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CONCEPTE MODERNE PRIVIND EFECTUL PROTECTOR AL SISTEMELOR

ENZIMATICE ANTIOXIDANTE ASUPRA CARACTERISTICILOR MORFOLOGICE $I
FUNCTIONALE ALE SPERMATOZOIZILOR
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In rezultatul analizei multilaterale a literaturii de specialitate s-a constatat ca sistemele enzimatice antioxidante, care
includ superoxid dismutaza (SOD), glutation peroxidaza (GPX) si catalaza (CAT), pot afecta semnificativ cantitativ si
calitativ atat caracteristicile fiziologice, cét si cele morfologice ale spermatozoizilor. Pana in prezent, multe aspecte ale
efectului antioxidantilor enzimatici asupra parametrilor structurali si functionali ai spermei sunt discutabile si insuficient
studiate. Cu toate acestea, numeroase studii au constatat cd antioxidantii enzimatici, in diferitd masura, fiind administrati
oral la barbatii infertili, precum si in conditii de congelare, decongelare si depozitare a spermei refrigerate, contribuie la
scaderea peroxidarii lipidelor si la cresterea continutului de spermatozoizi in ejaculat, reduc umflarea hipoosmotica, de-
teriorarea membranei plasmatice, a membranelor interioare si exterioare ale mitocondriilor si a acrozomilor spermatozoizilor,
cresc mobilitatea si viabilitatea acestora, precum si parametrii cinetici, reduc fragmentarea ADN-ului, contribuind la
cresterea integritatii acestuia, reduc reticularea cromatinei, modificarile perechilor de baze si microdeletiile cromozomiale.

Cuvinte-cheie: enzime ale sistemului antioxidant, peroxidarea lipidelor, infertilitate, stres oxidativ, specii reactive
de oxigen, congelare/decongelare, material seminal.

MODERN PERSPECTIVES OF THE PROTECTIVE EFFECT OF ENZYMATIC ANTIOXIDANT SYSTEMS

ON THE MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF SPERMATOZOA

As a result of a comprehensive analysis of literature, it was revealed that the enzymatic antioxidant systems, including
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX) and catalase (CAT), have a quantitative and qualitative
effect on both physiological and morphological characteristics of spermatozoa. Currently, many aspects of the effect of
enzymatic antioxidants on the structural and functional parameters of sperm are insufficiently studied and debatable,
however, numerous studies have established that enzymatic antioxidants in varying degrees, both when taken orally in
infertile men, and in conditions of freezing, defrosting and cold storage of sperm, contribute to a decrease of LOPs and
increase the spermatozoa content in the ejaculate, decrease hypoosmotic swelling, decrease the plasma membrane, the
inner and outer mitochondrial membranes and the acrosomes of spermatozoa damage, increase their mobility and vitality,
as well as kinetic parameters, decrease DNA fragmentation, contributing to an increase in its integrity, a decrease in
chromatin cross-linking, to base pair modifications and chromosomal microdeletions.

Keywords: enzymes of the antioxidant system, lipid peroxidation, infertility, oxidative stress, reactive oxygen species,
freezing/thawing, seminal material.

Introducere

Infertilitatea masculind este o afectiune frecventd care cauzeaza aproximativ 40% dintre problemele de
fertilitate, dar in majoritatea cazurilor etiologia ei este necunoscutd. Pe de alta parte, stresul oxidativ (SO)
este una dintre principalele cauze ale disfunctiei spermatozoizilor, care coreleaza negativ cu sarcina spontand,
insd aceastd conditie nu este detectatd prin analiza standard a materialului seminal. In consecinti, productia
excesiva de specii reactive de oxigen, reactive oxygen species (ROS), in multe cazuri poate fi asociata cu
infertilitatea masculina inexplicabila [1,2]. Spermatozoizii sunt extrem de sensibili la atacul oxidativ datorita
structurii membranare unice, bogate in acizi grasi polinesaturati. In plus, este cunoscut faptul ci
spermatozoizii sunt producatori activi de ROS. Desi nu exista nicio indoiala cu privire la efectul protector al
antioxidantilor enzimatici in raport cu diversi parametri ai spermatozoizilor si cu capacitatea de fertilizare,
totusi pand in prezent multe aspecte ale efectului acestor antioxidanti asupra parametrilor structurali si
functionali ai spermei raman insuficient studiate si controversate, in special eficacitatea acestora, privind sperma
diferitor specii de animale, interdependenta doza-efect, mecanismul de actiune in diverse conditii etc.

Rezultate si discutii
Infertilitatea masculind si SO
Principalele consecinte pentru spermatozoizi ale leziunii mediate de ROS sunt peroxidarea lipidelor si de-
teriorarea oxidativa a nucleului (Fig.1). Peroxidarea lipidelor spermatozoizilor determind modificari ale flui-
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ditatii si integritatii membranelor lor, provocand defecte in reactia acrozomala si fuziunea spermatozoizilor si
ovocitelor. Pe de alta parte, defectele oxidative ale ADN-ului pot fi transmise generatiei urmatoare, devenind
responsabile pentru tulburarile de dezvoltare si susceptibilitatea descendentilor la boli. Mai mult ca atat, cer-
cetdtorii au demonstrat relatia dintre ROS si pierderea motilitatii spermatozoizilor, deteriorarea ADN-ului nuclear
si mitochondrial, precum si implicarea acestora in mai multe boli andrologice [2].

Este cunoscut faptul ca concentratiile mari de ROS pot avea un efect negativ asupra calititii spermei, ceea
ce duce in cele din urmi la infertilitate. In acelasi timp, concentratiile scizute si reglate de ROS joaci un rol
fiziologic vital in functia reproductiva masculind, avand un efect pozitiv asupra numéarului si indicilor calitatii
spermatozoizilor, influenteazd benefic hiperactivarea si raspunsul acrosomal, precum si fuziunea
spermatozoid-ovocit [3]. In cazul prevalirii ROS asupra sistemelor de aparare antioxidantd, care perturba
echilibrul homeostatic dintre generarea de ROS si activitatea antioxidantd, apar defecte patologice in
biomoleculele vitale ale spermatozoizilor, cum ar fi proteinele, acizii nucleici, lipidele si carbohidratii [4].

Spermatozoizii se caracterizeaza prin niveluri ridicate de lipide in membrana plasmatica, in special sub
forma de acizi grasi polinesaturati (PUFA) cu duble legituri neconjugate intre gruparile lor metilen, ceea ce
reduce puterea legaturii metil carbon-hidrogen, facand hidrogenul extrem de susceptibil la deteriorarea oxi-
dativa. Deoarece nivelurile intracelulare de ROS cresc necontrolat, acestea initiaza o cascada de reactii, care
duc in cele din urma la peroxidarea lipidelor, lipid peroxidation (LPO) [5], in care se pierd aproape 60% din
acizii grasi membranari, ceea ce reduce fluiditatea, crescand permeabilitatea nespecificd pentru ioni, precum
si suprimarea actiunii receptorilor membranari si enzimelor.
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Fig.1. Generarea de ROS in spermatozoizi (dupa Dutta S. et al., 2019).

Astfel, LPO este o reactie chimica autocatalitica cu autopropagare, iar mecanismul acestei daune oxidative
poate derula prin trei etape principale, si anume: initierea, propagarea si stoparea [1]. Initierea implica des-
prinderea atomilor de hidrogen de legaturile duble carbon-carbon, rezultand radicali liberi, care, la randul lor,
formeaza radicali lipidici si apoi reactioneaza cu oxigenul pentru a forma radicali peroxil. Acestia pot indeparta
din nou atomii de hidrogen din lipide, in special cand sunt prezente metale precum cuprul si fierul, promovand
lantul autocatalitic. Etapa de propagare a daunelor oxidative continua atunci cand radicalii generati reactioneaza
cu lipidele succesive pentru a forma aldehide citotoxice datoritd descompunerii hidroperoxidului. Formarea
radicalilor peroxil si alchil se repeté ciclic in aceastd etapd de crestere pana cand se formeaza un produs final
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stabil, care este malondialdehida (MDA), si in acest moment lantul de reactie se considera finalizat. Astfel,
MDA este un marker biochimic important pentru analiza i monitorizarea nivelului de deteriorare peroxidica
a spermatozoizilor. Un alt produs LPO este 4-hidroxinonenal (4-HNE), care este hidrofil si poate duce la
disfunctie severa a spermatozoizilor atat la nivel proteomic, cat si la nivel genomic [1]. Efectele daunatoare
ale ROS asupra ADN-ului nuclear al spermatozoizilor includ: fragmentarea crescutda a ADN-ului, legarea
incrucisata a cromatinei, modificarile perechilor de baze si microdeletiile cromozomiale. ROS sunt, de ase-
menea, responsabile pentru reducerea motilitatii spermatozoizilor prin suprimarea productiei de energie prin
LPO si, mai important, prin mutatiile AND-ului mitocondrial (mtDNA). Deteriorarea a cel putin uneia dintre
cele 13 gene, care codifica sistemul transportor al lantului de transport de electroni din mitocondrii, scade
productia de ATP si induce producerea de ROS intracelular. ROS poate reduce motilitatea spermatozoizilor,
de asemenea, datorita oxidarii gruparii tiol din gliceraldehida 3-fosfat dehidrogenazd (GAPDH), care este o
enzima glicolitica, sau elimindrii nucleotidelor de adenina si piridina cu implicarea LPO. ROS sunt capabile
sa distrugd membranele mitocondriale interioare si exterioare, eliberand citocromul ¢. Ultimul, la randul sau,
activeaza caspazele apoptotice [1,6]. Acest mecanism de inducere a apoptozei spermatozoizilor de catre ROS
este evident la barbatii infertili, deoarece nivelurile ridicate de citocrom ¢ au fost depistate in plasma seminala a
barbatilor infertili, ceea ce este un indicator al leziunilor mitocondriale severe.

Antioxidantii enzimatici includ urmatoarele componente: superoxid dismutaza (SOD), glutation peroxidaza
(GPX) si catalaza (CAT), care sunt exprimate constitutiv in sperma umana [6]. Activitatea lor de captare a
radicalilor liberi protejeazd membrana spermatozoizilor de LPO, pastrand integritatea acesteia si, prin urmare,
mentindnd parametrii normali de motilitate si morfologie a spermatozoizilor. Unele studii [4] au dezviluit,
de asemenea, rolul antioxidantilor in protejarea genomului nuclear al spermatozoizilor. Astfel, combinatia
dintre profilul antioxidant determinat de activitatile SOD, GPX si CAT si biomarkerul LPO — MDA este cel
mai bun indicator al SO.

Impactul antioxidantilor enzimatici asupra caracteristicilor morfologice si fiziologice ale
spermatozoizilor si indicatorilor SO in plasma seminali

in mai multe studii a fost examinat efectul suplimentarii cu antioxidanti asupra parametrilor spermei si
indicatorilor SO din plasma seminala [5]. In rezultatul analizei a peste 50 de investigatii a fost demonstrat
efectul pozitiv al tratamentului antioxidant asupra indicilor SO in spermatozoizii umani [5, 7]. Mai mult ca
atat, a existat o imbunatatire semnificativa a motilitatii spermatozoizilor, in special la barbatii cu astenospermie.
Un alt studiu, realizat de A.Majzoub et al. (2018), a constatat ca antioxidantii sunt deosebit de utili in tratarea
infertilitatii masculine asociate cu SO [8]. Printre parametrii variabili ai spermei, motilitatea s-a imbunatatit
in 10 din 16 studii, iar la pacientii cu astenospermie s-a observat o imbunatatire de 100% a motilitatii. Anti-
oxidantii nu au afectat morfologia spermatozoizilor si doar trei studii au raportat un efect pozitiv asupra con-
centratiei spermei. In 10 studii a fost studiati rata de fertilizare sau de sarcina, 6 studii raportand imbunatatiri
semnificative. In timp ce 11 din 12 studii au aratat reduceri semnificative ale SO al spermatozoizilor sau ale
leziunilor ADN-ului; doar 5 din 10 studii denota o imbunatatire a motilitatii [7].

Este cunoscut ca fragmentarea ADN-ului spermatozoizilor Sperm DNA Fragmentation (SDF) este un
factor important in etiologia infertilitatii masculine. SDF se coreleaza negativ cu sarcina in cicluri naturale,
cu inseminari intrauterine [9] si proceduri in vitro [10]. SDF este, de asemenea, asociat cu avortul spontan
recurent [11]. Este bine cunoscut faptul ca SDF poate fi prezent la barbati cu analize atat normale, cat si
anormale ale spermei [12] si ca barbatii infertili au un numar mai mare de spermatozoizi cu AND-ul afectat
decét barbatii fertili. Apoptoza abortiva, infectia, spermatogeneza afectatd si SO sunt considerate cauze ale
SDF [13], aceasta din urma fiind cea mai frecventa cauza.

Studiile efectuate de catre cercetdtorii tunisieni au aratat o asociere intre afectarea activititii antioxidante
a lichidului seminal (concentratii scazute de SOD, GPX si CAT, cresterea LPO cu fragmentarea ADN-ului si
parametrii normali ai spermei, ceea ce indica faptul ca o scadere a profilului antioxidant al spermei poate
reprezenta un factor de risc pentru deteriorarea ADN-ului spermatozoizilor si aparitia anomaliilor spermei.
Respectiv, aceste date sugereaza ca determinarea de rutina a fragmentarii ADN-ului spermatozoizilor si a
nivelurilor de biomarkeri oxidativi devine recomandata ca un instrument predictiv de incredere pentru evaluarea
infertilitatii masculine. Acest lucru poate ajuta la selectarea probelor de spermd cu cel mai putin perturbat
numar de spermatozoizi si poate reduce riscurile asociate cu utilizarea spermatozoizilor fragmentati ADN
pentru fertilizare, ceea ce ar scadea problemele financiare, sociale si emotionale asociate cu incercarile esuate
de in vitro fertilisation (I\VVF) [14].
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Problema SO in procesul de depozitare a spermei nu a fost rezolvata complet. Efectele antioxidantilor
asupra racirii spermei nu sunt bine studiate. SO si stresul nitrozativ apar la un exces de ROS si specii reactive
de azot (RAS), la deficienta de antioxidanti sau in ambele cazuri [15]. Fiind pastrate la rece o perioada inde-
lungata de timp, in probele de material seminal are loc o crestere a ROS si o scadere a continutului de anti-
oxidanti [16]. O serie de studii au aratat ca adaugarea de SOD in mediul de congelare a spermei, fie de una
singura, fie in combinatie cu alti antioxidanti, creste motilitatea si viabilitatea spermatozoizilor, in comparatie
cu grupurile de control la mai multe specii, desi aceste efecte nu intotdeauna sunt observate in cazul cdinilor
si oilor. Un studiu efectuat pe caini denota ca adaugarea de SOD sau de SOD plus GPX nu a imbunatatit
indicatorii de calitate a spermei in comparatie cu grupul de control [17]. Un alt studiu a constatat o corelatie
pozitiva semnificativa intre recuperarea motilititii dupa decongelarea spermei si continutul de SOD din sper-
matozoizi [18].

Intr-un studiu pe caini a fost investigata corelatia dintre starea de SO si parametrii-cheie ai spermatozoizilor,
precum si efectul adaugarii de SOD, CAT si GPX la tris citratul de glucoza din galbenusul de ou (EYT-G),
un diluent al materialului seminal, timp de 10 zile de depozitare la 4°C. Cei zece céini rasa Boxer au fost im-
partiti in doud grupe, fertili (F) si hipofertili (H), in functie de numarul de sarcini ale femelelor si de numarul
de nasteri ai descendentilor vii In anul precedent. Materialul seminal a fost evaluat in ziua colectarii si dupd 5
si 10 zile de pastrare la rece. Au fost evaluate motilitatea spermatozoizilor, parametrii cinetici si integritatea
ADN-ului. S-a elucidat o corelatie intre statutul oxidativ si parametrii-cheie ai spermei din grupurile F si H.
Motilitatea generala si progresiva a fost semnificativ mai mare la cei care primeau ratia cu adaugarea de SOD,
CAT si GPX, comparativ cu grupurile de control in ziua a 10-a de depozitare a spermei in ambele grupe (F si
H), iar in ziua a 5-a de depozitare — numai in grupul H. Integritatea ADN-ului a fost semnificativ mai mare in
ambele grupe tratate (H si F) in ziua a 5-a si in ziua a 10-a. Astfel, adaugarea de SOD, CAT si GPX la diluant
permite mentinerea unei calitati ridicate a spermei timp de pana la 10 zile la 4°C atat la cainii fertili, cat si la
cei hipofertili [19].

Studiile efectuate pe soareci knockout au aratat ca absenta chiar si a unei enzime antioxidante in materialul
seminal este suficientd pentru a induce un fenotip anormal, deoarece alte componente ale raspunsului anti-
oxidant nu sunt reglementate. De exemplu, absenta de glutation peroxidaza 4 (mGPX,) sau peroxiredoxin-6
(PRDXGs) contribuie la infertilitate. Cu toate acestea, si celelalte enzime antioxidante sunt importante, fiind
necesare pentru a mentine activitatea altora (de exemplu, sistemul TRX (tioredoxind) este indispensabil pentru
a mentine 2-Cys PRDX activ). Transferul genomului patern in ovul este singurul scop al spermatozoidului;
astfel, protejarea ADN-ului spermatozoizilor de deteriorarea oxidativa este importantd, iar multe enzime
antioxidante joaca un rol specific in aceastd sarcind. GPXs protejeaza sperma si ADN-ul, nGPXs mentine
niveluri scdzute de H20. si OHOO — impreund cu peroxidaza PRDXe in conditii de deteriorare oxidativa a
epididimului. Este de remarcat faptul ca activitatea PRDXs iPLA: este necesara pentru protectia impotriva
peroxidarii lipidelor, asociate cu motilitatea afectatd a spermatozoizilor si cu protectia impotriva produsului
sau 4-HNE, care poate lega ADN-ul spermatozoizilor si poate genera mutatii [20].

Efectul protector al SOD asupra parametrilor spermatici si integritatii ADN-ului spermatozoizilor

Studiul activitatii SOD seminale si al relatiei sale cu parametrii spermei, precum si al factorilor genetici si
negenetici care contribuie la determinarea activitatii SOD, a fost efectuat cu implicarea barbatilor infertili din
China. Probele de material seminal au fost obtinute de la 435 de barbati infertili. Nivelurile de deteriorare a
ADN-ului spermatozoizilor au fost determinate cu utilizarea unui test de etichetare a nick-end dUTP mediat
de Tdt (TUNEL). S-a descoperit o corelatie pozitiva a activitatii SOD seminale cu concentratia spermatozoizilor
si motilitatea lor generala, si negativa — cu fragmentarea ADN-ului spermatozoizilor. Barbatii care au consu-
mat vitamina C/E (>3 ori pe saptamana) au avut niveluri de activitate SOD semnificativ mai mari, comparativ
Cu cei care nu au consumat aceasta vitamind. Autorii studiului concluzioneaza ca activitatea SOD a spermei
si factorii, care afecteaza activitatea SOD, joaca un rol determinant in potentialul de fertilizare al spermatozoizilor
si in infertilitatea masculina [21].

Intr-un studiu al efectului SOD asupra parametrilor materialului seminal de taur s-a demonstrat ci adaugarea
de SOD a imbunatatit parametrii spermei, precum si profilurile enzimatice si biochimice ale acesteia, protejand
in mod eficient structura si functia spermatozoizilor. Astfel, SOD poate imbunatati calitatea spermei, pastrandu-o
eficientd in timpul inseminarii artificiale. Analiza diversilor parametri ai spermei, cum ar fi: motilitatea pro-
gresiva, viabilitatea, integritatea acrozomala, integritatea membranei plasmatice si anomaliile AND, este im-
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portanta pentru utilizarea pe scara larga a spermei in procesul de inseminare artificiala. Este demonstrat efectul
benefic al SOD si asupra conservarii spermei, datorat proprietatilor sale antioxidante foarte puternice. Deoarece
membrana spermatozoizilor la mamifere contine o cantitate mare de PUFA, aceasta face sperma foarte sensi-
bild la LPO, care apare ca urmare a oxidarii lipidelor membranei de catre molecule de oxigen partial reduse,
cum ar fi superoxidul, peroxidul de hidrogen si radicalii hidroxil. Peroxidarea lipidica a membranei sperma-
tozoizilor duce in cele din urma la perturbarea functiei spermatozoizilor din cauza efectelor ROS, la modifi-
cari ale motilitatii si integritatii membranei spermatozoizilor, precum si la deteriorarea ADN-ului si a fertili-
tatii spermatozoizilor din cauza SO si producerii de aldehide citotoxice. In plus, sistemul antioxidant al plasmei
seminale si al spermatozoizilor este perturbat in timpul procesarii spermei. Nivelul antioxidant scade in timpul
conservarii din cauza utilizarii diluantului spermei si formarii excesive de molecule de ROS. Sistemele anti-
oxidante naturale si sintetice reprezintad un mecanism de aparare impotriva LPO in spermd. Prin urmare, in-
cluderea antioxidantilor exogeni, naturali poate reduce efectele SO in timpul procesului de pastrare a mate-
rialului seminal si, astfel, poate imbunatati calitatea spermei expuse la temperatura joasa. Rezultatele studiului
efectului SOD asupra parametrilor materialului seminal de taur au aratat ca adaugarea a 100 Un/ml de SOD a
imbunatatit conservarea spermei, care a fost pastratd la 5°C. Motilitatea spermei a scazut in timpul de pastrare
de 30 de ore si a constituit putin mai mult de 50% din cantitatea initiald. lar rata de scadere a motilitatii
spermatozoizilor a fost mai mare in probele de sperma tratate cu 150 Un/ml de SOD sau fard SOD. Astfel,
calitatea spermei racite a scazut in timp, dar a ramas utilizabila pana la 30 de ore, reiesind din motilitate si
morfologie. Efectele distincte ale diferitor niveluri de SOD pot fi explicate prin faptul ca o cantitate excesiva
de antioxidanti determind o permeabilitate ridicatd a membranei plasmatice peste punctul dorit, facand sper-
matozoizii mai predispusi la deteriorarea acrozomala. In plus, trebuie luata in considerare concentratia de
antioxidanti adaugati la diluant, deoarece dozele mari de antioxidanti pot fi daundtoare pentru celulele sper-
matozoizilor din cauza modificarilor starilor fiziologice induse de diluantul spermei. Studiile efectuate pe
berbeci au demonstrat cd supravietuirea spermei creste odatd cu cresterea dozei de antioxidant adaugat la
diluant. Cu toate acestea, supradoza de antioxidant, fata de cantitatea necesara, a fost toxica pentru spermatozoizi.
Supraexprimarea de SOD poate provoca un defect in dezvoltarea sau maturizarea spermatozoizilor, precum
si deteriorarea lor, ceea ce duce la o scadere a potentialului de fertilizare al spermei. in mod similar, in studiul
descris, cresterea dozei de SOD péana la 150 Un / ml a afectat parametrii seminali, precum si biochimici ai
diluantului materialului seminal de taur. In acelasi timp, o dozi mai mica a influentat benefic parametrii sper-
matici. Imbunatatirea calititii spermei odati cu adiugarea de CAT exogen, inregistrati in acest studiu, a fost
stabilita anterior si in materialul seminal de cal [22], materialul seminal de taur [23] si in materialul seminal
de bivol [24], si anume: imbunatatirea mobilitatii si mentinerea membranei acrozomale intacte. Mai mult decat
atat, odatd cu adaugarea de SOD exogen S-a observat imbunatatirea semnificativa a morfologiei, viabilitatii
spermatozoizilor, o stare intacta a membranei plasmatice, in special la utilizarea dozei de 100 Un/ml de SOD.
Ultima ajuta la mentinerea integritatii acrozomului si stabilizeaza plasmalema spermatozoizilor, astfel crescand
motilitatea lor. SOD 1n spermatozoizi este capabild sa reactioneze direct cu multe ROS pentru a proteja celulele
mamiferelor de SO si, prin urmare, pentru a mentine motilitatea spermatozoizilor. S-a demonstrat ca SOD,
fiind un crioprotector penetrant, actioneaza ca un antioxidant si determina rearanjarea lipidelor si proteinelor
membranei, ceea ce duce la cresterea permeabilitatii acesteia, la o deshidratare mai mare la temperaturi scazute
si, prin urmare, la capacitatea crescuta de supravietuire a spermatozoizilor in timpul unei astfel de conservari
[25]. Acesta poate fi unul dintre motivele Tmbunatatirii motilitatii, viabilitatii si integritatii membranelor plas-
matice si a acrozomului, integritatii ADN-ului spermatozoizilor, diluati in prezenta SOD.

Enzima GPX 1isi exercita efectul antioxidant datorita utilizarii formei reduse de glutation (GSH) in calitate
de donor de electroni pentru reducerea H,O, in api [1]. In pofida importantei acestei enzime in reducerea H.O,,
exista foarte putine cercetari cu privire la efectul sau la pastrarea materialului seminal prin racire cu lichid al
spermatozoizilor [26] si doar cateva studii privind folosirea lui in combinatie cu alti antioxidanti [16]. In ceea
ce priveste parametrii de calitate ai spermei dupa inghetare/dezghetare sub influenta GPX, nu au fost obtinute
rezultate suficient de convingatoare [27]. Pe de altd parte, intr-un studiu recent a fost determinat efectul a
doud doze de CAT (100, 200 uM) asupra motilitatii, viabilitatii, LPO, testului de umflare hipoosmotica (HOS),
leziunii acrosomilor (AD) si asupra activitatii SOD la diferite etape ale crioconservarii. Probele proaspete de
sperma, diluate cu acid tris citric si cu diluant de galbenus de ou (TCY) cu CAT (100, 200 uM) sau fara aceasta
au fost racite (pre-congelate), crioconservate si dupd — dezghetate in conformitate cu procedura standard.
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Sperma proaspata, pre-congelatd (PF) si dezghetata (PT) a fost evaluata cu utilizarea testelor functionale ale
spermatozoizilor (motilitate, viabilitate, HOST si AD), activitatea enzimatica LPO si SOD. Rezultatele au
aratat ca activitatea enzimei SOD, motilitatea procentuala, viabilitatea si HOS au scazut semnificativ (P<0,05),
dar LPO si procentul de AD au crescut in timpul etapelor de crioconservare PF si PT. Ambele doze de CAT
au imbunatatit motilitatea, viabilitatea, activitatea HOS si SOD si, de asemenea, au redus peroxidarea lipidelor
si deteriorarea acrozomilor in diferite stadii de crioconservare. Acest studiu a mai demonstrat ca CAT de 200 uM
asigura o protectie mai mare a spermatozoizilor decat 100 uM in timpul crioconservarii. S-a ajuns la conclu-
zia ca CAT protejeaza spermatozoizii de SO si, astfel, imbunatateste testele functionale ale spermatozoizilor
si activitatea enzimei SOD 1in timpul crioconservarii spermei de bivol [28]. Variabilitatea datelor obtinute de
diferiti autori poate fi explicata, partial, de diferentele in: protocoalele de depozitare a spermei, componentele
diluantilor, timpul de adaugare/expunere a antioxidantului la spermatozoizi, concentratiile de antioxidanti etc.
In studiile recente ale cercetatorilor italieni s-a aratat ¢ suplimentarea cu SOD in alimente reduce fragmentarea
ADN-ului spermatozoizilor la barbatii infertili ntr-o masurd mai mare decat o serie de alti antioxidanti, inclusiv
preparatele antioxidante utilizate in mod obisnuit [29]. Utilizarea SOD la pacientii infertili selectati aleatoriu
a redus fragmentarea ADN-ului in 56% din cazuri, comparativ cu 33% in cazul altor antioxidanti. in acelasi
timp, 1n aceste studii nu s-a constatat nicio Tmbunétatire semnificativa a parametrilor clasici ai spermei (numarul
total de spermatozoizi, motilitatea lor si parametrii morfologici).

Semnificatia activitatii CAT pentru indicatorii materialului seminal

CAT este o enzima raspandita, depistatd in aproape toate organismele vii expuse actiunii oxigenului, care
protejeaza celulele de SO, catalizand descompunerea peroxidului de hidrogen (H20) in apa si oxigen [30].
Moubasher si colab. [31] au investigat efectul protector al CAT asupra parametrilor spermatici si integritatii
ADN-ului spermatozoizilor in timpul crioconservarii. Desi nu a existat o diferentd semnificativa in concentratia
spermatozoizilor atunci cand CAT a fost addugata in mediu pana la crioconservare, totuti, s-a depistat o cres-
tere semnificativa a motilitatii progresive si a viabilitatii spermatozoizilor, precum si o reducere semnificativa a
daunelor ADN. H.0O; este una dintre ROS implicate in SO, proces strans asociat cu imbatranirea si Cu anumite
probleme de sanatate sau boli, precum infertilitatea masculina. Unele studii au demonstrat legatura H,O, cu
infertilitatea masculing, iar a CAT — cu restabilirea fertilitatii. Cu toate acestea, volumul cercetarilor efectuate
cu implicarea subiectilor umani este inca destul de mic. Reactia, catalizata cu CAT, joaca un rol nu doar in
mentinerea nivelului normal de ROS,; ci si in protejarea spermatozoizilor de nivelurile potential toxice de ROS.
Aceasta devine o enzima-cheie in procesele de reproducere si prezintd una dintre cele mai mari eficiente
catalitice descrise pana acum: o moleculd de CAT poate converti pe secunda milioane de molecule de peroxid
de hidrogen in apa si oxigen. Prin urmare, aceasta reactie previne conversia H>O> in radicali hidroxil si alte
ROS mai toxice. Aceastd enzimd prezintd, de asemenea, un grad ridicat de eficacitate in cazul cresterii SO si
a fost depistatd nu doar in sperma umand, ci si in plasma seminala atat a persoanelor fertile, cat si a celor in-
fertile. Un studiu complex al lui N.Rubio-Riquelme [32] arata ca genele antioxidante, inclusiv genele care codi-
ficd CAT, joaca un rol important in spermatogeneza si in functionarea normala a spermatozoizilor. Variatiile
genetice ale genelor antioxidante de baza pot modifica predispozitia barbatilor la infertilitate si spermatogeneza
defectuoasa. Cu toate acestea, studiul majoritatii modificarilor, care afecteaza genele antioxidante, in afara de
CAT, s-a limitat in principal la experimentele pe animale [32]. Ca si in cazul cu SOD, efectul pozitiv al CAT
este observat si la mai multe specii de animale si se exprima 1n special printr-o crestere a motilitatii sperma-
tozoizilor [26].

Semnificatia activitatii GPX asupra indicilor spermatici

In ultimul deceniu au aparut dovezi valoroase cu privire la importanta sistemului GPX 1in recircularea ROS
in spermatozoizi si rolul sdu important in fiziologia acestora; in acelasi timp, modelele knockout GPX sunt
asociate cu infertilitatea sau subfertilitatea factorului masculin. Cu toate acestea, relatia dintre nivelul activi-
tatii GPX si potentialul de fertilizare al spermatozoizilor nu este inca pe deplin elucidata. Unii autori au exa-
minat activitatea GPX in plasma seminald umand comparand-o cu parametrii normali ai spermei si cu rezul-
tatele IVF. Deoarece enzimele antioxidante din plasma seminala protejeaza spermatozoizii de efectele toxice
ale ROS, iar sistemul GPX este unul dintre cele mai importante mecanisme de aparare, poate fi presupusi o
relatie intre activitatea GPX seminali si functia spermatozoizilor. in concordanti cu aceasta, rezultatele indica
o activitate GPX semnificativ mai mare la pacientii cu normozoospermie decat la pacientii cu disfunctie a
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spermei. In particular, a fost depistati o activitate GPX semnificativ mai mici la persoanele cu oligozoospermie
severd, astenozoospermie sau teratozoospermie, sugerand implicarea GPX 1n mentinerea calitatii spermei.
Mai mult ca atat, aceste rezultate au fost confirmate de o corelatie semnificativa intre activitatea GPX si para-
metrii spermei, in special concentratia si morfologia [2]. Desi o serie de studii au examinat relatia dintre plasma
seminala umana, GPX si parametrii spermei, rezultatele raiman a fi contradictorii. Au fost raportate niveluri
mai scazute de GPX la barbatii infertili, precum si la pacientii cu astenozoospermie, in timp ce alte studii nu
au elucidat nicio asociere intre acesti parametri si, in mod surprinzator, in rezultatul altor cercetari au fost
depistate niveluri mai mari de GPX la barbatii cu oligozoospermie sau astenozoospermie. Aceste discrepante
pot fi explicate, posibil, prin variatiile dimensiunii esantioanelor implicate in cercetare.

Rezultatele studiilor privind activitatea GPX in spermatozoizi, in lichidul seminal si relatia acesteia cu
parametrii spermatici, obtinute de cercetatorii spanioli, denota o relatie semnificativa intre parametrii de mo-
tilitate, morfologie ai spermatozoizilor si activitatea GPX. Cu toate acestea, nu a fost posibila stabilirea res-
ponsabilitatii nemijlocite a nivelurilor scazute de GPX in tractul reproducator masculin pentru anomaliile
structurale si functionale mentionate mai sus, sau daca cresterea productiei de ROS 1n spermatozoizii anormali
si deteriorarea oxidativa ulterioara reduce activitatea GPX in celulele seminale si plasma. S-a sugerat, insa,
ca degradarea peroxidica a spermatozoizilor poate fi agravata prin tehnici de reproducere asistata, care implica
spalarea spermatozoizilor, eliminand astfel enzimele prezente in plasma seminala si ulterior supunandu-i la
incubatie prelungiti in absenta acestor enzime potential protectoare. insa adiugarea unui antioxidant in ma-
terialul seminal in timpul lichefierii are un efect protector asupra motilitatii spermatozoizilor. Cu toate acestea,
in studiul descris, activitatea GPX nu s-a corelat cu rezultatele IVF — Intracytoplasmic sperm injection (ICSI).
Potrivit autorilor studiului, acest lucru este deosebit de surprinzator, deoarece nivelurile GPX au fost asociate
cu caracteristicile anormale ale spermei, mentionate mai sus. Astfel, GPX in plasma seminala este asociata
cu calitatea spermei, deoarece s-a demonstrat ca activitatea sa in spermatozoizi influenteaza concentratia,
motilitatea si morfologia lor [2].

Concluzii

1. Sensibilitatea ridicata a spermatozoizilor la SO, conditionata de nivelul ridicat de lipide din membrana
lor plasmatica, in principal sub forma de PUFA, sugereaza prezenta unor sisteme puternice de aparare impo-
triva daunelor radicalilor liberi, care duc la infertilitate. Un rol important in asigurarea acestei protectii 1l au
sistemele de antioxidanti enzimatici, printre care SOD, GPX si CAT, care pot influenta semnificativ caracte-
risticile cantitative si calitative, atat fiziologice, cat si morfologice, ale spermatozoizilor.

2. Antioxidantii enzimatici, atat atunci cand sunt administrati pe cale orala la barbatii infertili, cat si in
conditii de congelare/decongelare si pastrare a spermei in forma frigorifica, contribuie, in diferitd masura, la
scaderea LPO, reduc umflarea hipoosmotica, deteriorarea membranei plasmatice, membranelor interioare si
exterioare ale mitocondriilor si acrozomilor, cresc continutul de spermatozoizi in ejaculat, cresc motilitatea si
viabilitatea spermatozoizilor, parametrii lor cinetici, reduc fragmentarea ADN-ului, contribuind la cresterea
integritatii acestuia, reduc legarea incrucisatd a cromatinei, modificérile perechilor de baze si microdeletiile
cromozomiale.

3. Eficacitatea sistemelor antioxidante enzimatice in raport cu parametrii spermatici nu este, probabil,
aceeasi la diferite specii de mamifere. Rolul important al SOD, GPX si CAT in protectia parametrilor morfo-
logici si functionali ai spermatozoizilor in conditii de SO este demonstrat de rezultatele experimentelor pe
soareci knockout in absenta uneia dintre enzimele antioxidante, precum si in conditiile activitatii lor reduse.
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