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Resumo
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A infertilidade afeta aproximadamente 15% dos casais em idade reprodutiva, sendo o homem 

responsável por cerca da metade dos casos. A avaliação da fertilidade masculina é baseada em 

análises de parâmetros seminais clássicos e o advento de ensaios mais sofisticados aflora a 

esperança de identificar biomarcadores de fertilidade. A proteína espermática SP22 (sperm 

protein, 22kDa) tem demonstrado ser um biomarcador de fertilidade masculina, visto que, em 

ratos, está bem estabelecido que sua concentração, em extratos de espermatozoides da cauda 

epididimária, se correlaciona com a fertilidade desses gametas. No entanto, para incorporar 

essa proteína como um biomarcador em estudos epidemiológicos e clínicos são necessários 

dados quantitativos em humanos. Assim, o presente estudo teve por objetivos padronizar a 

técnica de quantificação e imunolocalização da proteína espermática SP22, investigar 

possíveis correlações entre parâmetros seminais convencionais e funcionais, de homens férteis 

e inférteis, com a concentração dessa proteína e avaliar o seu potencial preditivo como um 

biomarcador, não 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 voluntários da cidade de Botucatu e região, com 

idade entre 20 a 50 anos, que foram agrupados de acordo com a fertilidade: férteis (um ou 

mais filhos) e inférteis. Já o estudo seccional foi conduzido em amostras seminais de 12 

pacientes inférteis atendidos pelo Centro de Reprodução Humana do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, também com idade entre 20 a 50 anos. Em 

ambos os estudos foram excluídos aqueles casais cujo fator feminino de infertilidade estava 

presente. Foram realizadas padronização de protocolos multiparamétricos para a avaliação 

funcional dos espermatozoides pela técnica de citometria de fluxo, análises seminais 

convencionais e funcionais, quantificação e imunolocalização da proteína espermática SP22. 

A correlação entre alguns parâmetros foi investigada. Este estudo recebeu aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP e os 

indivíduos incluídos forneceram consentimento por escrito. Os voluntários inférteis exibiram 

redução no volume e no número total de espermatozoides do ejaculado bem como no volume, 

concentração espermática e número total de espermatozoides pós swim-up. Tanto os 

voluntários inférteis como os pacientes inférteis apresentaram porcentagem menor de células 

com morfologia normal. A motilidade progressiva rápida foi outro parâmetro de qualidade 

seminal que se mostrou reduzida nos pacientes inférteis. Além das alterações em alguns 

parâmetros seminais, os voluntários inférteis também exibiram redução na concentração 

sérica do LH. As análises dos coeficientes de determinação indicaram que os protocolos 

multiparamétricos propostos são adequados. Apesar de não terem sido observadas diferenças 

significativas entre os grupos com relação aos parâmetros seminais funcionais, os danos na 

membrana plasmática foram positivamente correlacionados com a produção de ânion 

superóxido na matriz mitocondrial. A imunolocalização revelou que a SP22 está presente, 

dentre outros locais, no segmento equatorial da cabeça do espermatozoide. A análise da 

concentração dessa proteína, realizada até o momento, não foi significativamente diferente 

entre os voluntários férteis e inférteis bem como não foi correlacionada com nenhum dos 

parâmetros investigados. Portanto, a avaliação das amostras seminais remanescentes, 

inclusive utilizando anticorpos monoclonais altamente purificados por afinidade, que se 

encontra em andamento, será fundamental para complementar o presente estudo. De qualquer 

forma, este é um passo inicial importante no sentido de caracterizar a SP22 como um 

potencial biomarcador não invasivo preditivo de fertilidade/infertilidade em humanos, 

podendo vir a subsidiar estudos epidemiológicos e clínicos. 

Palavras chave: análises seminais convencionais, análises seminais funcionais, 

espermatozoide humano, citometria de fluxo, biomarcador de fertilidade, SP22. 
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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 technique, 

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.  
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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 irá conseguir 

espontaneamente sem ajuda médica (Boivin et al., 2007), o que provoca impacto no bem-estar 

desses indivíduos (Babore et al., 2017). O casal diagnosticado com infertilidade manifesta 

uma variedade de sentimentos como depressão, ansiedade, angústia, frustração, isolamento e 

baixa autoestima (Wright et al., 1991; Greil, 1997). 

A infertilidade, classicamente definida como a incapacidade de conceber após 12 meses 

de relações sexuais regulares e desprotegidas, é 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 

são atribuídas a fatores masculinos, mistos e idiopático. Uma vez que é difícil designar a 

participação exata de cada um desses fatores, geralmente, o Comitê de Prática da Sociedade 

Americana de Medicina Reprodutiva - Practice Committee of the American Society for 

Reproductive Medicine (2015) relata que 50% dos casos são atribuídos a fatores masculinos, 

sendo que estes atuam como único contribuinte em 20% das infertilidades e em 30% em 

conjunto com fatores femininos. A causa específica da infertilidade masculina não pode ser 

determinada em uma proporção de 40 a 50% dos casos (Kretser & Baker, 1999), pois cada 

indivíduo contribui com complexo conjunto de diferenças genéticas, proteômicas e 

metabólicas que interagem de maneira imprevisível (Kovac et al., 2013). 

A diminuição da fertilidade masculina pode estar relacionada a uma variedade de fatores 

congênitos ou adquiridos que atuam a nível pré-testicular, testicular ou pós-testicular. As 

causas pré-testiculares incluem principalmente os distúrbios endócrinos e do coito, já as 

testiculares abrangem os distúrbios genéticos, doenças infecciosas e sistêmicas e traumas 

testiculares, enquanto as pós-testiculares compreendem as lesões obstrutivas/subobstrutivas, 

doenças infecciosas e inflamatórias das glândulas sexuais acessórias e produção de anticorpos 

antiespermatozoides (Kraus, 2011; Chowdhary & Tiwari, 2016). 

A avaliação da infertilidade masculina é realizada com o intuito de que o histórico 

detalhado, exame físico, análise seminal e hormonal forneçam informações relevantes (Turek, 

2005; Shefi & Turek, 2006) que ajudem a identificar possíveis etiologias que possam estar 

associadas à redução do potencial fértil (Kraus et al., 2011). Um histórico sexual detalhado 
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esclarece diversas questões como a duração da infertilidade, tempo e frequência das relações 

sexuais, se o casal vivencia infertilidade primária ou secundária e se um dos parceiros já 

concebeu anteriormente. Bem como, elucida sobre a presença de qualquer distúrbio sexual 

como disfunção erétil e ejaculação precoce (Brugh & Lipshultz, 2004; Choy & Ellsworth, 

2012). Já o histórico médico indica se prévias cirurgias prostática, inguinal, escrotal, pélvica 

ou retroperitoneal podem ter afetado a emissão ou ejaculação (Choy & Ellsworth, 2012), o 

que resulta na deposição inadequada dos espermatozoides na vagina (Brugh & Lipshultz, 

2004). Relatos de cânceres, particularmente o testicular, e de terapias como quimioterapia e 

radioterapia também são relevantes e devem ser investigados (Choy & Ellsworth, 2012), visto 

que são reconhecidos por seus potenciais efeitos adversos na produção dos espermatozoides 

(Brugh et al., 2003). Finalmente, o histórico social fornece informações sobre quaisquers 

fatores adicionais de risco para a fertilidade como abuso de álcool, utilização de tabaco e 

esteroides anabolizantes, exposição a tóxicos ambientais, medicamentos gonadotóxicos e a 

fontes de calor como saunas e banheiras de hidromassagem (Brugh & Lipshultz, 2004; Choy 

& Ellsworth, 2012) e estresse crônico (Walczak-Jedrzejowska et al., 2013). 

Já a avaliação física visa identificar desequilíbrios hormonais que possam perturbar a 

virilização, bem como, detectar patologias peniana e escrotal. Durante o exame geniturinário, 

os testículos são cuidadosamente examinados quanto à varicocele, seu volume é mensurado, 

dado que a diminuição da massa testicular é indicativa de comprometimento da 

espermatogênese e os cordões espermáticos palpados para descartar a ausência congênita 

bilateral dos ductos deferentes (Brugh & Lipshultz, 2004; Choy & Ellsworth, 2012). Por fim, 

o exame retal pondera sobre o tônus esfincteriano, tamanho e consistência da próstata e

presença de cistos e de vesículas seminais aumentadas (Choy & Ellsworth, 2012). 

A análise do sêmen, procedimento de rotina na investigação da infertilidade, fornece 

informações descritivas sobre o volume seminal, número total de espermatozoides, 

concentração, motilidade, morfologia e vitalidade espermáticas (Aitken, 2006). Tais análises 

são realizadas de acordo com procedimentos preconizados pela Organização Mundial da 

Saúde – World Health Organization (WHO) (2010) que sugere uma série de valores limiares 

considerados normais para o sêmen humano (Tabela 1), assim como, a nomenclatura para 

condições normal e patológica (Tabela 2). 
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Tabela 1. Valores mínimos de referência para parâmetros seminais convencionais. 

Parâmetro Seminal Valores de Referência 

Liquefação < 60 min. 

Volume ≥ 1,5 (mL) 

pH ≥ 7,2 

Concentração espermática ≥ 15 (10
6
/mL)

Número total de espermatozoides ≥ 39 (10
6
/ejaculado)

Motilidade espermática total 
≥ 40% 

(≥ 15,6×10
6
/ejaculado)

Motilidade espermática progressiva 
≥ 32%  

(≥ 12,5×10
6
/ejaculado)

Morfologia espermática normal 
≥ 4% 

(≥ 1,6×10
6
/ejaculado)

Vitalidade 
58% 

(≥ 22,6×10
6
/ejaculado)

Fonte: Adaptado de WHO, 2010. 

Tabela 2. Nomenclatura relacionada à qualidade seminal. 

Nomenclatura Definição 

Normozoospermia Ejaculado normal 

Aspermia Ausência de ejaculado 

Hipospermia Volume ejaculado abaixo do limite de referência 

Azoospermia Ausência de espermatozoides no ejaculado 

Oligozoospermia 
Concentração ou número total de espermatozoides abaixo 

do limite de referência 

Astenozoospermia Motilidade progressiva abaixo do limite de referência 

Teratozoospermia Morfologia normal abaixo do limite de referência 

Oligoastenozoospermia 
Concentração ou número total de espermatozoides e 

motilidade progressiva abaixo do limite de referência 

Oligoteratozoospermia 
Concentração ou número total de espermatozoides e 

morfologia normal abaixo do limite de referência 

Oligoastenoteratozoospermia 

Concentração ou número total de espermatozoides, 

motilidade progressiva e morfologia normal abaixo do 

limite de referência 

Astenoteratozoospermia 
Motilidade progressiva e morfologia normal abaixo do 

limite de referência 

Necrozoospermia 
Porcentagem de espermatozoides vivos abaixo do limite 

de referência 

Leucocitospermia (piospermia) Alta concentração de leucócitos no ejaculado 

Hematospermia Alta concentração de eritrócitos no ejaculado 

Fonte: Adaptado de WHO, 2010. 
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A avaliação hormonal pode fornecer pistas importantes sobre a etiologia da infertilidade, 

visto que o hormônio folículo estimulante – follicle stimulating hormone (FSH), hormônio 

luteinizante – luteinizing hormone (LH) e a testosterona desempenham papel vital no início e 

na manutenção da função reprodutiva bem como propiciam uma visão geral do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal (Meeker et al., 2007). Tanto concentrações elevadas quanto 

diminuídas desses hormônios são responsáveis por alterações na produção dos 

espermatozoides. Como exemplos, a concentração sérica elevada do FSH, geralmente, é 

indicativa de espermatogênese prejudicada (Choy & Ellsworth, 2012) e está relacionada à 

azoospermia e oligozoospermia grave (Bergmann et al., 1994) e concentrações reduzidas do 

FSH, LH e testosterona são sinais de insuficiência testicular completa designada de 

hipogonadismo hipogonadotrófico (Choy & Ellsworth, 2012). 

O processo de produção dos espermatozoides é muito sensível à saúde geral do corpo e 

os problemas que fazem com que o corpo adoeça frequentemente afetam essa produção (Shefi 

& Turek, 2006), que também pode ser comprometida por uma variedade de razões genéticas e 

epigenéticas (Aitken, 2018). Portanto, compreender esse processo é fundamental para decidir 

se a deficiência no número ou qualidade dos espermatozoides ejaculados, ou ambos, 

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

TESTÍCULO E ESPERMATOGÊNESE 

O testículo humano é um órgão de forma elipsoide, com diâmetro de 2,5 x 4 cm, 

envolvido por uma cápsula de tecido conectivo denso, a túnica albugínea (Holstein et al., 

2003; Sharma, 2007). Septos delgados dessa túnica, denominados de séptulos testiculares, 

dividem o parênquima do testículo em aproximadamente 250 a 300 lóbulos cônicos. Esses 

lóbulos, altamente organizados e complexos, são compostos por túbulos seminíferos 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 estão intimamente conectados 

(Figura 1) (Weinbauer et al., 2010). 
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Os resultados obtidos demonstraram que a qualidade espermática tanto dos voluntários 

inférteis como dos pacientes inférteis se encontram comprometidas. Além disso, o status 

hormonal dos voluntários inférteis também apresentou alterações. A partir do coeficiente de 

determinação foi possível constatar que os protocolos multiparamétricos propostos para as 

análises funcionais dos espermatozoides pela técnica de citometria de fluxo, seja para o 

citômetro equipado com 3 ou 2 lasers, são adequados. Apesar de não terem sido observadas 

diferenças nos parâmetros funcionais, os danos na membrana plasmática exibiu correlação 

positiva com a produção de ânion superóxido na matriz mitocondrial. Através das análises 

realizadas até o momento não foram verificadas diferenças estatisticamente significantes entre 

os voluntários férteis e inférteis quanto à concentração da proteína de membrana espermática 

SP22, bem como a sua concentração não foi correlacionada com nenhum dos parâmetros 

investigados. Essa proteína foi localizada, dentre outros locais, no segmento equatorial da 

cabeça do espermatozoide, revelando sua importância no processo de fertilização. A 

finalização das análises, inclusive utilizando anticorpos monoclonais altamente purificados 

por afinidade, que se encontra em andamento, será fundamental para complementar o presente 

estudo. De qualquer forma, este é um passo inicial e visa abrir novos caminhos na 

caracterização da SP22 como um potencial biomarcador não invasivo preditivo de 

fertilidade/infertilidade em homens, podendo subsidiar estudos epidemiológicos e clínicos. 
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