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“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez."

- George Bernard Shaw

RESUMO
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Os contraceptivos hormonais orais (CO) sdo amplamente utilizados no
planejamento familiar, mas apresentam riscos significativos a saude feminina.
Embora eficazes, podem causar efeitos adversos graves, como alteragdes
cardiovasculares, que aumentam o risco de embolismo pulmonar, trombose venosa
e arterial, e doencas metabdlicas, como diabetes e dislipidemias. As doencas
cardiovasculares (DCV) s&o a principal causa de morte no Brasil e no mundo, e os
métodos contraceptivos hormonais estdo associados ao aumento do risco de
acidentes vasculares encefalicos e outras DCV. Os espermicidas de base vegetal
sao alternativas aos espermicidas quimicos, como o Nonoxinol-9 (N-9), que pode
causar danos a mucosa vaginal e aumentar o risco de infecgdes. Alternativas ao
N-9, como o Lauril Sulfato de Sédio (SLS), também apresentam efeitos adversos,
incluindo irritacdo da pele e mucosas. O fucoidan, um polissacarideo sulfatado
encontrado em algas marinhas marrons, possui atividades bioldgicas benéficas e é
investigado como carreador de farmacos devido a sua baixa toxicidade. A ouabaina,
extraida da planta Strophantus gratus, atua na capacitagdo espermatica e inibe a
Na‘*/KtATPase, desempenhando um papel significativo em diversos processos
fisiologicos e patologicos. O objetivo deste estudo foi analisar a atividade
espermicida do fucoidan, extraido da alga Fucus vesiculosus, e da ouabaina, em
espermatozoides humanos in vitro. A metodologia envolveu a coleta de amostras
seminais de voluntarios de 18 a 45 anos, apds aprovacdo do Comité de Etica e
Pesquisa sob registro Certificado de Apresentagdo de Apreciacdo Etica (CAAE)
79783124.5.0000.5060 que foram submetidas a tratamentos com controle negativo,
controle positivo (SLS), com o agente fucoidan, oubaina e uma combinagdo de
ambos. A motilidade e vitalidade dos espermatozoéides foram avaliadas em dois
tempos distintos (0 e 15 minutos) utilizando técnicas de analise seminal
padronizadas pela Organizacdo Mundial de Saude. Os tratamentos aplicados
reduziram significativamente a motilidade e vitalidade dos espermatozoides em
comparagao com o controle positivo (SLS). A combinagao de fucoidan e ouabaina

apresentou a maior redugcao da motilidade espermatica, com uma diminuicdo de
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aproximadamente 28,3% na motilidade progressiva e 28,1% na vitalidade, sugerindo
um efeito sinérgico entre os compostos. A analise estatistica, utilizando os testes
nao paramétricos de Kruskal-Wallis e post hoc de Wilcoxon, confirmou a
significAncia dessas reducdes nos tempos TO e T15. Além disso, a interacdo dos
compostos com as espécies reativas de oxigénio (EROs) sugere um mecanismo de
acao que compromete a integridade celular e a fungéo espermatica. Esses achados
destacam o potencial do fucoidan e da ouabaina como agentes espermicidas
eficazes, contribuindo para o desenvolvimento de métodos contraceptivos mais
seguros e eficientes. No entanto, € necessario considerar os custos associados a
cada tratamento e realizar mais pesquisas para confirmar essas hipéteses e explorar

suas aplicagdes biotecnoldgicas futuras.

Palavras- chave: Ouabaina; Glicoconjugados; Motilidade espermatica; Métodos

Contraceptivos.
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Oral hormonal contraceptives (OC) are widely used in family planning but pose
significant health risks to women. Although effective, they can cause severe adverse
effects, such as cardiovascular alterations that increase the risk of pulmonary
embolism, venous and arterial thrombosis, and metabolic diseases such as diabetes
and dyslipidemia. Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death in
Brazil and globally, and hormonal contraceptive methods are associated with an
increased risk of cerebrovascular accidents and other CVDs. Plant-based
spermicides are alternatives to chemical spermicides like Nonoxynol-9 (N-9), which
can cause vaginal mucosa damage and increase the risk of infections. Alternatives to
N-9, such as Sodium Lauryl Sulfate (SLS), also present adverse effects, including
skin and mucosal irritation. Fucoidan, a sulfated polysaccharide found in brown
seaweeds, has beneficial biological activities and is investigated as a drug carrier due
to its low toxicity. Ouabain, extracted from the plant Strophanthus gratus, acts on
sperm capacitation and inhibits Na*/K+tATPase, playing a significant role in various
physiological and pathological processes. This study aimed to analyze the
spermicidal activity of fucoidan, extracted from the seaweed Fucus vesiculosus, and
ouabain on human sperm in vitro. The methodology involved collecting semen
samples from volunteers aged 18 to 45 years, after approval from the Ethics and
Research Committee under the Ethical Appreciation Presentation Certificate (CAAE)
79783124.5.0000.5060, which were subjected to treatments with negative control,
positive control (SLS), fucoidan, ouabain, and a combination of both. Sperm motility
and vitality were assessed at two different time points (0 and 15 minutes) using
seminal analysis techniques standardized by the World Health Organization. The
treatments significantly reduced sperm motility and vitality compared to the positive
control (SLS). The combination of fucoidan and ouabain showed the greatest
reduction in sperm motility, with approximately a 28.3% decrease in progressive
motility and a 28.1% decrease in vitality, suggesting a synergistic effect between the
compounds. Statistical analysis using non-parametric tests of Kruskal-Wallis and
Wilcoxon post hoc confirmed the significance of these reductions at times TO and

T15. Moreover, the interaction of the compounds with reactive oxygen species (ROS)
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suggests a mechanism of action that compromises cellular integrity and sperm
function. These findings highlight the potential of fucoidan and ouabain as effective
spermicidal agents, contributing to the development of safer and more efficient
contraceptive methods. However, it is necessary to consider the costs associated
with each treatment and conduct further research to confirm these hypotheses and

explore their future biotechnological applications.

Keywords: Ouabain; Glycoconjugates; Sperm Motility; Contraceptive Methods.
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1. INTRODUGAO

Os Direitos Humanos, um conjunto de direitos sociais que surgiu como uma
resposta a Segunda Guerra Mundial, incluem como fundamentais o direito a vida, a
alimentacdo, a moradia, a educagao, os direitos sexuais e os direitos reprodutivos
(Villela; Arilha, 2003). Previsto na Constituicdo de 1988, compete ao Estado propiciar
recursos educacionais e cientificos para o exercicio do planejamento familiar (Brasil,
1988), conforme regulamentado pela Lei n° 9.263/1996, que regulamenta o
planejamento familiar como conjunto de acbes de regulagado da fecundidade, que
garanta igualdade nos direitos constitutivos e que devem ser oferecidos todos os
meétodos e técnicas de concepcédo e contracepgao cientificamente aceitos e que nao
cologuem em risco a saude e a vida das pessoas (Brasil, 1996).

O Caderno da Atencao Basica n° 26, do Ministério da Saude, dispde que o
direito reprodutivo traduz o direito de as pessoas decidirem de forma livre e
responsavel, se querem ou nao ter filhos, a quantidade e em que momento da vida.
Menciona ainda sobre o direito de acesso a informagdes, meios, métodos e técnicas
para concepg¢ao ou contracepgao, entre outros (Brasil, 2013).

A Organizagao das Nagbdes Unidas (ONU), em setembro de 2015,
estabeleceu o compromisso com uma nova Agenda Global de Desenvolvimento
Sustentavel, representada em 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
e com validade entre 2015 e 2030. Nesse contexto, dois desses objetivos tém
relacdo direta com a saude sexual e saude reprodutiva: Saude de qualidade e
Igualdade de género (ONU, 2015).

Durante as ultimas décadas, o Brasil e outros paises da América Latina
experimentaram uma redugao significativa na taxa de fecundidade. De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a taxa de fecundidade, que era
de 6,3 filhos por mulher em 1960, caiu para 1,7 filho por mulher em 2015 (IBGE,
2015).

Apesar dessa redugao, de acordo com uma pesquisa da Bayer em parceria
com a Federagao Brasileira as Associag¢des de Ginecologia e Obstetricia (Febrasgo)
e realizada pela Inteligéncia em Pesquisa e Consultoria (IPEC), cerca de 62% das
mulheres ja tiveram pelo menos uma gravidez ndo planejada, mais da metade das
gestagdes que ocorrem no Brasil. Essa pesquisa contou com a participagcéo de mil

mulheres e evidenciou que 23% usam contraceptivo sem prescricdo médica, além
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de 34% nao fazerem uso de método, 27% falha no método utilizado e 20% o uso de
maneira errada como problemas (Bayer, 2016).

Segundo o estudo realizado pela Pesquisa Nacional do Aborto em 2016, entre
o total de 2.002 mulheres entrevistadas, 79% (n= 1.582) declarou usar algum
meétodo contraceptivo na ocasido da concepgao. Entre os métodos anticoncepcionais
mais utilizados pelas mulheres entrevistadas, estdo: pilula anticoncepcional (38%),
preservativo masculino (32%) e laqueadura (7%). Cerca de 25% (n= 500) mulheres
realizaram o aborto, e, 55% (n= 275) dessas mulheres declararam ter utilizado
algum método contraceptivo no momento da concepgéo.

Os contraceptivos hormonais sao os métodos reversiveis mais utilizados pela
populagao brasileira para planejamento familiar (Pompermaier et al, 2021), estes,
utilizam hormonios sintéticos para impedir a ovulagao e/ou alterar o muco cervical,
dificultando a passagem dos espermatozdides. Eles podem ser administrados por
diferentes vias, como oral, injetavel, transdérmica, vaginal ou intrauterina.

Os contraceptivos hormonais orais (CO) sado métodos de planejamento
familiar que utilizam horménios sintéticos para impedir a ovulagéo e alterar o muco
cervical, dificultando a passagem dos espermatozoides. A pilula de progestogénio
contém apenas o horménio em sua composi¢cao, que tem a funcado de espessamento
do muco cervical e deve ser tomada diariamente, sem pausa. A pilula combinada
contém estrogénio e progestagénio, que inibem a liberagdo do horménio
foliculo-estimulante (FSH) e do hormoénio luteinizante (LH), impedindo a ovulagéo.
Deve ser tomada diariamente, preferencialmente no mesmo horario, por 21 ou 24
dias, seguidos de uma pausa de 4 ou 7 dias (Sousa et al., 2021). Apesar de serem
eficazes e trazerem beneficios para a saude da mulher, como a reducgéo do risco de
cancer de ovario e endométrio, eles podem causar efeitos adversos comuns como
sangramento irregular, cefaleia, nausea, mastalgia, alteracdes de humor, aumento
da oleosidade da pele, aumento da acne (Shukla, Jamwal, Bala, 2016).

De acordo com Sousa et al. (2021), entre os efeitos adversos mais graves
estdo as alteragdes cardiovasculares, como trombose e hipertensdo, que podem
provocar ao quadro de tromboembolismo principalmente quando utilizado CO que
possuem em sua composicao o etinilestradiol, que promove o aumento de trombina
e desenvolve coagulos na parede dos vasos, podendo levar ao desenvolvimento de

embolismo pulmonar. Ademais, as doengas metabdlicas, como diabetes e
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dislipidemias foram citadas por Carrias et al., e essa alteragdo € provocada pelo
consumo da progestina (Ferreira et al., 2019).

E importante mencionar que as doencas cardiovasculares (DCV)
correspondem a principal causa de morte no Brasil e no mundo, conforme publicado
pelo Global Burden of Disease (GBD), realizado em 2019 (GBD, 2019). Os métodos
contraceptivos hormonais possuem uma associagdo com o aumento de risco para
trombose venosa e arterial, acidente vascular encefalico, entre outras DCV (Siméo et
al., 2008).

Os métodos nao hormonais incluem o DIU de cobre, métodos de barreira com
e sem espermicidas e métodos comportamentais (Britton et al., 2020). E inegavel
que apresentam menos riscos e efeitos colaterais, tendo em vista que ndo envolvem
a exposicao a horménios exdgenos ou sintéticos. De forma geral, o DIU de cobre
pode ser usado por até 10 anos, mas ha associacdo do método com colicas e, mais
frequentemente, sangramento menstrual intenso (Olshansk et al., 2018). Esse
método é contraindicado para mulheres com alergia ao cobre, infec¢des uterinas ou
cancer uterino.

Dentre os métodos comportamentais conhecidos, estdo: o coito interrompido,
a amenorreia lactacional (LAM) e os métodos baseados na conscientizagdo da
fertilidade (FABMs). O LAM se baseia na supressédo natural do pico de horménio
luteinizante (LH), e € mais utilizado durante a amamentacao exclusiva (Olshansk et
al., 2018). Os FABMs, também conhecido como “tabelinha”, podem envolver o
rastreamento do ciclo menstrual, temperatura corporal basal, muco cervical ou dos
niveis de LH para calcular o provavel periodo fertil. A taxa de falha pode ser de 15%
com uso tipico e de 0,4 a 5% com uso perfeito (Hatcher et al., 2018).

Os métodos de barreira incluem os preservativos e diafragmas usados no
momento da relacdo sexual e sua eficacia estd intimamente ligada ao
comportamento do usuario e sua utilizagdo da forma correta, além disso, € o unico
método que previne a transmissao de Infecgbes Sexualmente Transmissiveis (ISTs)
(Brasil, 2013). O preservativo masculino apresenta falhas de 13% e 2%, para uso
tipico e perfeito, respectivamente; para o preservativo feminino, 21% e 5%,
respectivamente; e para o diafragma 17% e 16% respectivamente (Hatcher, 2018).

Os diafragmas séao inseridos no canal vaginal de forma a bloquear o colo do
utero, e pode ser colocado até uma hora antes da relagdo sexual. Estes, por sua

vez, sao utilizados com um espermicida, que normalmente possuem em sua
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formulacdo um composto chamado nonoxinol-9 (nonilfenol etoxietanol [N-9]) (Curtis
et al., 2016). Este composto pode causar irritacdo e/ou reagdes alérgicas que levam
a microfissuras e lesbdes genitais, aumento do risco de infec¢des do trato urinario e
aumento da suscetibilidade as ISTs (Britto et al., 2020).

1.1. Espermicida Quimico: o uso do Nonoxinol-9 (N-9) e Sulfato Lauril de Sédio
(SLS)

O Nonoxinol-9 (N-9) € um agente capaz de promover a lise da membrana
espermatica através da interacdo com a camada fosfolipidica (Murong et al., 2022).
Trata-se de um surfactante n&o ibnico como agente ativo e é comumente utilizado
em concentragdes entre 2% e 12% como componente em espermicidas (Hillier et al.,
2005). O N-9 e compostos relacionados sao ingredientes de varios produtos de
limpeza e cosméticos. Ele também é o ingrediente ativo da maioria dos cremes,
gelatinas, espumas, géis, flmes e supositorios espermicidas (TUPAM EDITORES
SA, 2025).

Nesse contexto, varios estudos sugerem que o N-9 pode causar danos a
mucosa vaginal, aumentando o risco de infecgdo ao facilitar a entrada de agentes
infecciosos. Hillier e colaboradores (2005) contribuiram em seu estudo que o N-9
pode causar a liberagéo de citocinas pré-inflamatérias como as interleucinas (IL):1a,
1b e IL-8, evidenciando a capacidade do N-9 de exercer influéncia sobre processos
inflamatdrios. Ademais, a maioria dos estudos evidenciam a toxicidade do N-9,
favoravel a ruptura epitelial e ao infiltrado inflamatorio nos tecidos e nas secregdes
cérvico-vaginais.

O uso de N-9 pode alterar a flora microbiana vaginal, aumentando a
colonizagdo por Escherichia coli devido a destruicdo seletiva de Lactobacillus
acidophilus, que normalmente ajuda a controlar o crescimento de E. coli (Klebanoff,
1992). O N-9 apresenta maior toxicidade para células vaginais em comparagdo com
outros compostos, como o cloreto de benzalcénio (BKC) e o cloreto de miristalconio
(MKC). Estes compostos exibem atividade espermicida em doses mais baixas,
porém, também apresentaram toxicidade para as células HeLa em todas as
concentracdes testadas (Alfaiate et. al, 2021).

Diante o exposto, é evidente que o N-9 pode causar irritagdo vaginal
significativa, aumentando o risco de infec¢cdes ascendentes e falhas contraceptivas.

Estudos indicam que a exposi¢cdao ao N-9 pode facilitar infecgdes intrauterinas e
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elevar a taxa de partos prematuros devido a danos no epitélio cervical (Pavlidis et.
al, 2020)

Ha um interesse crescente no desenvolvimento de espermicidas que
equilibrem eficacia e seguranca, minimizando a irritagao vaginal. Compostos como o
acido mandélico e peptideos antimicrobianos, como LL-37, estdo sendo investigados
por suas propriedades espermicidas e menor toxicidade (Xia et. al, 2020; Lee et. al,
2023).

Ja o Lauril Sulfato de Sddio (SLS) € um surfactante anidnico com
propriedades detergentes, emulsificantes e solubilizantes. Ele & amplamente
utilizado em produtos de limpeza e cosméticos (Baker, Grant, 2018) e, conforme
elucidado por Haineault e colaboradores (2003), demonstrou potencial contraceptivo
ao inibir a motilidade dos espermatozdides humanos e a atividade da hialuronidase
testicular de carneiro de maneira dependente da concentragao

A concentracdo minima eficaz (MEC) para inibir 50% da motilidade dos
espermatozoides humanos foi de 279,2 pg/ml. Em coelhos, a aplicagéo intravaginal
de gel com 2% de SLS impediu a fertilizagdo dos 6vulos, mas causou irritagao leve a
moderada na pele e nos olhos. Em mulheres, a aplicagao intravaginal de gel com 2%
de SLS duas vezes ao dia por 14 dias foi bem tolerada, porém, foram observados
sinais de irritagdo leve em mucosa (Haineault et al., 2003).

Varios efeitos adversos ao uso do SLS ja foram documentados na literatura,
incluindo irritacdo da pele, irritagdo ocular, descamacao e inflamagdo da mucosa
oral, ulceras na cavidade oral, reagdes inflamatorias na lingua e sensagao de
queimacgdo na mucosa oral (Kasi, Ozcan, Feilzer, 2022).

A pesquisa continua € essencial para desenvolver agentes que oferecam
protecdo eficaz contra a gravidez, sem os efeitos colaterais associados ao
Nonoxinol-9 (N-9). Além disso, €& fundamental promover a igualdade na
contracepcao, com métodos que possam ser utilizados de forma tdpica e unissex,

contribuindo para uma melhor saude reprodutiva.

1.2. Espermicidas de base vegetal

Por outro lado, os espermicidas de base vegetal sdo substancias que tém a
capacidade de matar ou imobilizar os espermatozoides, impedindo a fecundacgao do
ovulo. Eles podem ser usados como um método anticoncepcional alternativo aos

espermicidas quimicos, que contém o N-9 na formulagdo (Gallego et al., 2012).
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Ademais, podem ter propriedades anti-inflamatoérias, antioxidantes e antimicrobianas,
que podem beneficiar a saude da mulher. Podem ser encontrados em diferentes
formas, como cremes, géis, espumas ou filmes, que devem ser aplicados no fundo
da vagina antes de cada relagdo sexual (FEBRASGO, 2015). Eles podem ser
usados em conjunto com outros métodos de barreira, como a camisinha masculina
ou feminina ou o diafragma, para aumentar a eficacia anticoncepcional (Brasil,
2013).

Em seu estudo sobre novas alternativas contraceptivas, Gomez et al. (2007)
identificaram uma grande variedade de plantas com potencial espermicida, que
poderiam ser usadas para desenvolver um anticoncepcional de origem vegetal.
Entre os 6leos essenciais analisados utilizando células espermaticas humanas, duas
se destacaram pelo seu potencial espermicida: Eugenia brejoensis, cujo O6leo
essencial apresentou uma acgdo espermiostatica significativa, com 1IC50 de 28,99
pMg/mL em 5 minutos, 35,19 pg/mL em 15 minutos e 14,79 pg/mL em 30 minutos e
Myroxylon peruiferum, cujo Oleo essencial mostrou um potencial imobilizante
significativo, com IC50 de 42,92 ug/mL em 5 minutos, 46,32 ug/mL em 15 minutos e
41,69 ug/mL em 30 minutos (Gomez et. al, 2007).

E notdrio que os produtos naturais possuem alta diversidade quimica,
relacionada com a disponibilidade de precursores e reacgdes biossintéticas (Filho,
2014). Existem poucos estudos que avaliam a eficacia, a seguranca e os efeitos

adversos dos espermicidas de base vegetal.

1.3. Estrutura do espermatozéide

A estrutura e a funcdo do espermatozéide humano estdo intrinsecamente
ligadas a sua capacidade de fertilizar um évulo, sendo sua morfologia composta por
cabeca e cauda, envoltas por uma unica membrana plasmatica que abriga
receptores essenciais para a ligagdo com a zona pelucida (Flesch FM, Barend MG,
2000). Essa organizacao estrutural reflete adaptacdes especificas que sao cruciais
para o sucesso do processo de fecundagao.

A cabeca do espermatozdide apresenta como principal caracteristica o nucleo
achatado e oval, contendo cromatina altamente compactada. Essa compactacao é
promovida pelas protaminas, proteinas basicas que revestem o DNA gendmico. Na
regido anterior da cabega encontra-se o0 acrossoma, uma vesicula rica em enzimas

hidroliticas, como a hialuronidase e a acrosina, que sao essenciais para a
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penetracdo na zona pelucida do odcito (Guzick DS, et al., 2001). Essa composigéo
funcional da cabega esta diretamente associada a capacidade do gameta de
contribuir com material genético durante a fertilizacao.

A cauda do espermatozdide, por sua vez, € composta por colo, peca
intermediaria, pecga principal e pega terminal, conforme demonstrado na Figura 1,
todas desempenhando papéis fundamentais na motilidade espermatica.

O acrossomo esta situado nos dois tercos anteriores da cabeca do
espermatozoide e abriga enzimas e a liberacdo dessas enzimas, denominada
reagcao acrossdémica, ocorre quando o espermatozoéide se aproxima do évulo (Cafe,
S; Anderson, A; Nixon, B, 2020). Esse evento é essencial para a fertilizagdo
humana, pois as enzimas promovem a lise das camadas externas do odcito
(cumulus oophorus e zona pelucida), permitindo a penetragdo do espermatozdéide no
ovulo.

A pecga intermediaria contém um arranjo central conhecido como axonema,
formado por dois microtubulos centrais simples e nove pares periféricos. Esses
microtubulos estdo associados a proteina dineina, que transforma energia quimica
em mecanica, gerando o movimento flagelar. Externamente ao axonema,
mitocdndrias dispostas em forma de hélice fornecem a energia necessaria para a

locomocgéo eficiente do espermatozéide (Canovas S, Pilar C., 2008).

Nucleo Acrossomo
Bateria Pescoco ou colo

mitocondrial \(
|

Peca

Peca terminal Peca principal T

Cabecga

Figura 1. llustragcao dos aspectos estruturais do espermatozéide humano. Fonte: Centro

Integrado de Aprendizagem em Rede (CIAR), Universidade Federal de Goias (2025).

Adicionalmente, elementos celulares como canais ibnicos e mitocdndrias
desempenham funcgdes indispensaveis no processo de fertilizagdo. As condutancias

de calcio e potassio reguladas por canais ibnicos no esperma sao essenciais para a
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capacitacdo e o potencial de fertilizacdo; defeitos nesses canais podem
comprometer significativamente a fertilidade (Brown, S., Publicover, S., Barratt, C., &
Da Silva, S., 2019). As mitocdndrias, além de gerarem energia, estao envolvidas em
processos que se estendem desde a espermatogénese até a fertilizagcdo, sendo
reguladoras importantes da fertilidade masculina (Park, Y., & Pang, M., 2021).

Compreender os aspectos estruturais e funcionais do espermatozoide
humano é fundamental para elucidar os mecanismos que influenciam a fertilidade
masculina. Estudos aprofundados nesse campo fornecem informacgdes importantes
para o desenvolvimento de métodos contraceptivos eficazes (Zafar, M., Lu, S., & Li,
H., 2021).

1.4. Plasma Seminal

O plasma seminal é um fluido biolégico de alta complexidade, com fungdes
essenciais no metabolismo, na viabilidade e na fertilidade dos espermatozodides.
Responsavel por mais de 95% do volume total do sémen, ele € composto por
secregdes provenientes das vesiculas seminais, prostata, glandulas bulbouretrais,
epididimos e testiculos (Giraldo, 2020). Essa composigao confere ao plasma seminal
a capacidade de regular o metabolismo espermatico e de proporcionar um ambiente
adequado a sobrevivéncia e funcionalidade dos espermatozoides nos tratos
reprodutivos masculino e feminino (Intasqui et al., 2015).

Além dessas fungdes, o plasma seminal contém uma diversidade de
moléculas bioativas indispensaveis ao sucesso reprodutivo. Entre elas, destaca-se a
frutose, secretada pelas vesiculas seminais, que atua como a principal fonte de
energia para a motilidade espermatica (Giraldo, 2020).

Ademais, a membrana plasmatica do espermatozoide contém receptores de
fucose, com afinidade de ligagdo pela zona pelucida, e essa interagdo é essencial
para a adesdo inicial do espermatozdide ao ovulo, facilitando a penetragao ao
desencadear uma série de eventos bioquimicos no espermatozoide, incluindo a
reagao acrossOmica, contribuindo para o sucesso da fertilizagao (Cruz et al., 2014).

O plasma seminal contém diversas moléculas antioxidantes, tanto enzimaticas
quanto ndo enzimaticas, que protegem os espermatozoides dos danos oxidativos.
Entre os constituintes enzimaticos, destacam-se a superdxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) e o sistema glutationa peroxidase/redutase (GPX/GSR). Ja os
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antioxidantes n&o enzimaticos incluem glutationa (GSH), vitaminas C, Zn* e

diversos aminoacidos e proteinas (Puerta et al., 2019).

1.5. Parametros da Analise Seminal

A analise de sémen é uma ferramenta crucial na avaliagdao da fertilidade
masculina, sendo utilizada para identificar problemas que podem afetar a
capacidade de concepcao de um casal. Na 62 edicdo do Manual de Anadlise de
Sémen da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ha um guia passo a passo para
avaliar amostras de sémen e interpretar os resultados, considerando a deterioracao
da qualidade seminal.

O manual descreve metodologias para a avaliagdo de variaveis usuais na
analise seminal, além de testes de fungdo espermatica menos comuns, mas
valiosos. Técnicas de preparacdo do fluido seminal para procedimentos como
fertilizac&o in vitro e inseminacédo intrauterina também sdo detalhadas (Jequier, A.,
2010). A edicdo também aborda a importancia do controle de qualidade interno e
externo para garantir a confiabilidade dos resultados (Bjorndahl, L., 2023).

O 6° Manual de Processamento Seminal da OMS classifica a motilidade

espermatica em quatro tipos principais, conforme demonstrado na Figura 2:

A. Motilidade Progressiva Rapida (A): Espermatozoides que se movem
rapidamente em linha reta ou em grandes circulos, com uma velocidade de
deslocamento de = 25,0 um/s;

B. Motilidade Progressiva Lenta (B): Espermatozoéides que se movem em linha
reta ou em grandes circulos, mas com uma velocidade de deslocamento entre
5,0 a <25,0 um/s;

C. Motilidade Nao Progressiva (C): Espermatozéides que se movem, mas n&o
se deslocam de forma linear;

D. Imobilidade (D): Espermatozdéides que ndo apresentam movimento.
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Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D

Figura 2: Demonstracao dos tipos de motilidade espermatica. Fonte: Lopez et al.,
2023).

A fosforilagdo de proteinas desempenha um papel central na regulagdo da
motilidade espermatica. Este processo em proteinas como a tubulina, regulada pela
adenosina monofosfato ciclico (CAMP), um nucleotideo derivado do ATP que atua
como mensageiro intracelular (Sandoval-Barrantes et al., 2023), é crucial para a
motilidade. Por outro lado, o célcio pode inibir essa fosforilagao (J. Tash, A. Means,
1982).

Nesse contexto, € notdrio que a motilidade espermatica depende de vias de
sinalizagcdo que envolvem cAMP e calcio, os quais modulam a fosforilagdo de
proteinas no axonema flagelar. A ativacdo de vias de sinalizagdo especificas é
necessaria para a capacitacdo e hiperativacdo dos espermatozoides, processos
essenciais para a fertilizagdo (Freitas; Vijayaraghavan; Fardilha, 2016). A interagao
entre cCAMP, calcio e quinases, como a proteina quinase A (PKA), é crucial para a
regulacdo da motilidade, com o célcio desempenhando um papel dual, podendo
tanto ativar quanto inibir a motilidade, dependendo das condigdes e concentragdes
(Lindemann; Kanous, 1989).

Além disso, a ativagdo da proteina fosfatase 1 (PP1) e suas interagbes com
outras proteinas também sdo fundamentais na regulagdo da motilidade, com a
inibicdo de PP1 resultando em aumento da motilidade (Smith, G. et al., 1996). Os
canais iénicos, especialmente o canal CatSper, sao criticos para a hiperativagao da
motilidade espermatica, regulando a entrada de calcio, que atua como mensageiro
secundario. Outros canais, como os canais de Ca* ativados por voltagem e os

canais de H" ativados por voltagem, também modulam a motilidade ao influenciar o
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potencial de membrana e o pH intracelular (Nowicka-Bauer, K., &
Szymczak-Cendlak, M. 2021).

No que tange a homeostase de ions, esta € mantida por uma variedade de
canais e bombas idnicas. Esses mecanismos garantem a concentracdo adequada
de Ca%, K* e Na*, os quais sédo essenciais para a motilidade espermatica (Alavi, S.,
Cosson, J., Bondarenko, O., & Linhart, O. 2019). A identificacdo de biomarcadores
especificos, como fosfoproteinas regulatérias, pode oferecer novas oportunidades
para diagnosticos e tratamentos em tecnologias de reproducdo assistida
(Martin-Hidalgo et al., 2020).

Por fim, a motilidade progressiva (A + B + C) é um parametro essencial na
analise de sémen, frequentemente associado a fertilidade masculina. Este parametro
avalia a capacidade dos espermatozoides de se moverem de forma eficiente e € um
dos melhores preditores de gravidez espontadnea (sem tratamento). Além disso, é
relevante em tratamentos de fertilidade, como inseminagéo intrauterina (lIU) e
fertilizacdo in vitro (FIV) (Holt-Kentwel et al., 2023). Estudos indicam que a
motilidade progressiva pode prever taxas de gravidez em diferentes limiares,

destacando sua importancia na avaliagdo da fertilidade.

1.7. O fucoidan e a interagao espermatozéide-6vulo

O fucoidan é um polissacarideo sulfatado encontrado em invertebrados e
algas marinhas marrons, constituidos principalmente de L-fucose sulfatada (Braga,
2019) podendo ser encontrada na literatura como fucana, fucosan ou fucana
sulfatada (Li et al, 2008). Possui uma estrutura complexa e heterogénea, que inclui
diferentes monémeros de acgucar, ligagdes glicosidicas, massas moleculares, locais
de ramificacao e padrdes de sulfatacao (Li et. al, 2008).

Apresenta atividades bioldégicas benéficas em humanos, como efeito
antitumoral (Park et al, 2013), antiinflamatério (Sanjeewa et al, 2017),
antiobesidade (Kim; Jeon; Lee, 2014), hipolipidémica (Yokota et al., 2016),
anticoagulante/antitrombética (Ye et al., 2016), antioxidante (Yuan; Macquarrie,
2015) e outras (Braga, 2019). Essas atividades sdo atribuidas a sua estrutura unica
e capacidade de modular vias intracelulares chave, regular a acumulagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e manter vias de sobrevivéncia e morte celular
(Pradhan et al., 2020). Devido a sua baixa toxicidade e biocompatibilidade, sao

investigados como carreadores de farmacos em sistemas de liberacdo de
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medicamentos para oncologia. A presenga de residuos de sulfato permite a
formacao de complexos idnicos, facilitando a combinagdo com outros polimeros para
aplicagdes farmacéuticas (Zahariev et. al, 2023).

Este composto tem sido explorado em varias areas terapéuticas, incluindo o
tratamento de doengas renais, modulacdo do microbioma, e como agente
anti-patogénico (Fitton et. al., 2019). Além disso, possui propriedades
anticancerigenas promissoras, com estudos mostrando que pode atuar como
adjuvante na quimioterapia, aumentando a eficacia e reduzindo a toxicidade na
entrega medicamentosa (Etman; Elnaggar; Abdallah, 2019). Na nanomedicina, vem
sendo explorado seu potencial como agente de imagem e transportador de
medicamentos (Chollet et al., 2016).

Ademais, conforme relatado por Gualtieri R e Andreuccetti (1995), ele
interfere na fertilizacdo ao bloquear a adesao e penetracdo dos espermatozoides
nas camadas da zona pelucida do odcito e seu mecanismo de agao envolve a
competicdo com as glicoproteinas da superficie ovocitaria que contém residuos de
fucose.

O fucoidan, inibe a reagdo acrossébmica induzida pela zona pelucida em
espermatozoides humanos (Mahony et al., 1991). Esse polissacarideo sulfatado
interfere na interagcao entre o espermatozoide e a zona pelucida do oécito ao se ligar
especificamente aos receptores de fucose presentes na superficie espermatica,
bloqueando a interacdo espermatozoide-6vulo (Song et al., 2007). Ademais, o
fucoidan inibe a reagao acrossdmica, um processo indispensavel para a fertilizagao,
comprometendo a capacidade do espermatozdide de atravessar a zona pellcida
(Tanghe et al., 2004). Ao inibir essa reagao, o fucoidan impede a liberagao de
enzimas como a acrosina, hialuronidase e fosfolipase A2, que sado essenciais para a
lise das camadas externas do 6vulo, como o cumulus oophorus e a zona pelucida e
a subsequente penetragado do espermatozéide (Leggio, Williams e Jones, 1994).

Em um estudo conduzido por Tanghe e colaboradores (2004), evidenciou que
o fucoidan promoveu uma redugéo significativa na motilidade total (cerca de 48%) e
progressiva (aproximadamente 36%) dos espermatozoides bovinos durante a
primeira hora de incubacdo. Esses achados reforcam o potencial do fucoidan como
modulador da fertilizacdo ao afetar diretamente a motilidade e a funcionalidade

espermatica.
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O estudo de Talevi e Gualtieri (2001) mostrou que o fucoidan inibiu
significativamente a adesdo dos espermatozdides as células epiteliais do oviduto
bovino, que desempenham um papel crucial na manutencdo da viabilidade e
motilidade dos espermatozoéides. A adesdo foi marcadamente inibida a uma
concentragédo de 0,1 ug/ml e quase abolida a 1 uyg/ml (Talevi, R; Gualtieri, R. 2001).
Isso reforgca que o fucoidan pode dificultar a interagdo dos espermatozodides com a
zona pelucida do 6vulo, que pode impactar negativamente a motilidade espermatica

e, consequentemente, a capacidade de fecundacéo.

1.8. Ouabaina: Interagoes e efeitos na fertilidade masculina

A ouabaina, é uma substancia organica extraida da planta Strophantus
gratus, e é encontrada no plasma sanguineo e em concentragdes nanomolares no
sémen bovino e nos fluidos vaginais (Hickey, K.D.; Buhr, M.M.; 2011). Esse
composto exerce uma fungdo como agente indutor da sinalizagdo para a
capacitagado, ao interagir com a proteina Na*/KtATPase presente na membrana
plasmatica do espermatozédide. Esta interacdo promove a fosforilagdo de tirosina em
proteinas intracelulares, um processo que induz a capacitacdo dos espermatozoides
de touros (Sajeevadathan, S.M.; Pettitt, M.B., 2019).

Trata-se de um esterodide cardiotonico conhecido por inibir a Na*/KtATPase,
desempenhando um papel significativo em diversos processos fisiolégicos e
patolégicos (Thundathil; Rajamanickam; Kastelic, 2018). Este composto tem sido
estudado por suas fungdes em sistemas biolégicos, incluindo o sistema
cardiovascular, sistema nervoso central e rins, além de suas implicagbes em
doengas como a asma e disturbios neuroldgicos.

E conhecida por suas propriedades inibidoras da bomba de sédio, mas
também desempenham papéis significativos na reprodugdo masculina, influenciando
a capacitacado espermatica e a biossintese de hormdnios esteréides.

Em seres humanos, este composto induz a capacitagdo de espermatozoides
através de sua interagdo com a Na+/KtATPase, uma enzima que regula o equilibrio
de ions sodio e potassio na membrana plasmatica dos espermatozoides. Este
processo € acompanhado por fosforilacdo de proteinas e reacdo acrossémica, sendo
mais eficaz que a progesterona na inducdo desses eventos. Essa interagdo nao
apenas inibe a atividade da enzima, mas também ativa vias de sinalizagao
intracelulares (Sajeevadathan, M; Pettitt, M J.; Buhr, M, 2019).
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Daniel e colaboradores (2010) demonstraram que a ouabaina regula o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em espermatozoides bovinos,
por meio de um mecanismo de transativagdo mediada pela Proteina Quinase A
(PKA) e pela familia de quinases de tirosina do proto-oncogene Src (SRC). A PKA
catalisa a transferéncia de grupos fosfato do ATP para proteinas especificas,
modificando sua atividade e contribuindo para a fosforilagdo do EGFR na tirosina
posicdo 845. Embora a ouabaina promova a reagao acrossOmica ao aumentar o
influxo de ions calcio (Ca*) nas células espermaticas, seu efeito inibitério na
Na‘’/KtATPase pode levar a um desequilibrio ibnico, prejudicando a motilidade
espermatica e comprometendo a capacidade do espermatozdide de alcancar e
fertilizar o 6évulo (Daniel et al., 2010).

Este esterdide cardiotdbnico também desempenha um papel significativo na
regulacdo da biossintese de horménios, interagindo com a isoforma a3 da bomba de
sédio (Na'/KtATPase), uma enzima de membrana plasmatica essencial para o
transporte de ions sddio (Na*) e potassio (K*) nas células de Leydig. Essa interagéo
ativa uma complexa cascata de sinalizacao intracelular, que inclui a fosforilagao das
proteinas Erk1/2 (quinases reguladas por sinais extracelulares 1 e 2), CREB
(proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico) e ATF-1 (fator de
transcricdo ativador 1). Como consequéncia, ocorre a mobilizacdo de goticulas
lipidicas e sua associacdo com a perilipina 2 (PLIN2), uma proteina crucial para a
regulacdo do metabolismo de lipidios dentro das goticulas lipidicas intracelulares. Ao
estimular essas vias de sinalizacdo, mimetiza os efeitos do horménio luteinizante
(LH), promovendo a produgdo de progesterona nas células de Leydig, e, como
consequéncia, ha um aumento na biossintese de progesterona, o que pode ter
implicagdes significativas na fisiologia reprodutiva masculina (Upmanyu et. al, 2019).

A ouabaina também interage com duas subunidades polipeptidicas principais,
alfa (a) e beta (B), presentes na estrutura da proteina Na*/KtATPase. A agéo deste
composto é exercida através de sua ligagao a subunidade a. Analises identificaram e
localizaram essas subunidades, comprovando que a a4 limita-se ao trato reprodutor
masculino e responde por aproximadamente dois ter¢cos do transporte ativo de Na* e
K* nos espermatozoides (Mcdermott et. al, 2021).

A isoforma a4 da Na'/KtATPase (NKAo4), especifica dos testiculos, € um
alvo promissor para contracepgao masculina. Derivados de ouabaina foram

desenvolvidos para inibir seletivamente esta isoforma, reduzindo a motilidade
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espermatica e afetando fungdes essenciais dos espermatozdides, como a motilidade
e vitalidade (Syeda et. al, 2020).

A ouabaina tem sido associada a astenozoospermia, uma condigao de baixa
motilidade espermatica. Estudos realizados por Yang e colaboradores (2014)
mostraram que a administracao intraperitoneal de ouabaina em ratos, em doses de
12,5 pg/kg e 25 pg/kg por dia durante 30 dias, diminuiu significativamente a
motilidade dos espermatozdides (cerca de 65% e 70%, respectivamente) de maneira
dependente da dose e do tempo de exposicao (Yang et. al, 2014).

Estudos indicam que homens inférteis apresentam niveis elevados de
ouabaina endoégena no sémen, evidenciando a relagédo entre esses altos niveis e a
astenozoospermia. Além disso, a ingestdo elevada de sal pode estar associada ao
aumento de ouabaina enddgena, que inibe a Na, K-ATPase a4, resultando na
diminuicdo da motilidade espermatica (Lastra-Vargas et al., 2021).

Lastra-Vargas LM e colaboradores (2021), demonstraram uma correlagao
entre a alta ingestdo de sal e a infertilidade masculina, propondo que a ouabaina
endégena (EO) pode ser um elo entre os dois fatores.

Contudo, os autores propdem que a alta ingestdo de sal pode levar ao
aumento da liberacdo de ouabaina enddgena pelo hipotalamo e pelas glandulas
adrenais, inibindo a funcdo enzimatica da Na, K-ATPase a4 nos espermatozéides,
resultando em motilidade reduzida, capacitacdo diminuida e defeitos na morfologia,
conforme ilustrado na Figura 3 (Lastra-Vargas et al., 2021). Essa associagao sugere
que a ouabaina endogena elevada, induzida pela alta ingestdo de sal presente na

alimentagao, pode inferir na redu¢ado da motilidade espermatica.

Hipertensao Arterial
Sistémica

T (Nat)

‘L Motilidade

Isoforma .
Ouabai " Reducdo

T Enu;éga;:: NaZk-ATRase )" ,LCapacita;ao l da
: ot Fertilidade

Figura 3: Mecanismo de agdo da Na, K-ATPase a4 nos espermatozéides. Fonte:
Lastra-Vargas LM et al. 2021 (adaptado).



31

Diante o exposto, é de suma importancia buscar por novas formulagdes com
acao espermicida, especificamente para substituir o uso do N-9. A bioprospec¢ao
pode ser uma estratégia valiosa nesse contexto, permitindo a descoberta de novos
compostos eficazes, e, neste estudo, buscou avaliar os efeitos espermicidas e
espermiostaticos do polissacarideo sulfatado fucoidan e do glicosideo cardiaco
ouabaina, isoladamente e em combinacdo, sobre espermatozoides humanos em

ensaios in vitro.
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2. OBJETIVO
2.1. OBJETIVO GERAL
Analisar a atividade espermicida/espermiostatica do polissacarideo sulfatado

fucoidan e do glicosideo cardiaco ouabaina, em espermatozoides humanos in vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar o mapeamento dos estudos realizados sobre os riscos associados ao
uso de métodos contraceptivos hormonais por mulheres em idade fértil;

- Padronizar o protocolo técnico para manuseio da amostra seminal em contato
com bioativos derivados de plantas;

- Avaliar os efeitos do fucoidan e da ouabaina (isolados e combinados) sobre a
motilidade espermatica;

- Determinar a vitalidade espermatica apos tratamento com fucoidan e

ouabaina (isolados e combinados).
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3. METODOLOGIA
3.1. Metodologia da analise seminal
3.1.1. Delineamento Experimental

O experimento foi delineado em blocos casualizados, sendo o tempo
considerado um bloco (0 e 15 minutos) (Rithaporn, Monga, Rajasekaran, 2003),
tendo em vista que a motilidade dos espermatozoéides pode ser afetada pelo tempo
de exposicdo aos agentes fucoidan, ouabaina e ao controle positivo (SLS). Nesse
sentido, todos os compostos foram diluidos em solugao fisiologica (NaCl) a 0,9%:
ouabaina (Sigma-Aldrich) em uma concentragdo de 10° mol/L (Yang et al., 2014) e
fucoidan (Sigma-Aldrich) 1mg/mL (Zayed et al., 2018).

Foi realizada a observagdo da amostra seminal (10uL) utilizando o método da
camara umida, tanto sem aditivos (controle negativo, apenas solucédo fisiolégica),
quanto em contato com o SLS (controle positivo) e os demais tratamentos: Fucoidan,
Ouabaina e Fucoidan + Ouabaina.

A padronizagédo contou com o apoio do embriologista Pablo Henrique Santos
e da andrologista Lais Ohana Contarini, colaboradores na clinica de Reprodugéo
Humana Assistida Biofert, que contribuiram de forma significativa para a construgao

do protocolo técnico da analise seminal seriada.

3.1.2. Comité de Etica e Pesquisa e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa

A pesquisa s6 foi iniciada apds autorizacdo do Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e aprovacado da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob registro CAAE:
79783124.5.0000.5060.

Foram selecionados intencionalmente 15 participantes com base em critérios
especificos previamente estabelecidos: ndo fumantes, com idades entre 18 e 45
anos, e que tenham observado uma abstinéncia sexual de 72 a 120 horas, conforme

recomendado pelo Protocolo Padréo da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS).
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Apos contato inicial via WhatsApp, a pesquisadora agendou a coleta,
orientando os voluntarios a chegarem 30 minutos antes para lerem e assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foi entregue assinado pela
pesquisadora Paula G. Pedras Silva. O experimento e descarte da amostra foram
explicados no local de coleta, situado no campus Maruipe da UFES, em ambiente

reservado do Programa de Pds-Graduacé&o em Biotecnologia.

3.1.3. Coleta Seminal e Avaliagao Espermatica

As amostras de sémen foram produzidas por masturbagdo e coletadas em
recipientes estéreis para transporte imediato ao laboratério. Somente ejaculados
com motilidade total maior ou igual a 40%, altera¢cdes morfolégicas abaixo de 4% e
com concentragdes superiores a 15 x 10° espermatozdéides por mililitro foram

submetidos a diluigdo com os tratamentos propostos.

3.2. Andlise Seminal

A concentragcdo de espermatozoides foi determinada usando a camara de
Neubauer (Rigo, 2016) realizada apoés liquefagdo em temperatura ambiente (20 °C -
28°C). A aliquota seminal (50 pL) foi diluida em solugao fisioldgica 0,9% (950 pL) em
tubos de microcentrifuga, mantendo a propor¢ao 1:20 para amostras selecionadas
para este estudo, distribuindo a aliquota de 10 yL da solugdo em lamina tradicional,
sob microscopia Optica comum e conforme preconizado pela OMS no “Manual de
Laboratério da OMS para o Exame e Processamento do Sémen Humano - 62
Edicao”. A concentragcdo espermatica, nesse sentido, dar-se a apds a aplicacédo da

féormula evidenciada abaixo:

Concentracao Espermatica = VAV
10 25 B
Onde:
A - Numero de espermatozdides contados nos 5 reticulos (80 quadrados);
B - Fator de Diluigao ( 1:20);
N - Numero de quadrados grandes contatos (5);
1/10 = altura da camara (0,1 mm);

1/25 = area total de um reticulo;
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Ou seja:

(Numero de espermatozoéides contados) X 5 x 20.000
80

Concentracao Espermatica =

Para a motilidade percentual, esta foi avaliada manualmente pela contagem
do numero de espermatozdides moéveis e imdveis usando fotomicroscopio 6ptico
comum, por um unico observador (Rajasekaran et al., 1993), conforme apresentado
na Figura 2, que demonstra a bancada para realizagdo dos procedimentos.

O fotomicroscopio utilizado nas analises foi o modelo Leica DM 2500
associado ao uso do software de imagem LAS EZ, desenvolvido pela Leica
Microsystems, uma ferramenta projetada para a documentagdo e anotagdo de
imagens em sistemas operacionais Windows (Leica Microsystems, 2025).

A vitalidade espermatica foi avaliada por um teste de exclusao utilizando o
corante eosina-amarelada para verificar a integridade da membrana celular,
empregando a propor¢do de 1:1:1 e valores de aliquotas iguais (10 pL) de
espermatozoides, corante eosina-amarelada e do composto bioativo (Rithaporn,

Monga, Rajasekaran, 2003).

3.4. Distribuicao nos tratamentos

O sémen foi analisado apdés a liquefagdo da amostra (30 minutos) e foi
calculada a concentragcao de espermatozoéide por mililitro, motilidade e vitalidade. As
doses dos bioativos foram produzidas em “split sample”, ou seja, para os diferentes
tratamentos foi utilizado a mesma amostra seminal.

A padronizagao da técnica e protocolo foram desenvolvidos apés a aprovagao
do CEP/CONEP e consistiu em: o frasco coletor estéril foi pesado antes de ser
entregue ao voluntario e apds a entrega da amostra; Durante a liquefacao, os tubos
de microcentrifuga foram aliquotados com 20 pL do agente e manteve-se a
propor¢cao de 1:1; apds a liquefacédo, foi realizada a analise macroscoépica da
amostra, incluindo pH, viscosidade, cor/aspecto e odor; A proxima etapa foi a andlise
microscopica: motilidade, nesse momento, aliquotou-se 20 pL de amostra seminal
no tubo de microcentrifuga com o composto bioativo, em seguida, agitou-se a
amostra por 30 segundos, aliquotou-se 10 pyL do conteudo em lamina de vidro e

cobriu-se com laminula e analisou-se imediatamente. Para a realizagdo do
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experimento, os espermatozoides foram observados nos tempos de 0 e 15 minutos,
em todas as condigbes experimentais: controle positivo (SLS), controle negativo,
ouabaina (OUA), fucoidan (FU) e OUA + FU.

Para o teste de vitalidade foi realizada a propor¢cdo de 1:1:1, realizando a
mesma padronizagao técnica utilizando tubos de microcentrifuga aliquotados com 10
ML da amostra, 10 puL do reagente e 10 uL de eosina-amarelada. Apds agitar,
aliquotou-se 10 uL e analisou-se em lamina e cobriu-se com laminula imediatamente

e verificou-se a vitalidade espermatica nos tempos 0 e 15 minutos.

3.5. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média com desvio padrdao. A
significancia estatistica foi mensurada pelos testes n&o paramétricos de
Kruskal-Wallis e o teste post hoc de Wilcoxon com ajuste de valor-p conforme
Benjamini & Yekutieli (2001), comparando os grupos tratados com o controle nao

tratado, considerando significante p<0,05.

4. RESULTADOS
Os resultados primarios deste estudo incluiram a produgdo de um artigo de
revisdo de escopo (Anexo 1), realizado por meio do mapeamento de artigos
relacionados as desvantagens do uso de contraceptivos hormonais e a

sintomatologia percebida submetido a Revista Enfermagem em Foco.

4.1. Resultados dos ensaios de motilidade e vitalidade espermatica

Foi realizada a padronizacdo do protocolo técnico para analise seminal em
contato com bioativos, considerando a auséncia de um protocolo especifico na
literatura para testes nesse contexto, sendo que a explicacdo detalhada do protocolo
de pesquisa pode ser encontrada no item 3.4.

Os tratamentos Controle Negativo (apenas amostra seminal), Controle
Positivo (amostra seminal com SLS), fucoidan (FU), ouabaina (OUA) e FU + OUA
foram aplicados e observaram-se as variaveis motilidade e vitalidade nos tempos TO
e T15. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis e o teste post hoc de Wilcoxon com ajuste de valor-p conforme

Benjamini & Yekutieli (2001), considerando um nivel de significancia de 0,05.
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Em uma avaliacao inicial, a Tabela 1 apresenta uma analise descritiva para os
valores de motilidade progressiva e vitalidade de cada tratamento nos tempos TO e

T15, sendo que os dados sao apresentados no formato média com desvio padrao.

Tabela 1: Distribuicdo da motilidade progressiva e vitalidade para diferentes tempos e
tratamentos.

Tratamento Motilidade em TO Motilidade em T15 Vitalidade em TO Vitalidade em T15

Controle Negativo 68.3 +7.80 60.4 +10.7 65.5 +6.78 59.1 +7.48
Controle Positivo

(SLS) 55.5+11.2 50.7 +10.3 459 +10.5 40.3+12.5
Fucoidan (FU) 55.1 +8.95 53.0 +11.1 49.2 +12.1 44 .4 +10.4
Ouabaina (OUA) 54.1 +15.3 48.2 +14.4 46.6 +14.4 43.9 +15.1
FU + OUA 49.1 +10.3 43.3+154 46.2 +9.84 38.7 +12.6

Os dados da Tabela 1 evidenciam redugdes significativas na motilidade e
vitalidade espermatica em todos os tratamentos e tempos analisados, destacando o
impacto dos agentes na fungao celular espermatica.

No tempo TO, observou-se diminuigao da motilidade espermatica em todos os
tratamentos: SLS (n=-18,74%), FU (n=-19,32%), OUA (n=-20,8%) e FU + OUA ( =
-28,1%). Em T15, a reducgado foi também expressiva: SLS (n= -16,06%), FU (n=
-12,25%), OUA (n=-20,19%) e FU + OUA (n= -28,3%).

Esses resultados confirmam a influéncia direta dos tratamentos na alteragao
da motilidade e vitalidade espermatica, com maior efeito observado na combinacgao
FU + OUA.

Os dados da Tabela 1 destacam uma redugao significativa na vitalidade
espermatica apos os tratamentos aplicados, com maior redugdo observada na
combinacdo FU + OUA, em ambos os tempos avaliados. No tempo TO, o tratamento
FU + OUA apresentou uma reducéo da vitalidade para 46,2 £ 9,84, comparado ao
controle negativo (65,5 £ 6,78), resultando em uma diminui¢céo de 29,4%.

No tempo T15, o mesmo tratamento evidenciou vitalidade de 38,7 + 12,6, em
comparagao ao controle negativo (59,1 + 7,48), correspondendo a uma redugéao de
34,5%.

Em relagdo ao controle negativo, todos os tratamentos causaram redugdes
significativas na vitalidade, mas a combinagdo FU + OUA demonstrou o maior
impacto em ambos os tempos, destacando sua forte influéncia na diminuicdo da

vitalidade espermatica.
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Nas préximas secdOes sdo apresentadas as comparagdes entre tratamentos,

primeiramente para a motilidade e, posteriormente, para a vitalidade.

4.2. Motilidade

No tempo TO, o teste de Kruskal-Wallis indicou diferengas significativas entre

os tratamentos (valor-p < 0,001). O teste post hoc revelou que todos os tratamentos

reduziram significativamente a motilidade em comparagédo com o controle negativo,

conforme resultados na Figura 4. Diferengas nao significativas nao sao

apresentadas. A Figura 4, demonstra que todos os tratamentos reduzem

significativamente a motilidade em TO quando comparados ao controle negativo.
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Figura 4. Boxplot da motilidade no tempo TO.

No tempo T15, o teste de Kruskal-Wallis também mostrou diferengas significativas
entre os tratamentos (valor-p = 0,003), com o teste post hoc indicando uma diferencga

significativa apenas entre o controle negativo e o tratamento FU + OUA.
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Figura 5. Boxplot da motilidade no tempo T15.
4.3. Vitalidade

Para a vitalidade no tempo TO, o teste de Kruskal-Wallis apontou diferencas
significativas entre os tratamentos, e o teste post hoc demonstrou que todos os
tratamentos reduziram significativamente a vitalidade em comparagdo com o
controle negativo. A Figura 6, mostra que todos os tratamentos reduzem

significativamente a vitalidade em TO quando comparados ao controle negativo.
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Figura 6. Boxplot da vitalidade no tempo TO.

No tempo T15, o teste de Kruskal-Wallis novamente indicou diferengas
significativas entre os tratamentos, com o teste post hoc mostrando diferengas
significativas entre o controle negativo e todos os demais tratamentos, conforme

mostram os resultados apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Boxplot da vitalidade no tempo T15.

Foi evidenciado que houve redugdo da motilidade espermatica em todos os
tratamentos e ela também é influenciada conforme o tempo. A Figura 8 demonstra a
reducdo da motilidade conforme o tempo e elucida que a maior redugao foi
encontrada no tratamento com OUA + FU em ambos os tempos de incubagao,
chegando a uma redugdo de aproximadamente 30% na motilidade espermatica

progressiva.
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Figura 8: Redugao da motilidade espermatica progressiva com os tratamentos aplicados e

de acordo com o tempo de incubagéo.

Conforme demonstrado na Figura 9, a reducéo da vitalidade espermatica foi
ratificada por este estudo, evidenciando uma diminuicdo de aproximadamente 16%
nos espermatozoides vivos apdés 15 minutos de incubagdo com FU+OUA, porém,

nao se observou diferenca estatistica quando comparado aos tratamentos isolados.
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= Controle negativo
= Controle positivo
— Fucoidan (FU)
= Quabaina (QUA)
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Figura 9: Reducéo da vitalidade espermatica com os tratamentos aplicados e de acordo com

o tempo de incubacéo.



43

Estes resultados sugerem, principalmente, que a combinagdo de FU+OUA
reduz a motilidade espermatica, assim como possui atividade redutora da vitalidade
espermatica, sendo que o mecanismo de agdo do potencial espermicida da
combinagdo FU+OUA deve ser investigado em novos estudos, assim como a

citotoxicidade em células da mucosa vaginal devera ser avaliada.

5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias significativas sobre
os efeitos dos tratamentos aplicados nas variaveis de motilidade e vitalidade. A
analise estatistica, utilizando os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e post
hoc de Wilcoxon com ajuste de valor-p conforme Benjamini & Yekutieli (2001),
revelou diferencas significativas entre os tratamentos do controle OUA + FU nos
tempos TO e T15.

Os resultados do estudo indicam que o fucoidan e a ouabaina, isoladamente
ou em combinacdo, reduziram a motilidade e a vitalidade espermatica em
comparagao ao controle positivo (SLS). Isoladamente, o fucoidan apresentou uma
reducdo de aproximadamente 0,7% na motilidade em TO, enquanto o SLS
demonstrou um maior potencial de redu¢cdo da motilidade em T15. No caso da
ouabaina, houve uma reducao de 2,52% na motilidade em TO comparado ao SLS, e
esta redugcado aumentou para aproximadamente 4,93% em T15.

Notavelmente, a combinacdo de Fucoidan e Ouabaina resultou na maior
reducdo tanto da motilidade em TO (n=11,5%) quanto em T15 (n=14,6%), quando
comparado com o SLS, sugerindo um efeito sinérgico entre os compostos. Esses
achados sugerem que a combinacado de fucoidan e ouabaina pode ser um agente
espermicida mais eficaz do que cada composto usado individualmente.

Os dados obtidos sobre a vitalidade indicam que o controle positivo (SLS)
apresenta um potencial espermicida superior em comparagao aos controles isolados
(FU e OUA). No entanto, a combinagcdo de OUA + FU resultou em uma diminui¢gao
mais significativa da vitalidade espermatica com uma redugéo de 0,65% em TO e
aproximadamente 4% em T15.

Baseado nos estudos de Banerjee e colaboradores (2014), a pesquisa de
espermicidas vegetais destaca avangos significativos no desenvolvimento de

métodos contraceptivos eficazes e seguros a partir de fontes naturais, evidenciando
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a importancia desse tema no contexto da biotecnologia em saude (Banerjee et al.,
2014).

Compostos como o alitridium, extraido do alho (Allium sativum),
demonstraram imobilizacdo completa dos espermatozdides em concentragdes de
7,5 mg/mL, sem causar irritagdo vaginal significativa ou efeitos adversos a flora
bacteriana vaginal (Qian et al., 1986). Outro composto promissor € o gossipol,
derivado das sementes de algodao (Gossypium spp.), que inibe a motilidade
espermatica ao bloquear a produgao e utilizagcdo de ATP, agindo nas mitocondrias e
impedindo a fosforilagado de proteinas (Waller et al., 1980).

Ademais, as saponinas isoladas de Sapindus mukorosii, derivadas da
hederagenina, foram formuladas no creme contraceptivo "CONSAP", que completou
com sucesso 0s ensaios clinicos de Fase lll na india, destacando-se como uma
alternativa viavel aos espermicidas quimicos tradicionais (Dhar et al., 1989). A
pesquisa também identificou o Mollugogenol A, uma saponina triterpendide de
Mollugo pentaphylla, que demonstrou atividade espermicida significativa em
concentragdes de 300 pg/mL (Rajasekaran et al., 1993).

Outrossim, a decocgcao de sementes de Chenopodium album revelou-se
eficaz como espermicida e microbicida, imobilizando espermatozdides em
concentragbes de 2 mg/mL e prevenindo o crescimento do patdgeno Candida
albicans (Kumar et al., 2007). Esses achados sublinham a relevancia e o potencial
das alternativas naturais para a contracep¢ao, proporcionando uma abordagem
sustentavel e segura, com menor risco de irritagdo vaginal e citotoxicidade. Portanto,
a continuidade da pesquisa utilizando bioativos é vital para o desenvolvimento de
métodos contraceptivos inovadores e eficazes, promovendo avangos significativos
na saude reprodutiva (Banerjee et al., 2014).

O ambiente marinho é uma fonte rica de produtos bioativos, destacando-se
trés espécies de algas com potencial espermicida: C. antennina, H. gracilus e G.
edulis, com a alga vermelha G. edulis sendo a mais eficiente ao demonstrar
atividade espermicida significativa devido a presengca de compostos bioativos e
metabdlitos secundarios (De Almeida et al., 2011). Alguns extratos de algas causam
ruptura da membrana espermatica, possivelmente devido aos altos niveis de
fosfolipidios e interagdo com colesterol. Premakumara et al. (1996) relataram a
atividade contraceptiva da alga vermelha Gelidiella acerosa e conclui-se que as

macroalgas marinhas sao fontes promissoras de agentes anticoncepcionais.
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Nesse contexto, as algas marinhas sdo uma fonte promissora de
substancias bioativas devido a sua diversidade natural e quimica. As algas marinhas
possuem potenciais bioativos, incluindo propriedades antibacterianas (Rosaline et
al., 2012), antivirais (Sinha et al., 2010), antifungicas (Guedes et al., 2012),
citotoxicas (Spavieri et al., 2010) e larvicidas (Cetin et al., 2010). O fucoidan, isolado
das algas, inibe a ligagdo inicial de espermatozoides a zona pelucida humana
(Patankar et al., 1993) e possui propriedades microbicidas vaginais e contraceptivas
(Zeitlin et al., 1997) e compostos derivados de algumas algas interferem na
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario de invertebrados e vertebrados.

Prakash et al. (2003) avaliaram doze extratos etandlicos de algas marinhas
para suas atividades espermicidas in vitro. O extrato de Halimeda gracilis se
destacou, demonstrando 100% de inibicdo da motilidade espermatica apos 20
segundos de incubag&do, na concentracdo de 10 mg/mL. A analise fitoquimica
indicou a presencga de alcaloides, flavonoides, proteinas e agucares, sugerindo que o
efeito sinérgico desses compostos contribui para a robusta atividade contraceptiva
do extrato (Prakash et. al, 2003).

Ansari e colaboradores (2017), realizaram um mapeamento de estudos e
obtiveram um total de 317 referéncias utilizando 204 plantas para a regulagdo da
fertilidade em mulheres ao longo de um periodo de 68 anos (1947-2015). Neste
trabalho, foi explorado maneiras pelas quais a fitoterapia pode contribuir para o
planejamento familiar e reprodutivo ao identificar a atividade farmacologica das
plantas e seu potencial uso, mapear ensaios clinicos em andamento e destacar o
uso de derivados do Carica papaya como anticoncepcionais unissex.

A atividade espermicida do fucoidan foi estudada a partir da sua estrutura
quimica, conforme estudado por Patankar et al. (1993), e € composta por polimeros
de fucose a-1,3 com substituigdes de grupos sulfato na posigdo 4. Essa estrutura
apresenta semelhangas marcantes com os ligantes de carboidratos sulfatados que
se conectam as selectinas, permitindo que o mecanismo de agao do fucoidan seja a
partir da interferéncia, de maneira competitiva, com os ligantes naturais da zona
pelucida e resultando na inibicdo da ligagdo do esperma humano a zona pelucida,
consequentemente, impedindo a adesao e a reacdo acrossOmica subsequente, ou
seja, impedindo a fecundacgao (Patankar et al., 1993).

Por sua vez, a ouabaina tem demonstrado um efeito significativo na reducgao

da motilidade espermatica (Daniel et al., 2010). Estudos indicam que a ouabaina
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exerce essa influéncia ao inibir a isoforma NKAa4, essencial para a motilidade dos
espermatozoides. Os espermatozoides maduros tém isoformas a1 e a4, mas o a4
tem uma afinidade e sensibilidade significativamente maiores a Ouabaina (Syeda et
al., 2020).

McDermott e colaboradores (2021) realizaram uma pesquisa com
camundongos e constatou que a aplicagdo de ouabaina na concentragdo de 10° M
resultou em uma inibicdo substancial da motilidade total, progressiva e hiperativa
dos espermatozédides. Esta dosagem seletivamente inibe a NKAa4 sem afetar a
NKAa1, que tem um papel menos relevante na motilidade espermatica. Esses
achados sugerem que a ouabaina pode impactar negativamente a capacidade dos
espermatozoides de se moverem, o que pode ter implicagbes importantes para a
diminuicao da motilidade espermatica (McDermott et al., 2021).

Woo e colaboradores (2000) demonstraram que a isoforma a4 é presente no
flagelo dos espermatozdides maduros e que sua inibicdo resulta na perda de
motilidade espermatica. O gene ATPase Na"K" Transporte Subunidade Alfa 4
(ATP1A4) codifica uma subunidade alfa especifica da Na*/KtATPase, uma enzima
de membrana crucial para a manutengdo dos gradientes eletroquimicos de sodio
(Na") e potassio (K*) através da membrana plasmatica. A especificidade tecidual da
isoforma Na, K-ATPase a4 foi evidenciada por um estudo que utilizou a proteina
fluorescente verde (GFP) e o gene promotor ATP1A4. Este promotor direciona a
expressdao de GFP de forma especifica ao tecido, ocorrendo no testiculo de
camundongos adultos (McDermott et al., 2012). Este promotor direciona a expresséo
de GFP de forma especifica ao tecido, ocorrendo apenas no testiculo de
camundongos adultos (McDermott et al., 2012). Esses achados corroboram que as
isoformas o4 sdo exclusivas e restritas as células germinativas das gbénadas
masculinas que avangaram para os estagios finais da espermatogénese
(Lastra-Vargas LM et al., 2021).

A NKAo4 é essencial para manter baixos os niveis intracelulares de
sodio[Na*] nos espermatozoides. A aplicagdo de ouabaina aumentou
significativamente [Na*]' nos espermatozdides (Syeda et al., 2020). Lastra-Vargas LM
e colaboradores (2021), demonstraram uma correlagéo entre a alta ingestao de sal e
a infertilidade masculina, propondo que a ouabaina endégena (EO) pode ser um elo

entre os dois fatores.
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Os resultados apresentados neste estudo sdo condizentes com os
encontrados na literatura, nos quais constataremos a seguir a diminuicdo da
motilidade progressiva das células espermaticas quando em contato com os

compostos bioativos.

5.1. Motilidade

No tempo TO, todos os tratamentos reduziram significativamente a
motilidade em comparagao com o controle negativo, conforme indicado pelo teste de
Kruskal-Wallis (valor-p < 0,001) e confirmado pelo teste post hoc. Esses resultados
sugerem que os tratamentos aplicados tém um impacto imediato na reducdo da
motilidade em comparagdo com o controle negativo em TO, conforme consta na
Tabela 1. Essa reducédo foi de aproximadamente 19,3% para o tratamento com FU,
20,8% para o tratamento com OUA e 28,1% para o tratamento combinado FU +
OUA.

No tempo T15, o tratamento FU + OUA continuou a mostrar uma reducéao
significativa na motilidade em comparagao com o controle negativo (valor-p = 0,003),
indicando um efeito prolongado deste tratamento especifico e apresentou a maior
reducdo na motilidade, com uma diminui¢do de aproximadamente 28,3% em relacao

ao controle negativo.

5.2. Vitalidade

Para a vitalidade, os resultados foram semelhantes. No tempo TO, todos os
tratamentos reduziram significativamente a vitalidade em comparagdo com o
controle negativo (valor-p < 0,001). No tempo T15, todos os tratamentos
continuaram a mostrar diferengas significativas em relagdo ao controle negativo
(valor-p = 0,003), sugerindo que os efeitos dos tratamentos na vitalidade séo
consistentes ao longo do tempo, porém, n&o se observou maior inibicdo quando dos
tratamentos combinados.

Esses achados, em conjunto, sugerem a eficacia dos tratamentos aplicados
em reduzir tanto a motilidade quanto a vitalidade das amostras analisadas, com
destaque para a combinacdo FU + OUA em reduzir a motilidade espermatica. A
continuidade dos efeitos observados no tempo T15, especialmente para o
tratamento FU + OUA, sugere que este pode ser um tratamento promissor para

aplicacdes biotecnoldgicas futuras. No entanto, € importante considerar os custos
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associados a cada tratamento para uma analise completa de custo-beneficio e os
resultados obtidos neste trabalho devem ser reavaliados em estudos com maior

numero de participantes.

5.3. As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e a interagao com os compostos
estudados

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sao geradas durante o
metabolismo aerdbico dos espermatozoides e neutrdfilos. O desequilibrio entre
agentes oxidantes e antioxidantes resulta em estresse oxidativo, o qual compromete
as membranas celulares espermaticas devido a presenga de acidos graxos
poli-insaturados, afetando motilidade, vitalidade e capacidade fecundante. Além
disso, 0 estresse oxidativo pode danificar o DNA espermatico, comprometendo o
desenvolvimento embrionario (Nguyen-Powanda, P., & Robaire, B. 2020).

N&o ha registros na literatura que abordem a capacidade do fucoidan gerar
EROs quando em contato com células espermaticas, porém, sugere-se que a
interacdo do composto com a membrana espermatica, a priori, poderia desencadear
uma série de eventos bioquimicos e ligar-se aos receptores fucose e ativar enzimas
oxidativas como a NADPH oxidase, responsavel pela producdo de superodxido
(02+-). A posteriori, 0 superoxido gerado pode ser rapidamente convertido em
peréxido de hidrogénio (H202) pela acdo da enzima superoéxido dismutase (SOD). O
H202 é uma ERO menos reativa, mas pode causar danos significativos as células
se nao for adequadamente neutralizado (Barbosa et. al, 2014). O dano oxidativo &
bem-sucedido quando, em resposta ao aumento das EROs, os espermatozoides
ativam mecanismos de defesa antioxidante, incluindo enzimas como a catalase e
glutationa peroxidase, que ajudam a neutralizar as EROs e minimizar o dano celular,
sendo essa a resposta antioxidante, porém, mais estudos sdo essenciais para
confirmar este mecanismo de acéao.

O fucoidan aumenta EROs em linhagens celulares Hela, danifica
mitocdndrias, ativa autofagia e altera a acetilacdo das histonas, impactando genes
essenciais a sobrevivéncia celular (Mustafa S, Pawar SJ, Ghosh |., 2021). Inibe a
reacido acrossbmica via interacdo com a membrana espermatica, superada pelo
aumento de calcio intracelular (Mahony et. al, 1991). As evidéncias sugerem que 0s
glicoconjugados sulfatados sao potentes inibidores dose-dependente da adesao e

liberacdo de espermatozoides do epitélio oviductal (Talevi et. al 2001).
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A interagdo entre a ouabaina e os espermatozoides resulta na geragao de
EROs através de um mecanismo especifico: a ouabaina, ao inibir a Na*/KtATPase
a4, leva a um desequilibrio ibnico nas células espermaticas. Esse desequilibrio
provoca um aumento na concentragcido intracelular de calcio, o que, por sua vez,
ativa varias enzimas que produzem EROs. Elas podem causar danos significativos
as proteinas, como a actina e a tubulina, e aos fosfolipidios da membrana plasmatica
dos espermatozodides. Além disso, ha evidéncias de que as EROs podem causar
fragmentacdo do DNA espermatico, comprometendo sua integridade e viabilidade
(Chianese; Pierantoni, 2021; Zhu et al., 2019; Jiménez et al., 2010).

A exposicdo a ouabaina diminui a motilidade progressiva dos
espermatozoides e este efeito € dose dependente. A concentracdo de 10° mol/L
reduziu a motilidade espermatica de 86,9% para 59,5%, cerca de 31%, apds 1 hora
de incubacgdo in vitro (YANG et. al, 2014).

Conforme elucidado anteriormente, ha evidéncias de que a ouabaina afeta a
funcdo espermatica, especialmente através da inibicdo da isoforma o4 da
Na*/KtATPase, que é essencial para a motilidade espermatica (Syeda et. al, 2020).
A inibicdo dessa isoforma pela ouabaina pode levar a deterioragdo dos
espermatozoides, afetando a motilidade, o potencial de membrana e a homeostase
iGnica.

Ao inibir seletivamente a NKAo4 nos espermatozdides, ocorre a promogao
da despolarizacdo da membrana plasmatica e esse efeito resulta da incapacidade da
NKAa4 de manter a distribuicao adequada de Na* e K* através da membrana (Syeda
et al, 2020). A despolarizagdo interfere diretamente na motilidade dos
espermatozoides e na capacitagdo, um processo essencial para a fertilizagdo. A
Figura 10 ilustra a cascata de reacbes que levam a inibicdo da NKAo4 pela
ouabaina, consequentemente, leva a um aumento no calcio intracelular ([Ca*]i) e na
acidificagcdo do citoplasma, comprometendo diversos paradmetros de movimento
flagelar e, consequentemente, alterando a fertilidade masculina (Syeda et al., 2018).

Além disso, o gradiente de Na' gerado pela NKAa4 é utilizado pelos
mecanismos de transporte secundario para manter os niveis citosélicos adequados
de H* e Ca* (Syeda et al., 2020). Um potencial de membrana adequado € vital para
a motilidade espermatica, e a hiperpolarizacdo da membrana plasmatica é
fundamental para a capacitagdo dos espermatozéides (Thundathil; Rajamanickam;
Kastelic et al., 2018).
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Figura 10. Representacao esquematica da cascata de reagbes que levam a inibicdo da
NKAo4 pela ouabaina, os principais sistemas de transporte ibnico na fisiologia espermatica
e a relacdo da NKAa4, e um modelo hipotético apresentando as vias de sinalizacao
mediadas por ATP1A4 em microdominios especificos da membrana do esperma bovino
durante a capacitagdo. Fontes: Lastra-Vargas LM et al. (2021); Syeda et al. (2020);
Thundathil et al. (2018) (adaptado).

Conforme elucidado pela literatura, a NKAao4 desempenha um papel crucial
na manutencdo do gradiente transmembrana de sddio (Na*) e potassio (K*) e do
potencial da membrana celular (Lastra-Vargas et al, 2021).

Na Figura 10 também é demonstrado como a ATPase de calcio da
membrana plasmatica (PMCA4), e o trocador de soédio/calcio (NCX), sao

fundamentais para a regulacdo dos niveis de calcio nos espermatozoides. O canal
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de K* especifico dos espermatozéides (SLO3), € um canal de potassio que influencia
0 potassio intracelular e o potencial da membrana. O trocador sédio-hidrogénio
(NHE), uma proteina de membrana que desempenha um papel crucial na regulacao
do pH intracelular e na homeostase de ions nas células, o cotransportador de
sédio/bicarbonato (Na/HCO3 -) e o canal de prétons (Hvl) sdo essenciais para o
aumento do pH dos espermatozéides.

Portanto, embora o dano oxidativo direto em células espermaticas néo seja
amplamente documentado, ha a inibicdo da Na'/KtATPase pela ouabaina e
possivelmente pelo fucoidan, além da subsequente disfungédo celular que sugerem
um potencial para danos oxidativos e comprometimento da fungao espermatica.

Outrossim, € de suma importancia elucidar que Thundathil e colaboradores
(2018) verificaram que durante a capacitagdo de sémen bovino a fresco, foi
identificado que a ATP1A4 desempenha papéis distintos em microdominios
especializados da membrana plasmatica (Figura 10). Nos microdominios raft (ricos
em colesterol e esfingolipidios), a ATP1A4 interage com caveolina-1 (CAV1),
ativando a fosfolipase C (PLC), o que resulta em um aumento do calcio intracelular e
na polimerizagdo da actina. Fora destes microdominios, nas regides non-raft (n&o
especializadas), a ATP1A4 interage com o proto-oncogene Src, uma tirosina quinase
nao receptora, e com o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR),
ativando as quinases reguladas por sinais extracelulares ERK1/2. Este mecanismo
promove, de forma significativa, a fosforilacdo de proteinas mediada por tirosina
quinase, um processo crucial para a regulagdo de diversas fungbes celulares,
incluindo proliferagéo, diferenciagao e sobrevivéncia celular (Thundathil et al. 2018).
Essas interagdes distintas resultam em alteragbes associadas a capacitagao,
preparando o espermatozoéide para a fertilizacdo. Além disso, a fusdo entre as
regides raft e non-raft, devido ao efluxo de colesterol, pode amplificar ou iniciar
novas vias de sinalizacdo, abrindo caminho para futuras pesquisas sobre a
capacitacao espermatica.

Utilizando espectrometria de massa de imunoprecipitagdo para comparar o
perfil de interactoma da ATP1A4 entre fragcbes de membrana especializadas
(microdominios ricos em colesterol) e nédo especializadas de espermatozoides
capacitados, Thundathil e colaboradores (2018) incluiu a analise protebmica em
seus estudos, que revelou a fragdo nado especializada, que incluia hexoquinase,

placofilina 1, proteina 14-3-3, catepsina D e proteina de choque térmico, enquanto a
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desintegrina e metaloproteinase (ADAM) e anexina A2 eram exclusivas da fragao
especializada. A actina e a placoglobina estavam presentes em ambas as fragdes.
Essas proteinas estdo envolvidas em interagbes espermatozoide-odcito,
metabolismo e atividade da protease, atuando como adaptadores e proteinas do
citoesqueleto. Foi evidenciado a placoglobina, entre outras proteinas, devido a sua
interacdo significativa com a ATP1A4, encontrando-se no segmento equatorial dos
espermatozoides capacitados (Thundatil et al., 2018). A relevancia fisioldgica das
interacdes Na/K-ATPase-placoglobina ainda precisa ser investigada.

Por conseguinte, alguns estudos indicam que o fucoidan pode bloquear a
ligacdo de moléculas de adesdo celular, como a E-caderina e as cateninas, que
desempenham um papel crucial na fusdo gamética, através da regulagao negativa
da via no local de integracao relacionado a wingless/B-catenina (Wnt/B-catenina),
fundamental para a regulacdo da proliferacdo celular, diferenciagdo e migracéo
durante o desenvolvimento embrionario e em processos de regeneracgéo tecidual
além da importancia na sinalizacdo celular .e outras vias associadas, como a
fosfoinositideo 3-quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt), crucial para a sobrevivéncia
celular, crescimento e metabolismo, atuando de forma a regular o metabolismo de
glicose e sintese de proteinas (Xue et al., 2013). Dado que a placoglobina é uma
proteina da familia das cateninas e interage com a ATP1A4, é provavel que o
fucoidan possa interferir nesse processo de adesao/fusao espermatozoide-odcito ao
alterar essas interagdes proteicas.

Além disso, € valido ressaltar que o fucoidan possui forte afinidade pela
P-selectina, uma molécula de adesao que desempenha um papel crucial em varias
condigcbes patoldgicas (Novoyatleva, T et al., 2019). A P-selectina foi identificada na
regido equatorial dos espermatozoides humanos apds a reacdo acrossdmica,
sugerindo seu papel na adesao e fusdo dos gametas durante a fertilizagédo (Geng et
al., 1997). Desse modo, as selectinas podem desempenhar um papel na adesao
inicial do espermatozoide a zona pelucida, e a interferéncia do fucoidan nessa
interacdo pode modular negativamente a fertilizagdo ao perturbar os complexos de
sinalizagdo mediados pela ATP1A4 e a placoglobina, destacando a importancia de
futuras investigagcdes para elucidar esses mecanismos e suas implicagdes na
biologia reprodutiva.

O Sulfato Lauril de Sodio (SLS) é conhecido por reduzir a motilidade

espermatica humana, sendo capaz de inibir 50% dessa motilidade em uma
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concentragdo de 279,2 ug/ml apos apenas 30 segundos de exposi¢cdo, conforme
descrito por Haineault et al. (2003). Além disso, o SLS apresenta um efeito irritante
significativo nas membranas mucosas, podendo causar microfissuras e lesées, de
acordo com Bidevkina et al. (2020) e Rovira et al. (2021). No que diz respeito a
mucosa oral, o SLS pode contribuir para o aumento de bactérias patogénicas,
favorecendo processos inflamatérios nessa regido. Esses efeitos evidenciam o

impacto potencialmente nocivo do SLS em diversos contextos bioldgicos.

6. CONCLUSAO E CONSIDERAGOES FINAIS

Os tratamentos, tanto isolados quanto combinados, demonstraram eficacia
equivalente ao controle positivo e superou o controle negativo. Possui potencial
promissor como base para o desenvolvimento de novos agentes espermicidas ou
espermiostaticos. Mais pesquisas sao necessarias para avaliar possiveis impactos a
longo prazo nos tecidos reprodutivos e promover a seguranga genotdxica e
citotdxica, verificar interacbes sistémicas que podem ser desencadeadas pela
absorgao dos compostos e assegurar que os tratamentos ndo causem irritagdes ou
lesdes no tecido vafinal, minimizando desconforto e riscos de infec¢des.

As analises estatisticas evidenciaram diferengas significativas entre os
tratamentos nos tempos TO e T15, com destaque para o tratamento combinado do
fucoidan com a ouabaina, que ndo apenas gerou a maior diminuigdo na motilidade,
mas também demonstrou um efeito prolongado ao longo do tempo. Além disso, a
interagdo dos compostos investigados com as espécies reativas de oxigénio (EROs)
sugere um possivel mecanismo de agcdo que comprometeria a integridade celular e a
funcao espermatica. Esses achados reforgam o potencial dos tratamentos estudados
para futuras aplicacbes biotecnolégicas, embora seja imprescindivel a consideragao
dos custos envolvidos. Outrossim, esses resultados abrem caminho para o
desenvolvimento de novos agentes espermicidas ou espermiostaticos, com
aplicagdes potenciais em biotecnologia, saude reprodutiva e controle de fertilidade,
exigindo, no entanto, investigacdes adicionais para aprimorar a eficacia, segurancga e
viabilidade econémica desses tratamentos (isolados ou combinados). Ressalta-se,
ainda, que os agentes espermicidas devem ser cuidadosamente avaliados quanto a
sua eficacia, seguranca e impacto nos tecidos reprodutivos e no feto em

desenvolvimento.
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