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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida na populacdo humana nas ultimas décadas
tem sido acompanhado por um declinio nas fun¢cées metabdlicas a medida que a
idade avanca (CHRISTENSEN et al., 2009; LOPEZ-OTIN et al., 2013). Embora seja
amplamente reconhecido que intervencdes dietéticas, como a restricdo caldrica,
ttm o potencial de retardar ou reverter mecanismos fundamentais do
envelhecimento, muitas dessas estratégias sdo de dificil implementacdo (LEE et
al., 2021). Isto enfatiza a necessidade de considerar abordagens farmacoldgicas
com o objetivo de conter processo de envelhecimento.

O 17a-estradiol (17a-E2), um composto diastereocisdmero do 17B-estradiol
(17B-E2), foi recentemente estudado por aumentar da expectativa de vida média
em camundongos machos (STRONG et al.,, 2016; HARRISON et al., 2014).
Adicionalmente, o 17a-E2 reduziu a ingestéo caldrica e a adiposidade, a0 mesmo
tempo em que melhora diversos marcadores de homeostase metabdlica, incluindo
a tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina e deposi¢céo de gordura subcutanea
em camundongos machos (MANN et al., 2020). O estudo de ISOLA et al., 2022
também fornece evidéncias que o tratamento com 17a-E2 em camundongos
machos nao afeta os parametros relacionados a fertilidade e aos horménios
masculinos circulantes.

Enquanto o papel do 17B-E2 na fertilidade feminina € bem estabelecido, seu
impacto na fertilidade masculina é pouco compreendido. O 17B-E2 é produzido em
pequenas quantidades nos testiculos masculinos e é essencial para a
espermatogénese e a manutencéo da funcgao testicular (SCHULSTER et al., 2016).
Entretanto, niveis elevados desses hormonios foram associados a diminuicdo dos
parametros esperméticos, resultando em reducdo da concentracdo, motilidade e
morfologia espermatica (SCHULSTER et al., 2016). Apesar da ampla evidéncia que
sustenta os beneficios do 17a-E2 em varios parametros metabodlicos e de
envelhecimento em machos, a pesquisa sobre o impacto potencial do 17a-E2 sobre
a fertilidade masculina, permanece limitada. Assim nosso objetivo foi comparar o
efeito do 17a e 17B-E2 na dieta sobre parametros espermaticos de camundongos
machos.

2. METODOLOGIA

Dieta controle e experimental: Todas as dietas foram preparadas pela
TestDiet. Para evitar qualquer efeito de fitoestrégenos, ndo foram usadas dietas a
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base de soja. A dieta padrdo (66,4% de carboidratos, 20,5% de proteinas, 13,1%
de gordura) foi utilizada como controle (CTL), e a mesma dieta foi suplementada
com 17a-E2 (14,4 ppm, Steraloids, Newport, RI) ou 173-E2 em duas diferentes
doses (4,4 ppm e 2,2 ppm, Steraloids, Newport, RI) para os tratamentos.

Animais: Todos os procedimentos com animais foram revisados e aprovados
pelo Comité de Cuidado e Uso de Animais da Instituicdo no Sistema de Saude VA
de Oklahoma City. Cinquenta e um (n=51) camundongos C57BL/6J machos com
30 semanas de idade foram adquiridos do The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, EUA). Os camundongos foram randomizados por massa corporal em um dos
4 grupos: Controle (n=13; alimentados com dieta controle), 17a (n=13; alimentados
com dieta suplementada com 17a-estradiol), 178 ALTO (n=12; alimentados com
dieta suplementada com 4,4 ppm de 17B-estradiol) e 178 BAIXO (n=13;
alimentados com dieta suplementada com 2,2 ppm de 17(-estradiol). Os animais
foram alojados individualmente a 22 + 0,5°C em um ciclo de claro-escuro de 12
horas e possuiam acesso ad libitum a comida e a&gua ao longo do periodo
experimental. O tratamento foi realizado por 16 semanas. Ao final do periodo de
tratamento, os camundongos foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados
por exsanguinacao com puncéo cardiaca. Um dos epididimos foi retirado e utilizado
para coleta de esperma.

Coleta e analise de sémen: Ap0Os a eutanasia dos machos, a cauda do
epididimo foi removida e colocada em um microtubo contendo 300 pL de Meio de
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) pré-aquecido a 37°C (Cat #D6429, Sigma).
O epididimo foi fracionado com tesouras e repousou por 5 minutos para permitir a
liberacdo dos espermatozoides (ISOLA et al 2022). Para analises de concentracéo
espermética, 50 pL da solucdo de sémen foram aliquotados e diluidos com 50 pL
de solucéo salina-formaldeido (8,59 de NaCl, 100ml de formaldeido a 40%, 900ml
de H20). Em seguida, 10 puL de cada amostra foram usados para a contagem de
células de esperma utilizando um Contador Automatizado de Células Countess
(Thermo Fisher Scientific).

Analise estatistica: Realizada por meio do software Graph-Pad Prism 8. Os
dados de concentracdo esperméatica foram comparados pelo teste one-way
ANOVA, para comparar os resultados foi utilizado o PostHoc teste t. Os resultados
sdo apresentados como média + SEM e foram considerados significativos valores
de P menores ou iguais a 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os grupos recebendo suplementacdo com 17B-E2 apresentaram médias de

concentracdo espermatica mais baixas do que o0 grupo controle, porém
semelhantes ao grupo 17a-E2 (Figura 1).
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Figura 1. Quantificacdo da concentracdo espermatica representada por n x 10*
células por uL, analisados na solugdo seminifera no grupo controle (CTL), 17f3-
estradiol em baixa concentracéo (178 BAIXO), 17B-estradiol em alta concentracéo
(178 ALTO) e 17a-estradiol (17a).

A andlise espermatica indica que a suplementacdo com 17a-E2 néo afetou a
concentracdo espermatica. Esses resultados corroboram com estudos do nosso
grupo, que conclui que o 17a-E2 nédo altera os parametros espermaticos (ISOLA et
al., 2022), diferentemente do 17B-E2 que, independentemente da concentracdo
administrada, suprimiu a concentracdo espermatica. Portanto, a suplementacao
com 17a-E2 se mostra segura em nao causar efeitos feminilizantes, reforcando o
estudo de STOUT et al., 2017. As evidéncias indicam que o estradiol junto a
testosterona inibe a espermatogénese (EWING et al., 1977). Possivelmente devido
a um mecanismo de feedback negativo do hormonio luteinizante (LH) no homem,
diminuindo tanto a frequéncia quanto a amplitude do pulso de LH (Hayes et al.,
2000). Isso leva a reducdo da producdo de testosterona e consequentemente
comprometimento da fertilidade (Hayes et al., 2000). Estudos apontam que a
conformacao alfa do estradiol ndo afeta os niveis de testosterona circulante de
camundongos e, da mesma forma, ndo afetou a concentracdo espermatica
(STOUT et al., 2017 e ISOLA et al., 2022).

Importante ressaltar que a concentracdo espermatica € um importante preditor
da fertiidade. Em geral, uma concentracdo espermatica mais alta pode ser
associada a uma melhor capacidade reprodutiva, enquanto uma concentracéo mais
baixa pode indicar um potencial comprometimento da fertilidade.

4. CONCLUSOES
Dessa forma, tanto o tratamento com 173-E2 em alta ou baixa concentragao,
reduziu as concentracdes espermaticas, diferentemente do 17a-E2 que néo
apresentou diferencas em relagcdo a nenhum dos grupos.
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