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RESUMO

A infertilidade € um problema global que afeta cerca de 15% dos casais sexualmente ativos e,
os fatores relacionados a fertilidade masculina contribuem com cerca de 50% dos casos.
Atualmente, as condic¢des que afetam a fertilidade masculina continuam imprecisas e, muitas
vezes sdo subtratadas. Essa revisdo sistematica tem como objetivo de avaliar os estudos
disponiveis que investigaram os efeitos da suplementacdo com probidtico na infertilidade
masculina. Para tanto, foi realizado uma busca nas principais bases de dados PubMed,
Cochrane, Science Direct e Scielo, utilizando os termos “probiotic” OR “Lactobacillus” OR
“Bifidobacterium” AND "Male infertility ” OR "male fertility ” OR "sperm quality" OR "sperm
motility" OR “oligoasthenoteratozoospermia” e o0s equivalentes em portugués. Ao fim da
pesquisa, foram incluidos quatro artigos, todos estudos clinicos randomizados, realizados em
homens com infertilidade masculina idiopatica (oligozoospermia, teratozoospermia e
astenozoospermia). Os estudos mostraram que a administracdo de probidticos, exerce
promissora agdo antioxidante, atuando na defesa contra as espécies reativas de oxigénio
(ERQOS) e, consequentemente, protegendo os espermatozoides dos danos ao DNA que estdo
associados a piora na qualidade espermatica. Deste modo, observou-se melhora em todos os
parametros espermaticos, com destaque para a motilidade. Deste modo, podemos concluir que
a suplementacdo com probidtico em homens que diagnosticados com infertilidade idiopatica

promove efeitos positivos no esperma, sendo uma alternativa para a terapia nesses pacientes.

Palavras-chave: infertilidade masculina, Oligoastenoteratozoospermia,  probio6tico,

Lactobacillus, Bifidobacterium



ABSTRACT

Infertility is a global problem that affects about 15% of sexually active and active couples who
contribute, with about 50% of cases. Currently, as conditions are many of the people and are
often undertreated. This systematic review aims to evaluate the available studies that investigate
the remedies of probiotic supplementation in men. Therefore, a search was performed in the
main PubMed, Cochrane, Science Direct and Scielo databases, using the terms “probiotic” OR
“Lactobacillus” OR “Bifidobacterium” AND “Male infertility” OR “male fertility” OR “sperm
quality” OR "sperm motility" OR "oligoasthenoteratozoospermia" and the equivalents in
Portuguese. At the end of the research, four articles were included, all randomized clinical
studies, performed in men with idiopathic male infertility (oligozoospermia, teratozoospermia
and asthenozoospermia). Studies have shown that the administration of probiotics has a
promising antioxidant action, acting in the defense against reactive oxygen species (ROS) and,
consequently, protecting sperm from DNA damage that is associated with worsening sperm
quality. From this, improvement was observed in all sperm parameters, with emphasis on
motility. Thus, we can conclude that probiotic supplementation in men diagnosed with
idiopathic infertility promotes positive effects on sperm, being an alternative for therapy in
these patients.

Keywords: male infertility, Oligoasthenoteratozoospermia, probiotic, Lactobacillus,

Bifidobacterium



1.  INTRODUCAO

A infertilidade é definida como a incapacidade de um casal engravidar
espontaneamente, apos o periodo de um ano, tendo relagdes sexuais sem utilizacdo de nenhum
método contraceptivo. Correspondendo ao prazo que a maioria dos casais engravidam
espontaneamente. N&o implicando, no entanto, que a investigacdo de infetilidade seja adiada
até que tenha decorrido o periodo de 12 meses (WHO, 2000).

Esse problema acomete aproximadamente 15% dos casais sexualmente ativos e cerca
de 7% dos homens em todo o mundo (NIESCHLAG; BEHRE; NIESCHLAG, 2010). As causas
de infertilidade sdo varias, sendo ocasionadas por problemas na fisiologia reprodutiva feminina
ou masculina, entretanto, o fator masculino contribui em 50% dos casos e em aproximadamente
20 a 30% € a Unica causa envolvida (AGARWAL et al., 2015).

No sistema reprodutor masculino, a infertilidade é caracterizada por qualquer disfungéo
na ejecdo e qualidade do sémen, seja caracterizado pela auséncia, quantidade reduzida,
mudancas na morfologia ou motilidade dos espermatozoides (WHO, 2018). Segundo Cavallini
etal., (2006) aproximadamente 30% dos homens inférteis séo diagnosticados como idiopaticos,
ou seja, ndo tem causa definida.

De acordo com Dohle et al. (2005) em 40 a 60% dos casos de infertilidade masculina, a
anormalidade somente é observada ap6s a andlise do sémen. E é considerada infertilidade
idiopatica, quando ndo hé historico ou anormalidade relevante no exame fisico, endécrino e em
exames laboratoriais. A partir da analise do esperma e a observacdo dos espermatozoides €
possivel determinar se ha alteragio no ndmero (oligozoospermia), na motilidade
(astenozoospermia) ou, ainda a presenca de formas anormais (teratozoospermia) dos gametas.
Essas anormalidades, geralmente se apresentam em conjunto, sendo denominadas como
sindrome de oligoastenoteratozoospermia (OAT).

Segundo Levine etal. (2017) entre 1973 e 2011 houve declinio de 50 a 60% na contagem
dos espermatozoides em homens da América do Norte, Europa, Austréalia e Nova Zelandia e
recentemente, Swan (2021) relatou que se a proporgéo deste declinio continuar, em 2050 cerca
de 40% dos casais ndo conseguirdo engravidar naturalmente, sendo necessario recorrer a
alguma tecnologia de fertilidade assistida.

Atualmente, sabe-se que a infertilidade masculina tem origem multifatorial, podendo
resultar de fatores como: uso de drogas e medicamentos, distlrbios enddcrinos e hormonais,
poluentes ambientais, tabagismo, infeccbes do trato urogenital, abuso de &lcool, fumo,
exposicdo a substancias quimicas, entre outros (WHO, 2000; PASQUALOTTO, 2006;



BRINCAT et al, 2015). Essas caracteristicas ainda contribuem para que a infertilidade continue
sendo subdiagnosticada e subtratada (ROSENBLALL et al. 2010). Apesar da caracteristica
multifatorial na infertilidade masculina, evidéncias significativas apontam para sua forte
correlagdo com o estresse oxidativo seminal (AITKEN et al., 1989; AGARWAL et al., 2006).
O estresse oxidativo € uma condicao de desequilibrio fisiol6gico seminal, devido ao aumento
de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou a uma deficiéncia da capacidade antioxidante total
(TAC) (PI1ZZINO et al., 2017).

Niveis elevados de ROS, podem levar a uma sequéncia de eventos que acarretam danos
celulares aos lipidios, DNA e proteinas do espermatozoide (AGARWAL et al., 2006; AITKEN
etal., 2016), o que diminui a sua capacidade de movimentar-se e, ainda, de fecundac¢édo. Estudos
demonstram que homens inférteis podem ter niveis elevados de ROS e capacidade antioxidante
do sémen menos eficaz (LEWIS et al., 1997, SUBRAMANIAN et al., 2018).

O desenvolvimento da ciéncia nas Ultimas décadas, especialmente no campo da genética
e da embriologia humana, além do avanco das técnicas de diagnostico e de tratamento
contribuiram para avancos consideraveis na area de saude da infertilidade (SANTOS et al.,
2013). Entretanto, Wang et al. (2022) salientam que, apesar dos esforcos para identificar as
causas e desenvolver novas abordagens para melhorar a fertilidade masculina nas ultimas
décadas, ainda existem poucos tratamentos eficazes para retardar o declinio da infertilidade
masculina idiopatica.

Deste modo, estudos recentes tém avaliado diferentes estratégias de suplementagdo com
antioxidantes e seus efeitos sobre as EROs, com o objetivo de melhoria na infertilidade
masculina (BOZHEDOMOV et al., 2017; KIZILAY; ALTAY, 2019; KOPETS; KUIBIDA,
2020), e foi demonstrado que antioxidantes naturais ou suplementos vitaminicos tem a
capacidade de neutralizar os radicais livres melhorando, assim, os parametros do sémen
(BUSETTO et al., 2018, GAMIDOV; OVCHINNIKOV; POPOVA, 2019). Dentre as
estratégias de suplementacdo que promovam ac¢do antioxidante mais promissoras, estdo as
vitaminas C e E, glutationa, folato, zinco, selénio, carnitina, coenzima Q10, licopeno, e N-acetil
cisteina (ROSS et al., 2010; BUI et al., 2018). Entretanto, outras abordagens, que utilizam ndo
os antioxidantes em si, mas que podem também promover a a¢do antioxidante, vém ganhando
destaque.

Nesse sentido, a utilizacdo de probidticos tém crescido, especialmente devido a sua acdo
antioxidante e de melhora na microbiota seminal (AMARETTI et al., 2013). Probidticos séo
definidos como "microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,

conferem beneficios a saltde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001). As cepas mais comuns



pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, que sdo produtoras de acido latico e
fazem parte de muitas fermentacdes industriais e artesanais de plantas, carnes e laticinios
(MARCO; PAVAN; KLEEREBEZEM, 2006).

O termo microbiota descreve a comunidade de micrébios que residem em quase todas
as partes do corpo humano. J& o microbioma se refere ao material genético da microbiota, que
exerce funcbes na simbiose fisiologica e na disbiose patogénica (LUNDY et al., 2021). Grande
parte da microbiota humana esta alojada no trato gastrointestinal, sendo considerada um érgéo
adicional (VENNERI et al., 2022). As bactérias dominantes da microbiota intestinal sdo
representadas pelos filos Firmicutes e Bacteroidetes, seguidos pelos filos Actinobacteria,
Proteobacteria, que fazem parte da composi¢do de microbiota intestinal saudavel e contribuem
para manutencao e protecéo epitélio intestinal (ECKBURG et al., 2005).

Apenas 9% da microbiota humano estd localizado no trato urogenital (SIROTA;
ZAREK; SEGARS, 2014). Os filos dominantes no microbioma seminal sdo Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes (YANG et al., 2020). Lundy et al. (2021)
descobriram que a abundancia de Prevotella foi negativamente associada a concentracao de
espermatozoides, em oposicdo a Pseudomonas que foi associado de forma positiva a contagem
de espermatozoides moveis. Adicionalmente, a abundancia aumentada de Ureaplasma,
Enterococcus, Mycoplasma e Prevotella foi associada negativamente aos parametros
espermaticos. Ademais, evidéncias mostram que Lactobacillus podem promover acdo de
protecdo na qualidade do sémen, sendo observada uma maior presenca deste micro-organismo
em amostras de morfologia normal (FARAHANI, 2021).

Deste modo, devido ao potencial dos probi6ticos em promover o equilibrio do
microbioma, bem como a sua capacidade antioxidante que tem forte associacdo a infertilidade
masculina (WANG et al., 2022), o objetivo desta revisdo sistematica é avaliar os estudos
disponiveis que investigaram os efeitos da suplementacdo com probidtico na infertilidade

masculina.
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2. METODOLOGIA

Foi realizada uma busca sistematica de artigos no periodo de fevereiro a marco de 2022,
nos idiomas inglés e portugués, sem limitacdo de data de publica¢do. Foram utilizadas as bases
de dados PubMed, Cochrane (Central Register of Controlled Trials), Science Direct e Scielo.
Os termos utilizados foram “Probiotico”, “Lactobacillus”, “Bifidobacterium”, “Fertilidade
masculina”, Infertilidade masculina”, “qualidade do esperma”, motilidade espermatica”,
“Oligoasthenoteratozoorpermia”. Adotou-se a seguinte combinacdo de seus equivalentes em
inglés: ((probiotic) OR (Lactobacillus) OR (Bifidobacterium)) AND (("Male infertility") OR
("male  fertility) OR  ("sperm  quality”) OR  ("sperm  motility") OR
(oligoasthenoteratozoospermia))), sendo adaptada para cada base de dados.

Os artigos identificados foram inicialmente avaliados pelo titulo e resumo. Os que
atendiam aos critérios de selegdo foram posteriormente lidos na integra. Utilizou-se os seguintes
critérios de elegibilidade: estudos originais publicados com seres humanos e estudos clinicos
randomizados. Sendo excluidos estudos em modelo animal ou in vitro, artigos de revisao e
estudos em duplicata.

Os principais dados dos artigos foram inseridos em planilha, elaborada no programa
Microsoft Excel®. Foram extraidas as seguintes informacdes: autor, ano de publicacéo,
desenho de estudo, populacdo estudada, niumero de participantes, tempo de seguimento,

intervencdo utilizada e os principais resultados encontrados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossa revisdo teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo com probiotico
na infertilidade masculina. A busca sistematica nas bases de dados selecionados resultou em
um total de 85 artigos. Apds leitura de titulos, resumos e exclusdes por critérios de
elegibilidade, foram incluidos quatro artigos para esta revisao sistematica (Figura 1). Os estudos
mostraram que 0 uso de probidticos para o tratamento de infertilidade masculina promove
melhora nos parametros espermaticos, como: motilidade, concentracdo de espermatozoides,
morfologia, volume de sémen e contagem total de espermatozoides, sendo, portanto, estratégia

relevante na terapia da infertilidade masculina.

Registros identificados por
pesquisa de banco de dados
(n=85)

Pubmed (n=70); Science Direct (n=8);
Cochrane (n=7); Scielo (n=0)

1

Registros apos remocdo de duplicadas
(n=82) (n=38)

- Artigos excluidos pelo titulo

- Artigos excluidos pelo resumo

(n=0)

Y

Registros selecionados (n=44)

Registros excluidos (n=40)

L 4 - Artigos de Revisdo (n=1)
Artigos em texto completo avaliados - Estudo em Animais / In vitro
por elegibilidade
(ﬂ=4} (ﬂ:36)
- Estudos nédo publicados (n=3)

Estudos incluidos em
sintese qualitativa (n=4)

Figura 1. Fluxograma de selecdo de artigos

Fonte: o préprio autor.
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Os detalhes dos artigos incluidos estdo na Tabela 1. Os estudos foram publicados entre
0s anos de 2017 e 2021. Todos foram estudos clinicos randomizados, sendo dois deles duplo-
cego (MARETTI; CAVALLINI, 2017; HELLI et al., 2020), um triplo-cego (ABBASI,
ABBASI; NIROUMAND, 2021) e um estudo cruzado (crossover) (VALCARCE et al., 2017).
Todos os estudos foram realizados em homens com infertilidade masculina idiopética
(oligozoospermia, teratozoospermia e astenozoospermia).

Os efeitos potenciais dos probioticos tém sido estudados em diversas areas da medicina.
As misturas de cepas probiéticas mostraram-se benéficas em diversos desfechos, como a
sindrome do intestino irritvel, diarreias, atopias, infec¢des do trato respiratorio, modulagao do
sistema imunoldgico e microbiota intestinal, doenca inflamatéria intestinal, entre outros
(CHAPMAN; GIBSON; ROWLAND, 2011). Considerando seu uso seguro e potenciais
beneficios terapéuticos, suas propriedades antioxidantes também vem ganhando atencdo nas
linhas de pesquisa (WANG; YU; CHOU, 2006; MISHRA et al., 2015).

Os mecanismos de acdo dos probioticos podem variar entre as cepas e pode ser resultado
de uma combinacdo de eventos. De maneira geral propde-se que 0s principais mecanismos
consistem na produgdo de enzimas ou metabolitos antimicrobianos, inibicdo de bactérias
patogénicas devido a competicao por sitios de ligacdo, competicdo por nutrientes e modulagéo
da resposta imunoldgica (FAO/WHO, 2001; SAAD et al., 2013).

Wang et al. (2017) em um estudo de revisdo apresentaram que as cepas probidticas
podem exercer acdo antioxidante de diferentes formas, incluindo: a sua capacidade quelante de
ions metélicos, por possuirem suas proprias enzimas antioxidases, por produzem metabdlitos
antioxidantes, regularem positivamente as atividades enzimaticas antioxidante do hospedeiro e
negativamente as atividades das enzimaticas de producdo de ROS, aumentarem o0s niveis de
metabolitos com agdo antioxidantes de seu hospedeiro, regularem vias de sinalizagdo e
regularem a microbiota intestinal.

No campo da reproducao feminina, estudos tém demonstrado que o uso de probioticos
influenciam no microbioma vaginal. Foram relatados os beneficios dos probidticos como
terapia para vaginose bacteriana, aumentando a abundancia de Lactobacilos e sendo
interessante na preparacdo do microbioma vaginal antes da concepgdo (REID et al., 2001;
LARSSON et al., 2008; MACKLAIM et al., 2015). Com relacdo a infertilidade masculina, 0s
estudos mostraram que o uso de probidticos promove melhora nos parametros do espermaticos
sendo indicado como terapia para esses pacientes (VALCARCE, et al., 2017; MARETTI,
CAVALLINI, 2017; HELLI, etal., 2020; ABBASI; ABBASI; NIROUMAND, 2021).
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Tabela 1. Descricdo e principais resultados dos estudos incluidos na reviséo sistematica

Autor/Ano Desenho n Tempo de seguimento Intervengéo Resultados

Valcarce et al. (2017) Randomizado 9 6 semanas L. rhamnosus CECT8361 + B. 1 motilidade espermatica,
Longum CECT7347 (10° UFCs) lfragmentagdo do DNA e niveis de
H20- intracelular do esperma.

Maretti & Cavallini Randomizado, duplo-cego, 41 24 semanas L. paracasei B21060 (5 x 10° 1 volume do ejaculado, concentracéo,
(2017) placebo-controlado UFCs) + arabinogalactan 1243 mg motilidade, nimero de
+ frutooligossacarideo 700 mg +  espermatozoides ejaculados e
L-glutamina 500 mg porcentagem de formas tipicas.

1 niveis de FSH, LHe T.

Helli et al (2020) Randomizado, duplo-cego 50 10 semanas L. casei, L. rhamnosus, 1 volume ejaculado, contagem total de
L. bulgaricus, L. acidophilus, B. espermatozoides, concentragao,
breve, B. longum, motilidade total, porcentagem de

S. thermophiles (2 x 10! UFCs) espermatozoides maoveis.
1 TAC e concentragdo de MDA
plasmatico.
| PCR e TNF-a.
1 a testosterona e | FSH, LH e PRL,
mas ndo significante.

Abbasi, Abbasi, e Randomizado, Triplo-cego 47 11,4 semanas L. rhamnosus,L. casei, L. 1 concentragdo de espermatozoides,
Niroumand (2021) bulgaricus, L. acidophilus, B. motilidade e
breve, B. longum, S. thermophilus  morfologia normal.
(10° UFCs) e | peroxidacéo lipidica e fragmentacdo
frutooligossacarideos. do DNA.

FSH = Horménio foliculo estimulante; B = Bifidobacterium; E2 = estradiol; L = Lactobacillus; LH = Hormonio luteinizante; MDA = Malondialdeido; PRL = Prolactina; PCR

= Proteina C Reativa; S = Streptococcus; TAC = Total Antioxidant Capacity; T = Testosterona; TNF-a = fator de necrose tumoral a; UFC = Unidade formadora de coldnias.
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Dentre os parametros investigados, temos também a menor fragmentacdo do DNA
do esperma (VALCARCE et al., 2017; ABBASI; ABBASI; NIROUMAND, 2021), bem
como a reducdo de niveis das EROS (VALCARCE et al., 2017), reducédo da peroxidacao
lipidica espermatica (ABBASI; ABBASI; NIROUMAND, 2021), redugéo dos niveis de
malondialdeido (MDA) e aumento da TAC (HELLI et al., 2020).

Parametros espermaticos

Todos os quatro artigos incluidos na presente revisdo relataram melhora na
motilidade espermatica (VALCARCE, et al., 2017; MARETTI; CAVALLINI, 2017
HELLLI, et al., 2020; ABBASI; ABBASI; NIROUMAND, 2021). Valcarce et al (2017)
demonstraram melhora significativa na motilidade, apos a administracdo de probidtico
(Lactobacillus rhamnosus CECT8361 + Bifidobacterium longum CECT7347) em 9
homens astenozoospérmicos, por seis semanas. A porcentagem de espermatozoides
maoveis aumentou cerca de seis vezes apds o tratamento e se manteve sustentada nas seis
semanas apos a conclusédo do tratamento.

Em concordancia com estes resultados, Maretti e Cavallini (2017) relataram
aumento significativo na motilidade progressiva dos espermatozoides (p<0,01), em
estudo randomizado com 41 homens com oligoastenoteratospermia idiopatica. A
suplementacdo foi realizada com probidtico Flortec®, que continha Lactobacillus
paracasei B21060 (5 x 10° UFCs) associado ao veiculo (arabinogalactan 1243 mg +
frutooligossacarideo 700 mg + L-glutamina 500 mg). Além da melhora na motilidade,
outros parametros também foram melhorados, como a concentragcdo de espermatozoides
(p<0,01), morfologia (p<0,01), volume de sémen (p<0,01) e contagem total de
espermatozoides (p<0,01).

Seguindo a mesma tendéncia, os resultados encontrados por Helli et al. (2020),
demonstraram que a suplementacdo diaria das cepas Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Streptococcus thermophiles, (2 x 10! UFCs), por 10 semanas,
melhorou significativamente o volume ejaculado (p=0,041), contagem total de
espermatozoides (p=0,001), concentracdo (p=0,001), motilidade total (p=0,037) e
numero de espermatozoides vivos (p=0,003).

Da mesma forma Abbasi, Abbasi e Niroumand (2021) notaram aumento
significativo na motilidade espermatica (p=0,03) e melhoria nos parametros de

concentracdo espermatica (p=0,004) e morfologia (p=0,014), apds suplementacdo com
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FamilLact® (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus, bulgaricus,
Lactobacillus acidofilo, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Streptococcus
thermophilus (10° UFC) e frutooligossacarideos) por 80 dias em 47 individuos. Essas

modificacBes foram atribuidas a melhora no estresse oxidativo e no dano ao DNA.
Indice de Fragmentac&o do DNA e estresse oxidativo

Valcarce et al. (2017) demonstraram uma reducéo significante (p<0,05) no indice
de Fragmentacdo do DNA (DFI) de 25,74% para 21,11% apds trés semanas (T1) e
21,58% ap0s seis semanas de tratamento (T2), sendo correlacionada com a melhora na
motilidade. Apds o washout, a melhoria no DFI ndo foi sustentada, aumentando para
21,64% trés semanas apds o término do tratamento (W1) e 23,09% apds seis semanas
(W2).

Abbasi, Abbasi e Niroumand (2021) observaram melhoria favoravel na
fragmentacio do DNA (p = 0,005) nos pacientes que receberam FamilLact®. No grupo
placebo, também foi observada diminuicdo da fragmentacdo do DNA pds-tratamento,
porém, de forma menos significativa (p=0,03). Concomitantemente, foi realizada a
técnica de coloragdo com cromatina A3 (CMA3), ndo sendo observada alteracdo
significativa na positividade de CMA3 (p=0,03).

No processo de espermatogénese, a cromatina torna-se remodelada como histonas
nucleares e sdo substituidas pela protamina, pequena molécula carregada positivamente.
Essa estabilizacdo é mais resistente a danos ao DNA (BENNETTS; AITKEN, 2005).
Deste modo, o0 estudo de Abbasi, Abbasi e Niroumand (2021) sugere que 0 aumento no
teor de protomina, pode ndo ser a causa da reducdo da fragmentacdo do DNA.
Confirmando a hipdtese de que a prevencdo da fragmentacdo do DNA ap6s o0 uso de
probidticos foi induzido pela reducdo nas EROs, comprovando assim suas promissoras
propriedades antioxidantes.

O estresse oxidativo foi avaliado por trés, dos quatro estudos incluidos na presente
pesquisa (VALCARCE, et al., 2017; HELLI, et al., 2020, ABBASI; ABBASI,
NIROUMAND, 2021), demonstrando que os probidticos promovem acdo antioxidante.
Em estudo realizado por Valcarce et al. (2017), utilizando modelo in vitro para analise de
acdo antioxidante de probidticos em Caenorhabditis elegans, demonstrou maior
porcentual de sobrevivéncia dos vermes apos a incubagdo com as cepas (L. rhamnosus
CECT8361 58,5% e B. longum OCECT7347 66%) do que das réplicas de controle
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positivo, utilizando a vitamina C, confirmando assim a atividade antioxidante das duas
cepas.

Foram analisados também os niveis de H2O- intracelular, para confirmacdo que
as propriedades antioxidantes dos probioticos na prevengdo da fragmentacdo do DNA,
seria consequéncia da diminuicdo de EROs. O ensaio da diclorodihidrofluoresceina
(DCFH-DA) foi usado medir os niveis de H20z, sendo o percentual de celulas positivas
reduzido em relagdo ao controle (16,57+3,34%), apds ingestdo de probidtico em T1
(5,02+0,93%) e T2 (6,2+1,77%), se mantendo até mesmo ap6s o washout W1
(7,27+2,37%) e W2 (7,9+1,36%) (VALCARCE, et al., 2017).

Helli et al. (2020) avaliaram os niveis séricos e seminal MDA, produto da
oxidacgdo dos lipideos, e utilizaram método colorimétrico para analisar a TAC sérica e
seminal. Como resultado, encontraram que os niveis de TAC e MDA no plasma e no
sémen no grupo intervencdo alteraram significativamente comparado com o placebo
(p<0,001 e p=0,002 respectivamente). Adicionalmente, Abbasi, Abbasi e Niroumand
(2021) utilizaram sonda BODIPY para avaliacdo de peroxidacao lipidica espermatica e
constataram reducdo significativa (29,53%+19,4 a 26%+18,82; p=0.02) apés a
suplementacao.

Estudo anterior realizado in vitro, forneceu evidéncias preliminares sobre a
eficacia de probiGticos em proteger espermatozoides da peroxidacdo lipidica e,
consequentemente, dos efeitos negativos na motilidade e viabilidade espermatica, por
meio de combinacdo de trés cepas de Lactobacilos (BARBONETTI et al., 2011).

Em estudo realizado com ratos, alimentados com dieta hiperlipidica, observou-se
que as atividades da superdxido dismutase (SOD) e da glutationa peroxidase (GSH-Px)
no soro e esperma foram significativamente reduzidas, em comparacdo com ratos
controle. O aumento do contelldo MDA e de 6xido nitrico (NO) no grupo que recebeu a
dieta indica o desenvolvimento do estresse oxidativo e, consequente, peroxidacdo
lipidica. A suplementacdo com probidticos restaurou as atividades de SOD e GSH-Px,
diminuiu o contetdo de MDA e NO para proximo aos dos controles, indicando sua agdo
antioxidante e capacidade de restaurar o dano oxidativo até certo ponto. O excesso de
radicais livres demonstrou reduzir o nimero de espermatozoides, assim como a
viabilidade e motilidade espermatica (CHEN; GONG; XU, 2013).

Sabe-se que espermatozoides defeituosos sdo mais vulnerdveis aos danos
causados por estresse oxidativo, porque a composicdo de suas membranas plasmaticas

contém porcentagens altas de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), que propiciam a
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geracdo de EROs pelas mitocdndrias espermaticas, induzindo o aumento do processo de
peroxidacdo lipidica (AITKEN et al.,, 2010). Além de ndo possuirem sistemas
enzimaticos citoplasmaticos necessarios para o reparo dano induzido pelo estresse
oxidativo (AGARWAL; SALEH; BEDAIWY, 2003).

Desta forma, primeiramente os ROS irdo danificar a membrana do
espermatozoide, e consequentemente, reduzirdo sua motilidade e sua a capacidade de
fusdo com o odcito (TREMELLEN, 2008; AITKEN et al., 2016). Os mecanismos que
levam a reducdo da motilidade espermética devido ao estresse oxidativo ndo sdo
conhecidos ao certo. Estudos demonstram que supostamente seja resultado de alteragfes
axonémicas, por possivel deplecdo de trifosfato de adenosina (ATP) intracelular (DE
LAMIRANDE; GAGNON, 1992), e anormalidade na cauda, diminuindo assim a
motilidade dos espermatozoides (SYNTIN; ROBAIRE, 2001).

O estresse oxidativo também pode ocasionar o dano ao DNA, acelerando o
processo de apoptose das celulas e consequente diminuicdo da contagem de
espermatozoides, sendo correlacionado a infertilidade e a diminui¢do da qualidade do
sémen (AGARWAL; SALEH; BEDAIWY, 2003).

Tais evidéncias e resultados encontrados em nossa revisdo refor¢cam essa hipotese
de que a administracdo de probidticos, exerca acdo antioxidante, atuando na defesa contra
EROs e danos ao DNA do esperma, com consequente melhora nos parametros

espermaticos, com destaque para a motilidade.
Hormonios sexuais

Dois estudos (MARETTI; CAVALLINI, 2017; HELLLI, et al., 2020) avaliaram o0s
niveis sanguineos de hormdnios sexuais apds intervencdo com probiodticos. Maretti e
Cavallini (2017) observaram que os niveis de horménio foliculo estimulante (FSH),
hormonio luteinizante (LH) e testosterona (T) aumentaram (p<0,01), os de estradiol (E2)
e prolactina (PRL) néo tiveram alteracdes significativas, por outro lado Helli et al. (2020)
observaram aumento dos niveis de testosterona e diminuicao dos niveis séricos de FSH,
LH e PRL, entretanto, esses achados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,063,
p=0,21 p=0,109 e p=0,128, respectivamente). Esses resultados, apesar de inconclusivos,
sugerem que o uso de probidtico pode ter influéncia na regulacdo hormonal.

Catalfo et al. (2007), em seu estudo sugeriram que a suplementacdo com
antioxidantes pode melhorar o quadro clinico de homens com varicocele. Os autores

sugerem que alteracBes hormonais podem ser associadas a um efeito indireto de ROS na
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acao das celulas de Leydig, principalmente na regularizacdo dos niveis de testosterona
(CATALFO et al., 2007). Ademais, evidéncias ja haviam demonstrado que o estresse
oxidativo é capaz de inibir esteroidogénese nessas células (POMERANTZ; PITELKA,
1998; MURUGESAN et al., 2005).

Desta forma, a hipotese é que aumento dos niveis de testosterona e alterages nas
gonadotrofinas possa ter relacdo com a reducdo do estresse oxidativo. Uma vez que 0s
resultados sdo controversos e inconclusivos, o significado fisiologico das alteracGes
precisa ser melhor esclarecido e avaliado o real impacto do uso de probi6ticos nos fatores

hormonais.
Fatores inflamatorios

A respeito dos fatores inflamatorios, estes foram investigados apenas por Helli et
al. (2020), que determinaram os niveis séricos do fator de necrose tumoral o (TNFa) e de
Proteina C Reativa (PCR), demonstrando que ap6s a suplementacdo de probiotico, houve
reducdo significante tanto na PCR quanto no TNFa. (p=0,001 ¢ p=0,003 respectivamente).
De forma semelhante, Chen et al. (2012) investigaram os efeitos in vivo da cepa
Lactobacillus kefiranofaciens M1 nas células epiteliais intestinais de camundongos com
colite induzida por dextrano sulfato de sédio (DSS), e como resultados observaram que o
uso da cepa reduziu significativamente a produgéo das citocinas pro-inflamatorias (1L-13
e TNF-a)) e aumentou a producdo da citocina anti-inflamatéria (IL-10), sugerindo assim
a atividade anti-inflamatdria potencial da cepa.

Nanda Kumar et al. (2008) em estudo anterior em camundongos tratados com
DSS, sugeriram que cepas probidticas podem alterar o perfil de secrecdo de citocinas de
pro-inflamatdrio para um anti-inflamatério. Desta forma, as evidéncias e resultados
encontrados em nossa revisdo demonstram a potencial acdo anti-inflamatéria dos
probidticos.

Além disso, grandes avangos nos estudos da microbiota associada ao trato
intestinal e genital, vem correlacionando as comunidades microbianas e efeitos da
dishiose bacteriana na infertilidade (VENNERI et al., 2022). Em estudos revisados por
Farahani et al. (2021) foi relatada maior abundancia de Prevotella e Estafilococo no
sémen, correlacionando-se negativamente com a motilidade. J& a morfologia espermatica
anormal foi correlacionada com a diminuigdo Lactobacillus. Da mesma forma, Lundy et

al. (2021) demonstraram que o microbioma testicular pode ter papel importante na
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espermatogénese e que a disbiose intestinal e urinaria pode ser um fator que influencia na
infertilidade.

Monteiro et al. (2018) encontraram quantidade aumentada de Pseudomonas,
Klebsiella, Aerococcus, Actinobaculum, Neisseria, € uma menor presenca de
Lactobacillus em grupos de oligoastenoteratozoospermia e hiperviscosidade. Também
foi observada menor prevaléncia de Lactobacillus e Propionibacterium. Estas sdo
bactérias Gram-positivas, que parecem ter efeito na manutencéo da qualidade do sémen,
assim como potencial em diminuir a influéncia negativa de bactérias de Gram-negativas
como Prevotella, Aggregatibacter e Pseudomonas (WENG et al., 2014).

A camada de células epiteliais intestinais, constitui a principal barreira a
permeacdo e através das quais ocorre a passagem de moléculas via paracelular ou
transcelular. Alteracbes na composicdo da membrana contribuem para alteragdes nesta
barreira e consequentemente na permeabilidade intestinal (TRAVIS; MENZIES, 1992).
A barreira intestinal ndo somente exerce a funcdo de protecdo do hospedeiro contra
infeccbes e patdgenos do limen gastrointestinal, como também permite a adequada
absorcdo nutrientes de alimentos e liquidos (BISCHOFF, 2011).

Os probidticos podem atuar de diversas formas na fisiopatologia intestinal, porém
evidéncias convincentes apontam para o mecanismo de aumento da funcdo da barreira
intestinal, por meio da expressao dos genes envolvidos na formacao das juncdes epiteliais
intestinais saudaveis (tight junctions) (ANDERSON et al., 2010). As junc¢des formam
uma adesdo das células epiteliais intestinais, fornecendo uma barreira priméria para o
espaco intracelular (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Blackwood et al. (2017) em
estudo in vitro e in vivo, demonstrou que cepas probioticas de Lactobacillus fortalecem
funcdo da barreira intestinal, assim como a integridade das juncdes apertadas.

O estudo realizado apresentou limitagdes importantes quanto ao nimero de artigos
disponiveis sobre o assunto, assim tamanho de amostras reduzidas. Apesar da variacdo
entre os estudos em relacdo a administracdo do probioticos, sua composicdo, dose e
duracdo, todos demonstraram promover melhoria nos pardmetros espermaticos e

potencial para o tratamento de infertilidade masculina.
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4. CONCLUSAO

Os achados encontrados em nossa revisdo evidenciam o beneficio do tratamento
com probidticos na infertilidade masculina. Corroborando com os resultados de melhoria
dos parametros espermaticos, como motilidade, concentragdo de espermatozoides,
morfologia, volume de sémen e contagem total de espermatozoides, apds o tratamento
com as cepas probioticas (Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus). Sendo
considerado um tratamento seguro e acessivel. Ressalta-se 0 nimero ainda limitado de
pesquisas disponiveis sobre 0 uso da terapia probiotica como intervencgéo na infertilidade
masculina e sugere-se realizacdo de estudos em maior escala, para melhor elucidar o

mecanismo de acdo e aplicacdo dos probidticos.
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