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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)
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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 aprovacgdo 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 numero total de espermatozoides pds swim-up. Tanto 0s
voluntarios inférteis como os 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 anélise da
concentracdo dessa proteina, realizada até o momento, ndo foi significativamente diferente
entre os voluntarios férteis e inférteis bem como nédo 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 relagOes 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 proporcdo 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 distlrbios 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 producdo 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

condicGes 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
hipotaldamico-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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Loébulo
testicular

Figura 1. Seccdo transversal de testiculo humano.
Fonte: Adaptado de Weinbauer et al., 2010.

O tecido intersticial é constituido por células de Leydig, fibras nervosas, fibroblastos,
vasos sanguineos e linfaticos bem como por diversas células do sistema imune incluindo
macrdfagos e linfocitos (Holstein et al., 2003; Li et al., 2012). J4 os tGbulos seminiferos,
unidade funcional dos testiculos (Cheng & Mruk, 2002; Neto et al., 2016), que séo estruturas
altamente enoveladas (Li et al., 2012), podendo atingir um comprimento de aproximadamente
720 metros em um homem (Weinbauer et al., 2010) e ocupar entre 60 a 80% do volume
testicular total, sdo compostos pelo Iimen e pelo epitélio germinativo, que é circundado por
varias camadas de tecido peritubular, a lamina propria (Holstein et al., 2003; Weinbauer et al.,
2010; Neto et al., 2016).

O epitélio germinativo é formado pelas células somaticas, as células de Sertoli, e pelas
células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento (Holstein et al., 2003;
Weinbauer et al., 2010; Neto et al., 2016). As células de Sertoli, que ocupam entre 17 a 20%
do epitélio em um homem adulto, exibem alinhamento polarizado com a base repousando

sobre a membrana basal e o apice apontando para o lumen do tbulo de maneira que se
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estendem ao longo de todo o epitélio germinativo. Aliado a esse posicionamento, a
morfologia irregular e em constante mudanca com proeminentes ramificacdes e projecdes
citoplasmaticas, envolvem as células germinativas e as auxiliam na migracdo para o lumen
tubular durante o seu desenvolvimento (Figura 2) (Franga et al., 2016; Neto et al., 2016).

Além dessas funcbes de suporte estrutural e funcional (Pointis et al., 2005; Mital et al.,
2011), as células de Sertoli desempenham outras funcbes diversas como direcionar o
desenvolvimento gonadal masculino, durante a embriogénese testicular, sintetizar a proteina
ligadora de andrégenos, inibina B e outros componentes que contribuem para o0
microambiente em que as células germinativas maturam. Além disso, fagocitam corpos
residuais provenientes de espermatides e células germinativas em degeneracdo (Neto et al.,
2016) bem como separam anatomicamente o epitélio germinativo nos compartimentos basal e
adluminal através da barreira de células de Sertoli (Figura 2) (Wong & Cheng, 2005; Cheng et
al., 2011; Mital et al., 2011), que se estabelecem durante a puberdade, entre 0s 12 e 14 anos
de idade (Cheng & Mruk, 2010).

Lumen do tubulo seminifero

} Espermatide alongada

Espermatécito em paquiteno

Compartimento
adluminal

b

Célula '\

7 Célula

Barreira de células de Sertoli
Espermatocito pré-leptoteno

£838
_o O%o @ °E5permatogc‘mia

Membrana basal

Compartimento
basal

Figura 2. Representagdo esquematica de corte transversal do tabulo seminifero.
Fonte: Adaptado de Cheng & Mruk, 2010.
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As células germinativas, Unicas células capazes de passar pelo processo de meiose,
compreendem uma familia de células cuja Unica finalidade é se transformar em
espermatozoides e, assim, transmitir informacGes genéticas e epigenéticas entre as geracoes
(Neto et al., 2016). Até o momento, 14 tipos de células germinativas humanas foram
identificadas e classificadas em ordem crescente de maturagédo: espermatogonias do tipo A
escuras, espermatogonias do tipo A palidas, espermatogbnias do tipo B, espermatocitos
primarios pré-leptoteno, leptdteno, zigoteno e paquiteno, espermatdcitos secundarios e
espermatides Sa, Sh1, Sh2, Sc, Sd1 e Sd2 (Clermont, 1963; Neto et al., 2016).

O processo completo de desenvolvimento de uma espermatogdnia até a formacgédo do
espermatozoide é denominado espermatogénese. Esse processo tem inicio na puberdade apos
longo periodo preparatorio de “pré-espermatogénese” no feto e no pré-pubere (Holstein et al.,
2003) e continua durante toda a vida do individuo (Sharma, 2007). Em humanos, esse
processo que leva em torno de 74 dias (Amann, 2009), é diferente dos outros mamiferos e
entre as diferencas estd a baixa producdo espermatica diaria (Sharma, 2007; Amann, 2008),
que varia de 3 a 4 milhGes de espermatozoides (Sharma, 2007), e a complexa organizacédo
tridimensional do epitélio germinativo (Amann, 2008), onde as células germinativas estao
dispostas em uma sequéncia altamente ordenada com as espermatogénias e espermatocitos
precoces ocupando o compartimento basal e as demais células o compartimento adluminal
(Figura 2) (Sharma, 2007; Weinbauer et al., 2010; Neto et al., 2016).

As células germinativas se desenvolvem sincronicamente em agrupamentos consistentes
denominados de associagdes celulares (Amann, 2008; Weinbauer et al., 2010; Neto et al.,
2016). Essas associagdes sdo estabelecidas durante as sucessivas mitoses das espermatogdnias
do tipo B que mantém as células-filhas interconectadas por pontes citoplasmaticas que sdo
desfeitas apenas em fases avancadas da espermatide em desenvolvimento (Holstein et al.,
2003; O’Donnell et al, 2017). Em humanos, existem seis associa¢des celulares diferentes e
cada associacdo, que tem duracdo de 16 dias, € considerada um estadgio no ciclo
espermatogénico (Sharma, 2007; Amann, 2008; Weinbauer et al., 2010; Neto et al., 2016).
Homens com baixa producdo de espermatozoides podem mostrar associacdes celulares
atipicas devido a falta de células germinativas ou mistura de associa¢des (Neto et al., 2016).

Estudos em modelos animais mostraram que o arranjo espacial das associag¢oes celulares
estd organizado em ondas ao longo do epitélio germinativo. Ja em humanos, os primeiros

estudos falharam em encontrar 0 mesmo padrdo e descreveram a espermatogénese humana
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como um processo cadtico. No entanto, estudos posteriores utilizando modelagem de
computador para mapear a distribuicdo dos espermatozoides propuseram que a
espermatogénese € organizada em ondas helicoidais e, recentemente, mapas 3D de
associacOes celulares mostraram que seu arranjo é um evento aleatério (Figura 3) (Neto et al.,
2016).

Secgio transversal
A 17 ecgio transvers: ﬂ

"m' :
’
Seccdo transversal

Figura 3. Modelos do arranjo espacial das associac¢fes celulares ao longo do comprimento do
tubulo seminifero. (A) associacdes em ondas e (B) associacGes aleatorias.
Fonte: Adaptado de Luetjens et al., 2005.

A espermatogénese é um processo sequencial de 4 eventos sendo que no primeiro ocorre
a proliferacdo mitética e diferenciagdo das espermatogbnias (espermatogoniogénese), no
segundo 0s espermatdcitos primarios e secundarios passam pela divisdo reducional que
origina as células haploides, as espermatides (meiose), no terceiro as espermatides se
citodiferenciam em espermatozoides (espermiogénese) e no quarto 0s espermatozoides sdo
liberados do epitélio germinativo para o limen (espermiacdo) (Weinbauer et al., 2010).

A espermatogoniogénese é responsavel pela renovacdo e manutencdo da producdo
continua de espermatozoides ao longo da vida de um homem e é garantida pelas
espermatogonias do tipo A, progenitoras das demais células germinativas (Neto et al., 2016),
que pertencem ao pool de células-tronco. As espermatogdnias do tipo A escuras sdo
quiescentes e sO se dividem a partir de estimulo, ainda desconhecido, para originar as
espermatog0nias do tipo A péalidas (Amann, 2008) que sdo ativas e se proliferam para a

prépria renovacdo ou para se diferenciar em espermatogonias do tipo B (Figura 4) (Neto et
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al., 2016). Portanto, o pool de células-tronco é essencial para a espermatogénese e para a
fertilidade masculina e condi¢cdes que comprometam esse pool podem levar a subfertilidade
ou infertilidade (Gassei & Orwing, 2016).

A decisdo se a espermatogonia ira se autorenovar, diferenciar ou se tornar apoptdtica é
principalmente influenciada por fatores derivados das celulas de Sertoli (Neto et al., 2016).
Em humanos, essas células sdo capazes de suportar aproximadamente 10 células germinativas
(Weinbauer et al., 2010) e o processo de apoptose é utilizado para controlar o nimero de
células em desenvolvimento e manter constante essa propor¢do. O mecanismo de
autorenovacado espermatogonial é induzido pelo fator neurotrofico derivado de células da glia,
o de diferenciacdo promovido pelo fator de células tronco, proteina morfogenética 0ssea 4,
acido retinoico e Notchl/Jagged2 e o de apoptose induzido pelo sistema faS/FaSL e
modulado pela Bcl-2, Bax e fator de necrose tumoral alfa, sendo que qualquer distarbio em
um desses mecanismos pode afetar o potencial fértil masculino (Neto et al., 2016).

Assim que as espermatogonias do tipo A palidas se diferenciam em espermatogénias do
tipo B, essas células sofrem uma divisdo mitdtica e originam o0s espermatdcitos primarios,
fato que marca o final da fase proliferativa da espermatogénese (Neto et al., 2016). A meiose |
dos espermatdcitos tem inicio ainda no compartimento basal do epitélio germinativo dando
origem aos espermatdcitos pré-leptotenos (Figura 4) (Holstein et al., 2003) que atravessam a
barreira de células de Sertoli para o compartimento adluminal, onde se tornam
imunologicamente isolados e prosseguem na meiose. O processo de recombinacdo do DNA
ocorre durante o estagio de paquiteno e é crucial para a evolugdo humana. Mais de 45% dos
homens que apresentam concentracdo, motilidade e morfologia espermaticas normais e cuja
parceira sofre aborto recorrente, exibem ndmero de espermatozoides aneuploides elevado.
Tais homens podem ter risco aumentado de produzir prole cromossomicamente anormal e
deveriam ter aconselhamento genético (Neto et al., 2016).

Os espermatdcitos secundarios formados ao final da primeira divisdo meiotica
rapidamente se dividem, através da meiose I, e originam as espermatides redondas haploides
Sa (Figura 4). Uma caracteristica importante tanto dos espermatocitos como das espermatides
é a dependéncia de lactato como fonte principal de energia. A glicose fornecida as células de
Sertoli via transportadores especificos de glicose, GLUT1, é processada glicolicamente em

lactato que é transferido as células germinativas via transportadores monocarboxilados, sendo
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que o FSH, androgenos, insulina e alguns fatores paracrinos estimulam esse processo e
interferentes podem causar infertilidade masculina (Neto et al., 2016).

A espermiogénese € 0 processo pelo qual as espermatides redondas Sa se transformam
através de mudancas dramaticas em espermatozoides (Figura 4) (Neto et al., 2016). Durante
essa transformacdo uma série de eventos acontece como remodelamento do nucleo, que migra
para uma posicdo excéntrica, compactacdo da cromatina e formagdo do acrossomo a partir do
complexo de Golgi (Ortega-Ferrusola et al.,, 2017). Concomitantemente, a cauda do
espermatozoide se forma a partir do centriolo, gradualmente alongando a forma da
espermatide, e mitocondrias aumentam em numero e circundam a base da cauda formando a
peca intermediaria. A fim de maximizar a motilidade dos espermatozoides, em formacéo, o
excesso de citoplasma remanescente do complexo de Golgi e de outras organelas é removido
formando o corpo residual (Neto et al., 2016). Ainda durante a espermiogénese, ocorre a
aquisicdo de marcadores epigenéticos que incluem metilacio do DNA, modificacdes de
histonas e regulacdo por microRNAs (Fraser & Lin, 2016). Uma vez que as espermatides séo
completamente metamorfizadas sdo destacadas das células de Sertoli e liberadas no limen do
tubulo em um processo designado espermiacdo, que é FSH e testosterona dependente. Embora
defeitos na espermiacdo ndo sejam isoladamente uma causa de infertilidade podem contribuir
em muitos casos (Neto et al., 2016).

A intensa compactacao e remodelamento da cromatina pela substituicdo de histonas por
protaminas, que ocorrem durante a espermiogénese, protegem o genoma paterno durante a sua
jornada até o ovdcito e silencia toda a transcricdo nuclear, o que implica na auséncia de
sintese proteica em espermatozoides maduros, que dependem de modificacdes pos-

traducionais para regular a sua funcao (Fraser & Lin, 2016).
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Figura 4. Representacdo dos diferentes tipos de células germinativas durante o processo
espermatogénico.
Fonte: Adaptado de Sharma, 2007.

O espermatozoide é uma célula altamente especializada constituida pela cabeca, pescoco
e cauda. A cabeca, que contém o ndcleo com o material genético, € uma estrutura ovoide
achatada que mede entre 4 a 5,5 pm de comprimento e 2,5 a 3,5 um de largura e ¢ recoberta,
em cerca de 40% a 70% na sua porc¢do anterior pelo acrossomo (Sharma, 2007), uma estrutura
semelhante a um saco que contém enzimas essenciais para a penetragdo do espermatozoide no
ovacito (Abou-Haila & Tulsiani, 2000). O acrossomo se estende uniformemente até o
segmento equatorial dividindo a cabeca de maneira desigual em 2 regifes, a acrossomal ou
acrossomo anterior e a pos-acrossomal ou acrossomo posterior (Abou-Haila & Tulsiani, 2000;
Sharma, 2007). J& o pesco¢o é uma estrutura independente e fragil que contém o centriolo e
une a cabeca a cauda (Toshimori, 2003), que tem entre 40 a 50 um de comprimento, surge a
partir do centriolo e é subdividida em trés regides: peca intermediaria, peca principal e peca
final (Figura 5) (Toshimori, 2003; Sharma, 2007). A peca intermediéria e a pe¢a principal sdo
separadas pelo annulus, que € uma estrutura em forma de anel elétron densa e cuja deplegéo
de proteinas especificas nessa estrutura esta associada a um anel desorganizado, alteracGes na

morfologia da cauda e imotilidade (Figura 6) (Lehti & Sirone, 2017).
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Figura 5. Estrutura do espermatozoide humano.
Fonte: Adaptado a partir de Sharma, 2007 e Agarwal et al., 2014.

A estrutura interna da cauda é constituida pelo axonema central circundando por fibras
densas externas — outer dense fibers (ODFs), pela bainha mitocondrial — mitocondrial sheath
(MS) e pela bainha fibrosa — fibrous sheath (FS), sendo que essas estruturas variam
dependendo da regido. O axonema, que se forma a partir do centriolo e se estende distalmente
por toda a cauda, é composto por 9 microtibulos duplos externos em torno de 2 microtubulos
simples centrais, estrutura conhecida como 9 + 2 (Figura 6) (Fawcett, 1917; Toshimori, 2003;
Inaba, 2011; Lindemann & Lesich, 2016). Cada um dos pares de microtibulos externos
possui duas fileiras de projecdes de proteinas motoras de dineina que sdo a fonte da forca
motriz da cauda. As ODFs, que s&o ausentes na porcao mais distal da peca final, sdo formadas
por nove fibras grandes de material queratinoso que se emparelham com cada um dos
microtdbulos duplos do axonema (Figura 6) (Lindemann & Lesich, 2016). E suposto que as
ODFs sejam estruturas motoras que evoluiram para superar a maior resisténcia encontrada nas
secrecdes do sistema genital feminino (Fawcett, 1917).

A MS é um cordao espiral, composto por mitocdndrias, que se enrola ao redor da peca
intermediaria e apresenta comprimento bem diversificado entre as espécies, com cerca 12
voltas em humanos, a mais de 200 em alguns roedores (Fawcett, 1917). Ja a FS, consiste de
duas colunas longitudinais conectadas por numerosas nervuras semicirculares, que envolvem
a ODF e o axonema na peca principal e vai se tornando progressivamente mais fina em

direcdo a peca final (Figura 6). Tanto a MS como a FS fornecem suporte mecénico adicional a
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cauda e aumentam a sua rigidez. Além do papel mecénico, as bainhas, juntamente, com as

ODFs desempenham func¢do no metabolismo e na sinalizacdo (Lindemann & Lesich, 2016).
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Figura 6. Representacdo esquematica de espermatozoide de mamifero, em corte transversal.
Fonte: Adaptado de Brache et al., 2018.

O espermatozoide humano quando comparado com o da maioria das outras espécies, sao
de qualidade extremamente inferior, conforme demonstrado por sua morfologia, motilidade e
competéncia funcional. Uma vez que até metade desses gametas liberados pelos testiculos
morrem e se desintegram dentro do epididimo, onde sdo reabsorvidos, somente uma parcela

dos espermatozoides passam pelo processo de maturacao epididimaria (Sharma, 2007).

EPIDIDIMO E MATURACAO ESPERMATICA

O gameta masculino produzido no testiculo, através de modificacdes celulares
geneticamente controladas (Dacheux et al., 2003; Dacheux et al., 2005), é funcionalmente
imaturo e requer diferenciacdo adicional no epididimo para se tornar progressivamente maével
e com capacidade de reconhecer e fertilizar o ovocito. Essa diferenciagdo po6s-gonadal,
referida como maturacdo espermatica, € um processo androgeno dependente pelo qual o
espermatozoide é submetido a uma série de mudangas bioguimicas e funcionais (Cohen et al.,
2011), que sdo em grande parte consequéncia da interagdo com o ambiente luminal

epididimario, uma vez que as habilidades de transcricdo e traducdo sdo perdidas durante os
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altimos estagios de diferenciacdo das espermatides e, portanto, ndo estdo sob regulacdo
genémica do gameta (Figura 7) (Olson et al., 2002; Cornwall & Horsten, 2007; Cohen et al.,
2011). Além da maturacdo espermatica, o epididimo também desempenha papel importante
no transporte, concentragdo, protecdo e armazenamento dos espermatozoides (Hermo &
Robaire, 2002), processos essenciais cuja auséncia ou deplecdo pode ser fator significativo

para infertilidade masculina (Arrotéia et al., 2012).

Espermatozoide ESpem'fanzmde

Interacdes com o meio circundante

Transcrigdo do genoma

L e Controle somatico
Tradugdo do mRNA

Controle genomico

Figura 7. Representacdo esquematica do processo de formacdo e controle do gameta
masculino através do testiculo e epididimo.
Fonte: Adaptado de Dacheux et al., 2005.

O epididimo, um 6rgédo que se encontra na borda dorsolateral de cada testiculo (Dacheux
et al., 2003; Dacheux et al., 2005; Sharma, 2007; Dacheux & Dacheux, 2014) e conecta 0s
ductos eferentes ao ducto deferente (Sullivan & Beleannée, 2017), é caracterizado por ser um
tubulo unico altamente enovelado cuja parte proximal é denominada de globus major, que
recebe os espermatozoides e fluidos intraluminais do testiculo, e a parte distal de globus
minor, que é envolta pelo coxim adiposo epididiméario (Figura 8A) (Turner, 2008). Em todos
os mamiferos, esse 6rgao € anatomicamente dividido em 3 regides amplas: cabeca, corpo e
cauda, e abriga caracteristicas morfoldgicas especificas da espécie (Sullivan & Mieusset,
2016). Uma particularidade do epididimo humano, que intacto apresenta comprimento
estimado entre 10 a 12 centimetros e desenovelado entre 5 a 7 metros (Turner, 2008), sdo
essas regides pouco diferenciadas, dado que a cabeca ndo apresenta aparéncia bulbosa e a

cauda os caracteristicos tibulos volumosos, 0 que a torna pouco distinguivel do corpo e do
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ducto deferente (Figura 8B). Outra peculiaridade é que a extremidade proximal da cabeca é
formada principalmente por ductos eferentes, pequenos tubulos que ligam a rete testicular ao
epididimo, e que juntamente com a cabeca desempenham importante papel na reabsor¢édo de
agua e, portanto, na concentracdo dos espermatozoides (Hess, 2002; Sullivan & Beleannée,
2017).

Figura 8. Testiculo e epididimo humano intactos removidos do escroto (A). Testiculo e
epididimo parcialmente dissecados com a gordura epididimaria removida (B). Insercao: visdo
ampliada dos tubulos. As duas linhas verticais a direita indicam 1 mm.

Fonte: Adaptado de Turner, 2008.

As regides epididimarias sdo constituidas pelo lumen revestido por um epitélio
pseudoestratificado com diferentes tipos celulares que incluem as células principais, basais,
claras e halo, sendo as células principais o tipo mais abundante deste epitélio (Hermo &
Robaire, 2002), que no homem aumenta de espessura progressivamente da regido mais
proximal da cabeca em dire¢do ao corpo, onde atinge o seu maximo, o que indica secrecao
mais ativa de proteinas nessa regido, e diminui da regido mais distal do corpo em direcdo a
cauda (Sullivan & Beleannée, 2017). As células principais sintetizam grande quantidade de
proteinas que ficam retidas dentro da propria célula ou sdo secretadas ativamente no
compartimento luminal, bem como participam ativamente na endocitose de proteinas
presentes no lumen (Robaire et al., 2006), sendo, portanto, responsaveis pela concentracéo
proteica do ambiente luminal (Arrotéia et al., 2012). Além disso, jun¢des de oclusdo entre
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células principais adjacentes formam a barreira hemato-epididimaria que assegura um
compartimento intraluminal isolado e protege os espermatozoides de reacGes autoimunes,
uma vez que essas células permanecem no sistema genital masculino durante semanas antes
de serem liberadas (Mann et al., 2003; Sullivan & Beleannée, 2017). Embora os outros tipos
celulares tenham sido claramente descritos em modelos animais, a distribuicdo e fungdo no
epitélio epididimario humano ainda precisam ser investigadas (Sullivan & Beleannée, 2017).

Apesar dos tipos celulares serem os mesmos ao longo de todo o comprimento do 6rgéo, o
padrdo estrutural e de expressdo génica é diferenciado o que contribui para as distintas
funcdes fisiologicas de cada regido (Leir et al., 2015), sendo que a cabeca e 0 corpo atuam
nos eventos maturacionais de espermatozoides precoces e tardios, respectivamente, enquanto
a cauda permanece principalmente como local de armazenamento dos espermatozoides
maduros (Cornwall & Horsten, 2007).

Além da divisdo anatdmica, as regides do epididimo sdo subdivididas em segmentos
intrarregionais discretos com base na presenca de septos de tecido conjuntivo (Cornwall &
Horsten, 2007). No ser humano esses septos, que sdo pouco desenvolvidos e incompletos
(Sullivan & Mieusset, 2016), delimitam 8 segmentos (Cooper & Yeung, 2006) enquanto, que
em camundongos e ratos sdo bem desenvolvidos e definem 10 e 19 segmentos,
respectivamente (Figura 9) (Sullivan & Mieusset, 2016). Diversos estudos tém demonstrado
gue a expressdo génica especifica na regido da cabeca, corpo e cauda sdo precisamente
limitadas nas fronteiras desses segmentos intrarregionais que estabelecem padréo de secrecéao
altamente regionalizado, o que contribui para a formagdo de microambientes peculiares em
cada regido (Turner et al., 2003). Esses microambientes, que diferem tanto em termos de
conteddo proteico e composicdo quimica como tensao de oxigénio e pH, desempenham papel
essencial no controle ou na inducdo da maturacdo (Dacheux et al., 2012) e qualquer alteracédo
em uma dessas caracteristicas pode levar a distarbios da fertilidade e conservacdo do

espermatozoide (Dacheux et al., 2005).
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Figura 9. Estrutura segmentar do epididimo. llustracdo tfpica dos segmentos do epididimo de
camundongo (A) e rato (B) e epididimo humano com os seus segmentos (C).
Fonte: (A) Adaptado de Jelinsky et al., 2007 e (B) adaptado de Cooper & Yeung, 2006.

O processo de maturacdo espermatica envolve tanto a migracéo da gota citoplasmatica e
alteracdes no batimento flagelar (Sullivan & Mieusset, 2016; Gervasi & Visconti, 2017) como
extenso remodelamento na membrana plasmatica que é organizada em dominios especificos
definidos por subconjuntos distintos de lipideos e proteinas (Toshimori, 2003; Gatti et al.,
2004). Esse remodelamento inclui protedlise de proteinas testiculares preexistentes,
redistribuicdo de proteinas especificas entre dominios (Olson et al., 2002; Toshimori, 2003) e
aquisicdo de novas proteinas de origem epididimaria (Cornwall & Horsten, 2007), bem como
relocalizacdo de antigenos de superficie, modificacdes de glicoproteinas e na composi¢cdo
lipidica (Olson et al., 2002; Gervasi & Visconti, 20017; Sullivan & Beleannée, 2017). Muitas
das proteinas testiculares que sdo processadas durante a maturacdo espermatica sdo propostas
como importantes na interacdo dos gametas durante a fertilizacdo (Cuasnicu et al., 2002).

Em humanos, a passagem dos espermatozoides pelo epididimo através da cabeca e corpo
até chegar a cauda leva em torno de 12 dias (Robaire et al., 2006) e esses espermatozoides
maduros permanecem na cauda epididimaria, que contém cerca de 70% de todos 0s
espermatozoides presentes no sistema reprodutor, até 0 momento da ejaculacdo (Sharma,
2007).
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EJACULACAO

O desejo sexual, excitacdo, orgasmo e ejaculagdo sdo uma sucessdo de fases intimamente
relacionadas e descritas para a resposta sexual humana. Embora o orgasmo seja
frequentemente associado a ejaculacdo, sdo dois processos fisiologicos distintos (Alwaal et
al., 2015; Clement & Giuliano, 2016), sendo 0 orgasmo caracterizado por sensagdes fisicas e
emocionais que, na maioria das vezes, coincide com a ejaculacdo (Master & Turek, 2001;
Sheu et al., 2014).

A ejaculacdo envolve diferentes estruturas anatdmicas fortemente coordenadas por
componentes simpéticos, parassimpaticos e somaticos do sistema nervoso e é constituida por
duas fases sucessivas, a emissdo e a expulsdo (Giuliano & Clement, 2005a; Alwaal et al.,
2015). A emissdo comeca com o fechamento do colo da bexiga, para impedir o fluxo
retrégrado de espermatozoides, e progride com contra¢cdes da musculatura lisa da cauda distal
do epididimo e do ducto deferente para mover o fluido rico em espermatozoides para dentro
da uretra prostatica, onde é diluido e misturado com secre¢cBes das glandulas sexuais
acessorias. A expulsdo, fase posterior a essa deposicdo, é uma reacdo reflexa da uretra ao
acumulo desse fluido que culmina na sua propulsdo forcada para fora do corpo, através de
contragOes ritmicas intensas de musculos estriados pélvicos e do esfincter uretral (Amann,
2009; Clement & Giuliano, 2016; Puppo & Puppo, 2016).

O ejaculado de mamiferos é composto por espermatozoides, fluido epididimario e
secre¢des das glandulas sexuais acessorias (Ortega-Ferrusola et al., 2017) e podem ter volume
Unico como nos ruminantes ou ser fracionado como nos humanos, onde os fluidos das
glandulas acessorias sdo liberados em sequéncia ordenada e especifica, sendo, portanto, o
ejaculado composto por fracdes diferentes que incluem a fase pré-ejaculatoria, a primeira e a
segunda fracdo ejaculada. A fase pré-ejaculatoria ndo contém espermatozoides e € uma reagdo
das gléandulas de Cowper ou bulbouretrais e periuretrais que secretam uma solucdo alcalina
com glicoproteinas que neutralizam a acidez do sistema urinario e o lubrifica antes da
ejaculacao (Cooper & Yeung, 2010). Ja a primeira fracdo do ejaculado, que representa de 15 a
45% do ejaculado total, contém secre¢des da prostata, do epididimo e dos vasos deferentes e é
rica em espermatozoides com plasma seminal pobre em proteinas. Enquanto a segunda fracéo,
que constitui os 55 a 85% restantes do volume ejaculado total, contém apenas secrecfes das
vesiculas seminais e exibe nimero reduzido de espermatozoides com plasma seminal rico em

proteinas (Ortega-Ferrusola et al., 2017).
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Devido o processo espermatogénico ser dindmico e continuo, a reserva de
espermatozoides na cauda epididimaria é composta por muitas geracdes de espermatogéneses.
Assim, nem toda populacdo espermatica em um mesmo ejaculado é oriunda de uma Unica
geracdo ou apresenta o mesmo status fisioldgico (Ortega-Ferrusola et al., 2017), sendo,
portanto, o ejaculado composto por subpopulagdes. Existem evidéncias crescentes de que a
heterogeneidade entre essas subpopulacdes tem relevancia funcional, com os espermatozoides
da primeira fracdo apresentando melhor motilidade e potencial fértil (Santolaria et al., 2016).

O conceito de heterogeneidade espermatica, introduzido na década de 90, mudou o
modelo competitivo de fecundagdo, onde grande nimero de espermatozoides competia para
alcancar e fertilizar o ovdcito (Ortega-Ferrusola et al., 2017). Williams et al. (1992)
demonstraram, através de espermatozoides inseminados artificialmente, em uma mulher
submetida a histerectomia abdominal total, que das centenas de milhdes de espermatozoides
depositados na vagina, apenas mil ou menos eram recuperados nas tubas uterinas, o que
deixou nitido que, de fato, poucos dos espermatozoides ejaculados conseguem entrar nas
tubas uterinas, sendo que o nimero dos que se tornam aptos a fertilizar, apds a capacitacéo €

ainda menor (Eisenbach & Giojalas, 2006).

JORNADA DO ESPERMATOZOIDE E CAPACITACAO ESPERMATICA

Um fato bem conhecido é que apesar de um grande nimero de espermatozoides serem
depositados no sistema genital feminino, apenas um em particular, ira alcancar e fertilizar o
ovécito (Garcia-Vasquez et al., 2016). O local de deposicdo dos espermatozoides ejaculados
varia nos diferentes mamiferos e essas distincdes estdo relacionadas ao volume e
caracteristicas anatbmicas de cada espécie. Em humanos, essa deposicdo acontece na vagina
superior, proximo a abertura cervical (Ortega-Ferrusola et al., 2017), onde os espermatozoides
iniciam a sua célebre jornada pelo sistema genital feminino (Figura 10) sendo expostos a
diferentes ambientes, barreiras fisicas e células potencialmente hostis do sistema imunol6gico
(Aitken, 2013; Miller, 2018).
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Figura 10. Representacdo esquematica do sistema genital feminino.
Fonte: Adaptado de Eisenbach & Giojalas, 2006.

Imediatamente apds a ejaculacdo, o sémen humano sob influéncia de proteinas presentes
nas secrecoes das glandulas seminais forma um coagulo (Mikhailichenko & Esipov, 2005),
semelhante a um gel (Suarez & Pacey, 2006), que temporariamente restringe o movimento
dos espermatozoides. Esse coagulo, que é gradualmente liquefeito, em aproximadamente 20 a
30 minutos, por enzimas proteoliticas produzidas pela prostata, mantém os espermatozoides
proximos ao orificio cervical e os protege do pH vaginal acido. A deficiéncia nas secrecoes
prostaticas, geralmente causada por processos infecciosos, esta relacionada com a auséncia de
liguefacdo ou liquefagcdo parcial. Como consequéncia, 0s espermatozoides permanecem
agrupados dentro do coagulo altamente viscoso, 0 que prejudica a capacidade desses gametas
em atravessar o colo uterino (Nakano et al., 2015).

O transporte dos espermatozoides pelo colo uterino depende tanto da motilidade
espermatica como das atividades musculares da vagina, do proprio colo e do Utero. Os
espermatozoides que entram nessa regido encontram o muco cervical (Suarez & Pacey, 2006),
que muda em resposta a fase do ciclo menstrual, sendo mais fluido antes da ovulacdo e mais
denso apo6s a ovulagdo. Esse muco se estabelece como uma barreira natural importante para o
sistema genital feminino superior (Han et al., 2017) bem como atua na selecdo de

espermatozoides, ja que representa um obstaculo para gametas anormais que nao podem nadar
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adequadamente ou que apresentam perfil hidrodindmico fraco (Suarez & Pacey, 2006). A
passagem por essa regido, onde ocorre a maior reducdo no nimero de espermatozoides,
representa o primeiro local de selecdo espermatica (Croxatto, 2002).

Uma vez no Utero, os espermatozoides sdo dirigidos passivamente para a pequena
abertura na juncdo Gtero-tubéria por ondas de contracdes da musculatura lisa do Gtero. E
durante esse transporte pela cavidade uterina que se inicia a capacitacdo espermatica (Aitken
& Nixon, 2013) através da liberacdo progressiva de moléculas conhecidas como fatores de
decapacitacdo, adquiridas a partir do fluido epididimario e plasma seminal, e que mantém os
espermatozoides em um estado ndo capacitado. E suposto que quando esses fatores de
decapacitacdo se ligam a superficie espermatica, ativem a bomba de extrusdo de ions célcio
(Ca®*) que mantém constante a concentrago intracelular desse fon. A remogao desses fatores
implica, portanto, no aumento da concentragdo intracelular do Ca?* (Baldi et al., 2000) que
estimula a ATPase e adenilil ciclase, duas enzimas chaves que participam de diversas cascatas
de sinalizacdo durante os estagios finais da capacitacdo na tuba uterina (Tulsiani & Abou-
Haila, 2012).

A pequena abertura na juncédo Utero-tubaria, que corresponde ao segundo local de selecdo
espermatica, se constitui como uma barreira a entrada dos espermatozoides na tuba, sendo que
a entrada bem-sucedida exige motilidade espermatica ativa (Eisenbach & Giojalas, 2006;
Ortega-Ferrusola et al., 2017). O numero de espermatozoides que entram na tuba uterina €
notavelmente constante, em humanos, apenas cerca de 10% dos espermatozoides que estavam
presentes no Utero (Eisenbach & Giojalas, 2006; Ortega-Ferrusola et al., 2017).

A tuba uterina apresenta duas regides: o istmo e a ampola (Figura 9), cada uma com
caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas distintas. Os espermatozoides que entram no istmo se
ligam fortemente ao epitélio da tuba e ficam presos, formando um reservatdrio. E durante esse
periodo em que permanecem aderidos ao epitélio que os espermatozoides sofrem a
capacitacdo espermatica final (Eisenbach & Giojalas, 2006) que inclui alteracdes de
constituintes i6nicos e mudangas na composicdo e organizacdo lipidica bem como nas
propriedades e no potencial da membrana plasmatica (Baldi et al., 2000; Florman & Fissore,
2015). Essas alteragdes, que acontecem tanto na cabeca como na cauda do espermatozoide,
culminam na hiperativacdo da motilidade e tornam essas células responsivas a estimulos
quimioatrativos e que induzem a reacdo acrossémica (Florman & Fissore, 2015; Molina et al.,

2018). Diversos estudos evidenciam que tanto o Ca®* como o anion bicarbonato (HCO3) e a
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adenosina 3°, 5’-monofosfato ciclico (CAMP) sdo as principais moléculas na regulacéo desse
processo (Tulsiani & Abou-Haila, 2012).

A albumina, a principal proteina presente nas secrecdes reprodutivas femininas, facilita a
capacitacao pelo efluxo de esterois, principalmente o colesterol, da membrana plasmatica dos
espermatozoides. Essa remocéo do colesterol desestabiliza a bi-camada lipidica da membrana
plasmatica e a torna mais fluidica (Tulsiani & Abou-Haila, 2012), o que possibilita a reacao
acrossdmica e subsequente fusdo do espermatozoide com o ovocito (Cooper & Yeung, 2010).
Além do efluxo de colesterol, também acontece fosforilacdo de residuos de tirosina de um
subconjunto de proteinas presentes na cauda o que viabiliza a aquisicdo da motilidade
hiperativada (Tulsiani & Abou-Haila, 2012). A hiperativacdo envolve uma transicdo do
padrdo de batimento simétrico e de baixa amplitude, tipico de células progressivamente
maveis, para um padrdo assimétrico e de alta amplitude nos espermatozoides ativados (Aitken
& Nixon, 2013).

Devido a sua menor afinidade pelo epitélio, os espermatozoides que se tornam
capacitados sdo liberados do local de armazenamento e requerem orientacdo quimiotatica e

termostatica para chegar até o ovocito no local da fertilizagdo (Eisenbach & Giojalas, 2006).

O PROCESSO DE FERTILIZACAO

O processo de fertilizacdo € uma sequéncia de eventos coordenados que envolvem a
fusdo do espermatozoide com o ovdcito, fusdo dos pré-nucleos e mistura dos cromossomos
maternos e paternos dando inicio ao desenvolvimento de um novo individuo (Primakoff &
Myles, 2002). Apds atingir a ampola, local de fertilizacdo, os espermatozoides ainda precisam
superar dois investimentos do ovécito que potencialmente impedem o contato direto com a
membrana plasmatica: a corona radiata, uma camada de células da granulosa incorporadas em
uma matriz viscoelastica composta principalmente por acido hialurénico e a zona pellcida,
uma matriz extracelular composta por glicoproteinas denominadas ZP1, ZP2, ZP3 e ZP4/B,
sendo que a ZP3 e, possivelmente, a ZP4/B estdo envolvidas na ligacdo do espermatozoide a
zona pellcida enquanto a ZP1 e ZP2 fornecem integridade estrutural a esse investimento
(Nixon et al., 2007; Cooper & Yeung, 2010).

Somente espermatozoides com 0 acrossomo intacto conseguem penetrar na corona
radiata e para transpor essa primeira barreira utilizam a motilidade hiperativada e uma

hialuronidase de superficie denominada PH-20. Uma vez vencida essa primeira barreira 0s
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espermatozoides entram em contato com a zona pellcida e se ligam as proteinas ZP3 o que
desencadeia aumento do Ca** e do pH intracelular, da fosforilagdo de cAMP e da proteina
tirosina que culminam em processos complexos de transducdo de sinal e acarretam na fusdo
da membrana plasmatica com a membrana acrossomal externa subjacente e a consequente
exocitose de proteases acrossomais solveis como a acrosina, processo denominado de reacdo
acrossdmica (Figura 11) (Primakoff & Myles, 2002; Cooper & Yeung, 2010).

“
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Figura 11. Mecanismos da interacdo espermatozoide-ovdcito. (ZP = zona pelucida e EP =
espacdo perivitelino).
Fonte: Adapatado de Ikawa et al., 2010.

Esse processo acontece apenas na regido acrossomal anterior, portanto, a regido posterior
gue compreende o0 segmento equatorial permanece intacta e é considerada o local de contato
inicial entre o espermatozoide e o ovocito (Cooper & Yeung, 2010). Uma vez dentro do
espaco perivitelino, area entre zona peltcida e a membrana plasmatica, a regido equatorial e
pos acrossomal da cabeca do espermatozoide se ligam a membrana plasmatica do ovdcito e a
interacdo de integrinas presentes na membrana plasmatica do ovdcito com desintegrinas,
especificamente a fertilina o ¢ B e a ciritestina (Nixon et al., 2007) bem como a proteina
Izumo presentes na membrana plasmatica dos espermatozoides resultam na fusdo das

membranas dos gametas (Figura 11) (Cooper & Yeung, 2010).
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A fusdo espermatozoide-ovacito resulta na ativagao do ovdcito pelo fator de ativacéo de
ovcito associado ao espermatozoide. Esse fator estimula a liberacdo de Ca?* intracelular no
ovocito que através de uma cascata de sinalizacdo induz a degradacdo de certos inibidores,
responsaveis pela parada do ovdcito na meiose Il, de modo que o ovocito prossegue na
meiose. A extrusao subsequente do segundo corpusculo polar é a evidéncia da conclusdo da
meiose, até entdo, interrompida (Cooper & Yeung, 2010). A ativacdo do ovocito promove a
fusdo de vesiculas contendo granulos corticais, que estdo superficialmente situados no ovécito
ndo fertilizado, com a membrana plasmética o que altera imediatamente a sua composicao e
perda de afinidade pelos espermatozoides. Além disso, com a fusdo ocorre a liberagdo do
conteddo dos granulos corticais para o espaco perivitelino o que promove a alteracdo da ZP3.
Estes dois eventos constituem o bloqueio a poliespermia. Apds algumas horas da fusdo,
protaminas presentes na cromatina do espermatozoide sdo substituidas por histonas, 0s grupos
metil sdo removidos do DNA e o pronucleo masculino é formado (Cooper & Yeung, 2010).

A entrada do espermatozoide além de ativar o ovécito que progride na meiose e forma o
prondcleo feminino, também ativa o centrdmero do espermatozoide fertilizante que é
responsavel por organizar os fusos de microtubulos necessarios para a unido dos prondcleos
masculino e feminino. Ambos os pronucleos se movem juntos e 0S Cromossomos se
condensam durante a profase da singamia, antes da quebra da membrana nuclear, momento
em que 0S conjuntos de cromossomos paterno e materno se tornam visiveis (Cooper &
Yeung, 2010).

A infertilidade pode estar associada a diversos eventos necessarios para a fertilizacéo,
seja durante a formacdo, maturacdo ou capacitacdo dos espermatozoides (Cooper & Yeung,
2010), portanto, é de extrema importancia compreender aspectos fisiologicos do gameta
masculino (Amaral et al., 2014) e o estudo de componentes a nivel molecular pode decifrar
vias metabdlicas essenciais para o diagndéstico da infertilidade masculina (du Plessis et al.,
2011). Assim, 0 uso de técnicas de genética, protedmica e metabolébmica podem ser a chave
para progndstico e tratamento mais precisos da infertilidade e é dentro dessas categorias que a

busca de potenciais biomarcadores pode comecar (Kovac et al., 2013).

PROTEOMICA E BIOMARCADORES DE FERTILIDADE

O espermatozoide humano é particularmente receptivo a estudos protedmicos, ja que €

uma célula acessivel que pode ser facilmente purificada e analisada. A protedmica pode
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confirmar a presenga e concentracdo de proteinas bem como detectar formas ativadas,
fosforiladas, ubiquitinadas, metiladas, acetiladas, glicosiladas, oxidadas e/ou nitrosiladas.
Logo, é facil entender como a protedmica pode ser uma ferramenta poderosa na identificacdo
de potenciais biomarcadores, que no contexto da infertilidade masculina, tém a intencéo de
avaliar, de forma precisa e minimamente invasiva o potencial de um homem para a
paternidade (Kovac et al., 2013).

Revisbes recentes destacam que diversas proteinas tanto espermaticas como do plasma
seminal poderiam atuar como potenciais biomarcadores, como exemplos: a proteina de
choque térmico 2 — heat shock protein 2 (HSPA2) presente no acrossomo e descrita por
Redgrove et al. (2012) esté associada ao comprometimento da ligacdo do espermatozoide com
0 ovocito, do mesmo modo a SAMP32 descrita por Hao et al. (2002), também presente no
acrossomo, possui relevancia na fusdo espermatozoide-ovocito. A proteina indutivel pela
prolactina — prolactina inducible protein (PIP), presente no plasma seminal, apresenta
concentracdo aumentada em homens azoospérmicos e, recentemente, foi descoberto que
interage e forma complexos com a albumina de soro humano — human serum albumin (HSA).
A HSA, uma proteina abundante do plasma seminal, desempenha papel na capacitacdo e
motilidade dos espermatozoides. Como tal, é tentador especular que a PIP, HAS e/ou

complexo PIP/HAS possam atuar como biomarcadores (Kumar et al., 2012).

PROTEINA ESPERMATICA SP22

Diversas proteinas espermaticas, bem como do fluido epididimario e plasma seminal tém
sido associadas com a fertilidade e, nos Ultimos anos, diversos pesquisadores vém
apresentando, consideravel esforco, com o intuito de identificar e caracterizar essas proteinas
(Klinefelter & Welch, 1999). Assim, Klinefelter iniciou a dificil tarefa de reconhecer uma
proteina espermatica que pudesse servir como um biomarcador mais sensivel da capacidade
de fertilizacdo do que a concentracdo, motilidade ou morfologia espermaticas (Klinefelter,
2008). E, foi em 1997, através de um estudo, conduzido em ratos, com 4 toxicantes
epididimarios, o etano dimetanosulfonato, cloroetilmetanosulfonato, epicloridrina e
hidroxiflutamida, que Klinefelter et al. constataram que ao correlacionar a fertilidade com 120
proteinas individuais da membrana plasmatica do espermatozoide, apenas uma era
significativamente diminuida e apresentava concentracio altamente correlacionada (r* = 0,83)

com a fertilidade desses gametas. Essa proteina que apresenta ponto isoelétrico (PI) de 5,5 e
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massa molecular de 22 kDa em gel de acrilamida a 11% foi denominada de proteina
espermatica SP22 (sperm protein — 22kDa).

A partir dessa descoberta diversos estudos foram realizados tanto para caracterizar a
molécula da SP22 como para identificar a funcdo da nova proteina (Klinefelter, 2008).
Através do sequenciamento dos aminoacidos Welch et al. (1998), revelaram que a SP22 ¢
constituida por 5 sequéncias peptidicas idénticas a uma proteina associada a contracepcao 1 -
contraception associated protein 1 (CAP1) descrita, em ratos, por Wagenfeld et al. (1998) e
com 90% de homologia, diferindo apenas em 10 substituicbes de aminoécidos, a uma
proteina humana designada DJ-1 (Nagakubo et al., 1997), RS (Hod et al., 1999) e mais
recentemente PARK?7 (Bonifati et al., 2003) (Figura 11). Ainda com base no sequenciamento
dos aminoacidos, mostraram que a SP22 é membro de uma familia de genes altamente
conservados, até entdo, nunca descritos no campo da biologia reprodutiva, e amplamente
expressos em diferentes espécies (Welch et al., 1998) como equinos, bovinos, aves e ser
humano (Klinefelter et al., 2002) bem como em diferentes drgados entre eles coracédo, cérebro,

figado, prostata, testiculo, glandula seminal e epididimo (Welch et al., 1998).

SP22/CAPL 1 MASKRALVILAKGAEEMETVIPVDIMRRAGIKVTVAGLAGKD. . PVQCSRDV 50
FEEEERET e e e ere=errre e e rrererer et
DJ-1/RS/Park? 1 MASKRALVILAKGAEEMETVIPVDVMRRAGIKVTVAGLAGKD. . PVQCSRDV 50
SP22/CAP1 51 VICPDTSLEEAKTQGPYDVVVLPGGNLGAQNLSESALVKEILKEQENRKG 100
R N NN N R R RN R R R RN RN
DJ-1/RS/Park? 51 VICPDASLEDAKKEGPYDVVVLPGGNLGAQNLSESAAVKEILKEQENRKG 100
SP22/CAPL 101 LIAAICAGP.TALLAHEVGFGCKVTSHPLAKDKMMNGSHYSYSESRVEKD 149

FETERERETE v sttty rrsner el
DJ-1/RS/Park 7 101 LIAAICAGP.TALLAHEIGCGSKVTTHPLAKDKMMNGGHYTYSENRVEKD 149

SP22/CAPL 150 GLI..LTSRGPGTSFEFALAIVEALSGKDMANQVLAPLVLED 1EB9

N R RN R R N A AR N AR R
DJ-1/Rs/Park7 150 GLI..LTSRGPGTSFEFALAIVEALNGKEVAAQVKAPLVLKD 189

Figura 11. Homologia da sequéncia de aminoacidos entre a SP22/CAP1 e a proteina humana
PARKY.
Fonte: Klinefelter, 2008.
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O gene da SP22 possui 3 sequéncias de DNA complementares (cDNAS), SP22A, SP22B
e SP22C, sendo que a SP22A e SP22B sdo analogas e codificam 189 aminoacidos enquanto a
SP22C codifica pelo menos 13 aminoacidos adicionais na regidao amino terminal. A SP22A e
SP22B refletem a SP22 e apesar das regides codificadoras dessas sequéncias de cCDNAs serem
as mesmas, a regido 5’ nao traduzida — untranslated region (UTR) sdo diferentes. Logo, dois
transcritos de RNA mensageiro (MRNA) com diferentes comprimentos da regido 5 UTR séo
originados, um com 1.0 Kb e outro com 1.5 Kb (Welch et al., 1998). A SP22C representa
proteinas com o mesmo peso molecular da SP22, mas com Pls ligeiramente diferentes. Essas
proteinas podem denotar variantes da SP22 ou, possivelmente, proteinas provenientes de
MRNASs que sdo processados alternativamente.

Klinefelter & Welch (1999) mostraram que o transcrito com a regido 5> UTR menor €
encontrado tanto em tecidos soméaticos como em tecidos reprodutivos e corresponde a SP22B.
Enquanto o transcrito com a regido 5' UTR maior é exclusiva do testiculo e representa a
SP22A. A transcricdo dos mRNAs de 1.0 Kb tem inicio no principio da espermatogénese
enquanto os de 1.5 Kb surgem no momento da formacdo dos espermatodcitos paquitenos e
ambos aumentam sua expressdo a medida que o desenvolvimento espermatogénico prossegue
(Figura 12) (Klinefelter & Welch, 1999).

F 6 91518 232629333639 41455072

.no.---'.ucQ'Q'

1.0Kb

F 6 915182326 29 33 36 39 41 455072
1.5Kb "‘ .."'..

Figura 12. Northern blots de figado (F) e testiculo, de ratos, durante o desenvolvimento pos-
natal (dia) utilizando sondas especificas para regido 5’ ndo traduzida.

Fonte: Adaptado de Klinefelter, 2008.

Além da expressdo dos cDNAs da SP22 no testiculo, a avaliagdo de proteinas em

extratos de espermatozoides coletados da rete testis, apos 18 horas da ligacdo dos ductos
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eferentes, e andlises de imunolocalizagdo, utilizando anticorpo peptidico purificado por
afinidade anti-SP22, produzido a partir de 4 das 5 sequéncias peptidicas da SP22, forneceram
dados adicionais da origem testicular desta proteina (Klinefelter & Welch, 1999).

Klinefelter et al. (2002), atraves de analises de imunohistoquimica de testiculo e
epididimo e imunocitoquimica de espermatozoides recuperados da rete testis e da cauda
epididimaria de rato, revelaram que a SP22 esta presente no citoplasma e na base da cabeca de
espermatides redondas e na cabeca e cauda de espermatides em alongamento e alongadas bem
como na gota citoplasmaética, sendo que durante a maturacdo no epididimo é redistribuida e
adquire sua localizacdo caracteristica no segmento equatorial da cabeca. Essa localizagdo é
similar entre as diversas espécies em que ja foi estudada, incluindo o homem. Apesar dos
mecanismos que levam a essas modificacbes na localizagdo da SP22, durante o
desenvolvimento das células germinativas e maturacdo espermética ainda serem
desconhecidos (Welch et al., 1998), suspeitas apontam para modificacdo pés-traducional.
Suposicdes da estrutura secundaria da SP22 indicam 3 regides com conformacdo alfa-hélice
putativa sem hidrofobicidade suficiente para ser reconhecida como um dominio
transmembrana tipico. E possivel que a associagio da SP22 com a membrana espermética seja
mediada pela adi¢do covalente de sete por¢des lipidicas, ja que sete locais de N-miristoilacéo
estdo presentes na sequéncia da SP22, o que pode permitir a adi¢do de acidos miristicos. Dois
locais de glicosilacdo ligados a asparagina também estdo presentes, mas ndo esta claro se a
glicosilacdo realmente pode ocorrer nesta proteina. Embora essas modificacBes pos-
traducionais precisem ser confirmadas experimentalmente, elas poderiam fornecer um meio
de modular tanto a localizacdo quanto a funcdo da proteina espermatica SP22 (Klinefelter &
Welch, 1999).

A forte associagéo entre as concentrages da SP22 e a fertilidade resultante dos gametas,
em conjunto com a sua localizagcdo no segmento equatorial da cabeca dos espermatozoides,
sugerem que essa proteina desempenhe papel crucial no processo de fertilizacdo. E de fato,
Klinefelter et al. (2002) demonstraram que anticorpos produzidos contra a SP22 inibem a
interacdo com o ovocito e/ou capacidade de fertilizacdo in vitro ou in vivo.

Embora muitas proteinas espermaticas sejam supostamente essenciais para a fertilidade
masculina (Tabela 3), até 0 momento, nenhum trabalho demonstrou suas modulagdes apds

insulto toxico ao testiculo ou epididimo, assim, o papel dessas proteinas como biomarcador



34

permanece incerto. Sendo, portanto, a SP22 a Unica, demonstrada em diversos estudos, como

um biomarcador consistente de efeito, isto €, na fertilidade (Klinefelter, 2008).

Tabela 3. Proteinas, identificadas nos ultimos 20 anos, consideradas essenciais para a

fertilidade masculina.

Proteina Autor
LDHC4 Golderg et al., 1986
DIE or Crisp-1 ZB(gggks et al., 1986; Roberts et al., 2003; Ellerman et al.,
PH-20 Primakoff et al., 1988
SP-10 Herr et al., 1990
FA-1; YLP12 Naz 1996; Naz 2004
P34H; P26H Boue et al., 1996; Gaudreault et al., 2002
HEG6 Osterhoff et al., 1997

Fertilina B ou ADAM?2

Zhu et al., 2000

HE2

Hamil et al., 2000

HE5 ou CD52 Yeung et al., 2001

Prosaposin ou UPSEBP Hammerstedt et al., 2001

CatSper 1 & 2 Ren et al., 2001; Quill et al., 2003
GAPDS Miki et al., 2004

Eppin O’Rand et al, 2004

Fonte: Adaptado de Klinefelter, 2008.
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Diversos estudos tém demonstrado que a concentracdo da proteina de membrana
espermatica SP22 é altamente correlacionada com a fertilidade em vérias espécies e, portanto,
tem sido estabelecida como biomarcador de fertilidade masculina. Diante dos altos indices de
infertilidade por fator masculino que permanecem como idiopéaticos, a utilizacdo de um
biomarcador mais sensivel da capacidade reprodutiva pode fornecer um diagndstico e
tratamento mais precisos. Este trabalho € o primeiro que visa correlacionar diversos
parametros de qualidade seminal de homens férteis e inférteis com a concentracdo da SP22, a
fim de obter dados qualitativos e quantitativos que possam incorporar este potencial
biomarcador em estudos clinicos e epidemiologicos.

Assim, o presente estudo teve por objetivos, a partir de amostras seminais humanas,
padronizar a técnica de quantificacdo e imunolocalizacdo da proteina de membrana
espermatica SP22 e investigar possiveis correlagdes entre parametros seminais convencionais
e funcionais com a concentracdo dessa proteina, em homens férteis e inférteis, bem como
avaliar o seu potencial como um biomarcador, ndo invasivo, preditivo de
fertilidade/infertilidade.
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GRUPO DE ESTUDO

Amostras seminais foram avaliadas através de 2 estudos observacionais: um do tipo caso-
controle, onde individuos portadores de uma patologia sdo identificados e comparados com
individuos controles ou referéncias, ou seja, que nao apresentam a patologia, e outro do tipo
seccional, onde se examina a prevaléncia de desfechos de salde em uma populacdo em
determinado tempo ou em um periodo curto de tempo. Para ambos 0s estudos os critérios para
a inclusao dos individuos foram homens entre 20 e 50 anos de idade, auséncia de intervencdes
médicas como vasectomia e parceira sem fatores que interferem na fertilidade como a
endometriose ou infertilidade j& comprovada.

Para o estudo caso-controle foram entrevistados 110 homens da cidade de Botucatu e
regido e destes 44 foram incluidos no estudo. Esses voluntarios foram agrupados de acordo
com a fertilidade: férteis (n = 17) e inférteis (n = 27) (Figura 1). J& para o estudo seccional
foram entrevistados 93 pacientes, atendidos pelo Centro de Reprodug¢do Humana do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, e destes 12 foram incluidos no
estudo (Figura 1).

Os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP (nimero do parecer: 1.228.614) e os individuos

incluidos forneceram consentimento por escrito.

— Estudo caso- controle — Estudo seccional
B
@ 6
é
2 ®
Férteis
(a=17) ~ Andlises seminais convencionais = Andlises seminais convencionais
@ ~ Anélises seminais funcionais ~ Andlise da proteina espermatica SP22
~ Anilise da proteina espermatica SP22 :
P s ~ Analises hormonais Pac!ent_es
Voluntarios - Inférteis
— nférteis
(n=44) ey (n=12)

Figura 1. Design experimental.
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COLETA E AVALIACAO DAS AMOSTRAS

Amostras Seminais
Analises Seminais Convencionais

As amostras dos voluntarios foram coletadas e analisadas no Biotest, um laboratorio
particular de andlises clinicas, e as amostras dos pacientes coletadas e analisadas no Centro de
Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP.

As amostras de sémen obtidas por masturbacdo apds 4 dias de abstinéncia ejaculatéria
foram analisadas imediatamente apds a liquefacdo, aproximadamente 30 minutos, de acordo
com os critérios da WHO (2010). Conforme a motilidade apresentada, os espermatozoides
foram classificados em: motilidade progressiva rapida (Tipo A), motilidade progressiva lenta
(Tipo B), maotilidade ndo progressiva (Tipo C), imdveis (tipo D) e motilidade total (tipo A +
B). A morfologia espermatica dos voluntarios foi avaliada utilizando principios da WHO com
ponto de corte de 30% para espermatozoides normais e a dos pacientes através dos critérios

descritos por Kruger et al. (1986).

Selecao dos Espermatozoides

Os espermatozoides foram selecionados através de adaptacGes da técnica de swim-up
para a padronizacdo e analises seminais funcionais pela técnica de citometria de fluxo,
extracdo das proteinas de membrana e ensaio de imunocitoquimica. Resumidamente, o
ejaculado total foi dividido em aliquotas de 1 mL que foram depositadas, cautelosamente, no
fundo de tubos coOnicos de 15 mL contendo 1 mL do tampdo de isolamento de
espermatozoides - sperm isolation buffer (SIB) (95 mL Hanks Balanced Salts Solution, 0,359
NaHCOs, 4,29 HEPES, 0,99 glicose, 10 mL piruvato de sodio). Estes tubos foram inclinados
a 45° e incubados a 37°C. Apds 1 hora, o tampdao contendo os espermatozoides moveis foi
cautelosamente aspirado e uma aliquota utilizada para determinar a concentracao espermatica

na camara de Neubauer.

Padronizagéo das Analises Seminais Funcionais por Citometria de Fluxo
Aliquotas de sémen selecionado foram divididas em T100 (sémen fresco contendo 100%
de células de vivas) e TO (sémen flash-frozen contendo 100% de células mortas). Para indugéo

da lesdo total das membranas plasmatica e acrossomal, perda do potencial mitocondrial e alta
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producdo de anion superdxido, a amostra flash-frozen foi submetida a 10 ciclos consecutivos
de congelamento rapido em nitrogénio liquido (flash-frozen) e descongelamento em banho-
maria a 46°C. Ao final desses 10 ciclos, uma aliquota do TO foi misturada a uma aliquota do
T100 na proporgéo de 1:1, o que originou a amostra T50 (sémen fresco + sémen flash-frozen)
com aproximadamente 50% de espermatozoides vivos e 50% mortos.

Ap0s a preparacdo das amostras seminais (T100, T50 e TO), uma aliquota de cada foi
ressuspendida em PBS-0,5% BSA ou em meio TALP-PVA modificado segundo Parrish et al.
(1988) (100mM NaCl, 3,1mM KCI, 25mM NaHCO3, 0,3mM NaH,PO,, 21,6mM DL-lactato
de sodio 60%, 2mM CaCl,, 0,4mM MgCl,, 10mM HEPES - livre de 4cido, 1mM piruvato de
sodio, 1 mg alcool polivinil - PVA e 25 pg/mL gentamicina) na concentracdo de 1x10°

espermatozoides/mL e incubadas de acordo com os protocolos descritos a seguir.

Padronizacdo dos Protocolos Multiparamétricos

Para a padronizacdo dos protocolos foram utilizados dois citbmetros: 0 BD LSR Fortessa
(Becton Dickinson Corp. Franklin Lakes, NJ, EUA) equipado com laser azul (488nm,
100mW), vermelho (640nm, 40mW) e violeta (405nm) e o BD FACS Canto Il (Becton
Dickinson, CA, USA) equipado com laser azul (488nm, 20mW) e vermelho (633nm, 17mW).

Aliquotas das amostras T100, T50 e TO foram utilizadas para as seguintes analises
multiparamétricas: (1) integridade das membranas plasmatica e acrossomal e (2) potencial
mitocondrial, producdo de éanion superéxido na matriz mitocondrial e estabilidade da
membrana plasmatica.

A autofluorescéncia e controles de cada fluorocromo foram adquiridos para ajuste de
sobreposicdo de onda e compensacdo através da matriz de compensacao do préprio software.
Os dados foram gerados utilizando gréficos dot plot incluindo o eixo < Ot (bi-exponencial) o
que torna todos os eventos visiveis e adequadamente compensados.

Citdbmetro equipado com laser azul, vermelho e violeta

Para excitacdo em 488nm, os filtros de emisséo utilizados foram 695/40nm (MitoSOX™
Red e iodeto de propidio) e 530/30nm (YO-PRO-1 e aglutinina de Pisum sativum conjugada
ao isotiocianato de fluoresceina), para excitagdo em 640nm, o filtro de emissdo foi 660/20nm
(MitoStatus ™ Red) e para excitacdo em 405nm, o filtro de emissdo foi 450/50nm (Hoechst
33342).
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A sonda Hoechst (H342), utilizada em citdbmetros equipados com laser violeta e
ultravioleta, devido o seu comprimento de onda, possibilita uma separacdo mais eficiente da
populacédo alvo, ja que mesmo apo6s a selecdo por tamanho e granulosidade ainda € possivel

notar a presenca de debris celulares (Figura 2).
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Figura 2. Grafico dot plot representando a selecdo de eventos (SSC-A x FSC-A) para
posterior selecdo das células espermaticas (Hoechst 33342 positivas) e exclusdo de debris
(SSC-A x Pacific-Blue-A).

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e acrossomal foi utilizado a
associacdo de Hoechst 33342 (H342; marcacdo de DNA - 62249, ThermoFisher Scientific),
iodeto de propidio (IP; marcagdo para célula com dano na membrana plasmética — P4170,
Sigma-Aldrich) e aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocianato de fluoresceina
(FITC-PSA; marcacdo para célula com dano no acrossomo — L0770, Sigma-Aldrich) de
acordo com Freitas-Dell’Aqua (2012). Em resumo, aliquotas das amostras seminais T100,
T50 e TO diluidas em TALP-PVA foram incubadas com 7uM de H342, 1.5uM de IP e 2ng de
FITC-PSA a 37°C por 15 min, ao abrigo da luz. Ao término deste periodo, 20.000 células por
aliquota foram adquiridas e os dados avaliados pelo software BD FACSDiva™ v6.1 (Figura
3).



42

J] 24
g A Pt B i
23 #H
8 P = . ¥
g o2 't
5 3
] H
17 122 e T "-%—v*-rrw’mw——-—‘ L'—-v*_'lr—rﬂ—‘ MARLLL PR R L2l s ™Y
0% e w0’ » 3 g 10° w0t
PEA PRA o PrA
O _— 2 1 — T 8 . 43 !
a 3 j»«‘
3 23 3
T :j = 23 FITC-PSA+ -"L: a
' X =3 |
1 : 8]
] 3
g 33
3 i 8
& 1
- Trrrm T
o) .

FITC-A " FITC-A

Figura 3. Histogramas representativos das andlises dos protocolos de integridade de
membranas plasmatica e acrossomal utilizando iodeto de propidio (Pl) e FITC-PSA. A
integridade da membrana plasmatica (% de células positivas para PI) para as amostras T100
(15,5%), T50 (67,1%) e TO (98,2%) sdo representadas pelos histogramas A-C,
respectivamente e a integridade da membrana acrossomal (% de células positivas para FITC-
PSA) para as amostras T100 (10,7%), T50 (37,1%) e TO (98,8%) sdo representadas pelos
histogramas D-F, respectivamente.

Para avaliacdo do potencial mitocondrial, producdo de &nion superdxido na matriz
mitocondrial e estabilidade da membrana plasmatica foi utilizada a associacdo de H342,
MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial — 564697, BD Biosciences), MitoSOX™ Red
(MS; geracdo de anion superoxido na matriz mitocondrial — M36008, ThermoFisher
Scientific) e YO-PRO-1 (YP; marcagdo para célula com membrana plasmética desestabilizada
- Y3603, ThermoFisher Scientific) de acordo com Freitas-Dell’Aqua et al. (2018). Em
resumo, aliquotas das amostras seminais T100, T50 e TO diluidas em TALP-PVA foram
incubadas com 7uM de H342, 20uM de MST, 2uM de MS e 25nM de YP a 37°C por 15 min,
ao abrigo da luz. Ao término deste periodo, 20.000 células por aliquota foram adquiridas e 0s
dados avaliados pelo software BD FACSDiva™ v6.1 (Figura 4).
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Figura 4. Histogramas representativos das analises dos protocolos de estabilizacdo da
membrana plasmatica, potencial mitocondrial e producdo de anion superdxido na matriz
mitocondrial utilizando YO-PRO-1, MitoSatus Red e MitoSox Red. A estabilizacdo da
membrana plasmatica (% de células positivas para YO-PRO-1) para as amostras T100
(15,7%), T50 (57,3%) e TO (98,8%) sdo representadas pelos histogramas A-C,
respectivamente, o potencial mitocondrial (% de células com alta fluorescéncia de MitoStatus
Red) para as amostras T100 (80,0%), T50 (46,0%) e TO (5,4%) sdo representadas pelos
histogramas D-F, respectivamente e a producdo de anion superéxido (% de células alta
fluorescéncia de MitoSox Red) para as amostras T100 (16,7,%), T50 (52,8%) e TO (98,3%)
sdo representadas pelos histogramas G-I, respectivamente.

Citdmetro equipado com laser azul e vermelho

Para excitacdo em 488nm, os filtros de emisséo utilizados foram 695/40nm (MitoSOX™
Red e iodeto de propidio) e 530/30nm (YO-PRO-1 e FITC-PSA) e para excitacdo em 633nm,
o filtro de emisséo foi 660/20nm (MitoStatus ™ Red).

Como esse equipamento ndo possui o laser capaz de excitar o fluorocromo Hoechst foi
necessario preparar uma aliquota seminal sem a adi¢do de fluorocromos T100-NM (sémen
fresco contendo 100% de células vivas e ndo marcadas) para a identificacdo da populagédo

alvo através da selecdo por tamanho e granulosidade (Figura 5).
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Figura 5. Gréafico dot plot da localizacdo da populacdo alvo. A seta aponta o gate que
delimita as células vivas.

Para as 2 analises multiparamétricas, aliquotas T100-NM, T100, T50 e TO foram diluidas
em PBS-0,5% BSA. Foram utilizadas as mesmas associacfes e concentracfes dos
fluorocromos descritas acima, no entanto, sem a adi¢cdo do H342 e com a incubacéo do FITC-
PSA apenas nos ultimos 5 min. Foram adquiridas 20.000 células por aliquota e os dados

obtidos avaliados pelo software FlowJo® v10.

Andlises Seminais Funcionais por Citometria de Fluxo
As analises seminais funcionais foram realizadas no citbmetro equipado com os lasers
azul e vermelho, sendo que apenas aliquotas T100-NM e T100 foram preparadas, incubadas,

adquiridas e analisadas de acordo com o protocolo descrito acima.

Anélises da Proteina Espermatica SP22
Extracéo das Proteinas de Membrana

As proteinas de membrana dos espermatozoides foram extraidas de acordo com
Klinefelter et al. (1997). Em resumo, os espermatozoides selecionados foram incubados com
1 mL de 80 mM n-octyl-B-glucopirandsido (OBG) em 10 mM de Tris, pH 7,2 contendo 1 pL
de 0,2 mM de fenilmetilsufonil fluoreto - phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) (Sigma-

Aldrich®) em metanol durante 1h. Apés esse perfodo, em temperatura ambiente, a amostra foi
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centrifugada a 200xg por 10 min & 4°C e o sobrenadante, contendo as proteinas de membrana,

foi removido e congelado a -80°C até o ensaio de proteinas.

Dessalinizacdo, Concentracdo e Ensaio de Proteinas

Antes do ensaio de proteinas, as amostras foram descongeladas e cada extrato foi
dessalinizado e lavado com Tris-HCI 1 mM, pH 7,2 através de 2 centrifugagdes a 6500xg por
10 min a 4°C em filtro de centrifugacdo Ultrafree-4 10 unidades (Millipore, Bedford, MA,
EUA) para a sua concentracdo. Apds a preparacdo curva padrdo e do reagente BCA (Pierce
BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific®), aliquotas da curva padrdo, branco e
amostras dessalinizadas e concentradas foram incubadas com o BCA por 1h a 60°C. Em
seguida, 200 pL foram pipetados, em duplicata, em microplaca de 96 pocos (Costar 3595,
Corning Inc., Corning, NY), a absorbancia lida a 495nm e os valores expressos em pg/pL.
Um volume contendo 10 pg de proteinas de membrana foi liofilizado.

Quantificacao da Proteina Espermatica SP22 pelo Método de ELISA

O ensaio de ELISA para SP22 foi realizado como descrito por Kaydos et al. (2004) com
modificagdes. Para tanto, foram utilizadas microplacas de cultura de 96 pocos (Costar 3595,
Corning Inc., Corning, NY). Uma curva padrdo foi gerada utilizando dilui¢bes seriadas do
antigeno purificado por afinidade. Os padrGes de SP22 e os extratos de proteinas de
membrana foram pipetados na microplaca, em duplicata, e incubados overnight a 4°C para
maximizar a absor¢do. No dia seguinte, os antigenos nao ligados foram removidos e a
microplaca incubada com caseinato em DPBS por 1h a 37°C. Logo em seguida, foi incubado
0 anticorpo primario produzido em ovelhas anti-rSP22 na concentracdo de 1:1000 em DPBS-
11% BSA durante 1h & 37°C. Apods trés lavagens com DPBS-1% BSA foi incubado o
anticorpo secundario anti-sheep conjugado com peroxidase (Pierce Immunopure 31480,
Rockford, IL) na concentracdo de 1:500 em DPBS-1% BSA durante 1 h a 37°C. Apos 4
lavagens com DPBS-1% BSA foi adicionado ABTS (Pierce, # 37615) e permitido que a
reacdo se desenvolvesse por 15 min. A absorvancia foi lida utilizando o software FLUOstar
Galaxy (BMG Labtechnologies Inc., Durham, NC) a 405 nm e os valores foram expressos

como densidade Optica.
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Imunolocalizagdo da Proteina Espermética SP22

Para o ensaio de imunocitoquimica, 1x10° espermatozoides selecionados foram fixados
em paraformoldeido 4% em Sorenson (V:V) a temperatura ambiente por 5 min, lavado para
retirada do fixador e incubado com 250 pL de SIB contendo o anticorpo primario monoclonal
concentrado (gentilmente fornecido pelo Dr. Gary Klinefelter) por 4 h a temperatura
ambiente. Ap6s o periodo de incubacdo, foi centrifugado a 200xg por 15 min e o pellet
ressuspendido em 500 pL de SIB contendo 5 pL do anticorpo secundario Donkey anti-mouse,
Alexa fluor 488 conjugate (ThermoFisher Scientific®) e incubado por 1 h & temperatura
ambiente. Apos este periodo, uma aliquota de 20 pL foi colocada em uma Iamina, adicionado
1 gota de Fluoroshield por cima e coberta com laminula. As imagens foram capturadas e
analisadas por um microscépio de fluorescéncia (Olympus) equipado com uma camera digital

e programa Image-Pro Plus® (Versdo 6.0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Amostras Sanguineas

Amostras de sangue foram coletadas e analisadas no laboratério Biotest. O soro foi
obtido através da centrifugacdo das amostras de sangue e a concentracdo sérica da
testosterona livre, SHBG, LH e FSH foram determinadas por quimioluminescéncia.

ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram inicialmente analisadas através do teste de Shapiro-Wilk para
determinar a variancia de homogeneidade e dados de normalidade. Para a comparacdo dos
dados referentes a idade, analises seminais convencionais e funcionais, concentragdo sérica de
testosterona livre, SHBG, FSH, e LH e concentracdo da proteina espermatica SP22 foram
utilizados os testes estatisticos paramétricos de t de Student ou ndo-paramétricos de Mann-
Whitney, de acordo com a caracteristica de cada varidvel. A existéncia ou ndo de correlacéo
entre pardmetros seminais quantitativos foi investigada pelo coeficiente de correlacdo de
Pearson. Quando a associacdo entre os parametros foi positiva, foi realizada a analise de
regressdo linear. A regressao linear multipla foi utilizada para determinar a relacdo entre
SP22, integridade da membrana plasmatica e morfologia normal. J& para a comparacdo dos
dados da padronizacdo dos protocolos multiparamétricos foi utilizado o teste parametrico de
andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de LSD de Fisher. Quando a associagdo

entre os parametros foi positiva, foi realizada a analise de regressdo linear. As analises foram
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realizadas pelo software GraphPad InStat v6 e as diferencas consideradas estatisticamente

significativas quando P < 0,05.
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PADRONIZAQAO DAS ANALISES SEMINAIS FUNCIONAIS POR CITOMETRIA DE
FLUXO
Citdbmetro equipado com laser azul, vermelho e violeta

A porcentagem média de espermatozoides com integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, estabilizacdo da membrana plasmatica, potencial mitocondrial e producdo de
anion superoxido na matriz mitocondrial, mostradas na Tabela 1, foram significativamente
diferentes entre as aliquotas T100, T50 e TO.

Tabela 1. Integridade das membranas plasmatica e acrossomal, estabilidade da membrana
plasmaética, potencial mitocondrial e producdo de anion superdxido na matriz mitocondrial nas
diferentes amostras, T100 (sémen fresco), T50 (sémen fresco + sémen flash-frozen, V:V) e TO
(sémen flash-frozen), avaliadas em citbmetro equipado com 3 lasers.

Variaveis Analisadas T100 (%) T50 (%) TO (%)
Integridade da rpe_mbrana plasmatica 178+29° 581+36° 927423°
(lodeto de propidio+)

Integridade da membrana acrossomal
(FITC-PSA+)

Estabilidade da membrana plasmatica
(YO-PRO-1+)

Potencial mitocondrial

(MitoStatus+)

Producéo de anion superoxido
(MitoSox+)

Valores expressos como média + E.P.M, P = 0,0001. Teste de ANOVA, T100, T50e TO (n =
7).

13,14 +35° 31,3+3,9° 70,1+74°
350+67° 656+46° 976+7,2°
662+58" 370+29° 149+29°

330+47° 648+37" 987+0,2°

Como houve diferenca estatistica entre as aliquotas foram realizadas analises de
regressdo linear e os valores dos coeficientes de determinacdo foram préximos de 1:
integridade da membrana plasmatica (R* = 0,9431), integridade acrossomal (R® = 0,7398),
estabilidade da membrana plasmatica (R? = 0,8310), potencial mitocondrial (R?> = 0,8076) e

producéo de anion superéxido na matriz mitocondrial (R? = 0,9071) (Figura 1).
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Figure 1. Regressao linear dos protocolos avaliados em citbmetro equipado com 3 lasers: (A)
associacao de iodeto de propidio e FITC-PSA para integridade das membranas plasmética e
acrossomal e (B) associacdo de YO-PRO-1, MitoStatus Red e MitoSox Red para estabilizacdo
da membrana plasmatica, potencial mitocondrial e produgdo de anion superdxido na matriz

mitocondrial.

Citdbmetro equipado com laser azul e vermelho
A porcentagem média de espermatozoides com integridade das membranas plasmatica e

acrossomal, estabilizacdo da membrana plasmatica, potencial mitocondrial e producdo de

anion superoxido foram significativamente diferentes entre as aliquotas T100, T50 e TO

(Tabela 2).

Tabela 2. Integridade das membranas plasmatica e acrossomal, estabilidade da membrana
plasmatica, potencial mitocondrial e producao de anion superdxido na matriz mitocondrial nas
diferentes amostras, T100 (sémen fresco), T50 (sémen fresco + sémen flash-frozen, V:V) e TO
(sémen flash-frozen), avaliadas em citdmetro equipado com 2 lasers.

Variaveis Analisadas T100 (%) T50 (%) TO (%)

Integridade da r,ne:mbrana plasmatica 102+50° 467+32° 803+54°
(lodeto de propidio+)

zrlltl?rgcr:i_cliaang; membrana acrossomal 05+34° 420+7.0° 641+ 36
(Eég?g;doafjirc;a membrana plasmatica 194+45 430+26" 74,0 +54°
E’&ti‘iggitz'tgig’co”d”a' 62,1+64° 388+32° 105%25°
E"{/ﬂfggﬁif; anion superoxido 158+24° 428438 7527458

Valores expressos como média + E.P.M, P = 0,0001. Teste de ANOVA, T100, T50e TO (n =
7).
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Como houve diferenca entre as aliquotas foram realizadas analises de regresséo linear
e os valores dos coeficientes de determinacdo foram proximos de 1: integridade da membrana
plasmética (R? = 0,8501), integridade acrossomal (R? = 0,7946), estabilidade da membrana
plasmética (R®> = 0,8370), potencial mitocondrial (R> = 0,8211) e producdo de anion

superéxido (R? = 0,8652) (Figura 2).
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Figure 2. Regressao linear dos protocolos avaliados em citdmetro equipado com 2 lasers: (A)
associacao de iodeto de propidio e FITC-PSA para integridade das membranas plasmaética e
acrossomal e (B) associacdo de YO-PRO-1, MitoStatus Red e MitoSox Red para estabilizacdo
da membrana plasmatica, potencial mitocondrial e producdo de anion superoxido na matriz

mitocondrial.

VOLUNTARIOS

Idade, Tempo de Infertilidade e Fecundidade
A idade dos voluntarios foi semelhante entre 0s grupos experimentais (Figura 3), a média

referente ao tempo de infertilidade dos voluntarios inférteis de 3,44 anos e a taxa de

fecundidade dos férteis de 1,59 filhos.
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Figura 3. Idade dos voluntarios.
Valores expressos como média + E.P.M, P > 0,05. Teste t de Student, Férteis (n = 17) e
Inférteis (n = 27).

Analises Seminais Convencionais
Os dados relativos ao volume, concentracdo espermatica e numero total de

espermatozoides do ejaculado e pds swim-up sdo mostrados na Figura 4. Os voluntarios
inférteis apresentaram reducéo significativa tanto no volume (p = 0,0068) e nimero total de
espermatozoides (p = 0,0088) ejaculados bem como no volume (p = 0,0077), concentragao
espermatica (p = 0,0090) e numero total de espermatozoides (p = 0,0090) p6s-processamento.

Ja a concentracdo espermatica do ejaculado ndo foi significativamente diferente quando

comparada ao dos voluntérios férteis.
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Figura 4. Volume, concentracdo espermatica e numero total de espermatozoides do ejaculado

e pos swim-up.

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), P < 0.0090 e P > 0.05. Teste de

Mann-Whitney, Feérteis (n = 17) e Inférteis (n = 27).

A morfologia espermatica revelou que o percentual de espermatozoides anormais foi

significativamente maior nos voluntarios inférteis (Figura 5).



54

100 60~
—_ * g *
X *
= 501 * . g . :0
(3] o)
£ MO A aid N S 40 X s
c 60 L X2 L2124 © * W
= o
« — 06— *S SO o 0060096 * o
S 40- ssse oo s e
° PN . < 20 X X3
2 = S .
5 20 P e
s s
0 T T < 0 T T
Férteis Inférteis Férteis Inférteis
257 < 201
S - *
> 2
S 20 L X 4 (XX X X4 S
S £ 15 . L X 2
g (=)
@ 15 - L2 2 & 2 0000000000000 b3
© [}
4 - 104 eSS0 0000000000000
glo— — 6000 $¢ ¢ §
= = o
= 54 ———— X3
E 5 oo *e = ° e
5 . £ 2 S 2 *e o0
< L X 2 ° L X J
0 T T < 0 T T
Férteis Inférteis Férteis Inférteis
10 *
s
= 87
- L X 0000000000000
[+
2 47
[+
= X3
5 21 —¢¢¢o— [ XX XX
< sse e 'S
o——————————¢ o000 —
Férteis Inférteis

Figura 5. Morfologia espermatica.
Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), P <0.05. Teste de Mann-Whitney,
Férteis (n = 17) e Inférteis (n = 26).
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Com relacdo a motilidade em todos os tipos de movimentos, os voluntarios inférteis

foram comparaveis aos férteis (Figura 6).
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Figura 6. Motilidade espermatica. Tipo A (motilidade progressiva rapida); tipo B (motilidade
progressiva lenta); tipo C (motilidade ndo progressiva); tipo D (imdveis); total (A+B).

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), P > 0,05. Teste de Mann-Whitney,
Férteis (n = 17) e Inférteis (n = 26).
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Tanto a porcentagem de células com a membrana plasmatica integra (Figura 7) como o

potencial mitocondrial e producdo de anion superoxido na matriz mitocondrial ndo foram

significativamente diferentes entre os voluntarios férteis e inférteis (Figura 8).
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Figura 7. Estabilidade da membrana plasmaética.

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), P > 0,05. Teste de Mann-Whitney,

Férteis (n = 16) e Inférteis (n = 24).
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Figura 8. Potencial mitocondrial e producéo de &nion superdxido na matriz mitocondrial.
Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), P > 0,05. Teste de Mann-Whitney,

Férteis (n = 16) e Inférteis (n = 24).

Os danos na membrana plasmatica foram positivamente correlacionados com a producéo

de anion superdxido na matriz mitocondrial (Figura 9).
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Figura 9. Grafico de dispersao exibindo a correlagdo entre os danos na membrana plasmatica
e a producéo de anion super6xido na matriz mitocondrial. R? = 0,91, n = 40. Equagéo linear: y
= 1,104 x + 0,3510, onde y € igual a producdo de anion superdxido na matriz mitocondrial e x
corresponde ao dano na membrana plasmaética.

Os voluntérios férteis e inférteis ndo mostraram discrepancias significativas com relacdo
a integridade da membrana plasmaética em conjunto com a acrossomal, seja na porcentagem
da membrana plasmatica e acrossomal integras e lesadas, membrana plasmatica integra e

acrossomal lesada e membrana plasmaética lesada e acrossomal integra (Figura 10).
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Figura 10. Integridade da membrana plasmaética e acrossomal.

MPAI (membrana plasmaética e acrossomal integras); MPAL (membrana plasmatica e
acrossomal lesadas); MPLAI (membrana plasmaética lesada e acrossomal integra); MPIAL

(membrana plasmaética integra e acrossomal lesada).

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), P > 0,05. Teste de Mann-Whitney,

Férteis (n = 16) e Inférteis (n = 24).

Andlises da Proteina Espermatica SP22

Quantificacao da Proteina Espermatica SP22 pelo Método de ELISA

Os dados referentes a concentracdo da proteina de membrana SP22 ndo mostraram

diferencas significativas entre os voluntarios férteis e inférteis (Figura 11).



59

. 207
(@)
< .
L 2 L 2
N 15 *
o
P &
S R—r ‘Q;‘
o 107 % _‘T‘—
it * g
i . TS
o 57
e 2 2
o
o
0 T T
Férteis Inférteis

Figura 11. Concentracdo da proteina de membrana esperméatica SP22 de espermatozoides
ejaculados avaliada pelo método de ELISA.

Valores expressos como média + E.P.M., P > 0,05. Teste t de Student, Férteis (n = 9) e
Inférteis (n = 11).

N&o houve correlacdo entre a concentracdo da proteina SP22 com a integridade da

membrana plasmética e morfologia espermatica tanto para os voluntérios férteis (Figura 12A)
como para os inférteis (Figura 12B).
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Figura 12. Representacdo da correlacdo entre a concentracdo da proteina de membrana SP22
quantificada pelo método de ELISA (ng SP22/ug de proteinas de membrana), integridade de
membrana (%) e anormalidades morfoldgicas (%). (A) Voluntarios férteis (R*> = 0,09) e (B)
voluntérios inférteis (R? = 0,16). A escala de intensidade verde corresponde a concentracéo da
SP22.
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Imunolocalizagdo da Proteina Espermatica SP22
A imunolocalizacdo da proteina de membrana SP22, apresentada na Figura 13, revelou a
existéncia de células ndo marcadas e de células com marcacdo em diferentes regibes do

espermatozoide: apenas na regido equatorial; se estendendo da regido equatorial até a base da
cabeca; no pescoco e peca intermedidria; na cauda.

.
.
Figura 13. Imunolocalizacdo, em espermatozoide humano, da proteina de membrana
espermatica SP22. (A) regido equatorial; (B) regido equatorial se estendendo até a pds-
acrossomal; (C) pescoco e peca intermedidria; (D) peca intermediaria e cauda. Aumento de

100X. A seta vermelha indica a SP22 e a seta branca aponta um espermatozoide sem
marcacao.

Dosagens Hormonais
As concentracdes séricas de testosterona livre, SHGB, LH e FSH sdo mostradas na

Figura 14. Os voluntéarios inférteis exibiram aumento na concentragdo de LH quando
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comparados aos férteis, enquanto as concentracBes séricas dos demais horménios

permaneceram semelhantes.
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Figura 14. Dosagens hormonais.
Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), *P = 0,0441 e P > 0,05. Teste de
Mann-Whitney, Feérteis (n = 17) e Inférteis (n = 27).
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PACIENTES INFERTEIS ATENDIDOS PELO CENTRO DE REPRODUC}AO

A média da idade dos pacientes foi de 33,75 anos e a media referente ao tempo de
infertilidade de 4,26 anos.

Os dados referentes as médias e desvio padrdo das analises seminais convencionais
incluindo volume seminal, concentragdo espermatica, nimero total de espermatozoides,
motilidade, morfologia e vitalidade sdo apresentadas na Tabela 3. A motilidade progressiva
rapida e a morfologia foram os Unicos parametros que ndo se encontraram dentro dos valores

limiares considerados normais pela WHO (2010).

Tabela 3. Andlises seminais convencionais.

L . Média * Desvio Padrao Valores de
Variaveis Analisadas . ] . o
Ejaculado Pbés swim-up  Referéncia
Volume seminal (mL) 2614 1,7£0,9 215
Concentrag&o espermatica (x10%/mL) 120,9+£160,9 16,9 £ 26,7 215
NUmero total de espermatozoides (x10%ejaculado) ~ 296,1 +373,9 24,7 + 332 239
- . >32
Motilidade do tipo A (%) 1,3£1,3 -
Motilidade do tipo B (%) 55,9 + 15 - )
Motilidade do tipo C (%) 16,7 + 4,7 - )
Motilidade do tipo D (%) 26,2 + 16,6 - )
Motilidade total (%) 57,2 + 15,4 - 240
. >4
Morfologia normal (%) 1,1+0,8 - -
A . >58
Vitalidade (% vivos) 87974 -

Motilidade progressiva rapida (Tipo A); motilidade progressiva lenta (Tipo B); motilidade
ndo progressiva (Tipo C); imoveis (Tipo D); motilidade total (A+B).

Valores expressos como média + E.P.M, n = 12.
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Nas ultimas décadas diversos estudos tém sugerido um declinio na salde reprodutiva
masculina com consequente aumento da infertilidade (Cordelli et al., 2005; Winters & Walsh,
2014). Essa patologia traz consigo grandes consequéncias para a saude publica, econdmica,
psicossocial e conjugal (Nallela et al., 2006). Apesar das analises seminais convencionais de
rotina serem subjetivas e propensas a variabilidade intra e interobsevador (Garrido et al.,
2002; Cordelli et al., 2005) sdo a primeira e primordial etapa na investigacdo da infertilidade
masculina (Nallela et al., 2006) e sdo adequadas para identificar lesbes mais graves na funcéo
reprodutiva como por exemplo em casos de azoospermia e oligozoospermia (Aitken et al.,
1985).

A precisa mensuracdo do volume seminal sinaliza uma variedade de condigbes que
incluem ejaculacdo retrogada parcial, inflamacdo das glandulas sexuais acessorias (WHO,
2010), obstrugcdo do ducto ejaculatorio e auséncia bilateral congénita dos ductos deferentes
(de la Taille et al., 1998; Daudin et al. 2000; von Eckardstein et al., 2000). Como o0s
voluntéarios inférteis ndo relataram portar nenhuma dessas condigdes, a hipospermia observada
possivelmente pode ser atribuida a alteracdes da capacidade secretora das glandulas seminais
que contribuem com até 85% do volume ejaculado total (Ortega-Ferrusola et al., 2017).

A diminuicdo do nimero total de espermatozoides no ejaculado também observada
nesses voluntarios € uma consequéncia direta da hipospermia, ja que esse nimero é calculado
a partir do volume ejaculado e da concentracdo espermatica que foi comparavel entre 0s
grupos. Outra consequéncia da diminuicdo do volume seminal ejaculado é a reducdo do
volume pb6s swim-up, ja que a quantidade de solucdo de isolamento de espermatozoides
adicionada no processamento das amostras € proporcional ao volume ejaculado e é a porgédo
recuperada desta solucdo que é mensurada.

Além da reducdo do volume po6s swim-up os voluntarios inférteis também exibiram
reducdo na concentragdo espermatica e no ndmero total de espermatozoides pos-
processamento. Como a técnica de swim-up e suas modificacdes dependem da motilidade dos
espermatozoides é suposto que a diminuicdo da concentracdo espermatica € devido ao maior
namero de espermatozoides do tipo D presentes no ejaculado dos voluntarios inférteis, ainda
que esse tipo de motilidade néo tenha sido significativamente diferente quando comparada a
dos voluntérios férteis. A diminuicdo tanto do volume como da concentracdo espermatica pos

swim-up justificam a diminuigdo do nimero total de espermatozoides pds-processamento.
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A observacdo mais surpreendente de andlises de esfregacos de espermatozoides
ejaculados seja de homens férteis ou inférteis € que a porcentagem de espermatozoides que
sdo morfologicamente malformados supera a porcentagem de espermatozoides normais
(Auger, 2010). Neste estudo, os voluntarios férteis exibiram uma proporcéo equivalente de
espermatozoides normais e anormais bem como apresentaram um percentual maior de
espermatozoides morfologicamente normais em relacdo aos voluntarios inférteis. A reducgéo
na quantidade de espermatozoides normais exibida tanto pelos voluntarios inférteis quanto
pelos pacientes inférteis pode ser consequéncia de fatores complexos que interferem na
espermiogénese e refletem em um potencial menor de fertilizacdo (Auger, 2010).

Sabe-se que os andrégenos e as gonadotrofinas desempenham papel crucial na funcéo
reprodutiva masculina e que variacdes nas concentracGes desses hormonios podem afetar ndo
somente a concentracdo espermética, como também a motilidade e a morfologia (Meeker et
al., 2007). Os voluntérios inférteis apresentaram concentragdo serica elevada do LH e a
concentracdo elevada desse horménio pode ser resultado de hipogonadismo
hipergonadotréfico o que pode implicar ndo apenas no comprometimento da
espermatogénese, mas também na fungdo das células de Leydig (Ramanujam et al., 2000).
Vale ressaltar que esse dado é condizente com as alteragdes observadas no nimero total de
espermatozoides ejaculados e na morfologia espermatica.

Como até 50% dos casos de infertilidade s&o atribuidas ao homem é crucial o
desenvolvimento de novos métodos diagnosticos que fornecam informacdes ndo acessiveis
pela microscopia convencional e minimizem tanto a variabilidade humana como a estatistica,
ja que apenas uma pequena propor¢cdo de espermatozoides € analisada em comparacdo a
populacdo total (Barroso et al., 2016).

A citometria de fluxo representa uma abordagem automatizada, multiparamétrica,
objetiva, rapida, sensivel e reprodutivel (Garrido et al., 2002) e € uma ferramenta Util tanto na
clinica e andrologia para avaliar o potencial de fertilidade individual, especialmente em
candidatos submetidos a técnicas de reproducdo assistida, como na toxicologia reprodutiva
para estudar efeitos das exposi¢cfes ambientais, ocupacionais e terapéuticas (Cordelli et al.,
2005).

Esse foi o primeiro estudo a padronizar analises seminais funcionais multiparamétricas
pela técnica de citometria de fluxo. Como existe uma grande variedade de configuracfes de

lasers disponiveis para essa técnica e devido ao alto custo dos equipamentos que possuem
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lasers capazes de excitar fluorocromos em faixas mais sensiveis como, por exemplo, no
ultravioleta (300-400 nm), decidimos realizar a padronizagdo em 2 citbmetros diferentes, um
equipado com o laser violeta e outro com uma configuracdo mais basica, visando uma maior
abrangéncia de uso dos protocolos.

Como os coeficientes de determinacdo dos protocolos propostos foram proximos de 1
tanto no citdmetro equipado com os 3 lasers como no equipado com apenas 2, fica evidente
que os protocolos sdo adequados para a utilizagéo.

A auséncia de alteragbes nas analises seminais funcionais pode ser decorrente da
utilizacdo de sémen selecionado em tais andlises sendo, portanto, a investigacdo realizada
apenas nos espermatozoides de melhor qualidade. Ainda assim, os danos na membrana
plasmatica foram positivamente correlacionados com a producdo de anion superoxido na
matriz mitocondrial. Tradicionalmente, concentracdes baixas de espécies reativas de oxigénio
sdo essenciais para as funcbes espermaticas como capacitacdo, reacdo acrossdémica e fusdo
espermatozoide-ovocito. Por outro lado, quando produzidas em concentracBes elevadas
exibem efeitos adversos sobre a funcionalidade espermatica (Sharma et al., 1999; Hossain et
al., 2011).

A protedmica é uma ferramenta Gtil que ajuda a identificar biomarcadores moleculares
presentes no sémen cuja alteracdo na concentracdo ou expressao pode facilitar o progndstico,
diagnostico e desenvolvimento de novos tratamentos e terapias (Selvam & Agarwal, 2018).
Este foi o primeiro estudo a quantificar a proteina de membrana espermatica SP22 em
espermatozoides de homens férteis e inférteis e a correlacionar a sua concentragdo com 0s
danos da membrana plasmatica, morfologia e motilidade espermaticas (dado ndo mostrado).
Até o momento, 20 extratos de espermatozoides, sendo 9 de voluntarios férteis e 11 de
inférteis, foram quantificados pelo método de ELISA e as concentracbes nao foram
significativamente diferentes entre os voluntarios férteis e inférteis bem como ndo foram
correlacionados com os parametros investigados. Contrariamente, An et al. (2011), em um
estudo com homens normais e astenozoospérmicos, demonstraram correlacdo positiva da
SP22 com a motilidade espermatica.

Neste estudo, a SP22 foi imunolocalizada apenas na regido equatorial, se estendendo da
regido equatorial até base da cabeca, no pescoco e peca intermediaria bem como na cauda do
espermatozoide. Vale salientar que pelo menos parte dessas células, embora tenham sido

previamente selecionadas por swim-up podem estar com a membrana plasmatica danificada o
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que resulta em padrdo inespecifico de imunomarcacdo. A sua localizagdo na regido equatorial
da cabeca apresenta uniformidade entre as diversas espécies em que ja foi descrita, inclusive,
em trabalho anterior, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, em espermatozoides de duas
racas de carneiros, onde a SP22 estava presente tanto na regido equatorial como no pescogo
do espermatozoide (Favareto et al., 2010). Essa localizacdo indica o seu envolvimento tanto
na penetracdo da zona pelGcida como em etapas de fusdo das membranas durante a
fertilizacdo como ja demonstrado anteriormente por Klinefelter et al. (2002) em ratos e por
Okada et al. (2002) em camundongos.

Whyhard et al. (2000) e Yoshida et al. (2003) também relataram a presenca da SP22 na
cauda de espermatozoides humano e sugeriram um possivel papel dessa proteina também na
motilidade espermatica, 0 que parece ser plausivel, uma vez que dois estudos independentes,
conduzidos por Sun et al. (2014) e An et al. (2011), evidenciaram reducdo na concentragdo
dessa proteina em homens astenozoospérmicos, sendo que a redugdo foi proporcional a
severidade da astenozoospermia (An et al., 2011). Como os pacientes exibiram reducdo na
motilidade progressiva rapida, a avaliagdo da proteina de membrana SP22 nos extratos de
espermatozoides desses pacientes € uma analise complementar de alta relevancia.

Estudos que dependem de amostras humanas podem ser especialmente laboriosos,
dispendiosos e demorados. No caso do presente trabalho as analises ainda ndo foram
finalizadas, uma vez que ainda falta quantificar a SP22 de algumas amostras. 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.
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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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e plasma seminal, tém sido associadas com o potencial fértil e a proteina espermatica SP22 (Sperm Protein,
22KDa) tem demonstrado ser um biomarcador de fertilidade masculina. Em ratos, esta bem estabelecido
que os niveis de SP22 em extratos de espermatozoides da cauda epididiméria correlacionam-se com a
fertilidade dos gametas. Essa proteina também ja foi descrita em outras espécies animais, tais como
equinos, bovinos, caprinos, aves e no ser humano. No entanto, para incorporar este biomarcador em

estudos epidemioldgicos e clinicos sdo necessarios dados quantitatives em
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humanos. Assim, o presente estudo tem por objetivos padronizar a técnica de quantificacdo da proteina
espermatica SP22 em sémen humano e avaliar o potencial desta proteina como um biomarcador de
fertilidade masculina. Sera realizado um estudo clinico prospectivo caso-controle em amostras seminais de
100 homens atendidos pelo servico de fertilizac&o in vitro (FIV)

da Escola Paulista de Medicina (EPM), ja excluidos aqueles em que no casal haja fator feminino de
infertilidade, como por exemplo, a endometriose. Estes homens serdo agrupados de acordo com os
resultados das FIV (gravidez ou ndo apés o procedimento de reproducéo assistida). Os espermogramas
serdo realizados conforme preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (2010), avaliando-se a
concentracdo, motilidade, morfologia espermatica e volume seminal. Além disso, analise funcional do
sémen, investigando-se fragmentacdo do DNA espermatico, atividade mitocondrial, integridade acrossémica
e niveis da SP22. A correlacdo entre esses parametros sera investigada. A localizacdo da SP22 sera feita
por

imunocitoquimica e a sua quantificacio por ELISA. Este estudo recebera aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP), Instituicdo Proponente, e do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Instituicdo Coparticipante,e os individuos
incluidos fornecerdo consentimento por escrito. Pretende-se identificar niveis de SP22 que possam
contribuir para o

delineamento de um diagnéstico de fertilidade/infertilidade humana masculina, para ser empregado em

estudos clinicos e epidemiolégicos.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Padronizar a técnica de quantificacéo da SP22, uma proteina de membrana espermatica, em sémen
humano e avaliar o seu potencial preditivo como um biomarcador de fertilidade masculina.

Secundarios: Padronizar a técnica de quantificacdo da proteina espermatica SP22 em sémen humano;
Realizar um estudo clinico prospectivo caso-controle para avaliar a concentracdo, motilidade, morfologia
espermatica e volume seminal em amostras de sémen humano; Avaliar a funcionalidade seminal dos
individuos através de testes de fragmentacdo do DNA espermatico, atividade mitocondrial e integridade
acrossOmica; Quantificar, nessas amostras, os niveis de SP22; Investigar a correlacédo entre SP22,
parametros seminais e espermaticos e a fertilidade dos individuos incluidos no estudo, a fim de avaliar o

potencial preditivo da SP22 como um biomarcador de fertilidade masculina

Enderego: Chacara Butignolli , s/in
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao apresenta riscos aos individuos incluidos.

Beneficios: N&o apresenta beneficios aos individuos incluidos. No entanto, esta pesquisa visa incorporar a
SP22 como um potencial biomarcador em estudos epidemioldgicos e clinicos, como um parametro preditivo
de fertilidade/infertilidade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudos pré-clinicos tém demonstrado correlacdo positiva entre a SP22 e a fertilidade em varias espécies
animais. Para incorporar este potencial biomarcador em estudos epidemiolégicos e clinicos, como um
pardmetro preditivo de fertilidade/infertilidade, s&o necessérios dados quali- e quantitativos em seres
humanos.

O presente estudo pretende padronizar a técnica de quantificacéo da SP22 em amostras seminais humanas
e avaliar como esses niveis se correlacionam com os parametros espermaticos e a fertilidade dos sujeitos
incluidos no estudo.

O projeto € inédito e espera-se que os resultados tragam contribuicdo significativa para as investigacdes de
fertilidade/infertilidade humana e, possivelmente, de contraceptivos masculinos.

A equipe de trabalho é composta por pesquisadores da UNESP, UNIFESP e US EPA — Environmental
Protection Agency. O carater multi-institucional, a complexidade das analises a serem realizadas,
especialmente os testes estatisticos, além do tempo demandado para a realizacdo do projeto, evidenciam a

adequacéo ao programa de Doutorado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos estéo apresentados de forma adequada.

O trabalho também sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP, através de coparticipacéo.

Recomendacgdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagﬁes:

O projeto estd bem escrito, apresentando no seu cronograma todas as fases de execucéo e os papeis
desempenhado pelas instituicdes envolvidas, a saber: coleta dos dados, que sera realizado na UNIFESP
(coleta de material/sémen); quantificacdo da proteina espermatica SP22 pelo Método ELISA que sera
realizada no Laboratdrio de Biologia e Toxicologia do IB - Unesp Botucatu

Enderego: Chacara Butignolli , s/n
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Consideracgoes Finais a critério do CEP:
Projeto APROVADO, deliberado em reunido do CEP de 14/09/2015, sem necessidade de envio 48 CONEP.

et

O CEP, no entanto, solicita aos pesquisadores que tdo logo o presente estudo seja concluido, devera ser

enviado o respectivo “Relatdrio Final de Atividades”, via plataforma Brasil através de “NOTIFICACAO”

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/07/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 544678 pdf 17:45:31
TCLE/ Termos de |PB_XML_INTERFACE_REBEC.xml 03/07/2015 |Josiane de Lima Aceito
Assentimento / 17:45:32 |Rosa
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 18/08/2015 |Josiane de Lima Aceito
Assentimento / 12:59:08 |Rosa
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_pesquisa.pdf 18/08/2015 |Josiane de Lima Aceito
Brochura 12:59:46 |Rosa
Investigador
Declaracdo de Autorizacao_proponente. pdf 18/08/2015 |[Josiane de Lima Aceito
Instituicdo e 13:01:29 |[Rosa
Infraestrutura
Declaragéo de Autorizacao_co_participante.pdf 18/08/2015 |Josiane de Lima Aceito
Instituicdo e 13:02:45 |[Rosa
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 18/08/2015 |Josiane de Lima Aceito

12:56:43 [Rosa
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/08/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 544678.pdf 13:04:08

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Enderego: Chacara Butignolli , s/n
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BOTUCATU, 15 de Setembro de 2015

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli , s/n
Bairre: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipie: BOTUCATU
Telefone: (14)38380-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp br
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Campus de Botucatu Ly
Instituto de Biociéncias -

de Botucatu - UNESP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Resolucéo 466/2012

CONVIDO, o Senhor para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Caracterizagdo
da proteina espermatica SP22 como um biomarcador de fertilidade em seres humanos”, que
sera desenvolvido por mim, Josiane de Lima Rosa, bidloga, doutoranda, sob orientacdo da
Professora Dra. Wilma De Grava Kempinas do Instituto de Biociéncias de Botucatu,

Departamento de Morfologia.

Estou estudando uma proteina que se encontra na membrana do espermatozoide,
denominada SP22. Para que eu possa obter dados é preciso que vocé colete seu sémen para
realizacdo das andlises convencionais e funcionais e seu sangue para realizacdo das dosagens

hormonais. N&o existe risco na coleta de sémen e sangue.
Além disso, o Senhor respondera um questionario sobre seu estado de saude.

N&o existem beneficios em particular para vocé neste estudo. No entanto, vocé estara
contribuindo com uma pesquisa que visa incorporar a proteina SP22 como um potencial

biomarcador que ira informar sobre a fertilidade ou infertilidade.

Figue ciente de que sua participacdo neste estudo € voluntéaria e que mesmo apdés ter dado

seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a qualquer momento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi elaborado em 2 vias originais de
igual teor, o qual 01 via sera entregue ao Senhor devidamente rubricada, e a outra via sera

arquivada e mantida pela pesquisadora por um periodo de 5 anos ap6s o término da pesquisa.
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Campus de Botucatu Ly
Instituto de Biociéncias -

de Botucatu - UNESP

Qualquer divida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa atraveés dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das
8:00 as 11:30 horas e das 14:00 as 17 horas, na Chacara Butignolli s/n° em Rubido Janior —

Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo descrito:

Apos terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO
EM PARTICIPAR de forma voluntéria, estando ciente que todos os meus dados estardo
resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que 0s
resultados desse estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, sem, no entanto, que

minha identidade seja revelada.

Botucatu,  / /

Pesquisadora Participante da Pesquisa

Pesquisadora: Josiane de Lima Rosa

Endereco: Instituto de Biociéncias de Botucatu, Departamento de Morfologia, Laboratoério de
Biologia e Toxicologia da Reproducéo e do Desenvolvimento (ReproTox) - UNESP/Rubiéo
Junior. Rua Prof. Dr. Antdnio Celso Wagner Zanin, 250

Telefone: (14) 98187-1900

Email: josi.lr@outlook.com

Orientadora: Wilma De Grava Kempinas

Endereco: Instituto de Biociéncias de Botucatu, Departamento de Morfologia, Laboratério de
Biologia e Toxicologia da Reproducéo e do Desenvolvimento (ReproTox) - UNESP/Rubiéo
Junior. Rua Prof. Dr. Antdnio Celso Wagner Zanin, 250

Telefone: (14) 3880-0476

Email: kempinas@ibb.unesp.br






Voluntario:

Data de nascimento: Idade: ~ Contato: {_ )
Profisséo:

Filhos/ Tempo de infertilidade: Data daultima concepcio:
Idade da mulher: [ ] Cisto [ | Endometriose

Informacdo relevante:

[ ] Varicocele. Ha quanto tempo foi diagnosticado?

[ ] Diabetes. Qual o tipo? Ha guanto tempo foi diagnosticado?

[ ] Hipertensao. H4 quanto tempo foi diagnosticado?

[ ] Hiper/hipotireoidismo. Ha quanto tempo foi diagnosticado?

[ ] Obesidade

[ ] Doencas sexualmente transmissiveis:

[ ] Febre nos ultimos 90 dias

[ ] Outra:

| HABITOS DE VIDA |

[] Tabagismo. Frequéncia:

[ ] Etilismo.  Frequéncia:

[ ] Dro gas/Substancias toxicas:

|_USO DE MEDICAVENTOS |

[] i

[ ] Nao

| CIRURGIAS UROLOGICAS |

L] -Sim_'
[ ] Nao

[] Outro tipo de cirurgia?
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0 Laboratdrio de Biologia e Toxicologia da Reprodugéo e do Desenvolvimento

(ReproTox) convida VOLUNTARIDS para
PESOUISA EM FERTILIDADE MASCULINA

REQUISITOS

v Ter entre 20 e 50 anos;

v’ Ter 1 ou mais filhos ou estar tentando engravidar ha mais de 8 meses ou em
tratamento para engravidar;

v" Nao ser vasectomizado.

TRATA-SE DE DOACAO (SEM REMUNERACAO) DE AMOSTRA DE SEMEN E SANGUE

As amostras serao coletadas em laboratdrio clinico particular e todos os
voluntarios receberdo, gratuitamente, os resultados dos exames
(espermograma e dosagens hormonais).

Os interessados devem entrar em contato pelo telefone e/ou e-mail abaixo

Fique por dentro da sua saude reprodutiva! @ (14) 98187-1900
Antecipadamente, agradecemos a colaboragdo 53] josi.lr@outlook.com

F  ReproTix

unesp



MNossa xuxuzinho, & tio bom
passear com a Clarinha, a nossa
afilhada... ndo vejo a hora de
termos nosso proprio bebé.,

Pois &, amor... ja estamos tentando ha mais de 8
meses. O que serd que esta acontecendo? E
agora, quem podera nos ajudar?

Eu! Josiane!!! Uma doutoranda da UMESP gue trabalha com fertilidade
masculina. Falando sério pessoal, a dificuldade para engravidar afeta
aproximadamente 15% dos casais em idade reprodutiva e na maioria dos
casos ndo & possivel determinar a causa.

Eu e meu grupo de pesquisa, do laboratdrio ReproTox, estamos pesquisando
uma proteina do espermatozoide, chamada SP22, que pode estar ligada a
dificuldade de engravidar.

Interessante!ll E como fazemos
para participar da pesquisa?

E s6 mandar uma mensagem para o WhatsApp do laboratério = O voluntério ajuda a ciéncia brasileira, ganha o espermograma e as
ReproTox, {14} 98187-1900, que agendamos o melhor dia & hordrio | JekalES dosagens harmonais e ainda fica por dentro da sua salde reprodutiva.

para a coleta do sémen e sangue no laboratério credenciado.

Bacana isso ail Desculpa a intromissio,
50U 0 pai da Clarinha.

Somente casais que estdo tentando engravidar podem pariicipar? Alids, homens com filhos s8c muito imperlanies para a pesguisa e sem

Nunca & demais saber sobre a nossa salde. Né? i vocés ela ndo acontece. Ja gue precisamos comparar os resultados dos
1 homens que nao conseguem ter filhos com os dos que j& sdo pais.
M&ol Homens com filhos =, 5 Assim, podemos identificar a(s) diferenga(s) entre eles.

também podem participar!

primeiro passo em dire¢ao ao nosso Enzo ou a nossa Valentinal para os amigos. Estamos precisando muito de voluntarios. Venha participar

Que legal... ganhar esses exames e saber como esta a salde reprodutiva & o Ei, psiu!l! Vocé! Vocé mesmo que esta lendo... participe também e indigue I
da pesquisa e fique por dentro da sua salde reprodutival!!




