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Todas as dificuldades que enfrentei durante esta jornada
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Amo vocés eternamente.
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(Autor desconhecido)



Sonhar é verbo: é sequir, é pensar, inspirar e fazer forga, insistir, é lutar, transpirar.
Sdo mil verbos que vem antes do verbo realizar.
(Brdulio Bessa)



RESUIMIO ekttt e e bt e s a bt e s st e e amb e e e s bt e e e bbe e e nn e e e e 1
N ] 1 - Uo! SRR 3
INEFOTUGAD ... bbbttt b bbbt 5
Infertilidade MaSCUIING .........coviiie et 6
TeStiCUlO € ESPErMALOGENESE .....oveuiiiiiieieierierieie ettt ettt et 9
Epididimo e Maturagao ESPErMALICA ........cccceieiriiriiisie e 18
EJACUIAGED ... 23
Jornada do Espermatozoide e Capacitagdo ESPermatiCa ..........ccoceevverererienennenenieesesenes 24
O Process0 de FErtiliZAgA0 ..........ccoiiiiieieieie s 27
Protedmica e Biomarcadores de Fertilidade ..........ccccoovvieriiiiiiiniiee s 29
Proteina ESPErMALICA SP22 .........cc.coviiiiiie ettt sae e 30
JUSLITICAtIVA € ODJELIVOS ....oovieiiiicciee ettt sre e 35
MaAterial @ IMETOTOS ......ocveiviiieiieiieiee ettt bbb renne e 37
(C U o To o I =] (1o o TSP 38
Coleta e AvaliaGao das AMOSEIAS ......c.ccveiveiieeirieiieii et sre e 39
AMOSEIAS SEIMINAIS ..eviivieieiteiie ittt et ettt be e s e e st e seesbesbesbesbesrenneas 39
AN&lises Seminais CONVENCIONAIS ....cvoiverieriiieiiiiiaieeieieie e ste sttt st st srenneas 39
SeleGao dos ESPErmMAatOZOiTes .........cocvciieiiieeieeie ettt sre e 39
Padronizacdo das Analises Seminais Funcionais por Citometria de FIUXO .......c...ccceeveee. 39
Padronizacdo dos Protocolos MultiparameétriCos ............cooeerereriniiieneise e 40
Citdmetro Equipado com laser Azul, Vermelho e Violeta ...........cccocevvviiieeinic e 40
Citometro Equipado com laser Azul @ VErmelho ... 43
Andlises Seminais Funcionais por Citometria de FIUXO ........ccccooeiiriniiinieneieeie e 44
Andlises da Proteina ESPermatica SP22 .........cccciieiiiiiieine s 44
Extracdo das Proteinas de Membrana ..........ccccooioiiiiiiiineiesceee e 44
Dessalinizacéo, Concentracdo e Ensaio de Proteinas .........ccccccevivevveriesieennsieesnese e snaiens 45
Quantificacdo da Proteina Espermatica SP22 pelo Método de ELISA .......c.cccoevevvevieenne 45
Imunolocalizagdo da Proteina ESpPermatica SP22 ... 46
AMOSEIAS SANGUINEAS ....veuveeeieitieteeiieieeie ettt bbbttt e bbbt nneeneas 46

AANIALTSE ESTATISTICA +vvvvvvvvveteeeieeteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt snnennnnnnns 46



RESUITATOS ...t et e e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e ae e neeeeeeas 48

Padronizacdo das Analises Seminais Funcionais por Citometria de FIUXO .......c...ccccevueee. 49
Citdbmetro Equipado com Laser Azul, Vermelho e Violeta ..........ccccceveveieece v, 49
Citometro Equipado com Laser Azul @ Vermelho ..o 50
V0] 111 - T oL PSSRSO 51
Idade, Tempo de Infertilidade e Fecundidade .............ccoveiiiiiiiiiiiiiece e 51
Analises Seminais CONVENCIONAIS ......cvveiieieieiieiieieieierie e ste e ste e e e e seesee e stesre e sneereas 52
ANALISES SEMINAIS FUNCIONAIS .. ..cvviiveiieieiesiesie ettt sbe e e sneereas 56
Andlises da Proteina ESPermatica SP22 ...t s 58
Quantificacdo da Proteina Espermatica SP22 pelo Método de ELISA .......c.cccooeevvviienee, 58
Imunolocalizagdo da Proteina ESpermatica SP22 ..........cccooviiiiniienieseseee s 60
D0SAJENS HOMMONAIS ..ottt bbbttt bbb 60
Pacientes Atendidos Pelo Centro de ReproduGao ..........cccceeieririniiiiinieeese s 62
D o L1SF (o PSSR OSRR 63
(©0] o Tod 01T L2 PR TT PP 68
Referéncias BIDHOGIATICAS .......cccoveiiiiiiice e 70
(070 1311 =0 (Y = 1ot TR 83
Termo de CONSENTIMENTO ....ociiiiiiieiee ettt b e enes 89
AANBITINESE .ottt ettt ekt e e e bt e bt e e R et e bt e e s et e be e e a et e bt e e n b e e be e e b e e ne e e nreeneas 92

N =T o [T ot OSSR P ST 94






A infertilidade afeta aproximadamente 15% dos casais em idade reprodutiva, sendo 0 homem
responsavel por cerca da metade dos casos. A avaliacdo da fertilidade masculina é baseada em
analises de parametros seminais classicos e o advento de ensaios mais sofisticados aflora a
esperanca de identificar biomarcadores de fertilidade. A proteina espermética SP22 (sperm
protein, 22kDa) tem demonstrado ser um biomarcador de fertilidade masculina, visto que, em
ratos, estd bem estabelecido que sua concentracdo, em extratos de espermatozoides da cauda
epididimaria, se correlaciona com a fertilidade desses gametas. No entanto, para incorporar
essa proteina como um biomarcador em estudos epidemioldgicos e clinicos sdo necessarios
dados quantitativos em humanos. Assim, 0 presente estudo teve por objetivos padronizar a
técnica de quantificagdo e imunolocalizacdo da proteina espermatica SP22, investigar
possiveis correlacfes entre parametros seminais convencionais e funcionais, de homens férteis
e inférteis, com a concentracdo dessa proteina e avaliar o seu potencial preditivo como um
biomarcador, ndo invasivo, de fertilidade. Para tanto foram realizados dois estudos
observacionais: um do tipo caso-controle e outro do tipo seccional. O estudo caso-controle foi
desenvolvido em amostras seminais de 44 voluntérios da cidade de Botucatu e regido, com
idade entre 20 a 50 anos, que foram agrupados de acordo com a fertilidade: férteis (um ou
mais filhos) e inférteis. Ja o estudo seccional foi conduzido em amostras seminais de 12
pacientes inférteis atendidos pelo Centro de Reprodugdo Humana do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, também com idade entre 20 a 50 anos. Em
ambos os estudos foram excluidos aqueles casais cujo fator feminino de infertilidade estava
presente. Foram realizadas padronizacdo de protocolos multiparamétricos para a avaliacdo
funcional dos espermatozoides pela técnica de citometria de fluxo, andlises seminais
convencionais e funcionais, quantificacdo e imunolocalizacdo da proteina espermatica SP22.
A correlacdo entre alguns pardmetros foi investigada. Este estudo recebeu aprovagdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP e o0s
individuos incluidos forneceram consentimento por escrito. Os voluntarios inférteis exibiram
reducao no volume e no numero total de espermatozoides do ejaculado bem como no volume,
concentracdo espermatica e nimero total de espermatozoides pds swim-up. Tanto 0s
voluntarios inférteis como 0s pacientes inférteis apresentaram porcentagem menor de células
com morfologia normal. A motilidade progressiva rapida foi outro parametro de qualidade
seminal que se mostrou reduzida nos pacientes inférteis. Além das alteracbes em alguns
parametros seminais, os voluntérios inférteis também exibiram reducdo na concentracdo
sérica do LH. As anélises dos coeficientes de determinacdo indicaram que os protocolos
multiparamétricos propostos sdo adequados. Apesar de ndo terem sido observadas diferencas
significativas entre os grupos com relacdo aos pardmetros seminais funcionais, os danos na
membrana plasmatica foram positivamente correlacionados com a producdo de anion
superéxido na matriz mitocondrial. A imunolocaliza¢do revelou que a SP22 esta presente,
dentre outros locais, no segmento equatorial da cabeca do espermatozoide. A andlise da
concentracdo dessa proteina, realizada até o momento, ndo foi significativamente diferente
entre os voluntarios férteis e inférteis bem como ndo foi correlacionada com nenhum dos
parametros investigados. Portanto, a avaliacdo das amostras seminais remanescentes,
inclusive utilizando anticorpos monoclonais altamente purificados por afinidade, que se
encontra em andamento, sera fundamental para complementar o presente estudo. De qualquer
forma, este € um passo inicial importante no sentido de caracterizar a SP22 como um
potencial biomarcador ndo invasivo preditivo de fertilidade/infertilidade em humanos,
podendo vir a subsidiar estudos epidemioldgicos e clinicos.

Palavras chave: analises seminais convencionais, analises seminais funcionais,
espermatozoide humano, citometria de fluxo, biomarcador de fertilidade, SP22.






Infertility affects approximately 15% of couples in reproductive age and 50% of the cases are
directly related to man. The evaluation of male fertility is based on analyses of classical
seminal parameters and the advent of more sophisticated assays outcrop the hope of to
identify fertility biomarkers. Sperm protein SP22 (22kDa) has been shown to be a male
fertility biomarker since, in rats, it is well established that its concentration, in sperm
extractions from the epididymal tail, correlates with the fertility of these gametes. However,
to incorporate this protein as a fertility biomarker in epidemiological and clinical studies,
quantitative data are required in humans. Thus, the present study aimed to standardize the
SP22 quantification and immunolocalization technique, investigate possible correlations
among conventional and functional seminal parameters of fertile and infertile men with the
concentration of this protein and to evaluate its predictive potential as a non-invasive fertility
biomarker. Therefore, two observational studies were performed: one case-control type and
the other sectional type. The case-control study was carried out on 44 volunteers’s seminal
samples from Botucatu city and region, aged between 20 and 50 years, who were placed
according to fertility: fertile (one or more children) and infertile. The sectional study was
carried out on 12 patients’s attendend by the Human Reproduction Center of the Botucatu
Medical School — UNESP, also aged between 20 and 50 years. In both studies were excluded
those couples whose female factor of infertility was present. Multiparametric protocols
standardization for the spermatozoa functional evaluation by flow cytometry technigue,
conventional and functional seminal analyzes, quantification and immunolocalization of SP22
were performed. The correlation among some parameters were investigated. This study was
approved by Research Ethics Committee of the Botucatu Medical School — UNESP and the
individuals included provided written consent. Infertile volunteers exhibited a reduction in
volume and total sperm number of ejaculated as well as in volume, sperm concentration and
total sperm number of post-swim-up. Both infertile volunteers and infertile patients had a
lower percentage of cells with normal morphology. Fast progressive motility was another
seminal quality parameter that was shown to be reduced in infertile patients. In addition to
changes in some seminal parameters, infertile volunteers also exhibit a reduction in serum
concentration of LH. The analyzes of the determination coefficients indicated that the
proposed multiparametric protocols are adequate. Although no significant differences were
observed between groups regarding functional seminal parameters, damage plasma membrane
was positively correlated with superoxide anion production in the mitochondrial matrix.
Immunostaining revealed the presence of SP22, among other sites, in the equatorial segment
of the sperm head. The concentration determination of SP22, performed to date, was not
significantly different between fertile and infertile volunteers and was not correlated with any
of the parameters investigated. Therefore, the evaluation of the remaining seminal samples,
using affinity purified monoclonal antibodies, which is underway, will be fundamental to
complement the present study. However, this is an important intial step in the characterizing
of SP22 as a potential non-invasive biomarker predicitve of fertility/infertilty in humans that
may support epidemiological and clinical studies.

Keywords: Conventional seminal analyzes, functional seminal analyzes, human spermatozoa,
flow cytometry, fertility biomarker, SP22.






INFERTILIDADE MASCULINA

O desejo de ter filhos é inegavelmente uma das metas mais almejadas na vida adulta da
maioria das pessoas, contudo, nem todo casal que deseja engravidar ira conseguir
espontaneamente sem ajuda médica (Boivin et al., 2007), o que provoca impacto no bem-estar
desses individuos (Babore et al., 2017). O casal diagnosticado com infertilidade manifesta
uma variedade de sentimentos como depressdo, ansiedade, angustia, frustracdo, isolamento e
baixa autoestima (Wright et al., 1991; Greil, 1997).

A infertilidade, classicamente definida como a incapacidade de conceber apds 12 meses
de relacbes sexuais regulares e desprotegidas, € um revés mundial cada vez mais prevalente
que afeta aproximadamente 15% dos casais em idade reprodutiva (Zegers-Hochschild, 2009;
World Health Organization, 2010). Embora a infertilidade ainda seja vista primariamente
como um problema feminino (Fidler & Bernstein, 1999; Kolletis, 2003), suas causas também
sdo atribuidas a fatores masculinos, mistos e idiopatico. Uma vez que € dificil designar a
participagdo exata de cada um desses fatores, geralmente, o Comité de Prética da Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva - Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine (2015) relata que 50% dos casos sdo atribuidos a fatores masculinos,
sendo que estes atuam como Unico contribuinte em 20% das infertilidades e em 30% em
conjunto com fatores femininos. A causa especifica da infertilidade masculina ndo pode ser
determinada em uma proporcéo de 40 a 50% dos casos (Kretser & Baker, 1999), pois cada
individuo contribui com complexo conjunto de diferencas genéticas, protebmicas e
metabolicas que interagem de maneira imprevisivel (Kovac et al., 2013).

A diminuig&o da fertilidade masculina pode estar relacionada a uma variedade de fatores
congénitos ou adquiridos que atuam a nivel pré-testicular, testicular ou pos-testicular. As
causas pré-testiculares incluem principalmente os distarbios enddcrinos e do coito, ja as
testiculares abrangem os distdrbios genéticos, doencas infecciosas e sistémicas e traumas
testiculares, enquanto as pos-testiculares compreendem as lesdes obstrutivas/subobstrutivas,
doencas infecciosas e inflamatdrias das glandulas sexuais acessorias e producdo de anticorpos
antiespermatozoides (Kraus, 2011; Chowdhary & Tiwari, 2016).

A avaliagdo da infertilidade masculina é realizada com o intuito de que o historico
detalhado, exame fisico, analise seminal e hormonal fornegam informagdes relevantes (Turek,
2005; Shefi & Turek, 2006) que ajudem a identificar possiveis etiologias que possam estar

associadas a reducdo do potencial fértil (Kraus et al., 2011). Um historico sexual detalhado



esclarece diversas questdes como a duracdo da infertilidade, tempo e frequéncia das relagdes
sexuais, se o casal vivencia infertilidade priméaria ou secundaria e se um dos parceiros ja
concebeu anteriormente. Bem como, elucida sobre a presenca de qualquer distdrbio sexual
como disfuncédo erétil e ejaculacdo precoce (Brugh & Lipshultz, 2004; Choy & Ellsworth,
2012). Ja o histdrico médico indica se prévias cirurgias prostatica, inguinal, escrotal, pélvica
ou retroperitoneal podem ter afetado a emissdo ou ejaculacdo (Choy & Ellsworth, 2012), o
que resulta na deposicdo inadequada dos espermatozoides na vagina (Brugh & Lipshultz,
2004). Relatos de canceres, particularmente o testicular, e de terapias como quimioterapia e
radioterapia também sdo relevantes e devem ser investigados (Choy & Ellsworth, 2012), visto
que sao reconhecidos por seus potenciais efeitos adversos na producao dos espermatozoides
(Brugh et al., 2003). Finalmente, o histérico social fornece informacgdes sobre quaisquers
fatores adicionais de risco para a fertilidade como abuso de alcool, utilizacdo de tabaco e
esteroides anabolizantes, exposicdo a toxicos ambientais, medicamentos gonadotdxicos e a
fontes de calor como saunas e banheiras de hidromassagem (Brugh & Lipshultz, 2004; Choy
& Ellsworth, 2012) e estresse crénico (Walczak-Jedrzejowska et al., 2013).

J& a avaliagdo fisica visa identificar desequilibrios hormonais que possam perturbar a
virilizacdo, bem como, detectar patologias peniana e escrotal. Durante o0 exame geniturinario,
os testiculos sdo cuidadosamente examinados quanto a varicocele, seu volume é mensurado,
dado que a diminuicdo da massa testicular é indicativa de comprometimento da
espermatogénese e os cordfes espermaticos palpados para descartar a auséncia congénita
bilateral dos ductos deferentes (Brugh & Lipshultz, 2004; Choy & Ellsworth, 2012). Por fim,
0 exame retal pondera sobre o tonus esfincteriano, tamanho e consisténcia da prostata e
presenca de cistos e de vesiculas seminais aumentadas (Choy & Ellsworth, 2012).

A andlise do sémen, procedimento de rotina na investigacdo da infertilidade, fornece
informagdes descritivas sobre o volume seminal, nimero total de espermatozoides,
concentracdo, motilidade, morfologia e vitalidade espermaticas (Aitken, 2006). Tais analises
sdo realizadas de acordo com procedimentos preconizados pela Organizacdo Mundial da
Saude — World Health Organization (WHO) (2010) que sugere uma série de valores limiares
considerados normais para 0 sémen humano (Tabela 1), assim como, a nomenclatura para

condicBes normal e patoldgica (Tabela 2).



Tabela 1. Valores minimos de referéncia para pardmetros seminais convencionais.

Parametro Seminal

Valores de Referéncia

Liquefagéo < 60 min.
Volume > 1,5 (mL)
pH >72

Concentracdo espermatica

> 15 (10%/mL)

Numero total de espermatozoides

> 39 (10%/ejaculado)

Motilidade espermatica total

>40%
(> 15,6x10%ejaculado)

Motilidade espermatica progressiva

>32%
(> 12,5x10%ejaculado)

Morfologia espermatica normal

> 4%
(> 1,6x10%ejaculado)

Vitalidade

58%
(> 22,6x10%ejaculado)

Fonte: Adaptado de WHO, 2010.

Tabela 2. Nomenclatura relacionada a qualidade seminal.

Nomenclatura

Definicéo

Normozoospermia

Ejaculado normal

Aspermia

Auséncia de ejaculado

Hipospermia

Volume ejaculado abaixo do limite de referéncia

Azoospermia

Auséncia de espermatozoides no ejaculado

Oligozoospermia

Concentracdo ou numero total de espermatozoides abaixo
do limite de referéncia

Astenozoospermia

Motilidade progressiva abaixo do limite de referéncia

Teratozoospermia

Morfologia normal abaixo do limite de referéncia

Oligoastenozoospermia

Concentragdo ou numero total de espermatozoides e
motilidade progressiva abaixo do limite de referéncia

Oligoteratozoospermia

Concentragdo ou numero total de espermatozoides e
morfologia normal abaixo do limite de referéncia

Oligoastenoteratozoospermia

Concentracdo ou numero total de espermatozoides,
motilidade progressiva e morfologia normal abaixo do
limite de referéncia

Astenoteratozoospermia

Motilidade progressiva e morfologia normal abaixo do
limite de referéncia

Necrozoospermia

Porcentagem de espermatozoides vivos abaixo do limite
de referéncia

Leucocitospermia (piospermia)

Alta concentracdo de leucocitos no ejaculado

Hematospermia

Alta concentracdo de eritrocitos no ejaculado

Fonte: Adaptado de WHO, 2010.



A avaliagdo hormonal pode fornecer pistas importantes sobre a etiologia da infertilidade,
visto que o horménio foliculo estimulante — follicle stimulating hormone (FSH), hormonio
luteinizante — luteinizing hormone (LH) e a testosterona desempenham papel vital no inicio e
na manutencdo da funcdo reprodutiva bem como propiciam uma visdo geral do eixo
hipotaldmico-hipofisario-gonadal (Meeker et al., 2007). Tanto concentra¢des elevadas quanto
diminuidas desses hormoénios sdo responsdveis por alteragdes na producdo dos
espermatozoides. Como exemplos, a concentracdo sérica elevada do FSH, geralmente, é
indicativa de espermatogénese prejudicada (Choy & Ellsworth, 2012) e esta relacionada a
azoospermia e oligozoospermia grave (Bergmann et al., 1994) e concentracdes reduzidas do
FSH, LH e testosterona sdo sinais de insuficiéncia testicular completa designada de
hipogonadismo hipogonadotréfico (Choy & Ellsworth, 2012).

O processo de producdo dos espermatozoides € muito sensivel a satde geral do corpo e
0s problemas que fazem com que o corpo adoeca frequentemente afetam essa producéo (Shefi
& Turek, 2006), que também pode ser comprometida por uma variedade de razbes genéticas e
epigenéticas (Aitken, 2018). Portanto, compreender esse processo é fundamental para decidir
se a deficiéncia no nimero ou qualidade dos espermatozoides ejaculados, ou ambos,

contribuem para a dificuldade de um casal iniciar uma gravidez (Amann, 2008).

TESTICULO E ESPERMATOGENESE

O testiculo humano é um 6rgdo de forma elipsoide, com didmetro de 2,5 x 4 cm,
envolvido por uma céapsula de tecido conectivo denso, a tinica albuginea (Holstein et al.,
2003; Sharma, 2007). Septos delgados dessa tunica, denominados de séptulos testiculares,
dividem o parénquima do testiculo em aproximadamente 250 a 300 I6bulos cénicos. Esses
I6bulos, altamente organizados e complexos, sdo compostos por tabulos seminiferos e tecido
intersticial (Holstein et al., 2003; Sharma, 2007; Weinbauer et al., 2010; Neto et al., 2016;
O’Donnell et al, 2017), que embora anatomicamente separados estdo intimamente conectados
(Figura 1) (Weinbauer et al., 2010).
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Os resultados obtidos demonstraram que a qualidade espermatica tanto dos voluntarios
inférteis como dos pacientes inférteis se encontram comprometidas. Além disso, 0 status
hormonal dos voluntarios inférteis também apresentou alteragdes. A partir do coeficiente de
determinacdo foi possivel constatar que os protocolos multiparamétricos propostos para as
andlises funcionais dos espermatozoides pela técnica de citometria de fluxo, seja para o
citbmetro equipado com 3 ou 2 lasers, sdo adequados. Apesar de nao terem sido observadas
diferencas nos parametros funcionais, os danos na membrana plasmatica exibiu correlagdo
positiva com a producdo de anion superdxido na matriz mitocondrial. Através das analises
realizadas até o momento ndo foram verificadas diferengas estatisticamente significantes entre
0s voluntarios férteis e inférteis quanto a concentracdo da proteina de membrana espermatica
SP22, bem como a sua concentracdo ndo foi correlacionada com nenhum dos parametros
investigados. Essa proteina foi localizada, dentre outros locais, no segmento equatorial da
cabeca do espermatozoide, revelando sua importancia no processo de fertilizagdo. A
finalizacdo das andlises, inclusive utilizando anticorpos monoclonais altamente purificados
por afinidade, que se encontra em andamento, sera fundamental para complementar o presente
estudo. De qualquer forma, este € um passo inicial e visa abrir novos caminhos na
caracterizagdo da SP22 como um potencial biomarcador nédo invasivo preditivo de

fertilidade/infertilidade em homens, podendo subsidiar estudos epidemioldgicos e clinicos.
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