18 e 60 anos, sem hepatopatia aguda ou cronica e eugonadicos. Aqueles
com diagnoéstico de hemocromatose ou doencas do metabolismo do ferro foram
excluidos. Amostra composta de 60 casos de doenca renal hemodialitica crénica
subdividida em trés subgrupos de acordo com o nivel sérico de proteina C-reativa
(PCR) ultra-sensivel: grupo 1 ("com inflamac¢éo" n = 30, CRP> 5 ng/ ml), grupo 2 (sem
inflamacéao, n = 30, PCR < 5ng / ml), grupo 3 (grupo 1 + grupo 2) e grupo 4 (controle
saudaveis, n = 30, PCR < 1 ng / ml). Foram utilizadas amostras de sangue e colheita
de esperma para analisar os parametros bioquimicos e hematologicos (ureia,
creatinina, fragdes de albumina, globulina e hemograma completo), parametros
hormonais (horménio foliculo estimulante (FSH), horménio luteinizante (HL),
testosterona total (TT), prolactina (PRL), Fts e Tfs, PCR sérica, parametro seminal
(espermograma - método manual), calculo de IF e preparacéo de fluido seminal por
centrifugacédo. Resultados: parametros hematoldgicos e bioquimicos (hemoglobina,
ureia, creatinina e albumina); PS; parametros hormonais (FSH, LH, TT e PRL); IF e Tfs
foram significativamente menores no grupo 3 que no grupo 4. Nao houve diferencas

significativas para variaveis idade, globulina e Fts. O fator inflamatério analisado



isoladamente parece néo interferir nos subgrupos casos (grupos 1 e 2), mas houve
diferencas significativas (P<0,05) encontrados entre grupos 3 e 4 para as variaveis
(parametros bioquimicos, seminal, hormonal, IF e Tfs). A Fts ndo se correlacionou
(p>0,05) com IF, PS, FSH, TT e Tfs, independentemente do status inflamatorio. A Tfs
correlacionou-se positivamente (p<0,001), independente do status inflamatoério, com IF
e parametros seminais, exceto a morfologia espermética no grupo sem inflamacgéo
(r=0,272; p=0,146) e hormoénios. A PCR correlacionou-se com Fts e motilidade
espermatica no grupo sem inflamacdo. Conclusfes: sendo a inflamacéo sistémica
cronica prevalente nos pacientes renais cronicos, 0 presente estudo tem sua
importancia por ser o primeiro a verificar o possivel efeito do fator inflamatario, definido
pelos niveis de PCR sérica, sobre a qualidade seminal, considerando que estudos
prévios atribuem estas alteracdes predominantemente a fatores uréticos, oxidativos e
hormonais. Os resultados aqui obtidos sugerem que a inflamacao sistémica parece
ndo interferir significativamente nos niveis de ferritina/transferrina seminal. Mas a
transferrina seminal parece util na avaliacdo inicial destes pacientes com suspeita de
infertilidade por alteracdo na qualidade seminal por se mostrar associada a todos os

parametros seminais e indice de fertilidade.

Palavras-chave: Doenca renal crénica; hemodialises; infertilidade masculina;
inflamagé&o sistémica; estresse oxidativo; ferritina seminal e

transferrina seminal.



ABSTRACT

Introduction: gonadal dysfunction occurs in the course of many acute or chronic
diseases as a result of the action of endogenous or exogenous toxins, acute or chronic
inflammatory and oxidative processes. The gonadal dysfunction promotes changes in
sex hormone levels and seminal quality, manifested clinically by changes in fertility (sub
[ infertility). Even if we did not find studies that evaluate the percentage of patients with
chronic hemodialytic kidney disease in males with changes in seminal quality, it is
admitted that the percentage of such as important seminal quality changes manifested
by oligospermia, teratospermia and azoospermia is not negligible. Previous studies
have attributed these changes in this group of patients, predominantly to uremic and
oxidative factors commonly associated with them. Considering that about 40-60% of
chronic renal patients undergoing hemodialysis present a chronic systemic
inflammatory process, it was decided to verify if systemic inflammation interferes in the
levels of seminal ferritin (Fts) and seminal transferrin (Tfs) and whether these are
associated with seminal parameters and fertility index (IF), considering the possible
antioxidative property attributed to these proteins. Methodology: a cross-sectional
study carried out in the Hemodialysis Sector of the University Hospital of the University
of Brasilia between July 2016 and December 2016 in men aged between 18 and 60
years, without acute or chronic hepatopathy and eugonadic. They were excluded those
with a diagnosis of hemochromatosis or diseases of iron metabolism. Sample
composed of 60 cases of patients on chronic hemodialysis subdivided into three
subgroups according ultrasensitive c-reactive protein (CRP) serum level: group 1 (“with
inflammation”, n = 30, CRP> 5 ng / ml), group 2(without inflammation, n = 30, PCR <
5ng / ml), group 3 (group 1 + group 2) and group 4 (healthy controls, n = 30, PCR <
1ng / ml). Blood samples and sperm harvested to indicate biochemical and
hematological parameters (urea, creatinine, albumin and globulin fractions and
complete blood count), hormonal parameters (follicle stimulating hormone(FSH),
luteinizing hormone(LH), total testosterone(TT), prolactin(PRL), SF and ST, serum
CRP and SP(spermogram - manual method), calculation of fertility index(Fl) and
preparation of seminal fluid by centrifugation. Results: hematological and biochemical
parameters (hemoglobin, urea, creatinine and albumin); SP; hormonal parameters
(FSH, LH, TT and PRL); Fl and ST were significantly lower in the group 3 compared to
the group 4. There were no significant differences for age, globulin and SF variables (P
<0.05). The inflammatory factor analyzed alone does not seem to interfere in the



subgroups cases (groups 1 and 2), but there were significant differences (P <0.05)
found between groups 3 and 4 for the variables (biochemical, seminal and hormonal
parameter, FI and ST. SF did not correlate (p> 0.05) with FI, SP, FSH, TT and ST,
independently of the inflammatory status. ST was positively correlated (p<0.001),
independently of inflammatory status, with FI and seminal parameters, except the
sperm morphology of the without inflammation group (r = 0.272, p = 0.146) and
hormones. CRP correlated with SF and sperm motility in the without inflammation
group. Conclusions: since chronic systemic inflammation is prevalent in chronic renal
patients, the present study is important because it is the first to verify the possible effect
of the inflammatory factor defined by serum CRP levels on seminal quality, whereas
that previous studies have attributed these changes predominantly to the uremic and
oxidative factors commonly associated with these patients. The results obtained here
suggest that systemic inflammation does not appear to significantly interfere with
seminal ferritin / transferrin levels. But seminal transferrin seems useful in the initial
evaluation of these patients with suspected infertility by alteration in seminal quality

because it is associated with all seminal parameters and fertility index.

Key-words: Chronic renal disease; hemodialysis; male infertility; systemic

inflammation; oxidative stress; seminal ferritin and seminal transferrin.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Anatomofisiologia dos tdbulos seminiferos...........cccccviiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 19
Figura 2 Modelo de suprimento de ions ferro as células germinativas..................... 23
Figura 3 Sistema antioxidativo enzimatico e metaloproteinas.............cccvvvveeeeeennnee. 26

Figura 4 Exames laboratoriais realizad0os na pesquisa..............ccccceeeveeeeeeeeeeeeeeeeennnns 30



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Parametros seminais avaliados no espermograma...............cccceeevnnnnnns

Tabela 2 Analise comparativa dos parametros avaliados............cccoevviiiiiieiienniinnnee.

Tabela 3 Andlise comparativa dos parametros avaliados segundo

fAtOr INFIAMALOTIO. . e e,

Tabela 4 Avaliacdo correlacional entre niveis seminais de ferritina/transferrina,

indice fertilidade, parametros seminais e hormonais em grupos de caso...

Tabela 5 Avaliacdo correlacional entre nivel sérico de PCR e niveis seminais

de ferritina e transferrina, indice fertilidade, parametros seminais

€ hormonais €m grupo A€ CASO......ccceeeeeeeiiiiieieiiieeeei e e e ceeveeeeereeeananan,

Tabela 6 Parametros seminais e indice de fertilidade de hemodialiticos crénicos

versus pacientes saudaveis evidenciados em estudo atual e anteriores....

Tabela 7 Parametros hormonais de hemodialiticos crénicos versus pacientes

saudaveis evidenciados em estudo atual e anteriores........c.cceveeeveeeennenn..

.37



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anion Superéxido(O2)

Barreira Hematotesticular(BHT)

Catalase (CAT)

Células de Leydig (CL)

Células de Sertoli (CS)

Células Germinativas(CG)
Dehidroepiandrosterona (DHEA)

Desvio Padréao (DS)

Disfuncdo Gonadal (DG)

Doencga Renal Cronica (DRC)

Eixo Hipotalamo-Hipofise-Gonadal (EHHG)
Elementos Sensiveis a ions (ESIs)
Espécies Reativas ao Oxigénio(ERO)
Estresse Oxidativo(EO)

Fator de Necrose Tumoral Alfa(TNFa)
Fator Nuclear kB (FN-kB)

Ferritina Seminal(Fts)

Ferritina(Ft)

FSH (Horménio Foliculo Estimulante)
Globulina Transportadora de Horménio Sexual (GTHS)
Glutationa Peroxidase(GSH)

Hemodialise Crénica(HC),

Hormonio do Crescimento (GH)

Horménio Liberador de Gonadotrofina(GnRH)
IL (interleucina)

Inflamacao Sistémica (IS)



Inflamacéo Sistémica Cronica(ISC)
Interferon Gama (IFNy)

LH(Hormonio Luteinizante)
Lipopolisacarideos (LPS)

Ma nutricdo-Inflamacéo-aterosclerose (MIA)
Média (M)

Organizagdo Mundial de Satde (OMS)
Parametro Hormonal (PH)

Parametro Seminal (PS)
PCR(Proteina C Reativa)

Peroxido de Hidrogénio (H202)
Prolactina(PRL)

Proteinas Reguladoras de ions (PRIs)
Radicais Livres(RLS)

Radical Hidroxila (OH-) Receptor

de Transferrina(RTf1) Renal

Cronico Hemodialitico (RCH)
Superéxido Desmutase (SDO),

Taxa de Filtracdo Glomerular (GFR)

Transferrina Seminal(Tfs)



SUMARIO

] 6 V[ PR 6
AB STRACT ittt ettt e e e e st e e e e et e e e e e n b e e e e e et e e aeeaanaanreeeeeeeanrrees 8
LISTA DE FIGURAS ..ottt e e ettt e e e e et e e e e e e s s nnaeennrnneeas 10
LISTA DE TABELAS ...ttt e e e e e e sttt e e e e e s s nnbneeeeaeeeans 11
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS . ...t 12
LINTRODUGAO ..o oeeeoeeeeeeoeeeeeeeeeeeee oo eeeeee e 16
1.1 Disfungéo gonadal na doenga SIStEMICA. .........cceeeeeeeiiiiiiiiiee e 16
1.2 Disfungéo gonadal na doenga renal CroniCa.............oceeeevviiei i 17
1.2.1 Fatores urémico € NOrmoNal...........ccccovieiiiieiiiiiiiierr e s 17
1.2.2 Fatores oxidativo € inflamatorio...........cceeiiieiiiiiiii e 17
1.3 Anatomofisiologia teStCUIAT...............iiiiiiiiie e 19
1.3.1 HiStologia tESHCUIAN . .......cciiieieee e e 19
1.3.2 Fungbes “nurses” das células de Sertoli...........ccooccciiiiiiiiiiiiiiiicccceee e 20
1.3.3 Regulacado neuro-imuno-enddcrina testicular: papel das citocinas.................. 21
1.3.4 Sistema de suprimento de ion as células germinativas............ccccoeccvvveeeeennenn. 22
1.4 Evidéncias de secrecao de ferritina e transferrina pela gbnada masculina........ 23
1.5 Sistema antioXidAtIVO. ..........eeeiiiiiiiiiiiiiie e 24
1.5.1 Sistema antioxidativo €NZIMALICO............coeeiiiiiiiiiii e 25
1.5.2 Sistema antioxidativo NA0 eNZIMALICO.............ccceeeiiiiiiceee e 26
Sl 1T o0 = P PRRPR PP 27
A 10 1S 1 o3 111 = 27
2 OBJETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e a e e e e ennnes 28
2.0 GEIAL ... e 28
4.2 ESPECITICO....cciiiiieieeeee e e e e ————— 28
3 MATERIAL E METODO .......cocotiiiiiiiiieieiesieieiete sttt eese et seeaesene s 29
3.1 Recrutamento, amostra, iNClUSA0 € eXCIUSE0..............cceviiiiiiiiiiiiie 29
3.2 Delineamento eXPeriMeENntal.............eeeueiiiiiiiiiiiiece e 30
IR I (01 [ToT=l e [ =11 10 = [ TP 31
3.4 ANAIISE EStALISHICA. .....ceeeeeeeee i e 32

4 RESULTADOS . ... 33



D DISCUSSAD oo e e e et e e e e e et e e et e e e e e e e e aara e 40

5.1 Analise da anemia, hipoabuminemia e fator idade.............ccccoeeeeeeiieiiiiiinnieennnnn. 39
5.2 Ferritina seminal versus parametro seminal e indice de fertilidade................... 44
5.3 Transferrina seminal versus parametro seminal e indice de fertilidade.......... 48
5.4 Inflamagéo sistémica versus pardmetro seminal, indice de fertilidade,

ferritina e transferrina Seminal.............oooiiiiis 50
5.5 Parametros hormonais versus parametro seminal, ferritina e

tranSTeITiNA SEIMINAIS.......coii i 54
B. CONCLUSOES. ..ottt ettt 58
REFERENCIAS. ......ouiitiiiiieitt ettt ettt et 59
ANEXOS . ..ottt e e e e e e e e e — e e e e e e raaaeeeaanaaraaaaas 66

APENDICES. ... oo ettt 74



16

1.1 INTRODUCAO

1.1 DISFUNCAO GONADAL NA DOENCA SISTEMICA

As gobnadas sao afetadas significativamente por doencas agudas ou
cronicas(l). Pode culminar com alteragcbes morfofuncionais em graus variados
manifestados clinicamente por alteracdes no status androgénico, disfuncdo sexual e
infertilidade(1). Este conjunto de alteragbes denominamos de disfuncao
gonadal(DG)(1). O status androgénico pode se manifestar como hipogonadismo
clinico ou subclinico(1).

Disfuncdo sexual se manifesta principalmente por alteracdes de libido (em
ambos os sexos), disfuncéo erétil no homem e Infertilidade manifestada por alteracdes
na espermatogénese (homens) e ovulacdo (mulheres)(2). As causas sao variadas e
as enfermidades clinicas que mais comumente promovem DG sao disfuncdes
hepaticas, renais, pulmonares, gastrointestinais, neurolégicas, endocrinoldgicas,
imunoldgicas, infecciosas, cardiovasculares, hematoldgicas e neoplasias(l).

Quaisquer dos fatores citados acima promovem DG por alteracéo isolada ou
associadas, direta ou indireta em um dos sitios do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal
(EHHG) com reflexo direto nos niveis de hormbnios séricos e ou alteracées
morfofuncionais glandulares(3).

A DG pode ser aguda ou cronica. A primeira € predominantemente devida a
supressdo de liberagdo de gonadotrofinas hipotalamicas Horménio Foliculo
Estimulante(FSH) e Hormoénio Luteinizante(LH) e secundariamente a faléncia
gonadal primaria; DG crdnica, 0s mecanismos se invertem(4).

A avaliacdo da DG é realizada por exame clinico e laboratorial especificos
gue mensuram gonadotrofinas hipofisarias e horménios sexuais, associados ou néo

a teste estimulatorio/supressor de avaliacédo de integridade do EHPG(4).
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1.2 DISFUNCAO GONADAL NA DOENCA RENAL CRONICA

A doenca renal crénica (DRC) estd associada a diminuicdo da
espermatogénese e esteriodogénese testicular e frequentemente leva a DG
manifestada por infertilidade (4). A DG neste grupo de paciente é multifatorial,

envolvendo fatores urémico, hormonal, inflamatorios e oxidativos(5).

1.2.1 Fatores Urémico e Hormonal

O efeito na uremia se inicia com a redugéo de taxa de filtracdo glomerular e
piora com evolucdo progressiva da doenca(6). A uremia altera a producdo de
espermatozoides (espermatogénese) por seu possivel efeito inibitorio sobre as células
germinativas, alteracdo na sintese de testosterona (esteriodogénese) e funcéo sexual
por interferéncia em um ou mais sitios do (EHHG)(6). Sdo admitidos os seguintes
efeitos da uremia sobre o (EHHG)(6): reducéo dos niveis de testosterona sérica e ou
intratesticular por bloquear receptores de LH e aumentar a resisténcia das células de
Leydig(CL) aos estimulos LH ; alterar a liberagdo pulsatil de LH hipofisario; bloqueia a
producéo de inibina testicular pelas células de Sertoli(SC) responsavel pelo bloqueio
hipofisario de FSH; alterar a liberacéo das gonadotrofinas hipofisarias e por fim elevam
LH, FSH e gonadotrofinas pela reducdo do clerance renal. Laboratorialmente, o
padrdo hormonal na uremia é caracterizado por elevacado plasmatica de LH, FSH e
reducdo dos niveis de  testosterona em escala variavel, podendo chegar ao
hipogonadismo em até 50% dos portadores de DRC(6).

1.2.2 Fatores Oxidativo e Inflamatério

E admitido que a DRC seja um estagio de doenca inflamatoria cronica(7). As

causas da inflamacao sistémica crénica(ISC) nos pacientes hemodialiticos ndo séo
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bem conhecidas, sendo comumente atribuidos fatores associados a uremia (redugéo

do clerance das citocinas, insuficiéncia cardiaca, aterosclerose, estresse
oxidativo(EO), disfuncéo endotelial), aos inerentes & hemodidlise (infec¢do de acesso,
bioincompatibilidade de membrana dialitica, exposicdo a endotoxinas), aos fatores
genéticos (polimorfismo genético populacional responsavel pela expressao génica de
citocinas proé e anti — inflamatorias e proteina c reativa(PCR), todos concorrendo para
estabelecimento um estado permanente de hipercitokinemia no paciente urémico(8).

Admite-se atualmente conexdo entre inflamacdo sistémica(lS) e EO na
fisiopatologia de iniciacdo e progresséo de algumas entidades clinicas como diabetes
tipo 2, doencas cardiovasculares e DRC(9). A DRC, especialmente naqueles
submetidos a hemodidlise crénica(10), tém producdo aumentada de espécie reativa
ao oxigénio (11), ou simplesmente, radicais livres que superam a capacidade
antioxidativa organica, instalando-se EO(12). Os radicais livres(RLs) e EROs séo
responsaveis pela ativacdo do fator nuclear kappa B(FN-kB) responsavel pela
transcricdo génica de citoquinas pro e inflamatérias, quimiocinas (controlam o trafego
basal e inflamatério de leucdcitos por meio de quimiotaxia) e moléculas de adeséo
(13).

As citocinas(citoquinas ou cytokines) sdo proteinas solUveis, de baixo peso
molecular, secretadas por leucdcitos e outras células do organismo, principalmente
em resposta a estimulos antigénicos, atuando como mensageiros do sistema
imune(14). As citoguinas que agem em outros leucdcitos sdo denominadas
interleucinas (IL)(14).

Pelo menos metade dos pacientes DRCHD sao portadores de ISC
denunciada pela presenca elevada da PCR e ou interleucinas(IL) inflamatérias IL-1,
IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-12 e IL-18, produzidas pelo sistema
imune em resposta ao processo hemodialiticos e urémico(8). Assim a inflamacao é
provavelmente a situacdo clinica mais comum associada aos DRC, especialmente
os hemodialiticos(HD)(8).

A disfuncéo testicular em DRCHD é frequentemente estudada sob a oOtica
hipogonadismo clinico ou subclinico através do estudo dos horménios sexuais (niveis
séricos de FSH, LH e Testosterona) e alteragfes identificadas no espermograma

(baixa qualidade seminal). Para estas altera¢des sao atribuidas,
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predominantemente, os efeitos dos fatores urémico, hormonal, oxidativo e

inflamatorio(15).

Por outro lado, estudos tém avancado na identificagdo de marcadores

biolégicos no plasma seminal associados a qualidade seminal que possam refletir os

efeitos diretos ou indiretos destes fatores sobre a gobnada(16, 17).

Considerando que 40-60% dos DRC submetidos & HD sdo acometidos por

ISC denunciada pela elevacédo sérica de PCR e ou IL-6(18), resolveu-se investigar o

possivel efeito da inflamacado sistémica sobre a funcao testicular, analisando-se no

sémen duas proteinas secretadas na gbnada sensiveis a inflamacéao sistémica e local

e associadas ao complexo processo de espermatogéneses: a transferrina

seminal(Tfs) e ferritina seminal(Fts).

Séo atribuidos a Tfs a capacidade de refletir o status da funcéo testicular em

estudos de infertilidade e guardar relacdo direta com o nimero de espermatozoides,

sendo considerada com indice de funcéo testicular(19, 20).

1.3 ANATOMOFISIOLOGIA TESTICULAR

1.3.1 Histologia Testicular

Luz do tubulo

seminifero
Espermatides Espermatozoides
Espermatocito
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Espermatocito
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A histologia testicular € constituida pelos tubulos
seminiferos e espaco intersticial. O tubulo seminifero é
revestido pelo epitélio seminifero constituido pelas Células
de Sertoli (CS) que abragam as Células Germinativas (CG)
em diferentes estagios de maturacdo (espermatogbnia a
espermatozoides maduros) envolvidas por uma membrana
basal constituida de células midides (miofibrobastos) e
fibras de colageno responsavel pela contracdo tubular. O
espaco intersticial (entre os tdbulos seminiferos),
encontram-se as Células de Leydig (CL), vaso sanguineo,
linfatico e macréfagos. As CS possuem prolongamento
ectoplasmatica entre si que Compartimenta o epitélio
seminifero  (Barreira Hematotesticular-BHT) em  dois
ambientes (basal e adluminal), isolando CG da circulagéo
sistémica.

Figura 1 Anatomofisiologia dos tubulos
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A gbnada masculina esta sob comando direto da acdo hormonal do FSH e

LH, estimulando, respectivamente as CS a produzirem substancias necessarias a
maturacdo das CG e controle homeostatico local (pelas citocinas); e as CL a
produzirem testosterona e outra substancias sinalizadoras locais(21).

Para melhor exercer suas duas funcbes principais (espermatogénese e
esteriodogénese), a glandula testicular € bi compartimentada (em ambiente intersticial
(ou basal) responsavel pela esteriodogénese (CL) e tubular (ou adluminal), onde ocorrem
a diferenciacao das CG, conforme Figura 1(22).

A divisdo destes dois ambientes € importante para espermatogénese por criar
um ambiente ideal para diferenciacdo das células germinativas, isolando-as do
sistema imunoldgico corporal ou sistémico(23).

Devido a organizacao peculiar do epitélio seminifero por conta da diferenciacéo
ectoplasmatica das CS, formando a BHT e outros mecanismos de regulacéo local
como a regulacdo autécrina(células sédo autorreguladas por substancias produzidas
por si mesmas) e paracrina(células produzem citocinas que regulam fun¢des de
células vizinhas)(24). Estes = mecanismos juntos dotam o testiculo da condicdo
imunoprivilegiada para resistir as agressées do compartimento extra celular e garantir

a maturacdo completa das células germinativas durante a espermatogéneses(24).

1.3.2 Funcdes “Nurses” das Células de Sertoli

Além de bi compartimentar o epitélio seminifero, as CS ocupam grande area
no epitélio seminifero (15 a 19%) e exercem diferentes func¢des igualmente
importantes, a saber, todas direcionadas para cuidar/proteger (nurse) as CG das
agressdes imunoldgicas provenientes do espaco intersticial testicular como(22):

a) suporte estrutural a citoarquitetura do epitélio seminifero;

b) forma a BHT (garante impermeabilidade/ barreira imunolégica);

c) participa da movimentacao das CG até lumen;

d) cuidar (nurse) das CG; protecao fisica contra anticorpos da circulagéo sistémica,
fornecimento de nutrientes e outras substancias secretados como(22):

- proteases e inibidores de proteases: catepsina, cistatina C, a2-macroglobulina;
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- transferrina e ferritina e ion; hormdnio como estradiol 17- B;

- Fatores de crescimento, autocrino e paracrino: TGF a e B (fator de crescimento
tecidual); e Substratos energéticos: aminoacidos, carboidratos, lactato, lipideos,

vitaminas.

1.3.3 Regulacao Neuro-Imuno-Enddécrina Testicular: Papel das Citocinas

As citocinas ou horménios do sistema imune tém amplos efeitos biol6gicos
como mensageiros imunoldgicos.
Os dois efeitos principais destes mediadores imunolégicos nos testiculos

sdo(25, 26):

a) Mediar as respostas enddécrino-imunes durante os processos inflamatorios locais
ou sistémicos; e

b) Funciona como fator de crescimento e de diferenciacao celular na orquestrada
interacdo entre as células que compdem o epitélio germinativo (CG, CS e CL)
durante os eventos fisiologicos da espermatogénese.

Existir uma semelhanca entre os sistemas hematopoiético e epitélio
seminifero(27). Ambos séo responsaveis por proverem de populacdes celulares com
funcdes definidas durante toda vida (hemacias/espermatozoides) com capacidade
de auto renovacdo que suprem continuamente de células novas nos processos de
hematopoese e espermatogénese de seus 0Orgdos de origens, medula Ossea e
testiculo(27).

Desde muito tempo € conhecido o efeito depressor da inflamacéo/infeccéo
cronica sistémica ou local sobre a capacidade reprodutiva (alteracdes de fertilidade)
por varios mecanismos entre 0s quais a diminuicdo dos niveis de testosterona por
interferéncia na esteriodogénese glandular(28).

A espermatogéneses testicular € um processo complexo sob controle de fatores
enddcrino, autécrino e paracrino(29).

- Controle sistémico ou endocrino: corre no EHHG na qual envolve o classico
circuito de secrecdo do hormodnio liberador de gonadotrofina(GnRH) hipotalamica
que estimula a hipdéfise a produzir e secretar gonadotrofinas(LH e FSH) com acéo

nas células alvos, as gonadas masculinas ou femininas(27). As CS promovem
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sintese e secrecdo de substancia como transferrina, ferritina, lactato, citocinas ditas

pré-inflamatérias (fator de necrose tumoral-TNF, IL-1 e IL-6) e Inibina. As CL
promovem sintese e secrecdo de testosterona e outros produtos paracrino
(citocinas). Estas proteinas e hormoénios secretadas fazem feed back em alca longa
modulando as descargas de GnRH, LH e FSH(27).

- Controle local ou paracrino/autdcrino: este sistema regula a espermatogénese
local e modular a resposta glandular ao controle endocrino sistémico. Fatores
paracrinos sao substancias (produtos) produzidos por um tipo de célula com acao
sobre outra célula do mesmo 6rgéo(30).

Fatores autdcrinos sdo substancia (produto) produzido por um tipo de célula
com acdo sobre si mesma(30). Esteroides, proteinas e varios peptideos tém sido
identificados como fatores paracrinos/autocrinos produzidos e secretados por Varios
tipos celulares testicular (CG, CS e CL) com fim de controle local(30)

Estes trés grupos celulares tém a capacidade de interagirem entre si através de
sinalizacdo célula-célula ou através da producdo local de citocinas (mec.
paracrino/autécrino)(31). De forma harmdnica este grupo celular mantém homeostasia
ou permitem minimas alteracbes do meio testicular em situacBes adversas
(inflamacgéo/infeccdo sistémica ou local) sem interferir de modo significante no

processo de maturacao das células germinativas(24).

1.3.4 Sistema de Suprimento de lon as Células Germinativas

O ion Ferro é essencial a vida dos seres eucariontes e maioria dos procariontes
por ser importante para diversas fungdo biol6gicas nesses seres, dentre elas de
compor sistemas enzimaticos responsaveis pelo fornecimento energético as CG(32).

Nos tubulos seminiferos existe um sofisticado sistema de captacéo (através dos
Receptores Soluveis de Transferrina-RSTf) na superficie das CS que tém contato
com o compartimento basal do tubulo seminifero; de transporte (Tfs) e estocagem
(Fts) de ion na forma sollavel e atoxica(33). O Ferro é captado na superficie das CS
pelos RSTf e armazenado no citosol (na molécula de Ft) ou é transportado pela
Tfs até o compartimente adluminal do epitélio seminifero onde € liberado as CG
possuidoras de RSTf de membrana(33).

O mecanismo pelo qual a Tfs e Fts sdo encontradas no liquido seminal &

desconhecido, admitindo-se que sejam um produto secretério das CS(34).
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A figura 2 mostra o modelo proposto por Sylvester e Griswold explicitando o

transporte de ion nas CG(35).

FesTI.Fe Espermatogénia

\ ' ’ Espermatozéide
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Luz do tubulo
seminifero

Compartimento Uniao
basal intercelular

Figura 2 Modelo de suprimento de ions ferro as células germinativas proposto por
Sylvester e Griswold (J Androl. 1994 Sep-Oct; 15(5):381

1.4 EVIDENCIAS DE SECRECAO DE FERRITINA E TRANSFERRINA PELA
GONADA MASCULINA

A ferritina (Ft) esta presente nas CS que comp®fe o epitélio germinativo dos
tubulos seminiferos e nas CL situadas no compartimento intersticial tubular, tanto em
mamiferos, incluindo o homem; quanto em roedores(36).

Wise et al(37) estudando a relacé&o do peso testicular de bovinos com a cor da
superficie de corte dos testiculos, verificaram que os testiculos com maiores
intensidades de tonalidades marrons correspondiam aqueles com maior quantidade
de ferro armazenada na proteina Ft no citoplasma celular por andlise

imunohistoquimica, quando comparado com aqueles de tonalidades mais claras.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7860417/
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Observaram também maior reatividade de marcacdo nas CL, quando comparada

com as CS.

Similar resultado obteve Koeva et al(38) quando estudou a imunoreatividade da
Ft, também por técnica de imunohistoquimica, em seis testiculos humanos fruto de
orquiectomia para controle de adenocarcinoma de préstata, em pacientes com idades
entre 34-56 anos, verificou forte reatividade a Ft no citoplasma das CL e moderada
nas CS.

Kwennang et al(38) estudando o efeito antioxidativo no plasma seminal
humano mediado pelo Fe, Cobre (Cu) e Ft em 30 estudantes jovens saudaveis (férteis)
e 30 inférteis com severas teratogenias no espermograma, ndo encontraram diferenca
significantes entre os niveis de Fts nos dois grupos mensurados por pelo método
ELISA: 90 + 68ng/ml; 101 = 61 ng/ml, respectivamente, para férteis e inférteis. Nao foi
identificado na literatura médica a mensuracdo da Ft no sémen de portadores de
RCHD.

A Tfs é encontrada no liquido seminal em grande concentracdo como produto
secretorio das CS(39). Estudos realizados em pacientes com suspeita clinica de
sub/infertilidade em populacdo ndo urémica, sugerem que seus hiveis estdo
diretamente relacionados com parametros seminais, especialmente numero de
espermatozoides, sendo seus niveis seminais considerado por muitos como indice

de funcao testicular(19, 20).

1.5 SISTEMA ANTIOXIDATIVO

Manter os RLs em niveis fisioldgicos no meio interno é funcdo sistema
antioxidativo. Diariamente RLs sdo produzidos no organismo (enddgeno) como
resultado de processos biolégicos naturais de oxirreducao celular (respiracdo, vias
metabdlicas, reacbes enzimaticas) e resposta a inflamacédo e doencas(40). Ou de
fontes externas de origem exdgena como drogas, poluicédo, tabaco(40).

Os principais RLs de importancia clinica sdo o anion superoxido (Oz27) de

origem endogena; peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH™)(41).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxila
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A hidroxila & particularmente instavel e reage rapida e aleatoriamente com a
maior parte das moléculas biologicas, causando peroxidacao lipidica, inativacao
enzimatica e mutacdes de DNA(40).

O sistema antioxidativo é constituido em sua esséncia por enzimas(Sistema
Antioxidativo Enzimético) e auxiliado por um grupo heterogéneo de
substancias(Sistema Antioxidativo Nao- Enzimatico) que se complementam nas
funcdes de destruicdo ou inativacdo do excesso de RLs gerados no meio
interno(42).

1.5.1 Sistema Antioxidativo Enzimatico

E composto por um grupo de enzimas com alta capacidade de
neutralizar/eliminar os RLs gerados no organismo representadas por trés enzimas
principais(40):

As superoxido dismutases (SOD) sdo enzimas que contém metal e que
catalisam a conversédo de dois superdxidos em oxigénio e peréxido de hidrogénio, que
€ menos téxico que o superoxido e a catalase (CAT), localiza nos peroxissomas,
degrada o perdéxido de hidrogénio em agua e oxigénio(40), completando assim

a reacdo iniciada pela SOD, conforme as reacdes abaixo:
2 (07) + 2H—3®,  H,0, + O,
H0. 1, H,0 + % O,
A terceira enzima importante neste processo € glutationa peroxidase(GSH)

gue atua também na degradacédo do perdxido de hidrogénio, originando agua e a

forma oxidada da GSH (GSSG)(40), de acordo com a equag&o:

2GSH + H202 glutationa peroxidase > GSSG +2H20

A glutationa transferase, ceroplasmina ou hemoxigenase, podem também

participar do controle dos niveis de RLs e seus subprodutos no meio interno(40).
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1.5.2 Sistema Antioxidativo Nao-Enzimético: Papel das Proteinas

Ferritina eTransferrina Seminal

O sistema ndo-enzimatico é um sistema secundario e complementar do sistema
antioxidativo enzimatico na eliminacao/inativacao dos RLs constituido por(43):

a) Conjunto heterogéneo de substancias como carotenoides, flavonoides,
vitaminas A, C, E, K, &cido urico, compostos fendlicos e outros capazes de inativa- los
ou reduzir sua capacidade oxidativa através da doacdo de elétrons aos RLs; e

b)Proteinas de depdsito ou transporte de ion ferro (ferritina/transferrina) que
atuando na regulacdo da concentracdo de ion ferro no intracelular por meio de
sequestro(quelacdo) do excesso de ions ferro no citosol celular, evitando o efeito
toxico celular do ion(43).

O possivel efeito antioxidativo destas proteinas(Ft e Tf) decorrem de suas
capacidades de manter em nivel 6timo no meio intracelular as concentragdes de ion
ferro, pois este catalisar a reacao de Fenton(44), responsavel pela formacéo do radical

hidroxila (HO™), conforme equacao abaixo.

Fe?* + H,O, — Fe3* HO™. ++0

Reacgao de Fenton
Fe? +Hz02 — Fe¥* HO™. ++0

Figura 3 Sistema antioxidativo enzimatico e metaloproteinas
Fonte: Préprio Autor


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxila
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxila
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A Figura 3 mostra 0s principais mecanismos do sistema antioxidativo

(enzimatico e nao-enzimatico), incluindo o possivel papel antioxidante (por

quelagdo de ion ferro) das proteinas (Ft e Tf).

1.6 HIPOTESE

Que a inflamacdao sistémica pode alterar no compartimento testicular os niveis
seminais ferritina e transferrina e justificar em parte as alteracdes de qualidade

seminal devido a propriedade antioxidativa atribuida a estas proteinas.

1.7 JUSTIFICATIVA

Contribuir para o melhor entendimento dos possiveis mecanismos envolvidos
nas alteracdes de baixa qualidade seminal manifestadas clinicamente por suspeita
de subfertilidade/infertilidade frequentemente evidenciadas deste grupo de paciente.
Estudos até entdo existentes atribuem estas alteracdes essencialmente aos fatores
urémico, oxidativo e hormonal. O presente estudo inova por acrescentar conhecimento
sobre o possivel efeito da inflamacao sistémica, tdo prevalente nestes pacientes,
sobre o0s niveis das proteinas seminais ferritina e transferrina que lhes sao
atribuidos propriedade antioxidativa, sinalizando possibilidade de utiliza-las como
biomarcadores de qualidade seminal.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar o efeito da inflamacgédo sistémica cronica, definida pelo nivel sérico
de PCR, a nivel das proteinas seminais ferritina e transferrina e se estas estédo

associadas a qualidade seminal em paciente renal crénico hemodialitico.

2.2 ESPECIFICOS

a) Determinar a concentracdo média de ferritina/transferrina seminal em homem

adulto renal crénico em hemodialise com e sem inflamacéo;

b) Comparar parametros (bioquimicos, seminal e hormonal), indice de  fertilidade e
nivel seminal de ferritina e transferrina entre caso(doente renal crénico

hemodialitico) e controle(sadios);

c) Comparar parametros (bioquimicos, seminal e hormonal), indice de fertilidade e
niveis seminais de ferritina e transferrina entre caso/controle, segundo fator

Inflamatorio;

d) Correlacionar niveis de PCR sérica com ferritina e transferrina seminal, indice de

fertilidade e parametros (seminal e hormonal) em grupo de caso; e

e) Correlacionar niveis seminais de ferritina e transferrina com indice de fertilidade e

parametros (seminal, hormonal) em grupo de caso.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 RECRUTAMENTO, AMOSTRA, INCLUSAO E EXCLUSAO

Estudo transversal realizado no Setor de Hemodidlise do Hospital
Universitario da Universidade de Brasilia, entre julho de 2016 e dezembro de 2016.

Critérios de incluséo foram: homens com idades de 18 a 60 anos, estando em
HD ha mais de 6 meses (grupo de casos), auséncia de hepatopatia aguda ou
cronica e eugonadicos.

Critérios de exclusdo foram: presenca de hemocromatose ou doencas do
metabolismo do ferro.

Nado foram incluidos no estudo pacientes com condi¢cdes clinicas que
pudessem induzir processo inflamatoério agudo ou crénico e alterar nivel de PCR sérica
assim como alterar os niveis de ferritina/transferrina seminal como histéria recente de
infeccdo do trato geniturinério, sinais clinicos de infeccdo / inflamacdo aguda ou
cronica, sorologia positiva para hepatite B, C e HIV, infeccdo de acesso vascular,
leucocitose, febre, hipoproteinemia.

A amostra foi constituida de grupo de 60 casos de RCHD, subdivididos em
trés subgrupos com base no nivel sérico de PCR segundo sugere K/DOQI/2006(45)
- Kidney Disease Outcomes Quality Initiative-Plano de Qualidade dos Desfechos das
Doencas Renais da Fundacdo Nacional do Rim em: grupo 1(n=30) - pacientes com
inflamacao; grupo 2(n=30) - pacientes sem inflamagdo , segundo nivel sérico de
PCR > 5mg/ml ou < 5mg/ml, respectivamente, e grupo 3(gripo 1 + grupo 2).

E grupo controles(n=30, grupo 4), constituidos de pacientes saudaveis
provenientes do ambulatério de promocédo de saude do mesmo hospital, sem
alteracao de fertilidade e comorbidade clinica importantes conhecidas ou portadores
de inflamacéo clinica evidente e PCR sérica < 1,0 mg/l adotada para pacientes com

menor risco cardiovascular(46).
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A amostra de sangue para analise foi colhida de fistula arteriovenosa
imediatamente antes da primeira sessado de hemodidlise semanal no grupo de caso

e em dia previamente agendado para o grupo controle.

Exames

Realizados

Figura 4 Exames laboratoriais realizados na pesquisa

Sempre entre as 8:00 e 10:00 horas no laboratério de analise clinica do
mesmo hospital para realizar exames bioquimicos e hematolégicos (hemograma
completo, ureia, creatinina, proteinas total de fracées), imunolégicos (PCR, FSH, LH,
TT, PRL, Fts e Tfs) e androldgico (espermograma), conforme Figura 4.

No mesmo dia de coleta de sangue, o sémen foi coletado por masturbacéo
voluntaria em temperatura ambiente para realizar espermograma completo por
meétodo manual de acordo com as recomendacfes do manual de laboratorio da
Organizacdo Mundial de Saude(OMS, 2010) para exame e processamento de
sémen humano 5 2ed(47). A descri¢ao técnica do espermograma pelo método manual

pode ser consultada como anexo A.
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Ap6s 30 minutos destinados a liguefacdo seminal, foi centrifugado o

contetdo seminal a 3500 x g durante 20 min. O sobrenadante foi recolhido para um
novo tubo de ensaio e mantido a -20 ° C para medir Fts, Tfs e horménios sexuais
séricos por imunoquimioluminescéncia enzimatica usando o analisador automatico
Immulite 2000 / Siemens. Foram utilizados kits especificos para quantificacao,
calibracéo e controles recomendados pelo fabricante. A PCR sérica foi mensurada por
Nefelometria no equipamento BN |l /Simens. Exames bioquimicos

mensurados no aparelho Archditect/ Abbott ¢ 8000.

3.3 INDICE DE FERTILIDADE (IF)

O IF foi calculado de acordo com Harvey(48) como se segue: IF =
concentracdo de esperma (x 108 ml) x motilidade de esperma x percentagem de
espermatozoides com morfologia normal.

O Tabela 1 abaixo mostra valores normais dos parametros seminais adotados

no presente estudo segundo a OMS ano 2010(47).

Tabela 1 — Parametros seminais avaliados no espermograma

Parametros seminais (PS) Valores normais

Tempo de liquefacao <60 min

Consisténcia ou viscosidade Normal

pH >7.2

Volume >1.5ml

Concentragao de espermatozoides /ml > 15x108/ml

NuUmero total de espermatozoides >39 x 108 espermatozoides/ejaculado
Espermatozoides com morfologia normal >4%
Vitalidade espermatica >58%

Motilidade total: progressiva (PR) + nao progressiva (NP) >40%

Fonte: Manual de laboratério para exame e processamento de sémen humano (OMS 52 ed., 2010)
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O presente estudo sé foi iniciado apds andlise do Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia
(CEP/FS/UnB) e receber aprovacdo do mesmo comité (registrado sob n°
53172316.9.0000.0030). O parecer consubstanciado da CEP/FS/UnB pode ser

consultado como anexo B.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Constatado curva de distribuicdo normal nas variaveis amostrais por teste de
normalidade (Shapiro-Wilk), as diferencas entre duas variaveis quantitativas
independentes foi utilizando o t-test e anova one-way test para trés ou mais variaveis
guantitativas. Para correlacdo entre duas variaveis quantitativas independentes,
correlacao de Pearson.

A significancia estatistica foi estabelecida com p <0,05 para rejeitar a hipétese

nula. Utilizado SPSS® para Windows, verséao 24.0.
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4 RESULTADOS

A idade do grupo de caso variou de 38-60 anos com média + DP (49,47 5,56
anos); enquanto o grupo controle teve variacdo similar com média + DP (47,90 %
6,22 anos), sem diferencas significativas entre grupos (p=0,226) (Tabela 2).

As etiologias da DRC identificadas no presente estudo foram: diabetes melitus
27(45,00%); hipertensao arterial 17(28,33%); glomerulopatia 12(20,00%) e doenca
congénita renal 4(06,66%).

As variaveis hematoldgica/bioquimicas (hemoglobina, ureia, creatinina e
albumina); PS (volume, motilidade, vitalidade, densidade e morfologia); parametros
hormonais (FSH, LH, TT e PRL), IF e Tfs foram significativamente diferentes entre
caso (grupo 3) e controle (grupo 4) (Tabela 2, p<0,001). Nao houve diferencas
significativas entre caso e controle para globulina (p=0,209) e Fts (p=0,139) (Tabela
2).

O efeito inflamatério sobre as variaveis estudas. Nao houve diferenca significativa
entre grupo 1(PCR>5) e grupo2 (PCR<5) nas médias dos valores para nenhuma das
variaveis estudadas (Tabela 3).

Os grupos 1 e 2 apresentaram médias dos valores significativamente
diferentes(p<0,001) em relagdo ao grupo grupo 4 (controle) para todas as variaveis
estudas, exceto a Fts e globulina(Tabela 3).

Nos grupos 1 e 2, a média dos valores da hemoglobina foi significativamente
menor em relacdo ao grupo controle(Tabela 3).

A média dos valores de ureia e creatinina foi significativamente maior nos grupos
1 e 2 quando comparados com grupo controle(Tabela 3).

As médias dos valores dos parametros seminais (volume, motilidade, densidade,
vitalidade e morfologia) e indice de fertilidade foram significativamente menores nos
grupos 1 e 2 quando comparados os do grupo 4(Tabela 3).

Nos grupos 1 e 2, a média dos valores de testosterona foi significativamente
menor, mas dos horménios FSH, LH e PRL foi significativamente maior quando se
compara com grupo 4(Tabela 3).

A média dos valores de ferritina néo foi diferente entre os grupos 1, 2 e 4. Contudo,
a média dos valores de transferrina seminal foi significativamente menor nos grupos 1

e 2 em relacdo ao grupo 4(Tabela 3).
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A Fts correlacionou positivamente com horménio LH (r=0,136; p=0,047) no

grupo de caso sem inflamacao (grupo2) e negativamente com o horménio PRL (r= -
0,406; p=0,026) do grupo de caso considerado inflamado crénico (grupo 1). Entretanto,
nao se correlacionou (p>0,05) com as demais variaveis avaliados (IF, PS, FSH,

TT e Tfs), independentemente do status inflamatorio considerado (Tabela 4).

A Tfs correlacionou-se positivamente (p<0,001), independente do status
inflamatério com IF e elementos do PS (motilidade, vitalidade e densidade
espermatica) (Tabela 4).

A PCR (Tabela 5) correlacionou-se positivamente apenas com Fts (r=0,475;
p=0,008) e a motilidade espermatica (r=0,414; p=0,022) no grupo pacientes

considerados néo inflamados(grupo 2). Ver resultados nas tabelas a seguir.



Tabela 2 - Andlise comparativa dos parametros avaliados (x £ sd), significativo p<0,0)

Parametros a

= = -valor
avaliados Caso(n=60) Controle(n=30) p

Idade (anos) 49,47 +5,56 47,90 + 6,22 0,229
Bioguimicos e hematoldgico
Hemoglobina (g/dl) 12,46 + 0,75 14,85 +0,82 <0,001
Ureia (mg/dl) 125,51+18,14 29,73 +5,07 <0,001
Creatinina (mg/dI) 10,53+1,94 00,62 +0,20 <0,001
Albumina (g/dl) 03,69+ 0,43 04,28 +0,32 <0,001
Globulina (g/dl) 04,04+ 0,43 04,16 +0,40 0,209
Parametros seminais
Volume seminal (ml) 01,33+ 00,36 02,77 £0,44 <0,001
Motilidade total (MP + NP, %) 34,00+ 06,24 71,31+7,86 <0,001
Vitalidade (%) 47,49+ 07,31 64,41+2,89 <0,001
Densidade (x 10 ¢ ml) 14,95+ 06,18 50,21 +8,57 <0,001
Morfologia normal (%) 25,40+ 07,87 59,76+10,58 <0,001
Proteinas seminais
Ferritina seminal (ng/ml) 226,45+ 51,03 241,52+30,52 0,139
Transferrina seminal (ng/ml) 40,12+ 08,25 73,32+06,81 <0,001
indice de fertilidade 0, 85(0,57) 5,54(1,3) <0,001
Parametros hormonais

Hormonio foliculo estimulante

06,30+ 01,21 03,40+00,48 <0,001
(mlU/ml)
Hormonio luteinizante (mIU/ml) 15,91+ 02,62 02,84+00,54 <0,001
Testosterona (ng/dl) 411,03+ 58,88 510,60+92,56 <0,001
Prolactina (ng/ml) 16,38+ 02,92 05,86 +01,93 <0,001

MP- motilidade progressiva; NP-motilidade ndo progressiva; a- t test; x- média; dp- desvio padrao
FI = densidade (x 108 ml) x motilidade x morfologia, conforme descrito por Harvey (1953)
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Tabela 3 - Analise comparativa dos pardmetros avaliados segundo fator inflamatério (x £ dp)

Caso Controle .
- Teste de Bonferroni
A Grupo 1 Grupo 2 Grupo 4
Para}metros pa-valor Grupol Grupol Grupo2
avaliados n(30) n (30) n (30) & & &
PCR>5ng/ml PCRs 5ng/ml PCR< 1ng/ml Grupo2 Grupo4 Grupo4
Bioguimicos e hematoldgico
Hemoglobina (g/dl) 11,80 + 0,92 12,16 + 1,07 14,85 +0,85 <0,001 00,16 <0,001 <0,001
Ureia (mg/dl) 127,7+418,05  123,33+18,88 29,73 5,07 <0,001 00,82 <0,001 <0,001
Creatinina (mg/dl) 10,30+ 2,12 10,75 +1,74 00,62 +0,20 <0,001 00,84 <0,001 <0,001
Albumina (g/dI) 03,64 +0,44 03,73+ 0,43 04,28+ 32 <0,001 01,00 <0,001 <0,001
Globulina (g/dl) 04,01+0,41 04,08+0,45 04,16+0,40 00,379
Parametros seminais
Volume (ml) 01,29+0,38 01,38 +0,34 02,77 +0,44 <0,001 01,00 <0,001 <0,001
Motilidade total 32,3645,94 35,6316,20 71,31+7,86 <0,001 00,19 <0,001  <0,001
(MP + NP, %)
Vitalidade (%) 45,76+8,75 49,21+511 64,41+2,89 <0,001 00,92 <0,001 <0,001
Densidade 13,3+4,92 16,53+6,96 50,21 +8,57 <0,001 00,25 <0,001 <0,001
(x108/ml)
Morfologia (%) 23,30 +6,69 27,51+8,41 59,76+10,58 <0,001 00,19 <0,001 <0,001
Proteinas seminais
(Fer;itiBa seminal 215 47+47,77  237,68t52,49  241,66+30,52 00,520
ng/m
Transferrina 37,90 +06,22 42,35+09,46 73,32+06,81 <0,001 00,07 <0,001 <0,001
seminal (ng/ml)
indice de fertilidade  0,66(0,33) 1.05(1,3) 5,54(1,3) <0,001 00,29 <0,001 <0,001
Parametros hormonais
FSH (mIU/ml) 06,4+01,39 06,18+01,00 03,40+00,48 <0,001 01,00 <0,001 <0,001
LH (mIU/ml) 06,01+01,67 15,81 +02,61 02,84+00,54 <0,001 01,00 <0,001  <0,001
Testosterona 399,73+48,99 422,33+66,24 510,60+92,56 <0,001 01,00 <0,001 <0,001
(ng/dl)
Prolactina (ng/ml) 16,24 +2,98 16,52 +02,91 05,86 +01,93 <0,001 01,00 <0,001 <0,001

MP- motilidade progressiva; NP-motilidade ndo progressiva; FSH- Hormonio foliculo estimulante LH-
Hormoénio luteinizante; a-anova on way, IF= densidade (x 10® ml) x motilidade x morfologia, conforme
descrito por Harvey (1953); x- média; dp- desvio padrédo
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Tabela 4 - Avaliagdo correlacional entre niveis seminais de ferritina/transferrina, indice
fertilidade, par@metros seminais e hormonais em grupos de caso

Teste de Pearson - grupos de caso

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
avaliados n (30) n (30) n (60)
r-valor p-valor r-valor p-valor  r-valor p-valor
indice de fertilidade -0,098 0,607 0,038 0,843 0,020 0,876
Parametros seminais
Motilidade espermatica -0,087 0,647 -0,050 0,793 -0,005 0,971
Vitalidade espermética -0,306 0,101 0,077 0,685 -0,088 0,504
_g Densidade espermatica -0,292 0,117 0,760 0,688 -0,007 0,960
S
] Morfologia normal espermética ~ 0,088 0,643 -0,169 0,371 0,003 0,980
©
=
'GE) Parametros hormonais
LL
Hormdnio foliculo estimulante 0,086 -0,652 -0,310 0,096 -0,106 0,421
Horménio luteinizante -0,294 0,114 0,136 0,047 -0,078 0,554
Testosterona 0,109 0,567 -0,167 0,386 -0,009 0,948
Prolactina -0,406 0,026 -0,028 0,882 -0,194 0,137
Transferrina seminal -0,074 0,697 0,018 0,923 0,038 0,773
indice de fertilidade 0,866 <0,001 0,704 <0,001 0,754 <0,001
Parametros seminais
Motilidade espermatica -0,866 <0,001 0,859 <0,001 0,857 <0,001
©
E Vitalidade espermatica 0,853 <0,001 0,618 <0,001 0,532 <0,001
3 Densidade espermatica 0,803 <0,001 0,821 <0,001 0,827 <0,001
© Morfologia normal espermatica 0,449 0,013 0,272 0,146 0,374 0,003
g Parametros hormonais
[
IS
= Horménio foliculo estimulante 0,015 0,937 0,008 0,967 -0,014 0,916
Hormonio luteinizante -0,122 0,521 0,006 0,973 -0,014 0,680
Testosterona -0,118 0,533 -0,082 0,667 -0,042 0,749
Prolactina -0,077 0,687 0,024 0,899 -0,005 0,967




Tabela 5 — Avaliacdo correlacional entre nivel sérico de PCR e niveis seminais de

ferritina e transferrina, indice fertilidade, parametros seminais e
hormonais em grupo de caso (p<0,05; significativo)

Parametros avaliados

Teste de Pearson

r- valor p-valor
Ferritina seminal -0,198 0,130
Transferrina seminal -0,166 0,204
indice de fertilidade -0,238 0,067
©
=
@ Motilidade espermatica -0,224 0,086
© Vitalidade espermatica -0,183 0,162
E Densidade espermaética -0,153 0,180
[
QE_’ Morfologia normal espermatica -0,175 0,154
Hormonio foliculo estimulante 0,120 0,361
Hormonio luteinizante 0,076 0,561
Testosterona -0,186 0,156
Prolactina -0,067 0,611

*Teste de Pearson

38



40
5 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo identificado que avalia possivel aplicabilidade, na
pratica clinica diaria de paciente RCH, o uso da ferritina e transferrina seminal na
avaliacdo inicial daqueles que se apresentam com suspeita clinica de
subl/infertilidade por possiveis alteracdes da qualidade seminal. A praticidade e o custo
relativamente baixo de mensuracdo destas proteinas no plasma seminal, torna-
as atrativas como método de investigacdo. Este estudo acrescenta conhecimento
valiosos sobre as alteracbes de qualidade seminal identificadas nestes pacientes,
verificando o possivel efeito da inflamacdo sistémica na qualidade seminal,
prevalentes nestes pacientes, via alteracfes dos niveis seminais das proteinas
ferritina e transferrina sensiveis ao fator inflamatério sistémico.

Alteracéo de fertilidade é uma condicdo clinica que afeta cerca de 15% dos
casais em geral em idade reprodutiva com contribuicdo do fator masculino nao
menos que 50% dos casos(49).

A prevaléncia da populacdo HD de alterac@o de PS é pouco estudada. Prem
et al(50) em uma populacdo de hemodialitica de 19 homens(22-41 anos) verificou

gue mais de 40% deles eram portadores de oligospermia e azoospermia.

5.1 ANALISE DA ANEMIA, HIPOABUMINEMIA E FATOR IDADE

5.1.1 Anemia

E prevalente e variada nos paciente com DRCH(51). No presente estudo,
definiu-se anemia para homem adulto Hgb<12g/dl. Com este ponto de corte,
identificou-se 21,66% dos casos estudados apresentaram Hgb<12g/dl com variagao
meédia 12,46 + 0,75g/dl. Estudo de prevaléncia realizado na populacdo americana
(Estados Unidos da Ameérica) portadora de DRC nos anos 2007-2010 com anemia
definida para homens (Hgb < 13g/dl) e para mulher (Hgb<12g/dl), encontraram

prevaléncia de anemia de 14% deles, sendo duas vezes mais prevalente na
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populacdo urémica que na populacédo geral (15.4% vs 7.6%) e variando conforme

os 5 estagios da DRC(conforme taxa de filtragcdo glomerular): 8.4%(estagio 1) até
53.4%(estagio 5)(52).

Resultado semelhante obteve Ryu et.al(53) na Asia (Korea), onde encontraram
prevaléncia geral de anemia de 45.0%(considerou Hgb<13g/dl para homens e
Hgb<12g/dl para mulheres) em populacdo renal crénica ndo dialitica de
2.198 casos em estagios de 1 a 5.

Dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia de 2012 demonstrou que 34,4%
dos pacientes em hemodialise apresentam anemia, considerando-se anemia Hgb <
11 g/di(54).

As principais causas da anemia neste grupo de pacientes incluem diminuicéo
da producdo de eritropoietina renal, sensibilidade diminuida das células
hematopoiéticas a eritropoietina, ma nutricdo, perdas sanguineas, toxinas urémicas
(55) e principalmente, “anemia da inflamac&o”, observada em situacdes como
infecgBes crbnica, neoplasias, traumas e desordem inflamatérias diversas como
DRC(56).

Evidéncias experimental em animais e humanos demonstram que a condicéo
inflamatoria crénica manifestada pela elevacéo de citocinas inflamatérias com a IL-6,
induzem hepatdécitos a aumentarem a producédo de hepcidin (horménio regulador da
homeostasia de ion ferro no plasma)(57, 58). Este peptideo modula a sintese de
proteinas de transporte(transferrina) e armazenamento(ferritina); diminui a liberacao
do ion ferro do sistema reticulo endotelial(macrofago) e inibe absorcao intestinal de

ion ferro, levando a diminui¢do das concentracdes do ferro sérico(59).

5.1.2 Hipoalbuminemia

Hipoalbuminemia definida como nivel sérico de albumina < 3,5g/dl)(53) é
outra condicao clinica ndo incomum encontrada nestes pacientes devido ao estado
inflamatorio cronico de baixo grau presente como parte da sindrome multifacetada
conhecida como MIA(mal nutrigdo, inflamacéo e aterosclerose)(60).

Dentre as hipbteses para explicar a Hipoalbuminemia nestes pacientes, admite-

se que as citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNFa) geradas no
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processo inflamatorio cronico, diminuem a sintese de proteinas reativas de fase

aguda negativa como albumina(61).

Outros fatores contribuem para o estado de Hipoalbuminemia como
alteracbes ma distribuicdo corporal(hipervolemia/lhemodiluicdo), alteracdo na
velocidade de sintese e degradacdo da albumina(turnover), insuficiéncia hepatica e
renal e perdas externas durante o processo hemodialitico ndo devem ser
negligenciadas (62).

No presente estudo, o0 grupo de caso apresentou prevaléncia de
hipoalbuminemia (<3,5g/dl) em 1/3(33,33%) com variacdo média de 03,69 + 0,43g/dl
(Tabela 2).

A prevaléncia de Hipoalbuminemia em pacientes hemodialiticos no Brasil &
bastante variada. Segundo censo de 2012 da Sociedade Brasileira de Nefrologia
variou de 15 a 85,3%, atribuida principalmente a diferentes valores de referéncia
adotados para definicao(diagndstico) de Hipoalbuminemia e caracteristicas
especificas das populagfes estudadas(62).Neste censo encontraram uma prevaléncia
meédia de Hipoalbuminemia(<2,5g/dl) de 15,2% em hemodialiticos(54).

5.1.3 Fator Idade

O fator idade é uma varidvel de impacto significativo na avaliacdo muitas
variaveis bioldgicas, inclusive a fertiidade humana. Com o envelhecimento,
distrbios notaveis no eixo reprodutivo evidenciados em ambos 0s sexos s&o
identificados, seja por alteracbes enddcrinas ou morfofuncionais glandular préprias
do envelhecimento(63).

No presente estudo a idade similar (p>0,05) entre caso e controle minimiza
efeito deste fator e dar mais credibilidade na analise e interpretacdo das variaveis
analisadas.

Os PS observados no espermograma foram significantemente menores
(p<0,001) no grupo de caso (grupo 3) quando comparado com grupo controle (grupo
4), mas séo identificados fatores que contribuem para esta diferenca.

E universalmente aceito que os niveis dos horménios sexuais sao

influenciados pelo fator idade(64, 65). O envelhecimento humano € acompanhado
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do declinio funcional de diferentes glandulas. Os hormonios sexuais dos DRCH aqui

estudados seguem tendéncia observada em diferentes estudos conforme se pode

observar na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros seminais e indice de fertilidade de hemodialiticos crénicos versus

pacientes saudaveis evidenciados no estudo atual e anteriores

Estudos Parametros seminais I’ndjge de
fertilidade
Volume Motilidade Vitalidade Densidade  Morfologia
(ml) (%) (%) 108 ml (%)
Atual 01,33+0,36 | 34,00£6,24 | 47,49+ 07,31, 14,95+ 06,18) 25,40+07,87| 0, 85(0,57) |
(2016)
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
208+0,31n 837+531] 48.0£353| 2248+1478| 2.12+1.30n N0
Lehtihet(66)
(2015) p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 avaliado
1.848.4 | 31.7¢19.2 | No 12.0+46.46 | no NZo
Zedan(49)
(2013) p<0,05 p<0,05 avaliada p<0,05 avaliada avaliada
2.74+152 | 29.52+ 53] 40.03+27.51| 48.00+43.49] 11.20+7.66)  0.68(2.08) |
Long-Gen(67)
(2012a) 0>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p=0.000
N&o 26.8+352| 18.80+1856] 33.73+37.59] 14.53+8.20,  0.23(0.76)|
Long- Gen(68)
(2009b) avaliada P <0.01 P <0.01 P<0,01 P<0,01 P<0,01
25+04n 13.4+39] 254+56| 206+45] 16.8+2.1 N3O
Long-Gen(69)
(2004c) p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 avaliado

n- normal; | - diminuido

Alteracbes morfoldgicas e histologicas relacionadas com envelhecimento

testicular como diminui¢cdo do volume, esclerose arteriolar, degeneracdo das células

de Leydig, células de Sertoli, deplecdo de células germinativas e espessamento
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testicular da tunica albuginea sdo observados em portadores de DRC(70).Estas

alteracbes parecem estarem diretamente relacionadas ao declinio da sintese
androgénica testicular por faléncia glandular devido a diminuicdo do numero de CL
associadas ou ndo as alteracdes no funcionamento do eixo hipotalamo hipofise
gonadal(EHPG)(64).

O envelhecimento imunolégico promovido pelo avanco da idade aumenta a
producdo de cortisol por hiper-estimulagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal com
desregulacdo imune, contribuicdo para imunossenescéncia(71). A diminuicdo dos
niveis seéricos de horménio do crescimento (GH) e dehidroepiandrosterona (DHEA)
com envelhecimento, acentuam ainda mais o processo de imunossenescéncia(71).

Tanto a DHEA como GH aumentam a proliferacdo e atividade de mediadores
celulares de imunidade ao mesmo tempo que a DHEA reduz a producéao de citoquinas
inflamatorias (29). Reducédo nos niveis desses horménios e niveis crescentes de
cortisol pela hiperestimulagéo hipotalamica adrenal com a idade, concorrem para
manter o processo inflamatario cronico ja existente (29).

Os horménios sexuais também modulam a producdo de citoquinas
inflamatorias(72). Estudos indicam que a transcricdo e secrecdo do gene IL-6 sdo
inibidas por estrogénio e andrégeno(72). E aceito que os esteroides sexuais diminuem
com a idade como causa ou consequéncia dos niveis de citocinas inflamatérias
aumentados contribuindo também para a inflamacé&o cronica(73).

Andlise microscopica das alterac6es degenerativas das células germinativas
representadas por  vacuolizacdo nuclear e aumento de fragmentacdo de DNA
observados no esperma com avanco da idade, reforcam a contribuicdo do fator
idade na modificacdo do binbmio horménios sexuais e inflamacéo(74).

Outro efeito sensivel do fator idade é a constatacdo de que a porcentagem
de esperma normal, motilidade progressiva e vitalidade espermaticas diminuem em
grandeza inversa com o avancar da idade(74).

Desde a Ultima década se tem estabelecido uma relacdo entre idade e
inflamacédo até o momento ndo bem entendida(75). Admite-se que a perda de
gualidade do sémen humano com idade pode ser explicada, pelo menos em parte,
como parte do processo inflamatério sistémico crbnico que esta intimamente
associado a doencas cronicas degenerativas proprias do envelhecimento humano

como diabetes tipo 2 e cancer(76).
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O processo inflamatério crénico do envelhecimento(inflamm-aging ou

inflamacéo do envelhecimento) € caracterizado por ser de baixo grau, subclinico,
mediado pelos mesmos efetores evidenciados na resposta inflamatéria agudo ou
cronica de diferentes etiologias, mas diferindo significativamente por sua
intensidade(76).

A evidéncia clinica do envelhecimento inflamatério humano é a constatacéo
de niveis aumentados de mediadores inflamatorios com avancar da idade, mesmo
na auséncia de infeccdo aguda, crbnica ou outra condicdo de estresse

fisiologico(77).

5.2 FERRITNA SEMINAL VERSUS PARAMETRO SEMINAL E INDICE DE
FERTILIDADE

A DRC frequentemente apresenta importantes alteragdes seminais tanto nos
elementos celulares; quanto na composic¢ao liquida do fluido seminal(49).

Os elementos do PS avaliados através do espermograma (volume,
motilidade, vitalidade, densidade e morfologia) comumente se mostram
comprometidos (diminuidos) em um ou mais elementos nos paciente DRC em relacéo
a populacdo ndo urémica em graus variados(78).

A explicacdo das alteracoes de SP observadas neste e outros grupos de
pacientes com alteracdo de fertilidade € admitida importante contribuicdo do fator
oxidativo na géneses destas alteracdes(44). Nesta visdo, foram admitidas possiveis
atividades antioxidativas atribuidas as proteinas estudadas(Fts e Tfs) devido suas
contribui¢cdes no controle intracelular do nivel ion ferro por quelacao(79).

A Fts é uma isoforma da grande familia de ferritinas encontradas em tecidos
humanos e sensiveis a alteracdes inflamatérias sistémicas ou locais(79). E encontrada
em concentracdo ndo desprezivel no plasma seminal humano como produto secrecao
das CS que respondem por 80% do contetudo seminal(80).

A Ft é atribuida possivel atividade antioxidativa devido sua func&o fisiologica
de regular a concentracao intracelular de ions ferro no meio intracelular(81). Evita a
formacado excessiva de Fe ++ pela reducédo do ferro livre (Fe +++) pelo anion (02-),

ndo favorecendo as reacdes bioguimicas de Fenton e Haber-Weiss geradoras de
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hidroxilo radical (+ OH)(81). O radical hidroxila é a forma mais reativa das EROs

responsavel pela peroxidacdo de lipidios, proteinas, glicidios e fragmentacdo de
DNA(81).

Talvez a concentracdo elevada desta proteina no plasma seminal seja devida
a necessidade de controle celular da grande demanda de ion ferro nos processos
bioldgicos(82). O ion ferro faz parte centro catalitico enzimatico, cofatores enziméaticos
e na composicao de proteinas biologicamente importantes envolvidas em processos
bioquimicos de oxidacdo (geracdo de ATP), sintese de DNA, crescimento e
desenvolvimento das células germinais masculinas dependentes deste ion(82).0
ion ferro também € importante para multiplas divisdes mitoticas das CG masculinas
durante a maturagdo espermética, crescimento celular e, em particular, para a
mitocondriogénese(27). Além disso, as espermatides e os espermatozoides em
maturacdo sdo extremamente vulneradveis ao estresse oxidativo, o que implica
a necessidade de homeostase fina de ion ferro a nivel do tdbulo seminifero(27).

Embora a atividade antioxidativa da ferritina seja admitida em tese, sua
evidéncia na pratica clinica € questionada, considerando o nimero limitado de estudos
sobre o tema.

Kwenang et al (83) analisaram niveis de ferro, cobre e ferritina em plasma
seminal de jovens estudantes saudaveis (n = 30) e sujeitos de infertilidade (n = 30)
com teratospermia grave, ndo encontraram diferencas significativas entre eles.

Por outro lado, Ferreira et al(84) analisando a capacidade oxidativa /
antioxidante do plasma seminal de 69 homens com suspeita de infertilidade e sua
associacdo com os niveis de ferro e Fts, verificaram correlacdo positiva entre Fts e
capacidade antioxidante total (p = 0,005) e correlacdo negativa com indice EO (p =
0,02, r =-0,3229). Eles concluiram que a medicéo de Fts pode ser util na avaliagéo do
estado oxidativo / antioxidante seminal em estudos de fertilidade e EO seminal.

No presente estudo todos os elementos avaliados do PS se mostraram
diminuidos em relacdo a populacdo né&o urémica (p<0,001, Tabela 2). Apesar da
diminuicdo uniforme dos constituintes seminais aqui observada, estudos similares de
outros autores mostram um ou mais PS inalterados, conforme pode ser observado
no Tabela 6 que compara PS de popula¢gdes HD e ndo urémica.

O volume seminal médio neste estudo apesar de reduzido, foi maior ao

evidenciado por Zedan(49) e menor ao encontrado por Long-Gen(67). Por outro
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lado, Lehtihet(66) e Long-Gen(69) encontraram volumes esperméaticos dentro dos

limites de normalidade(Quadro2). Alteracées hormonais local e sistémica associadas
as evidéncias histolégicas de fibrose intersticial com estreitamento de luz de tabulo
seminifero, ductos epididiméarios e eferentes , podem explicar parcialmente a
reducdo do volume seminal nestes pacientes(85).

A motilidade e morfologia espermatica aqui encontradas foram maiores em
relacao aos estudos anteriores, apesar de diminuidos em relagdo aos valores normais
(Tabela 6).

A vitalidade e densidade espermaticas também tiveram valores médios maiores
em ralacdo a estudos anteriores, exceto, em relacdo aos estudos de Lehtihet et
al(66) e Long-Gen(69), respectivamente(Tabela 6).

As causas das alteracGes encontradas no PS destes pacientes sdo variadas,
ressaltando-se os fatores urémico, imunolégico, inflamatério, oxidativo e até
geneético, concorrentes ou nao(86).

Fator urémico, para alguns autores (através do efeito direto das toxinas
urémicas sobre as CG, é o maior determinante das alteracdes encontradas no PS
nestes pacientes(86). Efeito adverso da toxina urémica sobre a integridade estrutural
e funcional dos espermatozoides é uma das principais causas de infertilidade em
pacientes urémico(87). Secundariamente, o fator urémico promove outras
alteracdes ndo menos importantes como:

- bloqueio do EHHG resultando em niveis sub-6timo testosterona e niveis elevados
de LH, FSH e prolactina(88);

- inibicdo direta de atividade de enzima esteroidogénica, a 17-beta-hidroxiesterdide-
desidrogenase(89); e

- alteracdes histologicas importantes (hipoespermatogénese, paragem de maturacao
ou aplasia de células germinativas, fibrose e calcificagdes do tecido gonadal)(90).

RLs gerados em excesso na DRC é outro responsavel pelas alteracdes
seminais identificadas(91). Por outro lado, RLs gerados em condicfes fisiol6gicas
como na maturacdo de espermatozoides, dos leucoécitos seminal e processos
biologicos de oxi-reducbes biologicas, tém funcdes fisiologicas importantes de
sinalizacdo celulares em diferentes processos bioldgicos(91).

Nivel fisioloégico de RLs sdo essenciais para mediar a fosforilacdo da tirosina
necessaria para capacitacdo de espermatozoides e manter o cumprimento dos

teldmeros(91).
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Ja ao excesso de RLs no meio interno, sao atribuidas alteracdes importantes

gue concorrem para instalacao de estados de sub/infertilidades como(92, 93):

- Fragmentacdo de DNA com oxidac&o de componentes dos nucleotideos e alteracbes
na replicacao, reparo e transcricdo de RNAm;

- Acelerar o processo apoptético das células germinativas com declinio da
guantidade de espermatozoides;

- Peroxidacdo de membranas lipidicas e proteicas com alteracdo na
permeabilidade da membrana, favorecendo entrada de substancias indesejadas
para o interior celular e interferéncia direta na vitalidade e motilidade espermatica.

Acrescenta-se que 0s espermatozoides sdo mais vulneraveis ao EO e
portanto dano oxidativo do DNA, uma vez que estas células possuem mecanismos
de defesa antioxidantes limitados e limitada capacidade de deteccdo e reparo de
danos do DNA(93).

O indice de fertilidade(IF)(Tabela 2), outra ferramenta de anélise de qualidade
seminal, foi significativamente menor no grupo de caso em relagdo ao grupo controle
(p = <0,001), corroborado com resultados obtidos por outros autores em estudos
similares. Xu et al(68) estudando qualidade do sémen em (40) pacientes urémicos,
(40) pacientes renais transplantados e (40) homens saudaveis e férteis, encontraram
maior IF para pacientes saudaveis em relacdo aos grupos transplantados A e B e
urémico, respectivamente, 13.02 (14.26); 5.53 (8.30); 9,27 (22,49) e 0,23 (0,76). Xu
et al. (94) avaliando o efeito da uremia na qualidade do sémen e a funcéo
reprodutiva de 53 pacientes urémicos terminais, comparando-os com 46 homens
férteis e infértil como grupo controle. Eles verificaram que a motilidade, vitalidade,
densidade e morfologia dos 46 pacientes urémicos restantes foram
significativamente menores que os controles. Neste mesmo estudo o IF 0,68 (2,08)
do grupo urémico foi menor em relacdo aos grupos férteis 7,7 (13,51) e inférteis 4,13
(5,77).

Considerando o pouco conhecimento dos mecanismos que conduzem a baixa
gualidade de sémen e auséncia de correlacéo evidenciada entre nivel de Fts e IF ou
PS no grupo de pacientes estudados (Tabela 4), € plausivel hipotetizar que outros
mecanismos estejam envolvidos e possam ajudar explicar estas alteragcdes seminais
evidéncias vias diferentes fatores associados a DRC como, além da uremia, como

ISC, EO ou ambas por mecanismos diversos (2).
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O nivel semelhante de Fts no grupo de casos e controle identificado no

presente estudo pode ser parcialmente justificado pela manutencédo em equilibrio do
estado de imuno tolerancia testicular as condi¢cdes adversas sistémicas(fatores
urémicos, IS, SO, isolados ou associados) responsavel pelo status de privilégio
imune testicular (78).

O privilégio imune testicular € um mecanismo complexo desenvolvido no
compartimento testicular para manter o equilibrio local dos niveis de citoquinas pro /
anti-inflamatério(95), envolvido na regulacédo da sintese de Fts(96) e nivel de ion de
ferro intracelular através das(PRIs)(97).

Mecanismos adicionais ndo menos importantes como as interagcdes
morfofuncionais entre CG , CS e as CL, conhecidas como regulacdo autocrina /
paracrina e a BHT também fazem parte do mecanismo do privilégio imune testicular,
protegem as CG do efeito inflamatério / oxidativo / toxicidade i6nica(98).

A desregulacdo homeostatica de um desses mecanismos pode explicar, em
parte, a génese das alteracdes seminais verificadas nestes pacientes.

Os resultados aqui obtidos sugerem que o0s niveis de Fts ndo estédo
associados a alteracbes de parametros seminal em pacientes submetidos a

hemodialise cronica e ndo sao Uteis isoladamente para avaliacdo inicial de PS.

5.3 TRANSFERRINA SEMINAL VERSUS PARAMETRO SEMINAL E iNDICE DE
FERTILIDADE

A exemplo da ferritina seminal(Fts), a transferrina seminal(Tfs) € uma
isoforma da familia de transferrina humana, encontrada abundantemente no plasma
seminal humano, produzida e segregada (80%) pelas CS(22).Também é sensivel as
alteracdes inflamatdrias sistémicas e locais e envolvida no transporte de ions ferro nos
compartimentos sistémicos e testicular(99).

Além desta funcéo, estudos sugeriram sua potencial associacdo com SP, sendo
considerada por alguns autores como glicoproteina biomarcadora de fungéo testicular
nos anos 80 e 90(22, 99).

O presente estudo verificou niveis significativamente mais baixos no grupo de

caso quando comparado ao grupo controle para Tfs (p = <0,001), IF (p = <0,001) e
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todos os parametros celulares avaliados no espermograma (p <0,05) (Tabela 2) e

correlacao positiva entre Tfs, IF e PS (Tabela 4).

A relacéo de Tfs com motilidade total de espermatozoides e indice de fertilidade
pode ser explicada em até 70,1% (R?) e 61,9%(R?) dos casos, respectivamente, pelo
modelo de regressao linear. Isto reforca a hipotese de sua possivel associagcdo com
elementos do PS.

Os niveis de Tfs aqui obtidos foram menores na popula¢édo urémica hemodialitica
em relagdo ao grupo controle(tabela 2), conforme estudos anteriores realizados por
diferentes pesquisadores em populagdes ndo-urémicas que compararam pacientes com
suspeita de sub / infertilidade controles. (Kosar et al. (100), 58,1 + 14,4 pg / ml versus
108,4 + 17,5 ug / ml; Bharshankar e Bharshankar(101) 2,63 + 1,76 mg / dl vs 5,35 +
2,07 mg/dl 91 £ 51 pg/ ml e Saeed et al. (102), 54,0 ug / ml (50,0-60, 0) vs 74,0 ug /
ml (69,0-80,0).

A diminuig&o dos niveis médios de Tfs em homens com suspeita de infertilidade
e sua correlagdo com SP observada em diferentes estudos parece ser multifatorial,
com participacdo de fatores genéticos, hormonais, inflamatérios, imunoldgicos e
oxidativos(103).

Por esta razdo as alteracfes seminais nos niveis de Tfs presentes no grupo
de paciente estudado podem ser parcialmente justificadas (hip6teses) por alteracbes
importantes nos mecanismos auto regulacdo autocrino / paracrino de interacdo entre
CG circundantes, CS e CL promovidos por estes fatores conforme proposto por
Skinner e Griswold(104).

A acéo de citoquinas produzidas pela inflamagé&o sistémica cronica e estresse
oxidativo(33) frequentemente observada nestes pacientes tém efeitos variados. As
citocinas atuando sobre complexos proteicos denominados elementos sensiveis a
ions e proteinas reguladoras de ions (ESls / PRIs), podem estar envolvidas(33). Estas
proteinas sao responsaveis pela regulacdo pos-transcricional das proteinas ligadas a
absorcado (receptor de transferrina-RTfl), armazenamento (ferritina) e quando
alteradas, promovem mudancgas nos niveis de ions de ferro intracelulares com efeito
téxico nas células germinativas(33).

A regulacado da expressao de RTf1 e sintese de ferritina citosélica depende da
intensidade de intermolecular interacdo do complexo ERIs / PRI modulado pela
concentragao intracelular de ions de ferro(105).
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Niveis de ferro livre intracelular aumentados levando ao aumento da

peroxidacdo lipidica com alteracdes de esperma morfofuncionais pode explicar
parcialmente as alteragdes seminal observada(106).

Outra evidéncia da relacdo da Tfs com PS e fertilidade € encontrada em
estudos clinicos de receptores de transferrina solluveis (RTf1-S) por interferem no
controle intracelular do ion ferro. Zalat et al. (107) e Bosmans et al. (108) estudaram
a associacao entre niveis seminal de RTfl-S e niveis de Tfs em amostras de
pacientes sub / inférteis com alteracbes graves e variadas identificadas no
espermatozoide. Eles descobriram que os pacientes com alteracfes de fertilidade
diminuiram significativamente (p <0,05) niveis de RTf1-S e Tfs em relacao a individuos
saudaveis e tiveram uma correlagdo significativa (p <0,05) dos parametros
RTf1-S e Tfs (motilidade, vitalidade, densidade e morfologia do esperma).

Estes fatores (uremia, inflamacéao, estresse oxidativo) podem interferir isolados
ou associados, direta ou indiretamente no mecanismo complexo da espermatogénese,
alterando a sintese, secrecdo ou funcédo de proteinas reguladoras importantes dos
niveis intracelulares de ions ferro (Fts, RTfl )(109). Ou alterando o complexo
mecanismo de tolerancia imune que confere privilégios imunol6égicos aos
testiculos(110) .

5.4 INFLAMACAO SISTEMICA VERSUS PARAMETRO SEMINAL, INDICE DE
FERTILIDADE, FERRITINA E TRANSFERRINA SEMINAL

A inflamacéo sistémica cronica(ISC) é uma caracteristica basica da DRC e é
resultado do aumento dos niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias, como IL 6,
TNF-a e proteina de fase aguda como PCR e fibrinogénio(8), sendo considerada a
DRC um estado inflamatdrio crénico de baixo grau(8).

A ISC e EO afetam 40-60% dos pacientes com DRCH(111) e podem
contribuir para alterar os niveis de Fts e Tfs(112, 113).

E aceito que a IS esteja associada ao aumento da sintese e secrecdo de

citocinas proé-inflamatdrias intratesticulares por estimulacdo de macrofagos, CS e CL



51
resultando em alteracbes ndo permanentes no PS (subfertilidade e infertilidade),

evidenciadas em modelos animais e estudos em humanos(114).

H& entendimento suficiente que a infeccdo / inflamagc&do do trato genital
promovem a elevacdo de citocinas no plasma seminal e baixa qualidade de PS
conduzindo condicao clinica de sub / infertilidade(115).

Estudo experimental em roedores demonstrou que II-6 secretada pela CS
estimula a producéo de Fts intratesticulares(116).

Em modelo animal, a indugdo de IS por injecdo de lipopolisacarideos (LPS)
promove elevacdes ndo permanentes de citocinas pro-inflamatorias (TNFa,
interferon gama [IFNy], IL-6, IL-12, IL-17 e IL-23) (117). A diminuicdo dos PS e
elevacao de marcadores de peroxidacgdo lipidica duraram até 30 dias apos a inducao
inflamatéria, retornando aos valores normais posteriormente(117).

Em humanos, Qian et al(118) verificaram a relag&o entre diferentes citocinas
nas amostras de sémen de 57 pacientes com infertilidade, identificaram uma
diminuicdo do SP e nivel significativamente maior de IL-23 neste grupo quando
comparada com grupo sadios, respectivamente,11,14 pg / mL versus e 5,87 pg / mL,
p <0,001) e correlac@es positivas das IL-6, IL-8 e TNF-a com PS.

Kokabet et al(119) verificando se concentragdes de IL-6 e IL-8 e nimeros de
leucécitos seminal estavam relacionados a infec¢do por clamidia em populacdo de
255 homens com infertilidade. Verificaram significativos niveis elevados de IL-8, mas
nao a IL-6, em pacientes com infeccdo por trachomatis quando comparados com
pacientes ndo infectados e correlagcdo significativa (p<0,05) entre a infecgdo por
trachomatis e motilidade espermatica e nimero de leucécitos seminais.

Os indices de fertilidades aqui encontrados foram significativamente menores
(p<0,001) nos subgrupos de casos em relagdo ao grupo controle 0,66 (0,33) (grupo
1) e 1,05 (1,3) (grupo 2) versus 5,54 (1,3) (grupo 3).Este resultado € corroborado por
estudo de Xu et al(67) em populacdo urémica, encontraram resultados semelhantes:
0,68 (2,08) para o caso e 7,7 (13,51) para o controle.

O IF e Tfs séo indicadores utilizados desde década de 80 em estudos de
pesquisa de pacientes suspeitos de sub / infertilidade com alteracdes de PS.

Os niveis de Tfs significativamente menores(p<0,001) nos subgrupos de caso
em relagdo ao grupo controle 37,90 + 06,22 (grupo 1), 42,35 = 09,46 (grupo 2)
versus 73,32 + 06,81 (grupo 3) sédo corroborados por estudo de Bharshankar e

Bharshankarem populagdo ndo urémica(101). Estes encontraram concentracao
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média de Tfs em individuos férteis (5,35 mg / dl = 2,07) e normozoospermatico (4,63

mg / d £ 250), significativamente maior (p<0,001) em relacdo a
oligozoospermaticos, azoospermia e pos vasectomizados.

As razfes para os niveis diferenciados de Tfs nestes grupos de pacientes néo
sdo bem claras, mas € hipotetizado que seja devida acdo da IL-6 testicular,
reduzindo a secrecéo de transferrina nas células de Sertoli(120).

Outra possivel explicacdo para alterar os niveis de Tfs é acdo de citocinas
nos compartimentos intratesticulares, causando efeito supressor ou estimulador
dependendo do tipo e concentracdo intratesticular da citocina envolvida, da célula
secretora e célula estimulada(121). Sabe-se que a IL-6 induz a sintese de Tfs pelas
células de Sertoli e suprime as células germinativas, contribuindo para baixa qualidade
seminal encontrada(122).

Esta possivel acdo da IL-6 foi comprovada no estudo Elhija et al(123). Eles
induziram infeccédo / inflamacéo sistémica em roedores por injecao intraperitoneal de
lipopolisacarideos e evidenciaram elevacédo intratesticular da IL-6 e aumento da
sintese de Tfs.

Com relacdo a Fts poucos estudos revelam seu comportamento frente a
inflamacéao/infeccdo no trato reprodutivo.

Wan et al(124) investigando associacado entre infeccdo por clamidia
trachomatis e os conteudos de Fts, B-2-microglobulina e proteina total em plasma
seminal de 30 homens férteis (grupo normal) e 62 homens inférteis infectados por
clamidia trachomatis. Encontraram maiores concentracdes das proteinas investigadas
no grupo infectado em comparagé@o com controles saudaveis.

Silva et al(125) estudando o efeito da inflamac&o sistémica no nivel de
ferritina seminal em paciente renal cronico submetido a hemodialise, utilizando
metodologia similar, examinou uma amostra de 60 pacientes em HD, ndo encontraram
diferencas significativas ou correlacbes dos niveis de Fts em pacientes com
inflamacdo, sem inflamacdo e controles (p> 0,05). A dissonancia quanto o
comportamento dos niveis seminais da ferritina frente a inflamagédo nos estudos
anteriores de Wan e Silva, possivelmente pode ser justificada porque o primeiro foi
conduzido em situagéo clinica aguda ou subaguda de infec¢do local e o segundo ja
com mecanismos adaptativos a ISC.

A interacdo do bindmio interativo inflamacgéo/infeccdo no trato urogenital €

aceita como fatores importantes na instalacdo de quadros clinicos de
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subl/infertilidade (126). Esta interacdo resulta em relacdo inversa entre o nivel de

citocinas seminal alterados pela infeccao/inflamacgéo do trato genital e qualidade
seminal representada por altera¢cées morfofuncional dos espermatozoides e reducao
da fertilidade associada(120).

ApoOs contribuicdo reconhecida do fator urémico na baixa qualidade seminal
em pacientes com DRC (66, 67), enfatiza-se as contribuicbes dos fatores oxidativos /
inflamatorios pelas alteracdes seminais observadas(66, 67).

O paciente hemodialitico EO e ISC que se inter-relacionam, contribuindo
enormemente para superproducéo de RLs e seus efeitos deletérios sobre CG(12).

Esta acdo € atribuida a capacidade dos EROs/RLs de ativarem fatores
nucleares, como o fator nuclear kappa beta (FN-kB), indutor da sintese de citocinas
pré-inflamatérias, como a IL-6, TNFa e proteinas de reacdo de fase aguda, como
fibrinogénio e PCR (127).

Além de indutor inflamatoério, os RLs tém uma contribuicdo direta importante
nas mudancas de PS, pelos seus efeitos peroxidativos sobre substanciais que
compdem a integridade estrutural e funcional dos espermatozoides como proteinas,
glicogénio, lipidios e componentes da molécula de DNA(127). Estes efeitos isolados
ou combinados podem justificar em parte as alteragcbes morfuncionais das células
reprodutivas encontradas no caso sub / infertilidade masculina(12).

Nao é incomum associacao entre ISC e diferentes estados de DRC/HD(8). A
hipercitokinemia gerada no paciente em HD pode afetar profundamente a
permeabilidade vascular testicular e alcancar o compartimento intersticial e epitelial
dos tubulos seminiferos , promovendo alteracbes importantes nas células
reprodutivas(128).

A hipercitokinemia do processo inflamatorio crénico nos pacientes HD altera
complexas interagbes moduladoras entre mediadores imunologicos, oxidativos e
inflamatorios responséveis pela manutencdo em equilibrio do micro ambiente do
epitélio seminifero, podendo levar a disfuncdes espermaticas observadas(120).

Isso causaria mudangas profundas na fisiologia da BHT (alteracdo de
permeabilidade), deixando ultrapassar citocinas e outras substancias sinalizadoras
de macréfagos testiculares a produzirem diferentes citoquinas pré6 e anti-
inflamatorias(129), destruicdo/desregulacdo dos sistemas locais paracrino /
autocrino(31) e outros mecanismos responsaveis pela manutengdo da condicdo

testicular imunoprivilegiada(95).
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Assim, ndo podemos afirmar que as diferencas significativas encontradas nos

PS entre caso e grupo controle (p<0,001); nem o impacto do fator inflamatério néo
evidenciado nos subgrupos de casos (grupos 1 e 2) sobre IF, perfil hormonal e Tfs (p>
0,05) (Tabela 2) sejam atribuidas unicamente ao fator inflamatdrio sistémico.

A auséncia de correlacdo do fator inflamatério com IF e Tfs (Tabela 4) reforca
a hipdtese da etiologia multifatorial das alteracbes seminais evidenciadas nestes
pacientes.

Em relagcdo a este subtema, nossos estudos sugerem que o fator inflamatorio
analisado isoladamente ndo tem impacto e ndo esta associado ao indice de fertilidade

ou nivel Tfs em paciente HD em investigacao de sub/infertilidade masculina.

5.5 PARAMETROS HORMONAIS VERSUS PARAMETRO SEMINAL, FERRITNA E
TRANSFERRINA SEMINAIS

A medida que a DRC avanca, desencadeiam-se respostas fisiolégicas que
perturbam atividades de outros 6rgdos e sistemas(88), principalmente no sistema
enddcrino, sendo mais evidente no estagio 5 ou hemodialitico)(88).

A reducdo na funcédo renal pode afetar os niveis  hormonais de varias
maneiras(130):

-Alteracdo na metabolizacdo ou excre¢ao dos hormdénios pelos rins;

-Mecanismos de feedback sensiveis sdo desestabilizados pela DRC; e

-Alteracdo na concentracdo dos niveis séricos de proteinas de transporte
pela disfuncdo renal existente.

A hiperprolactinemia e o hipogonadismo sao disturbios enddcrinos significativos
gue ocorrem na configuracdo em estagios finais da DRC(5).

Os hormoénios hipotalamicos(FSH e LH) e principalmente a TT regulam a
sintese de Fts e Tfs pelas CS e testosterona nas CL a nivel testicular por mecanismos
de feedback testicular e hipofisarios(131).

Assim, alteracdo do perfil hormonal sérico pode, em tese, interferir direta ou

indiretamente na qualidade do PS e niveis de Fts e Tfs seminais.
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O Tabela 7 abaixo mostra o parametro hormonal de pacientes RCHD em

relacdo a populacdo ndo urémica evidenciados em estudos mais recentes. Mesmo
sem considerar a possivel influéncia do fator inflamatério nestes estudos clinicos,
percebe-se, a excecdo dos nivel sérico médio do FSH que foi normal no estudo
Eckersten e dos niveis de TT aqui encontrados dentro dos limites de normalidades,
nossos resultados seguem o padrdo comumente observado em pacientes
portadores de DRC em estagio terminal, ou seja: niveis elevados de FSH, LH, PRL
e baixa testosterona (hipogonadismo)(131).

Tabela 7 - Parametros hormonais de hemodialiticos crénicos versus pacientes saudaveis
evidenciados no estudo atual e anteriores

Parametros hormonais

Estudos FSH LH Testosterona Prolactina
VR=0,7-11,1 VR=0,8-7,6 VR= 241 - 827 VR=2.1-19,0
Atual
(2016) 06,30+ 01,21 n 15,91+ 02,62 1 411,03+58,88 n 16,38+ 02,92 n
Lehtihet(66) 14.95+6.99 1 18.32+9.50 1 92,6+10,2 | 19.03+2.13 1
(2015) p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Eckersten(132) 4.52+2.46n 8.87+8.57 1 125,0+51,7 | 89.7+22.91
(2015) p>0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05
Zedan(49) 9.846.8 1 15.9+35.6 1 119.549.9 | 33.3+x44.4 (1)
(2013) p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
Long-Gen(68) 1493+3.041 1453+2.701 166.68 +46.66 | 29.23+11.361
(2009) p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

FSH- horménio foliculo estimulante em muUIl/ml; LH- horménio luteinizante em muUl/ml; 1- elevado;
ldiminuido; VR-valor de referéncia; n=normal
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Na DRCH, a secrecéo pituitaria de LH mantém seu carater pulsatil(ciclico), mas

a amplitude dos pulsos é diminuida (5). Os niveis basais de LH séo elevados, devido
em parte ao feedback de baixos niveis de testosterona e, em parte, a reducao
da depuracéo renal(5). Além dessas mudancas secretoras, a sinalizacdo normal do
horménio luteinizante é inibida na DRC(133). O grau de desregulacdo endocrina dos
doentes DRCH é proporcional a reducéo da taxa de filtracdo glomerular (GFR) (133).

A deficiéncia de testosterona (ou hipogonadismo) é outra condicdo frequente
em pacientes com DRC, particularmente naqueles que recebem dialise(134).

No presente estudo a amostra eugonadica de conveniéncia de doentes renais
cronicos hemodialiticos a principio afasta viés de hipogonadismo clinico com
interferéncia na avaliacdo dos niveis seminais das proteinas estudas (Fts e Tfs) e
PS sensiveis as variacdes dos niveis de testosterona sérica. Por outro lado, ndo afasta
integralmente casos borderlines ou subclinicos talvez presentes na amostra
estudada(135).Estudos sugerem que 40-60% dos pacientes com hemodialise
exibam hipogonadismo(6, 134) e cerca de 15-40% acometem aqueles com DRC em
estagios 1-4(136).

Esta prevaléncia hipogonadismo clinico neste grupo de pacientes séo
notavelmente superior a taxa geral da populacéo(134).

Contribuem na etiologia do hipogonadismo masculino a insuficiente
estimulacdo das gonadotropinas hipofisarias, decréscimo de producéo de testosterona
com a idade e aumento plasmatico da globulina transportadora de horménio
sexual(GTHS)(134).

Com o aumento da longevidade populacéo dialitica também contribui, em parte,
para reducdo dos niveis de testosterona(hipogonadismo) e exacerba os efeitos
evolutivos da DRC(137).

O hipogonadismo central( distarbios de liberacdo e secrecdo das
gonadotrofinas)(138), resposta embotada a nivel das CL a estimulos do LH
hipofisario(139), reduzido tamanho testicular(77) associado a anormalidades
histologicas identificaveis a nivel dos tubular seminifero como fibrose intersticial e
areas de calcificagcdo, concorrem fortemente para hipotese de faléncia
testicular(hipogonadismo primario) nos portadores de DRC(136).

A hiperprolactinemia € outra alteracdo endocrinolégica presente em DRC,

principalmente naqueles que recebem dialise, com prevaléncia ndo desprezivel de
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30-65%(140). Admite-se que este excesso de PRL €é devido a uma combinacdo de

diminuicdo do clereance renal e aumento da sintese de PRL hipofisaria promovidas
pelas alteracdes neuroenddcrinas presentes no DRCH(140).

O presente estudo apresenta as seguintes limitacbes que devem ser
consideradas na analise e interpretacdo dos resultados aqui obtidos: amostra
reduzida; utilizacdo da PCR sérica como marcador inflamatoério inespecifico e

auséncia de mensuracao da capacidade total antioxidativa do plasma seminal.
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6 CONCLUSOES

v Ainflamacéo sistémica definida pelo nivel sérico da proteina c reativa analisada
isoladamente  parece ndo afetar significativamente os niveis de
ferritina/transferrina seminal. Mas a transferrina seminal parece estar associada
positivamente com parametros seminais e indice de fertilidade, sugerindo
possivel efeito protetor sobre qualidade seminal, podendo ser til na avaliagédo
inicial de paciente renal crébnico em hemodidlise com suspeita clinica de

subl/infertilidade por alteracédo na qualidade seminal;

v' A concentracdo média (ng/ml) de ferritina e transferrina seminal em homem
adulto renal croénico hemodialitco com e sem inflamagdo foram,
respectivamente:

v’ 215,47+47,77; 237,68+52,49 versus 37,90 +06,22; 42,35+09,46;

v' Os parametros avaliados nos pacientes renais cronicos hemodialiticos foram
significativamente menores em relacdo ao grupo controle, excetuando-se a

globulina (parametro bioquimico) e a ferritina seminal que foram similares;

v A inflamacdo sistémica definida pelos niveis séricos de PCR analisada
isoladamente parece nado interferir significativamente nos parametros
(bioguimicos, seminal, hormonal), indice de fertilidade e niveis seminais de
ferritina e transferrina) em homem adulto renal crénico hemodialitico. Mas estes
parametros foram significativamente menores no grupo caso em relacdo ao

grupo controle, sugerindo contribuicdo de outros fatores para estas diferencas;

v" A PCR sérica ndo esta associada a ferritina e transferrina seminal, indice de

fertilidade, parametros seminais ou perfil hormonal; e

v' Transferrina seminal parece estar associada ao indice de fertilidade e parametros

seminais.
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ANEXO A - ESPERMOGRAMA METODO MANUAL (OMS 52Ed., 2010)

A-Exame Macroscopico

A.l liquefacéo

Processo enziméatico promovido principalmente pela enzima antigeno prostatico
especifico (PSA). A amostra seminal foi deixada a temperatura ambiente (37 °C) por

30 minutos até liquefacdo completa;

A.2 Viscosidade

Foi avaliada ap6s a liquefacao, com o auxilio de uma pipeta sorologica de 5
ml. A viscosidade é considerada foi quando o fluido seminal liquefeito sai da
pipeta por acdo somente da forca da gravidade, goteja ou forma um filamento com

extensao inferior a 2 cm;

A.3 Aspecto

E modificado & medida que os processos de coagulacdo e liquefacéo
acontecem. Imediatamente apd6s a coleta, a amostra seminal tem aspecto
heterogéneo, espesso e gelatinoso, tornando-se opalescente, homogéneo e mais

fluido apds a liquefacgéo;

A.5 pH seminal

E resultado da mistura das secrecdes das vesiculas seminais (pH alcalino) e
da proéstata (pH acido). Foi determinado por papel de indicador de pH. Valor normal
no seminal é = 7,2;

A.5 Volume

Com auxilio de uma pipeta soroldgica graduada de 5 ml, com intervalo de 0,1

ml, mede-se o volume, aspirando-se toda amostra colhida apos a liquefacao.
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B- Exame Microscopico

B.1 Agregacéo e aglutinagéo

20 pL do sémen liquefeito s&o colocados sobre uma lamina de microscopia e
recobertos com laminula e avaliada sob microscopia 6ptica com contraste de fase
utilizando magnificacdo de quatrocentas vezes. Podemos observar espermatozoides
imoveis aderidos a células ou febris celulares (agregacdo) ou espermatozoides
aderidos uns aos outros (aglutinados);

B.2 Motilidade

Foi definida como o movimento espontaneo dos espermatozoides. Uma
aliquota do sémen liquefeito foi avaliada sob microscopia 6ptica de contraste de fase
com aumento de duzentas vezes a temperatura 37 °C. Foram classificadas em trés
padrbées de motilidade segundo (OMS, 2010):

-Motilidade progressiva (PR): espermatozoides se movem ativamente, de forma
linear ou em circulo grande, independentemente da
velocidade;

-Motilidade nao progressiva (NP): todos os outros padrbes de motilidade com
auséncia progressdo. Movimentam-se em pequenos
circulos, a forca flagelante dificilmente deslocando a
cabeca, ou quando apenas a batida flagelar pode
ser observada; e

- Imoveis (IM)

Quando se discute a motilidade dos espermatozoides, € importante

especificar a motilidade total (PR + NP) ou motilidade progressiva (PR) (OMS, 2010).

B.3 Concentracao

A contagem dos espermatozoides foi realizada em cémara de Neubauer

modificada e determinada, contando-se o nimero de espermatozoides presentes
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nos 25 quadrados grandes (cinco fileiras) das duas camaras, obtendo-se a média
entre as duas contagens. Utilizou-se microscopia Optica comum com magnificacdo
de duzentas vezes para a observacdo dos espermatozoides. Validaram-se os
resultados com diferenca entre as contagens das duas camaras <1/20 da sua soma.
A concentracdo de espermatozoides em milhdes por mililitro de sémen (x108 por ml)
€ resultante da média daqueles contados pelo fator de diluicdo da camara.

A contagem total de espermatozoides (do ejaculado) foi obtida multiplicando-
se o valor da concentracdo de espermatozoides pelo volume da amostra seminal,

expresso em milhdes de espermatozoides por volume ejaculado.

B.4 Morfologia

A morfologia € definida com base na forma e pelo aspecto dos
espermatozoides segundo critérios de Kruger definidos como padrdo de
normalidade: cabeca de forma oval e lisa (possuindo de 5 ym a 6 uym de
comprimento e de 2,5 a 3,5um de largura; acrossomo compreendendo de 40% a
70% do segmento cefalico e peca intermediaria com menos de 1 ym de largura e
comprimento aproximado de 1,5 vez o tamanho do segmento cefalico e sem
apresentar defeito. Cauda deve ser uniforme, mais fina que a peca intermediaria,
comprimento aproximado de 45 ym, sem defeito, enrolada, quebrada ou curta. As
formas limitrofes foram consideradas anormais.

A analise da morfologia foi realizada preparando-se um esfregaco com 5 ul de
sémen liguefeito em uma lamina de microscopia previamente limpa com alcool 70%,
fixada primeiro com metanol e corada seguidamente por Eosina e Nigrosina
(contrasta  as células do fundo claro do microscopio) e contagem minima de
duzentos espermatozoides classificados como normais e anormais.

-Forma normal avaliou-se as dimensfes e 0 aspecto dos espermatozoides sob
magnificacdo de mil vezes (imersdo), com o auxilio de um micrébmetro acoplado a
ocular do microscopio 6ptico. O resultado é expresso em porcentagem de formas
ovais normais;

-Formas anormais, calculou-se o percentual de espermatozoides exibindo defeitos
no segmento cefalico, peca intermediaria, cauda e aqueles com excesso de

citoplasma residual.



69
B.5 Vitalidade

Foi determinada pela propriedade do corante eosina de sé corar
espermatozoides mortos cujas membranas nédo estdo intactas (espermatozoide
corado de rosa). Duzentos espermatozoides foram avaliados utilizando-se
microscopia optica com objetiva de imersdo (magnificagdo de mil vezes). Este teste

s6 foi verificado para amostras mais de 60% de espermatozoides imoveis.

B.6 Leucdcitos

Uma aliguota de sémen liquefeito é incubada com reagente contendo agua
oxigenada. Em seguida s&o analisadas pelo menos duzentas células entre elas a
porcentagem de células peroxidase positivas. A concentragcdo de neutrofilos foi
calculada, multiplicando-se a concentracdo de células redondas (x10%/ml) pela

porcentagem de neutréfilos (células peroxidase positivas).
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Titulo da Pesquisa: Efeito da Inflamacao Sistémica na Qualidade do Sémen de Pacientes Renais Cronicos
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.552.346

Apresentacao do Projeto:

De acordo com o pesquisador:

Resumo:

A disfuncao gonadal (DG) e uma condicao clinica observada no curso de muitas doencas agudas ou
cronicas como resultado da acao de toxinas endégenas ou exégenas, processos inflamatérios geradores de
citocinas e acumulo sérico de certas substancias seja por alteracao do clearance; seja pela inativacao
deficiente por 6rgaos ou sistemas competentes. Quaisquer das fontes promovem disfuncao gonadal por
interferéncia direta ou indireta no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal com reflexo direto nos horménios
séricos. Uma parcela importante de doentes renais cronicos (DRC) terminais padecem desta entidade por
estarem submetidos a uremia permanente e a processo inflamatério cronico sistémico que alcanca 40 a
70% deles denunciado pela presenca elevada da Proteina C Reativa (PCR) e varias citocinas. A DG
masculina neste grupo de paciente e estudada sob a ¢tica das alteragoes séricas dos niveis hormonais com
seu reflexo na qualidade do sémen, sem quantificar a possivel contribuicao de alteracées intratesticulares
promovidas pela acao direta destes fatores sobre a glandula. Excluindo-se o fator urémico por ser uma
condicao permanente e comum a todos DRC e a inexisténcia de algum marcador intraglandular ligado a
esta condicao clinica, resolveu-se investigar a possivel contribuicdo das alteragées intratesticulares para
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instalacao da disfuncao testicular promovidas pela inflamacao sistémica, analisando-se no sémen duas
proteinas secretadas pela glandula envolvidas no metabolismo de ferro, sensiveis aos efeitos da inflamacao
e com funcgoes fisiolégicas locais importantes no processo complexo de espermatogéneses: a transferrina
seminal (Tfs) e ferritina seminal (Fts). Para tanto, hipotetiza-se que o fator inflamatorio sistémico pode alterar
os niveis intratesticulares destas proteinas e explicar parcialmente as alteracoes espermaticas encontradas
nestes pacientes, contribuindo para o melhor entendimento do complexo mecanismo de DG, especialmente
a infertilidade. O estudo sera realizado nos pacientes do sexo masculinos cadastrados no Servico de
Hemodialise (SH) do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e os exames laboratoriais realizados no
Laboratério de Analise Clinica (LAC) do mesmo hospital.

Metodologia Proposta:

O estudo a ser realizado em 80 pacientes do sexo masculino cadastrados no Servico de Hemodialise (SH)
do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) ha mais de seis meses. Todos os exames laboratoriais do estudo
serao realizados no Laboratério de Analise Clinica (LAC) do mesmo hospital.

1. Amostras, estudo e selecao, utilizando-se como amostra, paciente Renal Cronico Hemodialitico(RCHD)
do sexo masculino e usuario do SH do HUB que aceitar espontaneamente participar do estudo conforme as
normas éticas vigentes.

A amostra sera constituida de 60 casos de RCHD, com idade entre 18 a 60 anos, subdivididos em
subgrupos de pacientes com e sem inflamacao segundo nivel sérico de PCR > 5mg/ml e nao inflamado, <
5mg/ml, respectivamente, conforme sugerido pela K/DOQI/2006(20)- Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative-Plano de Qualidade dos Desfechos das Doencas Renais da Fundacao Nacional do Rim.

E 20 casos controles constituidos de pacientes saudaveis, de mesma faixa etaria, sem nenhuma
comorbidade clinica conhecida, afastando-se status inflamatoério na investigacao clinica, considerando-se
PCR plasmatica 3,0 mg/I.

Critério de Inclusao:

1. RCH de idade entre 18 e 60 anos ha mais de seis meses em hemodialises; 2. Auséncia de hepatopatia
aguda ou cronica;

3. Auséncia de sinal clinico/ laboratorial de infeccao/inflamacao aguda ou cronica: HbsAg (+), VHC(+),
HIV(+), infeccao do acesso; e

4. Auséncia de Traumatismo testicular recente, infeccao genito urinario, prostatitis, orquiepididimites e

vasectomizados.
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Critério de Exclusao:

Dar-se-a pelo nao enquadramento no item 1 ou a presenca de pelo menos uma condicao contida nos itens
de inclusédo de 2 a 4

Metodologia de Analise de Dados:

Apos aplicar teste de normalidade nas diferentes varidveis amostral (Shapiro-Wilk), verifica-se- a se ha
relacao entre os niveis de Fts e Tfs seminais

de paciente com e sem inflamacéao com as diferentes variaveis qualificadoras importantes do sémen,
utilizando-se os testes de Spearman ou Pearson conforme distribuicdo de normalidade encontrada. Para
verificar se ha diferencas entre trés varidaveis quantitativas independente(teste de Kruskal-Wallis); com duas
variaveis (teste de Mann-Whitney. Considera-se-a estatisticamente significante p < 0,05 para rejeitar
hipotese nula.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Geral: Verificar se a inflamacao sistémica e capaz de alterar a qualidade do sémen de paciente renal cronico
hemodialitico através da mensuracao dos niveis de ferritina e transferrina seminal.

Objetivo Secundario:

a) Determinar a concentracao media de ferritina/transferrina seminal em homem adulto saudavel e renal
cronico hemodialitico com e sem inflamacao;

b) Comparar os niveis de ferritina/transferrina seminal entre pacientes renais cronicos hemodialiticos com e
sem inflamacao; e

c) Correlacionar os niveis de ferritina/transferrina seminal com os parametros numéricos e funcionais do
espermograma

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Segundo o pesquisador:

1. Eventual risco decorrente de sua participacao na pesquisa e mancha roxa no local que e controlada pela
compressao e gelo local; e 2. Outros eventuais danos em dimensoes, psiquica, moral, intelectual, social,
cultural ou espiritual serao minimizados ou excluidos por esclarecimentos de entrevista: antes, durante e
depois da realizacao da pesquisa.

Beneficios:

Melhor entendimento da participacao do fator inflamatério no complexo mecanismo de infertilidade

masculina com vista ao estabelecimento de futuras estratégias terapéuticas que minimizem esta condicao.
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Background: to verify the association of seminal parameter (SP) and Pessoa, Paralba, Brazil
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Results: There were significant differences between cases and con-
trol (Table 1) in SP (p = 0.000), sex hormone (p = 0.000) and FI [0.85
(0.57) vs 5.54 (1.3), p=0.000]. There was no difference between cases
and control (Table 1) in SF levels (226.45 + 51.03 vs 241.52 + 30.52,
p = 0137) and age (49.47 556 vs 4790 + 6.22, p=0.229). There
was no correlation (Table 2) between SF and FI (r = 0.049, p = 0.711)
and SP (p> 0.05).

Conclusion: The results suggest that SF is not associated with
changes in seminal parameters in patients undergoing chronic he-
modialysis, and is not useful singly for initial evaluation of seminal
parameters.
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Introduction

Subfertility and infertility in patients with chronic
kidney disease (CKD)/hemodialysis (HD) is frequently
encountered, presenting as a reduction in one or
more seminal parameters (SP) (concentration, mo-
tility, morphology, and vitality of spermatozoa) [1].
Semen quality is the result of the synchronic interac-
tion of several factors involved in the complex sper-
matogenesis process, including genetic, hormonal,
immunological, oxidative, and inflammatory factors
[2]. DRC/HD is characterized by an increase in oxida-
tive stress (OS) and inflammation [3]. Is accepted the
association between OS and increased synthesis of
proinflammatory cytokines such as interleukin-6 (IL-
6), tumor necrosis factor a (TNF-a) induced by the
activation of nuclear factors such as kappa nuclear
factor B (FN-kB) [3]. Or activator protein-1 (PA-1) [3]
and consequent elevation of acute phase reaction
proteins such as fibrinogen and C-reactive protein
(CRP), suggesting that CKD is a low-grade chronic
inflammatory state [4]OS is one of the main factors
responsible for subfertility and infertility in humans
[5]. Evaluation of seminal SO is usually performed
by measuring the total antioxidative capacity of the
semen (evaluating the enzymatic and non-enzyma-
tic systems) or individualized lipid peroxidation by-
products, such as malonaldehyde (MDA), protein
(carbonyls), nucleic acids (oxidized nitrogen bases),
and carbohydrates (glycosylation products) [6]. Few
studies have separately evaluated seminal OS via the
non-enzymatic antioxidant system.

The different isoforms of ferritins, in addition to
the intracellular iron ion storage function, they are
admitted antioxidant function by controlling the
iron ions in the intracellular environment by chela-
tion mechanism [7].

Objective

Considering the low quality of semen observed
frequently in CKD/HD patients, it was decided to
verify the possible association between seminal fe-
rritin (SF) levels and seminal parameters in patients

2
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on chronic hemodialysis, hypothesizing possible SF
antioxidative activity.

Methods

Recruitment, inclusion and exclusion
Prospective study of prevalence in the Hemodialysis
Sector of the University Hospital of the University
of Brasilia, between July 2016 and December 2016,
after approval by the Research Ethics Committee of
the Faculty of Health Sciences of the University of
Brasilia under number 53172316.9.0000.0030. In-
clusion criteria were: age between 18 to 60 years,
has been in HD for more than 6 months (cases) and
absence of acute or chronic liver disease. Exclusion
criteria were the presence of hemochromatosis or
diseases of iron metabolism. Were not included in
the study patients with hypogonadism and clinical
conditions that could alter SF levels such as re-
cent history of genitourinary tract infection, clinical
signs of acute or chronic infection/inflammation,
positive serology for hepatitis B, C and HIV, vascu-
lar access infection, leukocytosis, fever, hypoprotei-
nemia. Sample consisting of 60 men (case) in high
flow HD by vascular fistula access, 3x week with
duration of 4 hours/HD session and 30 healthy
men (control) from the health promotion outpa-
tient clinic of the same hospital with normal renal
function, this is, above 90mls/min/1.73m?2 and a
normal CRP value (<1 mg/L) considered for a low
cardiovascular risk [8].

Routine collection of blood and semen

The blood sample for analysis was collected from
the arteriovenous fistula immediately before the
first weekly hemodialysis session in the case group
and on a previously scheduled day for the control
group, always between 8:00 and 10:00 a.m. in the
clinical laboratory of the same hospital. Were mea-
sured SF, follicle-stimulating hormone (FSH); luteini-
zing hormone (LH); prolactin (PRL) and total testos-
terone (TT). On the same day of blood collection,
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the semen was collected by voluntary masturbation
in an appropriate environment at 37° C to perform
spermogram by manual method according to the
guidelines of the WHO laboratory manual for the
examination and processing of human semen 5t
ed [9] and seminal plasma preparation, centrifuging
at 3500 x g for 20 min after 30 minutes lique-
faction. The supernatant was collected into a new
tube and held at -20° C for the measurement SF.
SF and sex hormones (SH) were measured by enzy-
me immuno-chemiluminescence using the Immulite
2000/Siemens automatic analyzer. Specific kits were
used for quantification, as well as calibrators and
controls recommended by the manufacturer.

Fertility Index (FI)

IF was calculated according to Harvey [10] as fo-
llows: FI = sperm concentration (x 105/ml) x sperm
motility X percentage of spermatozoa with normal
morphology.

Statistical analysis

After the normal distribution curve of the sample
was verified by normality tests, for differences bet-
ween two independent quantitative variables was
used t-test and Pearson correlation analysis. Statisti-
cal significance was set at p <0.05 to reject the null

hypothesis. Used SPSS® for Windows, version 20.0

Results

There were significant differences between cases
and control (Tablel) in SP (p = 0.000), sex hor-
mone (p = 0.000) and FI [0.85 (0.57) vs 5.54 (1.3),
p=0.000]. There was no difference between cases
and control (Table 1) in SF levels (226.45 + 51.03 vs
24152 + 30.52, p = 0.137) and age (49.47 + 5.56
vs 4790 + 6.22, p=0.229).There was no correlation
(Table 2) between SF and FI (r = 0.049, p = 0.711)
and SP (p> 0.05).
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Table 1. Comparative evaluation of age, semen and
hormone parameters, index and ferritin se-
minal levels among groups case and con-
trol (x = sd).

Age (y) 4947 +556 4790 +6.22  0.229
f’n‘i?e” volume 133 4 0036 0277 044  0.000
Total motility . .

PR Npog 34000624 7131 £786  0.000
Sperm N N

Ttability (0 4749 £ 0731 6441 £289 0,000
Sperm density

o 108/mi) 1495 + 0618 5021 +857  0.000
Morphology ¢ 4 4 07.87 5976 + 1058  0.000
sperm (%)

FSH (miU/ml)  06.30 + 01.21 03.40 % 00.48 0.000
LH (mIU/ml) 1591 + 02.62 02.84 = 00.54 0.000
Testosterone 441 o3+ 58,88 510.60 + 92.56 0.000
(ng/dl)

Prolactin 16.38 + 02.92 05.86 + 01.93  0.000
(ng/ml)

Fertility index 0. 85(0.57) 5.54(1.3) 0.000
Ferritin seminal 0 /5 4 5103 241,52 + 3052 0137

(ng/ml)

PR: Progressive motility; NP: non-progressive motility;
FSH: follicle-stimulating hormone; LH: luteinizing hormone;
& t tests

Table 2. Correlational evaluation Pearson” between
seminal ferritin and seminal parameters in
group of case (p < 0.05 significative).

Seminal ferritin

Fertility index 0.049 0.711
Sperm motility -0.005 0.971
Sperm viability -0.088 0.504
Sperm density -0.007 0.960
Sperm morphology 0.003 0.980
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Discussion or more sites of the hypothalamic-pituitary-gonadal

The present study intends to add knowledge in the (HPG) axis promoted by factors such as uremia,
understanding of the changes observed in the sp OS. and pro-inflammatory cytokines generated
of patients with CKD, especially in HD, studying by CKD/HD [16]. The SH profile (Table 1) between
the possible association of SF levels with these al- €ase and control follows the previously described
terations, considering possible antioxidative activity Pattern, with significant differences between them
attributed to SF. This activity is due to its physio- (P=0.000). These results are corroborated by pre-
logical function of regulating intracellular iron jon  Vious reports [1, 17]. The absence of clinical hypo-
concentration, avoiding excessive formation of Fe*+ gonadism in the sample, in principle, removes the
by the reduction of free iron (Fe***) by anion (0,"), interference of the hormonal factor on SP, Fl, and
not favoring the biochemical reactions of Fenton SF levels.

and Haber-Weiss generating the hydroxyl radical (e

OH), most reactive of ROS responsible for peroxi- Fertility Index (Fl) and Seminal Parameters

dation of lipid, protein, glycides and fragmentation (SP)
of DNA[L1]. The Fl was significantly lower in the case group than

SF is an isoform of the different ferritins found in N the control group (p = 0.000). Our results are in
humans tissues, abundant in human seminal plas- 2greement with results obtained by other authors
ma; it is primarily produced and secreted (80%) by N Similar studies. Xu et al [18] in the study of the
Sertoli cells [12] sensitive to systemic or local inflam- Semen quality in (40) uremic patients, (40) trans-
matory changes [13]. planted renal patients, and (40) healthy and fertile

On the other hand, Spermatogenesis is an iron- MeN, found higher IF for healthy patients in relation
dependent process, because developing male germ O transplanted groups A and B and uremic, respec
cells undergo many mitotic divisions and require iron  tively, 13.02 (14.26); 5.53 (8.30); 9.27 (22.49) and
for DNA synthesis and cell growth, in particular for 023 (0.76). Xu et al. [19], evaluating the effect of
mitochondriogenesis. In addition, maturing sperma- Uremia on semen quality and reproductive function
tids and spermatozoa are extremely vulnerable to N 53 terminal uremic patients, comparing them
oxidative stress, implying a need for a well-balanced with controls of 46 fertile and 46 infertile men. They
iron homeostasis in the seminiferous tubule [14]. found that the motility, survival rate, density and
This may partially justify the high concentrations of Mmorphology of the remaining 46 uremic patients
this protein in seminal plasma. were significantly lower than controls. The uremic

The similar age between the groups studied (p patients presented IF 0.68 (208) significantly lower
> 0.05) ensures greater reliability in the interpreta- than the fertile 7.7 (13.51) and infertile 413 (5.77).
tion of the results and in the comparative statistical (Table 1)
analysis of the impact of age on outcome variable Although the antioxidative activity of ferritin is

[15]. admitted in thesis, its evidence in clinical practice is
guestioned, considering the limited number of stu-
Sex hormones (SH) dies about the theme. Kwenang et al. [20] analyzed

The most commonly observed male sex hormones levels of iron, copper, and ferritin in seminal plasma
(SH) profile in patients with CKD/HD is elevated from young healthy students (n=30) and infertility
serum levels of follicle stimulating hormone, lutei- (n=30) with severe teratospermia, and no significant
nizing hormone, and prolactin and decreased serum differences were found between them. However,
TT levels, in response to the inhibitory action in one  Ferreira et at. [21], analyzing the seminal plasma

4 This article is available at: www.intarchmed.com and www.medbrary.com
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oxidative/antioxidative capacity of 69 men with sus-
pected infertility and their association with iron and
SF levels, showed a positive correlation between SF
and total antioxidant capacity (p = 0.005) and a
negative correlation with OS index (p = 0.02, r =
-0.329). They concluded that the measurement of
SF can be useful in the evaluation of seminal oxi-
dative/antioxidative status in studies of fertility and
seminal oxidative stress.

The complex systemic inflammation and oxidative
stress affecting 40-60% of patients with CKD in HD
[22] is a clinical condition that can alter SF levels.
It is accepted that Sl is associated with increased
synthesis and secretion of intratesticular proinflam-
matory cytokines by stimulation of macrophages,
Sertoli cells, and Leydig cells with nonpermanent al-
terations in SP (subfertility and infertility), evidenced
in animal models and human studies [23].

Study experimental in rodents demonstrated
that 1I-6 secreted by the Sertoli cell stimulates the
production of intratesticular SF [24]. In the animal
model, the induction of systemic inflammation by
lipopolysaccharide injection (LPS) promoted unsus-
tainable elevations in proinflammatory cytokines
(TNFa, interferon gamma [IFNy], IL-6, IL-12, IL-17,
and IL-23). Decreases in SP and elevations of a li-
pid peroxidation marker (MDA) lasted up to 30
days after the inflammatory induction, with values
returning to baseline values later [25]. In humans,
Qian et al [26] verified the relationship between
different cytokines in the semen samples of 57
patients with infertility, identifying a decrease in
SP and a significant difference in IL-23 levels of
semen in the normal (5.87 pg/mL) and abnormal
(11.14 pg/mL) groups (p < 0.001), with positive co-
rrelations between IL-6, IL-8, and TNF-a. Kokabet
et al [27] evaluated whether IL.-6 and IL-8 concen-
trations and numbers of seminal leukocytes were
related to chlamydial infection in a population of
255 men with infertility. Significantly, increased le-
vels of IL-8, but not IL-6, were found in patients
with trachomatis infection when compared with
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uninfected patients, and there was a correlation
between trachomatis infection and lower progres-
sive motile sperm, as well as an increase in seminal
leukocytes.

Silva et. al [28] studying effect of systemic in-
flammation on level of ferritin seminal in chronic
renal male patient undergoing hemodialysis, using
similar methodology, examined a sample of 60
patients on HD and did not find differences or
correlations of SF levels among patients with in-
flammation, without inflammation, and controls
(p > 0.05). Wan et al. [29] investigated the asso-
ciation between chlamydia trachomatis infection
and the contents of seminal plasma ferritin, B-2-
microglobulin, and total protein in seminal plas-
ma of 30 fertile men (normal group) and 62 men
with infertility infected by chlamydia trachomatis.
They found higher concentrations of SF level in
the infected group compared to healthy controls.
It is plausible to hypothesize that disagreement is
apparent for the behavior of SF levels of inflam-
mation in the two previous studies. Silva et. al [28]
evaluated patients with chronic systemic inflam-
mation with consolidated adaptive process; Wan
et al. [29]evaluated patients with acute local or
subacute infection. With resolution of an acute in-
fectious stimulus, proinflammatory cytokines and SF
levels tend to normalize [30]. (Table 2)

Considering little known in the mechanism that
causes of the low quality of semen and without
correlation with SF levels in the group of patients
studied, it is plausible to hypothesize that other fac-
tors are associated with the DRC/HD condition, be-
sides the uremic factor, contribute to decrease the
seminal quality as inflammation systemic (IS), OS or
both by diverse mechanisms [2].

The similar level of SF in the case and control
group identified in the present study may be partia-
lly justified by local immunosuppressive milieu and
systemic immune tolerance are involved in maintai-
ning testicular immune privilege status in response
to uremic, IS, OS, isolated or associated factors. The
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testicular immune privilege is a complex mechanism
developed in the testicular compartment to main-
tain the balance local of pro/anti-inflammatory cyto-
kine levels [31], involved in regulation the synthesis
of SF [32] and intracellular iron ion level via the ion
regulatory protein (IRP) [33]. Mechanisms of functio-
nal interactions between germ cells and Sertoli cells;
Sertoli cells and Leydig cells, known as autocrine/
paracrine regulation and hematopoietic barrier, are
also part of the mechanism of testicular immune
privilege protecting germ cells from effect inflam-
matory/oxidative/ionic toxicity [34]. The breakdown
of homeostasis of one of these mechanisms may
explain in part the genesis of changes in the semi-
nal parameters of these patients. The present study
presents the following limitations: absence of com-
plementary analysis of seminal of OS and reduced
sample.

Conclusion

The results suggest that SF levels are not associa-
ted with changes of seminal parameters in patients
undergoing chronic hemodialysis and is not useful
singly for initial evaluation of seminal parameters.

Abbreviations

Activator protein-1 (AP-1); c¢ reactive protein (PCR);
chlamydia trachomatis (CT); chronic kidney disea-
se (CKD); factor-kappa B (NF-kb); seminal ferritin
(SF); follicle stimulating hormone (FSH);hemodialysis
(HD); highly sensitive C-reactive protein (hs-PCR);
hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG); interleukins
(IL); iron regulatory proteins (IRP); lipopolysacchari- de
(LPS); luteinizing hormone (LH); malonaldehyde
(MDA); oxidative stress (OS); oxygen reactive oxygen
Species (ROS); prolactin (PRL); seminal parameters
(PS); sex hormones (SH); total antioxidative capacity
(TAC); total testosterone (TT); tumor necrosis factor
a (TNF-a)

2017

International Archives of Medicine

Sectlon: Urology
ISSN: 1755-7682

Vol. 10 No. 251
doi: 10.3823/2521

Compliance with Ethical Standards

Competing interests
The authors declare that they have no competing
interests.

Ethical approval

Approved by the Research Ethics Committee of the
Faculty of Health Sciences of the University of Bra-
silia under number 53172316.9.0000.0030.

Informed consent
Informed consent was obtained from all individual
participants included in the Study.

Authors’ contribution
GPS drafted the manuscript. and FPC and VPXG
critically reviewed it and makes addition.

References

1. Zedan H, Kamal EE, El Shazly A, El Rahman MZA, Shawky A:
Impact of renal failure and haemodialysis on semen parameters
and reproductive hormones. Human Andrology 2013; 3:16-20.

2. Neto FTL, Bach PV, Najari BB, Li PS, Goldstein M: Spermatogenesis
in humans and its affecting factors. Semin Cell Dev Biol 2016;
59:10-26.

3. Closa D, Folch-Puy E: Oxygen free radicals and the systemic
inflammatory response. I[UBMB Life 2004; 56:185-191.

4. Tucker PS, Scanlan AT, Dalbo VJ: Chronic kidney disease
influences multiple systems: describing the relationship between
oxidative stress, inflammation, kidney damage, and concomitant
disease. Oxid Med Cell Longev 2015; 2015:806358.

5. Aitken RJ: Oxidative stress and the etiology of male infertility. J
Assist Reprod Genet 2016; 33:1691-1692.

6. Pinchuk I, Shoval H, Dotan Y, Lichtenberg D: Evaluation of
antioxidants: scope, limitations and relevance of assays. Chem
Phys Lipids 2012; 165:638-647.

7. Bartosz G: Non-enzymatic antioxidant capacity assays:
Limitations of use in biomedicine. Free Radic Res 2010; 44:711-
720.

8. Willerson JT, Ridker PM: Inflammation as a cardiovascular risk
factor. Circulation 2004; 109:li2-10.

9. Organization WH: WHO laboratory manual for the examination
and processing of human semen. 2010.

10. Harvey C: A fertility index derived from semen analysis. J Clin
Pathol 1953; 6:232-236.

This article is available at: www.intarchmed.com and www.medbrary.com


http://www.intarchmed.com/
http://www.medbrary.com/

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Silva B, Faustino P: An overview of molecular basis of iron
metabolism regulation and the associated pathologies. Biochim
Biophys Acta 2015; 1852:1347-1359.

Griswold MD: Sertoli Cell Biology. Academic Press, 2014.

Watt RK: The many faces of the octahedral ferritin protein.
Biometals 2011; 24:489-500.

Chen H, Mruk D, Xiao X, Cheng CY: Human Spermatogenesis
and Its Regulation; Male Hypogonadism, Springer, 2017, pp 49-
72.

Somigliana E, Paffoni A, Busnelli A, Filippi F, Pagliardini L, Vigano
P, Vercellini P: Age-related infertility and unexplained infertility:
an intricate clinical dilemma. Hum Reprod 2016; 31:1390-1396.
Palmer BF, Clegg DJ: Gonadal dysfunction in chronic kidney
disease. Rev Endocr Metab Disord 2016.

Lehtihet M, Hylander B: Semen quality in men with chronic
kidney disease and its correlation with chronic kidney disease
stages. Andrologia 2015; 47:1103-1108.

XuLG, XuHM, Zhu XF, Jin LM, Xu B, Wu Y, Lu NQ: Examination of
the semen quality of patients with uraemia and renal transplant
recipients in comparison with a control group. Andrologia 2009;
41:235-240.

Xu L, Xu H, Zhu X, Zhang J, Ma M, Shi X: Effect of uremia
on semen quality and reproductive function in humans. Cell
Biochem Biophys 2012; 62:29-33.

Kwenang A, Kroos MJ, Koster JF, van Eijk HG: Iron, ferritin and
copper in seminal plasma. Hum Reprod 1987; 2:387-388.
Ferreira J, Pio C, Lima ES: A dosagem da ferritina no plasma
seminal pode ser um marcador do estresse oxidativo no sémen.
News Lab 2009.

Maeda Y, Inoguchi T: [Oxidative stress and chronic inflammation].
Nihon rinsho Japanese journal of clinical medicine 2016; 74
Suppl 2:73-76.

Fraczek M, Kurpisz M: Cytokines in the male reproductive tract
and their role in infertility disorders. J Reprod Immunol 2015;
108:98-104.

Elhija MA, Potashnik H, Lunenfeld E, Potashnik G, Schlatt S,
Nieschlag E, Huleihel M: Testicular interleukin-6 response to
systemic inflammation. European cytokine network 2005;
16:167-172.

Collodel G, Moretti E, Brecchia G, Kuzelova L, Arruda J, Mourvaki
E, Castellini C: Cytokines release and oxidative status in semen
samples from rabbits treated with bacterial lipopolysaccharide.
Theriogenology 2015; 83:1233-1240.

Qian L, Sun G, Zhou B, Wang G, Song J, He H: Study on the
relationship between different cytokines in the semen of
infertility patients. Am J Reprod Immunol 2011; 66:157-161.
Kokab A, Akhondi MM, Sadeghi MR, Modarresi MH, Aarabi
M, Jennings R, Pacey AA, Eley A: Raised inflammatory markers
in semen from men with asymptomatic chlamydial infection. J
Androl 2010; 31:114-120.

© Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) License

International Archives of Medicine

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

2017

Sectlon: Urology
ISSN: 1755-7682

Vol. 10 No. 251
doi: 10.3823/2521

Silva GP, De La Vega Elena CD, Carneiro FP, Veiga JPR: Effect
of systemic inflammation on level of ferritin seminal in chronic
renal male patient undergoing hemodialysis. Int Arch Med
2014; 7:23.

Wan Changchun WZHAOBRC: The relation between chlamydia
trachomatis infection and the contents of seminal plasma
ferritin, B_2-Microglobulin and total protein (Chinese Journal of
Andrology) 2003, 01. Chinese Journal of Andrology 2003; 1.37-
38.

Brecchia G, Menchetti L, Cardinali R, Castellini C, Polisca A, Zerani
M, Maranesi M, Boiti C: Effects of a bacterial lipopolysaccharide
on the reproductive functions of rabbit does. Anim Reprod Sci
2014; 147:128-134.

Fijak M, Bhushan S, Meinhardt A: The Immune Privilege of the
Testis; Immune Infertility, Springer, 2017, pp 97-107.

Chen Q, Deng T, Han D: Testicular immunoregulation and
spermatogenesis. Semin Cell Dev Biol 2016; 59:157-165.

Zhang D-L, Ghosh MC, Rouault TA: The physiological functions
of iron regulatory proteins in iron homeostasis - an update.
Front Pharmacol 2014; 5.

Meinhardt A, Hedger MP: Immunological, paracrine and
endocrine aspects of testicular immune privilege. Mol Cell
Endocrinol 2011; 335:60-68.

Publish in International Archives of Medicine

International Archives of Medicine is an open access journal
publishing articles encompassing all aspects of medical scien-
ce and clinical practice. IAM is considered a megajournal with
independent sections on all areas of medicine. IAM is a really
international journal with authors and board members from all
around the world. The journal is widely indexed and classified
Q2 in category Medicine.


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

APENDICE B — ARTIGO I



ORIGINAL PAPER

DOI: 10.4081/aiua.2018.1.

Seminal transferrin in the seminal quality evaluation

of hemodialytic patients
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Objective: to verify the association between
M}’ seminal quality and seminal transferrin (ST)

level and fertility index in patients undergoing chronic
hemodialysis (CH).

Material and methods: This is a cross-sectional study in a
group of 60 men (case) undergoing CH for more than 6
months, and a group of 30 healthy men (control), aged 18-60
years, without clinical or laboratory signs of infection/inflam-
mation. Spermiogram was performed, fertility index (FI) was
calculated and ST and sex hormones (SH) levels were meas-
ured, including follicle-stimulating hormone, luteinizing hor-
mone, total testosterone, and prolactin.

Results: All individuals were eugonadal. No differences for age
(49.47 £5.56, 47.90 +6.2, p =0.22) were observed between
cases and controls, whereas there were significant differences
between the individuals in the case and control groups with
respect to the mean FI (p =0.000), seminal parameters (SP)

(p =0.000), and ST levels (40.12 + 08.25 vs 73.32 + 06.8,

p = 0.000). ST levels were correlated with FI (r =0.787, p =
0.00) and SP (motility: r =0.857, p =0.000; vitality: r =0.551,
p =0.000; density: r =0.850, p =0.000; normal morphology:

r =0.386, p =0.000). Linear regression model showed relation-
ship of ST levels with total sperm motility (R? =0.701;

p =0.000) and and FI (R? = 0.569; p = 0.000).

Conclusions: Our results suggest that seminal quality is associ-
ated with ST levels and FI and that it can be used the initial
investigation of subfertility/infertility of patients undergoing
chronic hemodialysis..

Key worbs: Chronic kidney disease; Hemodialysis; Male infertili-
ty; Seminal transferrin; Seminal quality; Seminal parameters.

Submitted ???

MATERIALS AND METHODS

Recruitment, inclusion and exclusion

A cross-sectional study was realized in the Hemodialysis
Sector of the University Hospital of the University of Brasilia,
between July 2016 and December 2016, after approval by
the Research Ethics Committee of the Faculty of Health
Sciences of the University of Brasilia under number
53172316.9.0000.0030.

Inclusion criteria were: age between 18 to 60 years, has
been in hemodialysis (HD) for more than 6 months
(cases) and absence of acute or chronic liver disease.
Exclusion criteria were the presence of hemochromato-
sis or diseases of iron metabolism.

No conflict of interest declared.

Patients with hypogonadism and clinical conditions that
could alter ST levels such as recent history of genitouri-

nary tract infection, clinical signs of acute or chronic
infection/inflammation, positive serology for hepatitis B,
C and human immunodeficiency virus (HIV), vascular
access infection, leukocytosis, fever, hypoproteinemia
were not included in the study. Sample consisted of 60
men (cases) in high flow HD by vascular fistula access, 3x
week with duration of 4 hours/HD session and 30 healthy
men (control) from the health promotion outpatient clin-
ic of the same hospital without injury of renal function
(glomerular filtration rate > than 90 ml/min per 1.73 m?)
and sperm without changes.

Routine collection of blood and semen

The blood sample for analysis was collected from the
arteriovenous fistula immediately before the first weekly
hemodialysis session in the case group and on a previ-
ously scheduled day for the control group, always
between 8:00 and 10:00 a.m. in the clinical laboratory of
the same hospital to assay ST, follicle stimulating hormone
(FSH); luteinizing hormone (LH) and total testosterone
(TT). On the same day of blood collection, the semen
was collected by voluntary masturbation in an appropri-
ate environment to perform spermiogram by manual
method according to the guidelines of the World Health
Organization (WHO) laboratory manual for the examina-
tion and processing of human semen 5" ed (1) .The
seminal plasma was prepared by centrifuging at 3500 x
g for 20 min after 30 minutes liquefaction. The super-
natant was collected into a new tube and held at -20 ° C
for the measurement of ST levels.

ST and hormones were measured by enzyme immuno-
chemiluminescence using the Immulite 2000/Siemens
automatic analyzer. Specific kits were used for quantifi-
cation, as well as calibrators and controls recommended
by the manufacturer.

Fertility Index (FI)

F1 was calculated according to Harvey (2) as follows: FI
= sperm concentration (x 108/ml) x sperm motility x per-
centage of spermatozoa with normal morphology.

Statistical analysis

After the normal distribution curve of the sample was ver-
ified by normality tests (Shapiro-Wilk), for difference
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Table 1.

Comparative evaluation of age, semen and hormone parameters, fertility index
and transferrin seminal levels among case and control groups (x + sd).

the ST measurement can be attractive for
the initial evaluation of semen quality in
patients undergoing HD with suspected

subfertility/infertility.

Observedparameters Casen(60) Controln(30) Pvalues ST is an isoform of the human transferrin
Age(y) 49,47+5,56 47,906,22 0,229 . . :

family that is found abundantly in human
Semenvolume (ml) 01,33+00,36 02,77+0,44 0,000 . -

" seminal plasma; it is produced and secreted
Totalmotility(PR+NP%) 34,00£06,24 71,31+7,86 0,000 0 li cell . o
Spermuitability (%) 47,49+07,31 64,41+2,89 0,000 (80%) _by Serto | Cells (3). It is sensitive to

; NP S ‘ systemic and site inflammatory changes,
Spermdensity(x106/ml) 14,95+06,18 50,21+8,57 0,000 . . . . .
and is involved in transport of iron ions in
Morphologysperm(%) 25,40+07,87 59,76+10,58 0,000 the systemic or site compartments (4)
FSH(mIU/ml) 06,30£01,21 03,40+00,48 0,000 Distrik))/ution of the mean values of thé
LH(mIU/ml) 15,91+02,62 02,84+00,54 0,000 .
parameters evaluated in case and control
Testosterone(ng/ml) 04,11+00,58 05,10+00,92 0,000 groups can be observed in Figure 1
Prolactin(ng/ml) 16,38+02,92 05,86+01,93 0,000 The similar age (p = 0.229) and eﬁ gonadal
Fertilityindex 0,85(0,57) 5,54(1,3) 0,000 tat — 0.000) (T bl 1) of the studied
Seminaltransferrin(ng/ml) 40,12+08,25 73,32+06,81 0,000 _sa_us_ (p =0. ) (Table 1) 0 . -e st Ie-
— P e : individuals ensures greater reliability, and it
PR - Progressive motility; NP - non-progressive motility; FSH - follicle-stimulating hormone; . . .
LH - luteinizing hormone; a- t tests. lowers the impact on the analysis and inter-
pretation of these variables.

Table 2.

Correlational evaluation Pearson’ between seminal
transferrin and fertility index and seminal parameters
in case group.

Observed parameters Case n (60)
r p
Fertility index 0,787 0,000
Seminal Sperm motility 0,857 0,000
transferrin Sperm viability 0,551 0,000
Versus Sperm density 0,850 0,000
L Sperm morphology 0,386 0002 |

between two independent quantitative variables was used
t-test and Pearson correlation analysis. Statistical signifi-
cance was set at p < 0.05 to reject the null hypothesis.
SPSS® for Windows, version 24.0 was used.

RESULTS

All sample of patients were eugonadics (normal LH,
FSH, TT). No difference for afe was observed between
cases and controls (49.47 + 556, 4790 £ 6.2, p =
0.229), whereas significant differences between case and
control means were observed for FI (p = 0.000), seminal
parameters (SPs) (P = 0.000) and ST levels (40.12 +
08.25 vs 73.32 £ 06.8, p = 0.000). ST maintained corre-
lation (Table 2) with FI (r =0.787 , p = 0.00) and SPs
(motility r = 0.857 and p = 0.000; vitality r = 0.551 and
p =0.000; density r =0.850 and p =0.000 and normal
morphology r = 0.386 and p = 0.000) and without hor-
mones corrections (p > 0,05). The positive relationships
between ST and sperm concentration and fertility index
in group case can be explained by the linear regression
model in up to 72.2% and 56.9%, respectively.

DiscussioN

This study is of great importance because it is the first to
verify the association between ST levels and SP and Fl in
patients undergoing HD. The practicality and low cost of

Archivio Italiano di Urologiae Andrologia2018; 90, 1

The male hormonal profile most commonly

observed in patients in HD includes elevat-
ed serum levels of FSH, LH, and decreased levelsof TT
in response to the inhibitory action of one or more hypo-
thalamic-pituitary-gonadal axis sites (5). These changes
are promoted by factors such as uremia, oxidative stress
(OS) and pro-inflammatory cytokines present in HD (4).
The hormones profile (Table 1) in the case group in our

study followed partially the pattern described above and
found by other Authors (6, 7) that is high levels of FSH
and LH although TT levels were within the limits of nor-
mality (eugonadics). Absence of clinical hypogonadism,
pathesitydiorogyizes the effapiget leumanal taetosmidbel
and seminal parameter. In the present study there was
no relationship (P > 0.05) between ST levels and hor-
mones (Table 2) which is corroborated by studies of Fuse
(8) and Ber (9). However, there are studies that show as
Tfs was inversely correlated with serum levels of LH,
FSH and prolactin (10, 11).

ST levels found were significantly lower in the cases in
relation to control in agreement with previous studies
conducted by different researchers in non-uremic popu-
lations with suspected sub/infertility. Kosaret al. (12)
found values of 58.1+ 14.4 pg/ml vs 108.4 = 17.5 pg/ml
(p < 0.0001); Bharshankar and Bharshankar (13) 2.63 +
1.76 mg/dl vs 5.35 + 2.07 mg/dl (p < 0.001) and Saeed
etal. (14) 54.0 pg/ml (50.0-60, 0) vs 74.0 pg/ml (69.0-
80.0) (p <0.01).

The explanation of the decrease in mean ST levels in
unhealthy men in sub/infertility studies are not well
known, but it is hypothesized that it is due to the action
of interleukin-6 (IL6) in testis to reduces transferrin
secretion in Sertoli cells (15).

All sperm cell parameters evaluated (Table 1) were sig-
nificantly lower in the case group than in the control
group (p = 0.000), corroborating partially the results of
other authors (16, 17) that did not found significant dif-
ferences for all the elements of the SP (16, 17). However
there is a study that did not show a significant difference
in ST levels between healthy subjects and those with
seminal quality alterations (18). There was a statistically
significant correlation (Table 2) between ST and all ele-
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Distribution of mean values of all parameters tested in the case and control groups.

ments of the SP (p < 0.05). However, these correlations
were not linear in comparative studies with non-uremic
population of other authors. Bharshankar and Bharshankar
(13) found only a statistically significant correlation
between ST and percent of motile sperms (p < 0.05).

Fuse et al. (8) found only a statistically significant correla-
tion between sperm concentration and ST level (r = 0.56;
p <0.05).

The Fl is a general index to evaluate the semen quality,
which was better than any single semen parameter (2).

In the present study we found a FI significantly lower in
the case group than in the control group (Table 1) in

according with the results of other Authors in uremic pop-
ulations as Xu et al. (16) who found a value of 0.68 (2.08)
v§ 7.72 (13.51) (p <0.05) and Xu etal. (17) who reported
a value of 0.23 (0.76) vs 13.02 (14.26) (p < 0.001).

The positive relationship of ST with sperm concentration
and fertility index in the present study can explain up to
72.2% (R?) (p = 0.000) and 61.9% (R?) (p = 0.000) of the
cases, respectively, by the simple linear regression model.
This reinforces the hypothesis of its association with SPs.
The explanation for changes identified in SPa and ST level
are multifactorial (19). But there is evidence of the impor-
tance of cytokines and other immune regulatory factors in
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the regulation of testicular function (steroidogenesis and
spermatogenesis) during pathophysiological states as well
as under normal physiological conditions (20).

Cytokines are interconnected with multiple factors,
including steroid hormones, the redox system, and sys-
temic or local inflammation (15).

The HD patients are characterized by increased levels of
oxidative stress and inflammation with the relationship
between inflammation and oxidative stress leading to
overproduction of reactive oxygen species (ROS) (21).
These factors are likely to represent an important com-
ponent for the development of SP changes (21).

It is postulated that hypercytokinemia generated in
patient HD can profoundly affect vascular testicular per-
meability and to achieve interstitial compartment of the
testis (22). This causes directly profound changes in the
physiology of the blood-testis barrier (BTB) and/or stimu-
late the testicular macrophages to produce differents pro
and anti-inflammatory cytokines, promoting blockage of
the paracrine/autocrine testicular regulation systems (22).
In the male reproductive system there is a variety of
cytokines in human seminal plasma, with differences in
cytokine concentrations between fertile and infertile men
and negative correlations between some cytokine levels
and SP (22).

The relationship between inflammation and oxidative
stress is confirmed and both processes contribute with
adverse effects on the structural and functional integrity
of sperm, resulting in changes in the sperm function and
in male infertility by protein, glycogen, lipid and DNA
peroxidation that can partially justify changes in the
seminal parameters (15).

Pro- and anti-inflammatory cytokines and other inflam-
matory mediators are largely responsible for the changes
observed in seminal plasma (23). IL-6 is a multifunc-
tional cytokine involved in many changes identified in
the tubular and interstitial compartments testicular with
reflection on the seminal quality (23). It has been sug-
gested that it is a potent inhibitor of the seminiferous
epithelium (23), modulating ST production by Sertoli
cells (20) and inducing persistent testicular resistence to
LH action and/or suppression of cell steroidogenesis in
the Leydig cells (24),

On the other hand, IL-6 has other important functions
which play an important role in maintaining the function
of Sertoli cells, germ cells, regulating the dynamics of
BTB via delaying BTB-constituent proteins degradation
(22). Overexpression of IL-6 (systemic inflammation)
could disrupt the integrity of the Sertoli cell and BTB,
making foreign molecules to reach germ cells (22).
Alteration of the permeability of BTB seems to be the
most important event in the pathophysiology of changes
in the semen of patients with seminal parameter changes

(22). The cytokines produced by the complex systemic
inflammation/oxidative stress, frequently observed in
these patients might modulate the activity of the pro-
oxidative and antioxidative systems (25).

The oxidative stress is responsible for permanent perox-
idative damage to spermatozoa by means of protein com-
plexes called ion-responsive elements and ion regulatory
proteins (ERIS/PRIS) (25). These proteins are responsible
for the post-transcriptional regulation of proteins linked
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to uptake iron (transferrin receptor 1 -RTf1) and storage
iron (ferritin) (25). When altered, they promote changes
in intracellular iron ion levels and morpho-functional
changes in seminal quality by toxic effect on germ cells
(25). That breakdown of the intratesticular pro-and anti-
inflammatory cytokine balance promoted by different
cytokines as the 1L-6 contributes significantly by changes
in the permeability of BTB to important alterations in
autocrine/paracrine autoregulation mechanisms of inter-
action between surrounding germ cells, Sertoli and
Leydig cells (26). The changes promoted by cytokines
result in an immunopathological microenvironment that
can change the testicular immune privilege and justify
partially the changes in ST levels and their association
with seminal quality and fertility index in this group of
patients.

CoNCLUSION

Although the multifactoriality in etiology of sub/infertili-
ty, our results suggest that seminal quality is associated
with ST levels and what ST can be used the initial inves-
tigation of subfertility/infertility of patients undergoing
chronic hemodialysis with alteration in seminal quality.
This study presents the limitations of the absence of sup-
plementary measurement of total seminal antioxidant
capacity and of the reduced sample.
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Abstract

Objectives: We proposed to investigate the possible effect and association of systemic inflammation (SI) and seminal parameter
indicators in chronic hemodialysis patients.

Methods: This was a cross-sectional study. All the participants were subjected to a spermiogram with calculation of fertility index
(F1), serum C-reactive protein (CRP) level, seminal transferrin (ST) level, as well as evaluationof the hormonal profile (HP). The sample
consisting of 60 men (cases) undergoing hemodialysis for more than 6 months was subdivided into 3 groups: group 1 (n =30, with
inflammation, CRP > 5 mg/L), group 2 (n =30, without inflammation, CRP <5 mg/L), and group 3 (n =30, healthy men, CRP <1).
Results: Age was similar in the 3 groups (P = 0.43). FI, testosterone total and ST levels were significantly lower in the case groups
than in the control group (P < 0.001). Follicle stimulating hormone, luteinizing hormone, and prolactin levels were significantly
higher in the case groups than in the control group (P < 0.001). Between the subgroups of cases (groups1and 2), the inflammatory
factor alone does not seemto interfere with the FI, HP, and ST level (P > 0.05). However, it significantly interfered with the FI, HP, and
ST level when compared between the case groups and the control group (P < 0.001). No correlation was observed between Sl and
analyzed parameters (P> 0.05).

Conclusions: The results suggest that the Sl alone has no effect and is not associated with the Flor ST level in a patient undergoing
chronic hemodialysis.

Keywords: Chronic Kidney Disease, Hemodialysis, Seminal Parameter, Male Infertility, Seminal Transferrin and Systemic Chronic

Inflammation, Fertility Index, Seminal Quality

1.Background

Systemic chronic inflammation (SCI) is a basic feature
of chronic kidney disease (CKD)/end-stage renal disease
(ESRD), especially in those undergoing hemodialysis (HD),
and is related to genetics, uremia, dialysis, oxidative stress,
and inflammatory factors (1). SClis the result of the in-
creased serum levels of proinflammatory cytokines such as
interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor (TNF-a) as well
as acute phase proteins such as C-reactive protein (CRP)
and fibrinogen (1). It has now been well established that
CKD/ESRD is a type of SCI (2).

Patients with CKD, especially HD, frequently present
with subfertility/infertility, are characterized by poor sem-
inal quality (3). The etiology of subfertility/infertility in
these patients and in the general population is multifacto-
rial, involving genetic, hormonal, immunological, oxida-
tive, and inflammatory factors (4).

Subfertility/infertility in the male population is a clin-
ical condition that affects approximately 15% of couples of
childbearing age, with 50% of the masculine factor being
manifested by changes either in sperm quality (concentra-
tion, motility, morphology, and sperm vitality) or in semi-
nal plasma (5).

It has been reported that infection/inflammation of
the genital tract increased cytokine level in seminal
plasmaand low quality of seminal parameters leadsto sub-
fertility/infertility (6).

However, the effect of SClon the genital tract is poorly
studied, especially in patients with CKD undergoing HD;
around 40% - 60% of whom suffer from SCI (1). We decided
to investigate the possible effect and association of SCI us-
ing 2 seminal parameter indicators: fertility index (FI) and
seminal transferrin (ST), in HD patients.

Copyright © 2017, Nephro-Urology Monthly. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/) which permits copy and redistribute the material just in noncommercial usages, provided the

original work is properly cited.
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2. Methods

2.1. Recruitment, Inclusion and Exclusion

The prospective study of prevalence was realized in the
hemodialysis sector of the University hospital of the Uni-
versity of Brasilia, between July 2016 and December 2016,
after approval by the research ethics committee of the
faculty of health sciencesof the University of Brasiliaun-
der number 53172316.9.0000.0030. The inclusion criteria
were: age between 18to 60 years, has beenin HD for more
than 6 months (cases), and absence of acute or chronic
liver disease. The exclusion criteria included the pres-
ence of hemochromatosis or diseases of iron metabolism.
Patients with hypogonadism and clinical conditions that
could alter ST levels such as recent history of genitouri-
nary tract infection, clinical signs of acute or chronic in-
fection/inflammation, positive serology for hepatitis B, C,
and human immunodeficiency virus (HIV), vascular access
infection, leukocytosis, fever, as well as hypoproteinemia
were not includedin the study. All the participants were
subjected to a spermiogram with calculation of FI, serum
CRP level, and ST level, as well as an evaluation of the
hormonal profile (HP) (follicle stimulating hormone-FSH;
luteinizing hormone - LH, total testosterone - TT and pro-
lactin - PRL. The sample consisting of 60 men (cases) in
high flow HD by vascular fistula access, 3x week with du-
ration of 4 hours / HD session, was subdivided into group
1 (n =30, with inflammation, CRP > 5 mg/L) and group 2
(n =30, without inflammation, CRP <5 mg/L) as it is sug-
gested by clinical practice guidelines and clinical practice
recommendations for anemiain chronic kidney disease (7)
as well as 30 healthy men (control) with lower cardiovas-
cular risk (8) (CRP =<1 mg/L) from the health promotion
outpatient clinic of the same hospital with renal function
(glomerular filtration rate > than 90 mL/min per 1.73m?),
sperm without changes.

2.2. Routine Collection of Blood and Semen

The blood sample for analysis was collected from the
arteriovenous fistula immediately before the first weekly
hemodialysis session in the case group and on a previ-
ously scheduledday for the control group, always between
8:00 and 10:00 a.m. in the clinical laboratory of the same
hospital to assay ST, FSH, LH, TT,and PRL.On the same
day of blood collection, the semen was collected by volun-
tary masturbation in an appropriate environment at am-
bient temperature to perform spermiogram by manual
method according to the guidelinesof the world health or-
ganization (WHO) laboratory manual for the examination
and processing of human semen 5th ed (9). The seminal
plasma preparation was centrifuging at 3500 X< g for 20
minutes after 30 minutes liquefaction. The supernatant

was collected into a new tube and held at -20°C for the
measurement of ST levels. ST and hormones belonging to
the hormonal profile were measured by enzyme immuno-
chemiluminescence using the Immulite 2000 / Siemens
automatic analyzer. Specific kits were used for quantifica-
tion, as well as calibrators and controls recommended by
the manufacturer.

2.3. Fertility Index (FI)

IF was calculated according to Harvey (10) as follows:
Fl = sperm concentration (X 10%/mL) X sperm motility %
percentage of spermatozoa with normal morphology.

2.4, Statistical Analysis

After the normal distribution curve of the sample was
verified by normality tests (Shapiro-Wilk),the one-way
ANOVA test followed by the Bonferronitest was used for
differences between 3 independent quantitative variables.
To verify correlation between 2 independent quantitative
variables Pearson correlation analysis was. Statistical sig-
nificance was set at P < 0.05 to reject the null hypothesis.
SPSS® for Windows, version 20.0 was used.

3. Results

The age was similarin the 3 groups (49.83 *5.65; 49.10
+554 and47.90 £6.22, P=0.43). FI, TT,and ST factors were
significantly lower in the case groupsthan in the control
group. Although thereis no clinical hypogonadism (testos-
terone level was within normal range) in the sample pop-
ulation, FSH, LH, and PRL, levels were significantly higher
in the cases thanin the controls (P < 0.001) (Table 1). The
inflammatory factor, analyzed alone, did not seemto inter-
fere with the FI, HP, and ST level between the subgroups of
cases (groups land 2, P> 0.05). However, it significantly
interfered with the FI, HP, and ST level between the case
groups and the control group (Table 1,P< 0.001). No corre-
lation was observed between the analyzed parameters and
SCI (Table 2,P> 0.05).

4. Discussion

To our knowledge, the present study is the first to in-
vestigate the effect of SClon 2 indicators of seminal param-
eters: STand Fl,in HD patients. These indicators can be
useful in the initial evaluation of semen quality in patients
with suspected subfertility/infertility, considering the ease
and low cost at which sperm quality and seminal transfer-
rin level can be tested.

The similar age of the groups (P = 0.430, Table 1) and
the eugonadism of the sample population studied reduce
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Table 1. Comparative evaluation of age, fertility index, hormone profile and transferrin seminal level among groups (x == SD), (N = 30)

Observed Parameters Group1 Group 2 Group 3

P? valors Bonferroni® Test

Group land Group2 Group 1and Group 3 Group2 and Group 3

Age, y 49.83 565 49.10 =554 47.90 == 6.22

Fertility index” 0.66 (0.33) 1,05 (13) 554 (1.3)

FSH, mIU/mL 06.4 == 01.39 06.18 == 01.00 03.40 == 00.48

LH, miu/mL 06.01 == 01.67 15.81 =+ 02.61 02.84 == 00.54

Testosterone, ng/dL. 399.73 = 48.99 42233 *66.24 510.60 == 92.56

Prolactin, ng/mL 16.24 2,98 16.52 &= 02.91 05.86 == 01.93

Transferrin seminal, ng/mL 37.90 == 06.22 4235 +09.46 73.32 = 06.81

0.430

00.000 00.29 00.000 00.000
00.000 01.00 00.000 00.000
00.000 01.00 00.000 00.000
00.000 01.00 00.000 00.000
00.000 01.00 00.000 00.000
00.000 00.07 0.000 0.000

+ FSH, Follicl
2 One-way anovatest.

ing Hormone; LH, L ing Hormone

D Eertility index (FI) = sperm density (0.10°

ferrin and Fertility Index in Group Case

Observed Parameters Group Case (N =60)

r P Value

C-reactive protein
Seminal transferrin -0.166 0.204
Fertility index -0.238 0.067

bias and confer reliability to the results. The sex hormones
are important for seminal quality, as adequate spermato-
genesis and seminal transferrin synthesisin the testicular
gland, both of which are associated with seminal quality,
require these hormones (11).

The HP identified in HD patients is often characterized
by elevated serum levels of FSH, LH, and PRL, as well as low
testosterone (hypogonadism) in approximately 1/3 of HD
patients caused by blockagesat one or more sites along the
hypothalamic-pituitary-testicular (HPT) axis (12, 13).

Testicular level is due to dysfunction of Leydig cells be-
cause of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-1,
and interleukin 6 (IL-6), which inhibit testicular Leydig cell
steroidogenesis at the level of gene expression of different
steroidogenic enzymes induced by CKD and HD (14), LH re-
duced clearance, as well as hyperprolactinemia caused by
reduced clearance of PRL (12).

The sexual hormones (Table 1) in the case groupin our
study partially followed the pattern described above this
is: high levels of FSH and LH, but TT levels within the lim-
its of normality (eugonadics). Absence of clinical hypog-
onadism, in thesis, withdraw the hormonal factor in the
pathophysiology of the changes found in the ST level and
seminal parameter.

The Fl and ST level are indicators frequently used in
studies on patients suspected of suffering from subfertil-

Nephro-Urol Mon. In Press(In Press):e60261.

mL") > sperm motility > sperm morphology (this value represents the number of sperm with forward motile and normal morphology in eachmL), as described by Harvey (1953)

ity/infertility caused by seminal parameter change (15).

The Fls were significantly lower in the case subgroups
thanin the control group: 0.66 (0.33) (group1)and1.05(1.3)
(group 2) vs. 5.54 (1.3) (group 3), P < 0.001. Xu et al. (16)
found similar results in a uremic population: 0.68 (2.08)
for case and 7.7 (13.51) for control.

ST levels were significantly lower in the case subgroups
than in the control group 37.90 * 06.22 ng/mL (group
1) and 42.35 £ 09.46ng/mL (group 2) vs. 73.32 + 06.81
ng/mL (group 3), P < 0.001. This finding has been corrob-
orated by a study by Bharshankar and Bharshankar (17),
who found that mean seminal plasma transferrin concen-
trationin fertile men was 5.35+2.07 mg/dL andthat in nor-
mozoospermic subject was 4.63 & 2.50 mg/dL, which was
significantly higher (P < 0.001) than that in oligozoosper-
mic, azoospermic, and post-vasectomized subjects. The
reasons for which ST levels are lower in patients with poor
seminal quality are unknown, however, it is hypothesized
that it is because IL-6 reduces transferrin secretion by the
Sertoli cells of the testes (18).

The reduction in seminal quality found in patients un-
dergoing HD and reflected in the Fland ST levels analyzed
in this study is multifactorial (prevalence of uremia and
hormonal, immunological, oxidative, and inflammatory
factors) (19).

It is an established fact that inflammation/infection of
the male urogenital tract reduces seminal quality due to an
increase in the levels of seminal cytokines (18).

The effect of chronic systemicinflammation as a mod-
ifying factor of seminal parameter is little studied. After
the contribution of uremic factor in the lowering of sem-
inal quality in patients with renal failure was recognized
(16, 20), the contribution of the oxidative/inflammatory
factors was emphasized (21, 22). Patients undergoing
hemodialysis can be characterized by increased levels of
oxidative stress and inflammation (23). The relation of in-
flammation and oxidative stress to overproduction of reac-
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tive oxygen species (ROS) in HD is well known (24). This re-
lation is attributed to the ability of ROSto activate nuclear
factors such as nuclear factor kappa B (NF-kB), which is
an inducer of the synthesis of pro-inflammatory cytokines
such as IL-6 and TNF-q, and the consequent elevation of
acute phase proteins such as fibrinogen and CRP (24). In
addition to being an inflammation inducer (24), ROS have
an important direct contribution to the seminal parame-
ter changes, promoting substantial adverse effects on the
structural and functional integrity of sperms by protein,
glycogen, lipid, and DNA peroxidation (25). They can there-
fore be considered partially responsible for defective mor-
phology and function of the sperms of male patients with
subfertility/infertility (25).

As SCl is almost always present in patients undergo-
ing HD (1), it is plausible to postulate that hypercytokine-
mia induced in such patients can profoundly affect vas-
cular testicular permeability and can reach the intersti-
tial compartment of the testis (26). Hypercytokinemia,
which is a part chronic inflammation in HD patients, mod-
ulates interactions among immunological, oxidative, and
inflammatory mediators, which are responsible for sperm
dysfunction (18). This would cause profound and direct
changesin the physiology of the hematotesticular barrier,
stimulate the testicular macrophages to produce differ-
ent pro and anti-inflammatory cytokines, destroy the local
paracrine/autocrine systems, as well as other mechanisms,
which are responsible for maintaining the immune privi-
leged condition of the testes (26, 27).

Thus, we cannot affirmthat neither the significant dif-
ferences (FI, PH, and ST) found betweenthe case groupsand
the control group (P < 0.001), nor the absence of effect of
the inflammatory factor on Fl, PH, and ST in the subgroups
of cases (groupsland?2) (P> 0.05) were duesolely to the in-
flammatory factor analyzed. The absence of correlation of
the inflammatory factor with IF and ST (Table 2) may rein-
force the multifactorial etiology of the seminal alterations
found among the groups. This study has 2 limitations: the
lack of measurement of total seminal antioxidant capacity
and a small sample size. The results suggest that the in-
flammatory factor alone has no effect and is not associated
with the fertility index or seminal transferrin level in a pa-
tient undergoing chronic hemodialysis.
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