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Resumo

Objetivo: Verificar se a varicocele em adolescentes causa um aumento na taxa de
fragmentacdo de DNA dos espermatozéides. Verificar se ha uma alteracdo sazonal na
expressao de proteinas seminais e em espermatozoides de touros europeus (Bos
taurus taurus). Métodos: O estudo foi dividido em duas etapas. Para o estudo em
humanos, 20 adolescentes com varicocele e 20 adolescentes sem varicocele foram
incluidos no estudo, e colheram amostras seminais apd0s 2-4 dias de abstinéncia
ejaculatéria. As amostras foram analisadas quanto a motilidade, morfologia e
concentracdo dos espermatozoides, e foi verificada a taxa de fragmentacdo de DNA
nos espermatozoéides. Para o estudo em bovinos, 12 touros colheram amostras
seminais durante o verdo e o inverno e a expressao das proteinas Fas, osteopontina,
prostaglandina D-sintetase, glutationa S-transferase ul, heat shock protein 70 e heat
shock protein 90 foi verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida e Western
blotting tanto no plasma seminal quanto no pellet de espermatozéides. Resultados:
Nos adolescentes, ndo houve diferenca quanto a qualidade seminal. Apesar disto,
guando comparados aos adolescentes sem varicocele, adolescentes com varicocele
apresentaram menor porcentagem de espermatozéides com DNA integro (28% e 48%,
respectivamente, p<0,0001) e uma maior porcentagem de espermatozdides com DNA
fragmentado (20% e 6% respectivamente, p<0,0001). Nos touros, de todas as
proteinas analisadas, houve resposta apenas para osteopontina e prostaglandina D-
sintetase no plasma seminal, e para osteopontina, heat shock protein 70 e Fas no pellet
de espermatozéides. Apenas a osteopontina a 55kDa no plasma seminal apresentou
menor nivel de expressdo durante o verdo quando comparado com o inverno (1,4
vezes mais alto, p=0,047). Conclusao: Adolescentes com varicocele apresentam
niveis mais elevados de fragmentacdo de DNA em espermatozéides do que
adolescentes sem varicocele mesmo sem apresentarem alteragdo seminal. Touros
europeus apresentam uma diminuicdo no nivel de osteopontina no plasma seminal
durante o verdo. Esta diminuicdo ndo € acompanhada por alteracdo no nivel de
prostaglandina D-sintetase no plasma seminal ou de osteopontina, Fas e heat shock
protein 70 em proteinas extraidas de espermatozoides.

Palavras Chaves: Resposta a choque térmico, Varicocele, Dano ao DNA, Ensaio em

cometa alcalino, Eletroforese em gel de poliacrilamida.
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1. Introducéo

Para atingir a paternidade, individuos do sexo masculino necessitam
produzir milhdes de espermatozdides por dia. Em humanos a producédo diaria
média é de 4,4x10° espermatozéides por grama de testiculo, e em bovinos
aproximadamente 13x10° espermatozéides por grama de testiculo. Para tanto,
a espermatogénese deve ser extremamente eficiente e ao mesmo tempo
seletiva, para evitar a producdo de espermatozéides com alteracdes
morfologicas, funcionais e genéticas (1).

A producdo e maturacdo de espermatozoéides (espermatogénese) € um
processo complexo de diferenciacéo celular que dura em torno de 74 a 76 dias
em humanos e 57 dias em bovinos. Inicialmente, uma espermatogonia
primordial (Aq) sofre uma mitose, uma das células-filha repde a célula-mée e a
outra passa por duas a seis mitoses (dependendo da espécie) até formar a
espermatogbnia B, cujas células-filhas (espermatocitos primarios) iniciam a
meiose. Esta fase da espermatogénese ocorre no compartimento basal entre
as ceélulas de Sertoli e a lamina basal. As células de Sertoli formam entre si
ligacdes do tipo tight-junction, e o resto das células germinativas (nas fases
mais adiantadas da meiose e ap0s a meiose) residem no compartimento
adluminal. Como estas células estdo isoladas do fluxo sangiineo testicular,
dependem exclusivamente das células de Sertoli para seus requerimentos
nutricionais e hormonais. No compartimento adluminal os espermatdcitos
secundarios passam por alteracbes morfolégicas ao terminar a meiose e
assumem o formato de espermatides redondas, passam a um formato mais

alongado e, finalmente, formam o espermatozoéide maduro (1).



Apesar dos motivos serem pouco esclarecidos, a maioria dos mamiferos
requer uma temperatura mais baixa para manter uma espermatogénese normal
(2). Mais especificamente, em humanos esta temperatura € de até 3°C abaixo
da temperatura corporea (3), enquanto em bovinos pode variar de 4-5°C abaixo
da temperatura corporea (4). Sugere-se que esta temperatura mantenha um
nivel metabdlico mais baixo e permita a oxigenacao da linhagem germinativa
sem a necessidade de niveis muito elevados de oxigénio, o que poderia
contribuir para a geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
moléculas de oxigénio providas de um elétron despareado e danosas as
células de Leydig, Sertoli, células germinativas jovens e espermatozoides
maduros (2,5,6). Ainda, a manutencdo de um fluxo sanguineo mais reduzido
(porém ainda fisiolégico) poderia levar ao desenvolvimento de mitocondrias
com sistema enzimatico mais preparado para a alta eficiéncia (competicédo) no
trato reprodutor feminino (7).

Existem alguns fatores que contribuem para a regulacao da temperatura
testicular na maioria dos mamiferos, dentre os quais se destacam (i) a
presenca de um escroto pendular e da musculatura dartos, o que permite o
distanciamento do testiculo do abdémen e diminui a temperatura testicular, (ii)
a presenca de grande quantidade de glandulas sudoriparas, (ii) um sistema
vascular especifico, onde as artérias testiculares entram no testiculo a partir da
regido externa, facilitando o contato de sangue arterial com um ambiente
resfriado, mantendo uma temperatura homogénea em todo o érgao, e (iv) o
plexo pampiniforme, onde as veias testiculares eferentes (com sangue a uma

temperatura mais baixa) se enovelam em torno das artérias testiculares



aferentes, contribuindo para o resfriamento do sangue arterial antes de sua
entrada no testiculo (2,8).

Esta bem estabelecido que o aumento de temperatura testicular pode
alterar, prejudicar ou até mesmo inibir a espermatogénese em humanos,
animais de producédo e animais de laboratorio (1,2,9,10,11,12). Em humanos,
até mesmo a atividade diaria pode determinar aumento de temperatura
testicular, e € estimado que cada 1°C de aumento na temperatura testicular
pode levar a perda de até 40% na concentracdo de espermatozoéides no
ejaculado (13). Em bovinos, a insulacédo testicular experimental leva a uma
série de alteracdes testiculares e na qualidade dos espermatozdides
ejaculados (14), e touros de linhagem européia (Bos taurus taurus), cuja
capacidade de termorregulacdo testicular é reduzida, quando criados em
ambiente de alta umidade e temperatura apresentam elevacao nos niveis de
peroxidacdo lipidica mesmo com niveis mais elevados de atividade de
glutationa peroxidase, o que segundo os autores indicada excesso de EROs
nestes animais (15). Em modelo animal, a exposicao aguda de testiculos de
camundongos (43°C, 15 minutos) leva a um aumento na expressdo do Fas, um
receptor de membrana pré-apoptético, e a uma diminuigcdo na expressado de
Bcl-2, uma proteina anti-apoptética presente na membrana mitocondrial
externa. A0 mesmo tempo, 0os autores observaram uma diminuicdo no peso
testicular a partir do terceiro dia pés-estimulo, atingindo em torno de 50% do
peso apos 14 dias (12).

Todavia, os mecanismos pelos quais a hipertermia testicular afeta a
espermatogénese nao estdo ainda completamente elucidados. Ja esta bem

estabelecido que, ao contrario do que ocorre em outros tecidos, 0 aumento da



temperatura testicular ndo leva a um aumento concomitante no fluxo sangtineo
capilar (16,17) a ndo ser que este aumento seja bem acima da temperatura
corporea. A perda ou alteracdo na capacidade termorregulatéria escrotal, e a
consequente aproximacdo da temperatura testicular a temperatura corpérea
(abdominal) sdo eventos que potencialmente elevam o metabolismo testicular
sem oferecer o0 aporte sanglineo necessario para este aumento no
requerimento nutricional de oxigénio. A consequéncia mais Obvia é a
instauracdo de um quadro de hipOxia, 0 que por sua vez leva a um excesso na
producdo de EROs (a geracdo de um estado de hipodxia leva a um aumento na
producéo e liberacdo do anion superoxido (O produzido nas mitocondrias, e a
partir de entdo se d& o inicio da cascata oxidativa [19]), e assim a todos 0s
efeitos oxidativos delas provindos (2,18).

Desse modo, e apesar de existirem ainda poucas informagcfes em
relacdo aos mecanismos de lesdo gonadal dependentes de temperatura em
humanos e bovinos, estd bem demonstrado que quando a temperatura
testicular se aproxima da temperatura abdominal, seja de maneira aguda ou
crdnica, sdo observadas alteragdes importantes tanto na histologia do testiculo
quanto na qualidade dos espermatozéides ejaculados (1,2,9,10,11,12,13,14,
15). A hipertermia testicular leva tanto a diminuicdo de fertilidade em homens
(impacto social) quanto em animais de producdo (impacto econdmico).
Portanto, € importante compreender os mecanismos deletérios da hipertermia

testicular associados a ambos 0s casos.



1.1 Hipertermia testicular e infertilidade masculina em humanos

Em torno de 15% dos casais em idade reprodutiva sdo inférteis e nao
conseguirdo atingir a paternidade sem auxilio médico especifico, sendo que o
fator masculino estd presente em até 50% destes casos (20). Uma das
principais causas de infertilidade masculina é a varicocele (21,22),
classicamente descrita como a dilatacdo anormal e inversdo de fluxo
sangilineo nas veias espermaticas internas no plexo pampiniforme, o que leva
a perda ou disfuncéo no resfriamento do sangue arterial pelo mecanismo de
contracorrente (23). Sua prevaléncia na populacdo masculina adulta varia de
15% a 25%, podendo chegar a 35% na infertilidade priméria, ou até 81% na
infertilidade secundaria (21,22).

A varicocele esta associada a uma série de alteracdes na qualidade
seminal. Em um estudo com 9.034 homens em 34 centros de 24 paises
diferentes compilado pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), foi verificado
que 25,4% de homens com alteragdo nos valores do espermograma
apresentaram varicocele palpavel, enquanto apenas 11,7% de homens
normozoospérmicos apresentaram varicocele. Aléem disto, pdde ser verificada
uma associagado entre varicocele e diminuicdo de volume testicular, qualidade
seminal e disfuncdo nas células de Leydig, levando a conclusdo de que a
varicocele esta claramente associada com a disfuncdo testicular e a
infertilidade (24).

A varicocele geralmente é mais importante do lado esquerdo, e seus
efeitos podem ocorrer mais precocemente neste lado (25). Quanto ao

diagnostico, a varicocele pode ser classificada como grau | (dilatacdo do



corddo espermatico palpavel apenas com a manobra de Valsalva), grau Il
(dilatacdo do corddo espermatico facilmente palpavel com o paciente em
posicdo ortostatica, demonstrando acentuado enchimento venoso durante a
manobra de Valsalva) e grau lll (dilatacdo volumosa do corddo espermatico
facilmente visivel com o paciente em posi¢cao ortostatica e ectasia intensificada
durante a manobra de Valsalva) (26). As trés razbes para explicar a
patogénese da varicocele comumente descritas na literatura sao: (i) drenagem
venosa, (i) auséncia de valvulas nas veias espermaticas internas e (iii)
evolucéo de postura.

A drenagem venosa difere bastante entre o testiculo direito e o esquerdo
(10). Enquanto a veia espermatica interna direita desemboca em &ngulo
obliqguo na veia cava inferior, uma veia de grande calibre, a veia espermatica
interna esquerda desemboca em angulo reto na veia renal esquerda (de menor
calibre) (27). Além disto, a veia espermética interna esquerda transcorre um
percurso mais longo e tortuoso, o que contribui ainda mais para o aumento da
pressdo venosa retrograda (26). Ainda em relagcdo as singularidades
anatdbmicas, no percurso da veia renal esquerda em direcdo a veia cava
inferior, ela atravessa o ponto de ramificacdo da artéria aorta abdominal para a
mesentérica superior, 0 que gera um pincamento intermitente a cada
movimento sistélico. Este pincamento também gera uma pressao venosa
retrograda, num efeito conhecido como “efeito quebra-noz” (28).

Além das singularidades anatdomicas vasculares no lado esquerdo, e
mais relacionado a patogénese da varicocele em ambos os lados, um estudo
envolvendo a disseccdo anatdmica das veias espermaticas internas de

cadaveres com e sem varicocele demonstrou que enquanto homens sem



varicocele apresentam inumeras valvulas, estas ndo sdo encontradas em
homens com varicocele (29), o que confere a perda dos mecanismos anti-
refluxo um papel chave na determinacdo da varicocele. Por fim, a evolucdo
para uma postura bipede pode ter levado a uma exacerbagcdo na pressao
venosa retrograda, o que por sua vez pode ter sobrepujado os mecanismos
valvulares anti-refluxo (30).

Como consequéncia, a varicocele pode ser caracterizada por estase
venosa, estresse térmico, hipdxia e acimulo de metabdlitos toxicos no testiculo
(31), apesar de que a principal causa de infertilidade associada a varicocele
parece ser a hipertermia testicular (32), uma vez que pode levar a parada de
maturacdo das células germinativas (11). Além disto, a varicocele também
eleva os niveis de EROs e as taxas de apoptose, tanto nos testiculos quanto
no sémen (33,34). O estresse oxidativo seminal e alteracdo na apoptose de
células germinativas no testiculo sdo duas causas importantes de aumento na
porcentagem de espermatozéides com fragmentacdo de DNA (35,36,37). Por
sua vez, isto € uma das causas de infertilidade masculina (35), confirmado pelo
fato de que taxas elevadas de fragmentacdo de DNA levam a taxas mais
baixas de fertilidade, tanto em ciclos in vivo quanto in vitro (36,38,39).

Atualmente, a importancia da taxa de fragmentacdo de DNA dos
espermatozoides como fator determinante na infertilidade masculina tem sido
cada vez mais descrita (35,36,37,38,39). Existem varios testes disponiveis para
determinar a taxa de fragmentacdo de DNA em espermatozéides, dentre os
quais se destacam o Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) (40), o terminal

deoxynucleotydil transferase(TdT)-mediated, deoxyuracil triphosphate (dUTP)



nick end-labeling (TUNEL) (41) e a eletroforese de célula Unica em gel de
agarose (ensaio Cometa) (42).

O SCSA utiliza a citometria de fluxo e se baseia na propriedade
metacromatica do laranja de acridina, um corante de DNA com pico de
excitacdo em 488nm (laser de ions de argdnio) que ao se ligar ao DNA em fita
dupla emite uma fluorescéncia verde (515-530nm), mas quando ligado a DNA
em fita simples emite uma fluorescéncia alaranjada (~590nm). No teste os
espermatozoides sao submetidos a uma solucédo acida (pH=1,2), e em seguida
corados (40). Como durante o alongamento das espermatides as histonas
nucleossomais sdo substituidas por protaminas, que conferem ao DNA uma
forma compacta (1), espermatozdéides com emissao alaranjada apresentam um
DNA menos compacto e mais suscetiveis a danos no trato reprodutor feminino
(40). Ainda assim, o SCSA apresenta uma alta correlagdo com os outros dois
testes (43).

O principio do TUNEL é a polimerizacdo de bases dUTP marcadas em
fragmentos 3'OH presentes em fragmentos de DNA causados principalmente
por endonucleases (41). Geralmente o TUNEL marca fragmentacdo de fita
dupla, potencialmente mais negativa aos resultados de fertilizagdo (44), mas
pode marcar alguns fragmentos de fita simples. Como € classicamente utilizado
para marcar estagios finais de apoptose (41), o TUNEL levanta a questdo
importante de como explicar a presenca de espermatozdides com sinais claros
de apoptose porém vivos no ejaculado.

Por fim, o ensaio Cometa alcalino avalia a fragmentacédo em fita total dos
espermatozoides, e portanto é o teste mais sensivel para avaliar estagios

iniciais de fragmentagédo de DNA (42,45). O teste se baseia na eletroforese do



DNA dos espermatozoides, onde fragmentos menores ou mais frequentes sao
deslocados distancias maiores nos geéis (42). Como avalia fragmentacao inicial,
o teste tem sido amplamente utilizado em ensaios de toxicidade celular e
reparo enzimatico em quase todos os tipos celulares de eucariotos (46) e sua
escolha é bastante fundamentada para avaliar efeitos iniciais de les6es, como
no caso da varicocele em adolescentes.

Como a varicocele apresenta um padrdo progressivo de dano ao
parénquima testicular (21,22), é interessante compreender como o inicio da
hipertermia testicular poderia afetar a qualidade seminal. A varicocele inicia
com o inicio da puberdade, e jA pode ser detectada a partir dos 10 anos de
idade (47). A varicocele em adolescentes pode levar a danos na lamina basal
peritubular (ainda que ndo tdo graves quanto em adultos) (48), e ja foram
demonstrados niveis elevados de 6xido nitrico e de peroxidacdo lipidica de
espermatozoides em adolescentes com varicocele, o que demonstra que
mesmo pacientes jovens ja apresentam alteracdes ligadas a varicocele (49).

Assim, levando em consideracdo que os efeitos da varicocele sao
progressivos, levam a alteracbes importantes na qualidade seminal (50) e
causam uma diminuicdo ipsilateral no volume testicular (51), € importante saber
se a varicocele ja pode determinar desde o inicio um aumento na taxa de

fragmentacdo de DNA em fita total dos espermatozoides ou se este aumento

também é progressivo.
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1.2 Hipertermia testicular e diminuicdo da fertilidade em bovinos.

A temperatura testicular em bovinos deve ser mantida de 4-5°C abaixo
da temperatura corporea, e 0 aumento da temperatura testicular leva a uma
série de alteracdes seminais cuja consequéncia € a diminuicédo da fertilidade do
touro, com grande impacto econdmico na cadeia produtiva da pecuaria de leite
e de corte (4,15). Em condicfes tropicais, touros de linhagem européia (Bos
taurus taurus) apresentam menores taxas de fertilidade do que touros de
linhagem zebuina (Bos taurus indicus) (52).

O sistema de producéo leiteira nos Estados Unidos da América (EUA)
utiliza, dentre as técnicas de reproducgédo assistida, a inseminacéo artificial, para
facilitar a difusdo de material genético e acelerar a pressao de selecdo de
caracteristicas genéticas desejadas, além de evitar a transmissédo de doencas
e transpor barreiras geograficas (53). Neste aspecto, cada potencial reprodutor
€ selecionado, passa por um teste de progénie e, sendo aprovado, passa a
coletar sémen de 2 a 3 vezes por semana, com 2 a 3 coletas em cada dia de
processamento, sendo 0 investimento inicial para cada touro que atinge este
ponto estimado em aproximadamente US$1 milhdo (Kaproth, M — comunicado
pessoal). Como o estresse térmico leva a perda progressiva da capacidade de
producdo de espermatozoides (4,15), € importante compreender 0s
mecanismos pelos quais a hipertermia testicular contribui para a perda de
potencial reprodutivo em bovinos (2,5,6,14,15).

Segundo Amann (1989), os pré-requisitos para um espermatozoéide ser
considerado fértil sdo: estrutura normal de seus componentes funcionais vitais,

vias metabdlicas para producdo de movimento e para manutencdo de
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potenciais de membrana, microambiente idnico e pH, motilidade para caminhar
até o o0cito e penetra-lo, presenca de proteinas de sobrevivéncia contra o
ambiente hostil do trato reprodutivo da fémea e respostas adequadas aos
estimulos recebidos do trato reprodutivo da fémea, proteinas essenciais para o
reconhecimento e fusdo do espermatozdide com zona pellcida e membrana
vitelina, enzimas acrossomais em suas formas inibidas ou de pré-enzimas até o
momento da capacitacdo, membranas acrossomal e plasmatica passiveis de
fusdo, 0 momento correto para a maturacado e capacitacdo, e DNA estavel que
possa descondensar no momento da fertilizacao (54).

Assim, a fertilizacdo envolve uma série de interagdes protéicas entre o
espermatozodide, o meio e o odcito (55), e o estudo de proteinas que participem
na determinacdo de eventos relacionados a fertilizacdo, resposta ao estresse
térmico e oxidativo e marcadoras de fertilidade tém ganho campo na pecuaria,
uma vez que apenas o estudo das varidveis seminais classicas (motilidade,
morfologia e concentracdo) permite poucas inferéncias quanto a real
capacidade de fertilizacdo de um ejaculado (54,55).

Neste contexto, o estudo de proteinas-chave que participam dos varios
eventos celulares relacionados a apoptose, ao estresse oxidativo e térmico e a
fertilidade pode caracterizar melhor este quadro.

Algumas candidatas séo:

e Fas: 0 Fas (CD95) € um receptor de membrana da familia do fator de
necrose tumoral. Quando acoplado ao seu ligante (Fas ligante), este
complexo ativa uma série de proteinas em cascata que culmina na
apoptose (56). H4 um aumento na expressao do Fas em testiculos de

camundongos submetidos ao estresse térmico testicular agudo (12),



12

engquanto em humanos foi verificada uma maior expressdo do Fas em
pacientes com alteracdo na qualidade seminal (57).

HSP70 e HSP90: em resposta ao estresse térmico as células
testiculares passam a sintetizar um grupo de proteinas celulares
altamente conservadas, chamadas de heat shock proteins (HSP)
(58,59). Em humanos, as HSP70 e 90 sdo expressas em ceélulas
germinativas, de Sertoli e de Leydig durante o periodo neonatal, em
espermatoécitos e espermatides redondas ap0s a puberdade, além de
uma discreta expressdo da HSP90 em espermatogbnias (60). Estas
proteinas funcionam como chaperones moleculares, fornecendo as
células e as outras proteinas celulares um mecanismo de protecao
contra a degradacdo durante eventos de estresse térmico e oxidativo
(61).

GST: a quantidade excessiva de EROs pode ser eliminada através de
mecanismos enzimaticos ou ndo enzimaticos (62,63,64,65,66). Dentre
0S mecanismos antioxidantes enzimaticos se destaca 0 sistema
glutationa — glutationa S-transferase — glutationa peroxidase (67). As
glutationas da familia S-transferase (GSTs) tém um papel importante na
regulacdo do estresse oxidativo no trato reprodutivo (68). Assim, a
expressao aumentada de algumas GSTs podera promover uma melhor
defesa contra o estresse oxidativo, e mais especificamente a GSTM1
(glutationa S-transferase pl) parece ser uma das mais importantes
relacionada a espermatogénese (69,70).

PGDS e OPN: as proteinas também podem servir como marcadores

bioquimicos no plasma seminal (71). Gerena et al., 1998, identificaram



13

em touros uma proteina de 26-kDa associada a fertilidade denominada

prostaglandina-D sintetase independente de glutationa (PGDS), sendo

expressa em maior quantidade em touros com alto potencial fértil (72).

Sorrentino et al., 1998, descreveram que a PGDS €& uma molécula

importante na funcdo testicular e epididimaria e que muito

provavelmente esta envolvida na espermatogénese e na maturacéo
espermatica (73). Além disto, Killian et al., 1993, identificaram outra

proteina de 55-kDa como marcadora de alta fertilidade em touros (74).

Cancel et al., 1997, a identificaram como osteopontina-k bovina (OPN)

(75). Nao se sabe ao certo qual a funcdo desta proteina no trato

reprodutivo, apesar de serem sugeridas fungbes como protecdo do

epitélio das vesiculas seminais e glandulas ampulares (76) bem como

adesdo através do dominio de ligagdo RGD (77). A OPN, assim como a

PGDS, pode estimar a fertilidade do individuo.

Finalmente, como os efeitos do estresse térmico podem potencialmente
causar diminuicdo de potencial reprodutivo em touros (2,5,6,14,15,52), e como
a avaliacdo seminal classica ndo permite grandes inferéncias sobre esta
capacidade (54,55), € importante conhecer como alguns mecanismos protéicos
de morte celular, resposta ao estresse térmico, resposta ao estresse oxidativo

e marcadores de fertilidade participam nestes eventos.
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2. Objetivo

Para responder sobre os efeitos do estresse térmico testicular na

gametogénese masculina, este estudo foi dividido em dois objetivos:

2.1. Verificar se adolescentes com varicocele apresentam uma maior taxa
de fragmentacdo de DNA de espermatozodides quando comparados a
adolescentes sem varicocele;

2.2.Verificar como se comporta a expressao das proteinas Fas, HSP70,
HSP90, GSTM1, PGDS e OPN em plasma seminal e espermatozoides
de touros de raca européia (Bos taurus taurus) durante o verdo e o

inverno.
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3. Método

Este estudo foi realizado com o apoio de um programa da
Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
denominado Programa de Doutorado com Estagio no Exterior (PDEE) (n° do
processo: 1293-03-6), e foi dividido em duas etapas: estudo do efeito da
varicocele na taxa de fragmentacdo de DNA de espermatozéides em
adolescentes e estudo da variacdo sazonal da expressdo de proteinas em
plasma seminal e espermatozéides de touros. O estudo foi aprovado pelo

comité de ética em pesquisa da Unifesp (n° do processo 1041/03).

3.1 Efeito da varicocele na taxa de fragmentacdo de DNA de

espermatozéides em adolescentes

O estudo do efeito da varicocele na taxa de fragmentacdo de DNA dos
espermatozoides em adolescentes foi realizado no Laboratério de Reproducéo
Humana da Disciplina de Urologia, Departamento de Cirurgia na Escola
Paulista de Medicina/Universidade Federal de S&o Paulo (Unifesp). Todos os
reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), a

nao ser quando descritos.
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3.1.1 Desenho do estudo e constituicdo dos grupos

Foi realizado um estudo prospectivo com dois grupos de pacientes. O
grupo de estudo foi constituido por 20 adolescentes (idade entre 15 e 17 anos)
com varicocele grau Il ou Ill. Um grupo de 20 adolescentes sem varicocele
(idade entre 15 e 17 anos) constituiu o grupo controle. A varicocele foi
diagnosticada por um unico urologista através de palpacdo escrotal em uma
sala com temperatura controlada (>23°C), e a avaliacdo do volume testicular foi
realizada com o auxilio de um orquiddometro de Prader. Os adolescentes foram
selecionados a partir de um estudo epidemiolégico realizado na Disciplina
Urologia, Departamento de Cirurgia da Unifesp (78).

Os critérios de inclusao foram a presenca de varicocele grau Il ou Il uni
ou bilateral para o grupo de estudo e auséncia de varicocele palpavel apos a
manobra de Valsalva para o grupo controle em individuos de estagio de
maturidade sexual Tanner IV ou V. Os critérios de exclusdo foram doencas
urogenitais prévias, leucocitospermia e doencas sistémicas ou tratamentos que
poderiam potencialmente levar a alteragdes testiculares, como febre nos 90
dias anteriores a coleta do sémen, cancer (e quimio ou radioterapia) e

endocrinopatias.
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3.1.2 Analise seminal

As amostras seminais foram colhidas por masturbacéo apés um periodo
de abstinéncia ejaculatéria de 2 a 4 dias. Apos a liquefacdo do sémen, a
analise foi realizada segundo os critérios do manual da Organizacdo Mundial
da Saude (1999) (20), e a morfologia segundo o critério estrito de Kruger (79).
Os valores de normalidade foram: motilidade progressiva (atb) > 50%,
concentracdo de espermatozéides > 20x10%/mL e morfologia > 14% de formas

normais (anexo 1).

3.1.3 Avaliacdo da taxa de fragmentacdo de DNA

Para determinar a taxa de fragmentacdo de DNA foi utilizado o ensaio
Cometa alcalino em amostras seminais a fresco segundo Donnelly et al. (2000)
(45) com algumas modificacbes. Laminas de microscépio (Precision Glass
Line, China) foram pré-tratadas com 1mL de agarose de ponto de fusdo normal
(NMPA) (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) 1% (p:v) em TBE
(8,9mM Tris base, 8,9mM borato e 2mM Na,-EDTA, GE Healthcare, Amersham
Place, Inglaterra) no dia anterior ao estudo. O sémen foi diluido em agarose de
ponto de fusdo baixo (LMPA) (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra)
0,75% (p:v) em TBE para ajustde de concentracdo para 1x10°mL, e 100pL
desta diluicdo foram adicionados a uma lamina pré-tratada e coberta com uma
laminula de vidro de 24x50mm (Perfecta, China) e as laminas foram deixadas
em geladeira a 4°C por 20 minutos para solidificacdo do gel. As laminulas

foram em seguida retiradas e as laminas recobertas com solucao de lise (2,5M
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NaCl, 100mM Na,-EDTA, 10mM Tris, pH=11,0, 2% Triton X-100, 10mM DTT)
por 1 hora.

Apos a lise, as laminas foram lavadas com agua Milli-Q (Millipore,
Billerica, EUA) por 5 minutos para remover o excesso de sais, e colocadas em
uma cuba de eletroforese (Hoeffer 33, GE Healthcare, Amersham Place,
Inglaterra), recobertas com uma solucéo alcalina para separacéo das fitas de
DNA (300mM NaOH, 1mM Na,-EDTA, pH>13,0) por 20 minutos. ApdOs este
periodo, foi realizada a eletroforese nesta mesma solugcéo alcalina em uma
tensdo de 3V/cm entre os eletrodos e uma intensidade de corrente de 150-
300mAmp por 20 minutos. Apoés a eletroforese, as laminas foram lavadas com
TBE por 15 minutos e coradas com uma solugéo de 20ug de brometo de etideo
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) por mL de TBE durante 15 minutos. Em seguida,
as laminas foram lavadas com TBE (3 vezes de 5 minutos) para remover
coloracdo inespecifica e avaliadas em um microscépio Optico Nikon TE400
(Nikon Inc., Japao) equipado com moédulo de epifluorescéncia, lampada de
mercurio de 100W e um filtro de excitacdo de 510-560nm, espelho dicréico de
565nm e barreira de 590nm (filtro G-2A, Nikon Inc., Japao).

No total, 200 células foram avaliadas em um aumento de 400x, e
classificadas em classe | (sem fragmentacdo de DNA), Il (pouca fragmentacéo
de DNA), Il (fragmentacdo moderada de DNA) ou IV (DNA altamente

fragmentado) (figura 1).
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Figura 1. Imagem representativa de ensai0 cometa alcalino em
espermatozoides de adolescentes com varicocele, com células grau | (1), grau Il
(1), grau 11 (1) e grau IV (IV). Microscopia de epifluorescéncia em aumento de
400x, capturado em filme de cromo (Fuji Provia 100). Tempo de exposicao de 1
segundo. Abaixo: imagens individuais de cada classe.

Grau | Grau Il Grau lll Grau IV
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3.2 Efeito da variacdo sazonal da expressdo de proteinas em plasma

seminal e espermatozdéides de touros.

O estudo da variacdo sazonal da expressdo de proteinas em plasma
seminal e espermatozoides de touros foi realizado no John O. Almquist
Research Center (JOARC), do Department of Dairy and Animal Sciences da
Pennsylvania State University, em State College, Pensilvania, EUA. As
amostras de sémen foram coletadas de 15 touros reprodutores com o uso de
vagina artificial, e na prépria central de inseminacédo (Genex) foram avaliadas
quanto a qualidade seminal, congeladas in natura em criotubos em nitrogénio
liquido (-196°C) e enviadas em tanques com vapor de nitrogénio (temperatura
maxima = -70°C) ao JOARC. Os touros eram coletados duas vezes por
semana, duas vezes em cada dia no verdo, e trés vezes por semana, duas
vezes em cada dia no inverno.

As variaveis seminais avaliadas foram volume ejaculado, concentracédo de
espermatozoides, contagem total de espermatozdides e motilidade dos
espermatozoides. Quanto a motilidade, a central de inseminacao classificou as
amostras em S (>65% de células com motilidade progressiva) e N (<65% de
células com motilidade progressiva). No laboratorio, as amostras foram

congeladas e mantidas em congelador a —70°C.
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3.2.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo prospectivo pareado com touros europeus (Bos
taurus taurus) mantidos em centrais de inseminacdo durante o verdo e o
inverno. As temperaturas variam de -25°C a 5°C durante o inverno, e de 25°C a
40°C durante o verdo. As amostras de verdo e de inverno foram avaliadas no

mesmo gel, para diminuir a variacéo inter-ensaio.

3.2.2 Processamento das amostras

As amostras foram descongeladas e o plasma seminal separado dos
espermatozoides. Para tanto, os tubos contendo as amostras foram
centrifugados (3.000g, 15 minutos), e o plasma seminal (sobrenadante)
transferido para tubos de microcentrifuga (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). A
separacdo das proteinas foi realizada por eletroforese unidimensional em gel
de poliacrilamida com desnaturacdo por SDS (1D SDS-PAGE) segundo

Laemmli (1970) (80).

3.2.3 Eletroforese unidimensional de proteinas - plasma seminal

O tubo com plasma seminal foi centrifugado a 10.000g por 30 minutos a
4°C para remover impurezas e debris celulares. Em seguida, a concentracéo
de proteina total foi verificada através do método proposto por Lowry et al.
(1951) (81). A um volume de amostra contendo 200ug de proteina total foi

adicionado volume de solucéo de lise (62.5mM Tris-HCL, pH 6.8, 2% dodecil
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sulfato de sodio [SDS], 5% B-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,002% azul de
bromofenol) para completar 80uL. Esta amostra foi aquecida em &agua em

ebulicdo durante 3 minutos, e em seguida as amostras foram separadas por 1D

SDS-PAGE (80) em géis com gradiente de densidade de 10% a 17%.

3.2.4 Eletroforese unidimensional de proteinas - espermatozoéides

Apos a remocdo do plasma seminal, o pellet de espermatozoéides foi
lavado 3 vezes em PBS (130mM NaCl, 7mM Na;HPO4;, 3mM NaH,POy,,
pH=7,4) com 1mM PMSF a 4°C (centrifugacdo a 3.000g, 15 minutos), para a
remocao de residuos de plasma seminal. Em seguida, uma aliquota contendo
5x10° espermatozéides foi ressuspendida em 100 pL de tampdo de lise
segundo Pixton et al. (2004) (7M uréia, 2M tio-uréia, 1% CHAPS [BioRad,
Hercules, EUA], 1% n-octil glicopiranosida, 18mM ditiotreitol, 0,5% amfdlito 3-
10 [BioRad, Hercules, EUA], 0,0005% azul de bromofenol, 2,4mM PMSF) (82)
para separacdo por 1D SDS-PAGE (80) em géis de 13x21cm com gradiente de

densidade de 10% a 17%.

3.2.5 Western blotting

Apods a eletroforese unidimensional foi realizada a técnica do Western
blot para identificacdo das proteinas Fas, HSP70, HSP90, GSTM1, PGDS e
OPN. Para tanto, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) utilizando o sistema

semi-seco Multiphor Il (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) (71,74).



23

Em seguida as membranas foram incubadas em solucdo de bloqueio (10mM
Na,HPO,4, 0,5M NaCl, 0,5% Tween 20, pH=7,2, 5% HINGS [soro de cabra
inativado pelo calor], 3% BSA fracdo VI) a 4°C de um dia para o outro em um
agitador orbital.

Todas as etapas de incubacdo com anticorpo foram realizadas a 4°C.
Apés o bloqueio, as membranas foram incubadas na mesma solucdo de
bloqueio adicionada do anticorpo primario contra as proteinas-alvo e incubados
de 2 a 4 horas, em uma diluicdo 1:1000 a 1:10.000, de acordo com testes
realizados no laboratério. Apés a incubacdo, as membranas foram lavadas
(3x20 minutos) em solucao prépria (10mM Na,HPO4, 0,5M NaCl, 0,5% Tween
20, pH=7,2), e em seguida incubadas com o anticorpo secundario apropriado
em solucao de bloqueio em uma diluicdo 1:5.000 a 1:10.000 por 60 minutos. O
anticorpo secundario apresenta uma peroxidase conjugada (horseradish
peroxidase [HRP]), o qual reage com luminol e emite estimulo luminoso
(quimiluminescéncia).

As membranas foram entdo incubadas em solucdo de
quimiluminescéncia (ECL Plus — GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra)
por 60 segundos e expostas a filmes de raio-X em sala escura (o0 tempo de
exposicao depende da quantidade de proteina, e foi padronizado previamente
para cada anticorpo). ApO6s a revelacdo, as imagens dos filmes foram
digitalizadas em scanner (resolucdo de 600 pontos por polegada [dpi],
monocromatico) e gravadas como arquivos de alta resolucdo (arquivo tiff sem
compactacao).

Para a andlise densitométrica dos sinais de banda para cada proteina foi

utilizado o programa Quantity-One (BioRad, Hercules, EUA), e os resultados
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calculados para pico de intensidade, area do sinal e intensidade total (pico x

area). Os resultados foram avaliados de maneira pareada, inverno x verao.

3.3Anéalise estatistica

3.3.1 Efeito da varicocele na taxa de fragmentacdo de DNA de

espermatozoides em adolescentes

Para o estudo dos adolescentes com varicocele, inicialmente foi
verificada se as amostras eram homocedaticas e apresentavam normalidade
dos residuos. Caso ndo obedecessem estas premissas, os dados foram
transformados utilizando a funcdo logaritmica. As varidveis motilidade,
concentracdo e morfologia dos espermatozoéides, idade, volume testicular
direito, volume testicular esquerdo, cometa classe |, cometa classe I,
cometa classe lll e cometa classe IV foram comparadas através do teste T de

Student. Foi adotado um o de 5%.

3.3.2 Efeito da variacdo sazonal da expressdo de proteinas em plasma

seminal e espermatozoéides de touros.

Para a comparacdo da qualidade seminal foi realizado o teste T de
Student para amostras pareadas para as variaveis volume ejaculado,
concentracdo e contagem total. As trés variaveis foram transformadas pela

funcao logaritmica para apresentarem distribuicdo homocedatica e normalidade
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dos residuos. A variavel motilidade foi comparada através do teste de Qui-
quadrado.

Para o estudo do efeito sazonal na expressédo de proteinas em plasma
seminal e espermatozoides de touros, a variavel intensidade de sinal foi
adotada como melhor demonstracdo da expressdo de cada proteina. Os
valores foram calculados como a proporcdo entre a expressdo durante o
inverno sobre a expressdo durante o verdo (intensidade de sinalinerno/
intensidade de sinalyerso), € 0 valor foi comparado através do teste T de Student
para uma unica amostra contra o valor de 1. Foi adotado um alfa de 5%. Foram
verificadas também possiveis correlagdes entre as propor¢cdes de expressao

das proteinas.
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4 Resultados

4.1. Efeito da varicocele na taxa de fragmentacdo de DNA de

espermatozéides em adolescentes

4.1.1 Andalise seminal, idade e exame fisico

Na composicdo do grupo de estudo (adolescentes com varicocele), 12
adolescentes apresentaram varicocele grau Il & esquerda e grau | a direita; 2
apresentaram varicocele grau Il a direita e grau Il a esquerda; e 6
apresentaram varicocele grau lll a esquerda e grau | a direita. Os resultados de
idade, analise seminal e avaliacdo de volume testicular estdo apresentados nas
tabelas 1 e 2 e na figura 2. Nao houve diferenca entre 0s grupos nas variaveis
motilidade, concentracdo e morfologia dos espermatozoides, idade e volume
testicular direito. O volume testicular esquerdo foi menor nos adolescentes com
varicocele (p=0,009). Nao houve diferenca entre o volume testicular direito e o
esquerdo no grupo controle (p=0,905), mas o volume testicular esquerdo foi
menor do que o direito nos adolescentes com varicocele (p=0,033) (anexo 2, 3

e 4).



Tabela 1. Comparacao de idade, concentracdo de espermatozoides e
motilidade e morfologia dos espermatozéides entre pacientes com
varicocele (grupo de estudo, n=20) e sem varicocele (grupo controle,
n=20).

Grupo Grupo
varicocele Controle P

Idade (anos)

Média; DP 16,1; 0,3 16,1; 0,7 0,717

IC 95% [16; 16,2] [15,7; 16,4]
Concentracdo (x10%/mL)

Média; DP 78,4; 17,4  85,8;24,7 0,303

IC 95% [70,3; 86,5] [74,2;97,4]
Motilidade (% progressivos)

Média; DP 56,5; 8,7 60,3; 15,2 0,479

IC 95% [52,5; 60,5] [53,2; 67,3]
Morfologia (% normais)

Média; DP 9,54 10; 4 0,695

IC 95% [7,6;11,4] [8,1;11,9]

DP — Desvio padréo
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média

Tabela 2. Comparacdo de volume testicular direito e esquerdo entre
pacientes com varicocele (grupo de estudo, n=20) e sem varicocele

Sgrqu controle, n:202.

Grupo Grupo
varicocele Controle P

Volume testicular direito (mL)

Média; DP 18,5; 4,0 19,4; 3,8 0,459

IC 95% [16,3; 20,3] [17,6; 21,1]
Volume testicular esquerdo (mL)

Média; DP 15,9; 3,3 19,2;4,1  0,009*

IC 95% [14,4;17,4] [17,3; 21,1]

DP — Desvio padrao
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média
* - diferenca significativa (p<a)
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Figura 2. Grafico do volume testicular em adolescentes com
varicocele (n=20) e sem varicocele (n=20). A barras de erro indicam o
intervalo de confianca de 95% da média.
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4.1.2 Taxa de fragmentacdo de DNA

Os resultados de taxa de fragmentacdo de DNA estédo apresentados na
tabela 3 e na figura 3. Adolescentes com varicocele apresentaram uma menor
porcentagem de espermatozoides com DNA integro (classe I, p<0,0001) e uma
maior porcentagem de espermatozoides com DNA fragmentado (classe llI,

p=0,0003; classe IV, p<0,0001). Nao houve diferenca apenas na porcentagem

de células classe II.

Tabela 3. Comparacéo da taxa de fragmentacdo de DNA nuclear de
espermatozoides de adolescentes com varicocele (n=20) e sem

varicocele Sn:202.

Grupo Grupo
varicocele controle P
Cometa grau | (%)
Média; DP 27,5; 10,7 47,6; 7,7 <0,0001*
IC 95% [22,5; 32,5] [44,0; 51,2]
Cometa grau Il (%)
Média; DP 32,5;7,2 35,3; 3,9 0,133
IC 95% [29,2; 35,8] [33,5; 37,1]
Cometa grau Il (%)
Média; DP 20,4;9,0 11,4;5,6 0,0003*
IC 95% [16,2; 24,6] [8,7; 14,0]
Cometa grau IV (%)
Média; DP 19,6; 10,7 57,24 <0,0001*
IC 95% [14,6; 24,6] [4,6; 6,9]

DP — Desvio padrao
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média
* - diferenca significativa (p<a)



Figura 3. Grafico da comparacdao de valores de taxa de
fragmentacdo de DNA de espermatozoides entre adolescentes com

varicocele (n=20) e sem varicocele (n=20). * - diferenca significativa

(p<ay).
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4.2. Efeito da variacdo sazonal na expressdo de proteinas em plasma

seminal e espermatozdides de touros.

4.2.1 Analise seminal

No total, 12 touros colheram amostras durante o verdo e o inverno. Na
central de inseminacdo eram coletadas as informacdes de volume ejaculado,
concentracdo de espermatozdides e motilidade dos espermatozéides. A
variavel contagem total de espermatozoides foi composta pela multiplicacéo
entre a variavel volume ejaculado e concentracdo de espermatozéides. Os

resultados da analise seminal seguem na tabela 4.

Tabela 4. Comparacao da qualidade seminal em touros europeus (Bos taurus
taurus) mantidos em centrais de inseminacdo durante o verdo e 0 inverno

(n:122.

Grupo Grupo

Veréo Inverno P

Motilidade (% S [>65%])

Frequéncia 58,3 58,3 1,0

IC 95% [44,1;72,5] [44,1; 72,5]
Volume (mL)

Média; DP 6,9; 2,5 52;2,1 0,147

IC 95% [5,3: 8,4] 3,9: 6,6]
Concentrac&o (x10°/mL)

Média; DP 1260,6; 594  885,6; 445 0,014~

IC 95% [883,2; 1638] [603: 1168]
Contagem Total (x10°)

Média; DP 8,4;6 5,3; 4,2 0,049*

IC 95% [4,6: 12,3] [2,6: 8]

DP — Desvio padrao
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média
* - diferenca significativa (p<a)
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4.2.2 Efeito sazonal na expressdo de proteinas em plasma seminal e

espermatozoides de touros

De todos os anticorpos utilizados foi verificada reacdo das proteinas
osteopontina e prostaglandina D-sintetase no plasma seminal e Fas,

osteopontina e heat shock protein 70 em pellet de espermatozadides.

4.2.2.1 Plasma seminal

e Osteopontina
Foram observadas duas bandas reativas ao anticorpo anti-osteopontina
bovina em plasma seminal, uma banda mais intensa com peso molecular de
~55kDa e outra banda com peso molecular de ~41kDa (figura 4). Os
resultados de intensidade de sinal para ambas as bandas estédo
apresentados na tabela 5. Houve uma maior expressao da banda de 55kDa

no plasma seminal dos touros durante o inverno (p=0,047).

Figura 4. Gel representativo de proteinas do plasma seminal de touros
europeus (Bos taurus taurus) durante o verdo (V) e o inverno (I) marcadas com
anticorpo anti-osteopontina bovina.
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Tabela 5. Comparacdo da expressao de osteopontina em
plasma seminal de touros europeus (Bos taurus taurus)
durante o verdo e o inverno.

Inverno/Verao p
Osteopontina 55kDa (n=11)
Média; DP 1,43; 0,58 0,037*
IC 95% [1,03; 1,82]
Osteopontina 45kDa (n=9)
Média; DP 1,47; 1,3 0,302
IC 95% [0,49; 2,45]

DP — Desvio padréo
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média
* - diferenca significativa (p<o.)

e Prostaglandina D-sintetase
Foi observada uma banda de ~26kDa reativa ao anticorpo anti-
prostaglandina D-sintetase bovina em plasma seminal (figura 5). Os
resultados de intensidade de sinal estdo apresentados na tabela 6. Nao
houve diferenca em intensidade de sinal da prostaglandina D-sintetase

entre amostras de verao e inverno (p=0,153).

Figura 5. Gel representativo de proteinas do plasma seminal de touros
europeus (Bos taurus taurus) durante o verdo (V) e o inverno (I) marcadas com
anticorpo anti-prostaglandina D-sintetase bovina.
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Tabela 6. Comparacdo da expressédo de prostaglandina D-sintetase em
plasma seminal de touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verao e
0 inverno.

Inverno/Verao p
Prostaglandina D-sintetase 26kDa (n=11)
Média; DP 0,97; 0,61 0,153
IC 95% [0,56; 1,38]

DP — Desvio padrao
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média
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Houve uma correlacao forte (>0,7) entre a proporgao (inverno:verao) de

expressdo de osteopontina de 55kDa e de prostaglandina D-sintetase

(tabela 7).

Tabela 7. Correlagcdo entre as propor¢cdes de expresséo (inverno:verao)
de osteopontina e prostaglandina D-sintetase em plasma seminal de
touros europeus (Bos taurus taurus).

Prostaglandina D-sintetase

Osteopontina 55kDa
Coeficiente de correlagcéo (Pearson) 0,722
P 0,012*

* - significativo



4.2.2.2 Pellet de espermatozoides

Figura 6. Gel representativo de proteinas extraidas de espermatozoéides de
touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verdo (V) e o inverno (I)

Fas

Foi observada uma banda de ~45kDa reativa ao anticorpo anti-Fas em
pellet de espermatozéides (figura 6). Os resultados de intensidade de sinal

estdo apresentados na tabela 8. Nao houve diferenca na intensidade de

sinal do Fas (p=0,146).

marcadas com anticorpo anti-Fas.

Tabela 8. Comparacdo da expressdao de Fas em espermatozoides de

touros europeus gBos taurus taurusz durante o verao e o inverno.

Inverno/Veréao p
Fas 45kDa (n=8)
Média; DP 1,21; 0,36 0,146
IC 95% [0,91; 1,51]

DP — Desvio padréo
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média

-45kDa
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e Osteopontina
Foram observadas bandas de 85, 55 e 41kDa reativas ao anticorpo anti-
osteopontina bovina em pellets de espermatozoides (figura 7). Os
resultados de intensidade de sinal estdo apresentados na tabela 9. Néo
houve diferenca na intensidade de sinal da osteopontina em nenhum peso

molecular ou considerando a soma da intensidade dos trés.

Figura 7. Gel representativo de proteinas extraidas de espermatozoéides de
touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verdo (V) e o inverno (I)
marcadas com anticorpo anti-osteopontina bovina.
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Tabela 9. Comparacdo da expressdo da osteopontina em
espermatozoides de touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verao
e 0 inverno.

Inverno/Veréao p

Osteopontina 85kDa (n=9)

Média; DP 1,50; 1,12 0,248

IC 95% [0,56; 2,44]
Osteopontina 55kDa (n=9)

Média; DP 1,20; 0,99 0,553

IC 95% [0,44; 1,96]
Osteopontina 41kDa (n=9)

Média; DP 1,08; 0,38 0,543

IC 95% [0,79; 1,38]
Osteopontina 85+55+41kDa (n=9)

Média; DP 1,28; 0,85 0,357

IC 95% [0,62; 1,93]

DP — Desvio padréo
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média
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e Heat shock protein 70
Foi observada uma banda de ~70kDa reativa ao anticorpo anti-HSP70 em
pellet de espermatozéides (figura 8). Os resultados de intensidade de sinal
estdo apresentados na tabela 10. Nao houve diferenca na intensidade de

sinal da HSP70 (p=0,364).

Figura 8. Gel reppresentativo de proteinas extraidas de espermatozoides
de touros europeus (Bos taurus taurus) durante o verdo (V) e o inverno (I)
marcadas com anticorpo anti-HSP70.

l'v |V | VIV 1V IV IV IV IV

e T CEDNED S S o " — — — e wrw | -70kDa

Tabela 10. Comparacdo da expressdao de HSP70 em espermatozodides de

touros europeus gBos taurus taurusz durante o verao e o inverno.

Inverno/Verao p
Heat shock protein 70 (n=9)
Média; DP 0,92; 0,26 0,364
IC 95% [0,72; 1,12]

DP — Desvio padréo
IC95% - Intervalo de confianca de 95% da média

Houve uma correlacao forte (>0,7) entre a propor¢cao (inverno:verao) de
expressao deHSP70 e de osteopontina de 55kDa, 41kDa e de osteopontina
total. Houve também uma tendéncia de correlacdo entre a proporcao de

expressao de HSP70 e Fas (tabela 11).



Tabela 11. Correlacdo entre as propor¢coes de expressao (inverno:verao)

de HSP70, Fas e osteopontina em pellet de espermatozdides de touros
europeus (Bos taurus taurus).

Heat shock protein 70

Osteopontina 55kDa
Coeficiente de correlacéo (Pearson) 0,808
p 0,008
Fas
Coeficiente de correlacéo (Pearson) 0,729
p 0,063

* - significativo (p<a)

38
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5. Discusséao

A espermatogénese requer uma temperatura testicular mais baixa do
que a corpoOrea na maioria dos mamiferos (2), e a aproximacgao da temperatura
testicular a temperatura abdominal leva a uma série de alteragcbes tanto na
qualidade seminal (1,2,9,10,11,12,13,14) quanto na expressao de proteinas
relacionadas a apoptose e a resposta ao estresse termico (12,58,59). No
presente estudo foram verificadas algumas alteracfes tanto em adolescentes
com varicocele quanto em bovinos durante o verdo, as quais serao discutidas

abaixo.

5.1. Efeito da varicocele na taxa de fragmentacdo de DNA de

espermatozéides em adolescentes

O conhecimento sobre mecanismos celulares de reducéo de fertilidade
associados a varicocele ainda é escasso. Sabe-se que pacientes com
varicocele apresentam uma perda progressiva de qualidade seminal e de
volume testicular ipsilateral (50,51), e a presenca de varicocele determina taxas
elevadas de fragmentacdo de DNA nuclear de espermatozéides em adultos
(35).

A varicocele leva a estase venosa no testiculo, o que resulta em
estresse térmico, hipoxia e acumulo de metabdlitos toxicos no 6rgao (31). O
inicio da varicocele pode ocorrer a partir dos 10 anos de idade (47), e a

prevaléncia da doenca aos 15 anos de idade ja € a mesma encontrada em
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adultos (51). O estudo das alteracGes associadas a varicocele em adolescentes
pode aumentar a compreensao dos mecanismos iniciais de lesdo gonadal.

Neste estudo, os adolescentes com varicocele nao apresentaram
diferenca estatistica de adolescentes sem varicocele quanto a concentracéo,
motilidade e morfologia dos espermatozoides. Em um estudo maior de
caracteristicas clinicas de adolescentes com varicocele, foi observada uma
diminuicdo importante na contagem total de células moveis no ejaculado de
adolescentes com varicocele grau lll, mas esta diferenca ndo foi observada em
adolescentes com varicocele grau Il (78). Adultos com varicocele geralmente
apresentam uma qualidade seminal inferior a adultos sem varicocele (50,51), o
que demonstra os efeitos progressivos da lesdo. Por outro lado, como nem
todo adulto com varicocele é infértil, nem todo adolescente com varicocele ird
apresentar esta diminuicdo de qualidade seminal. Assim, é importante definir
outros aspectos néo restritos ao espermograma convencional, principalmente
guando forem explicadas as opc¢des terapéuticas aos pacientes.

Neste estudo, o volume testicular esquerdo dos adolescentes com
varicocele foi menor tanto do que o volume do seu testiculo contralateral
quanto do volume testicular esquerdo de adolescentes sem varicocele. Isto
pode ser explicado pela maneira diferente pela qual a varicocele se estabelece
em cada testiculo (10,25,26,27,28). Como a varicocele leva a uma perda
progressiva de parénquima testicular (24), e seus efeitos se iniciam mais
intensamente e precocemente no testiculo esquerdo (25), a assimetria
testicular € um resultado esperado. Além disto, Sawczuk et al. (1993)
demonstraram esta presenca de assimetria testicular em individuos puberes do

sexo masculino com varicocele a esquerda (25), e Bertolla et al. (2006), em um
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estudo envolvendo 360 adolescentes, demonstraram que 41,7% de
adolescentes com varicocele grau Il e 51,9% de adolescentes com varicocele
grau Il apresentaram assimetria testicular por diminuicdo do volume testicular
esquerdo, enquanto esta assimetria foi observada em apenas 11% dos
adolescentes sem varicocele (p<0,0001) (78).

Um aspecto que tem ganhado espaco na literatura € o estudo de
fragmentacdo de DNA de espermatozoides e sua associacdo com a
infertilidade masculina (35,36,38). Saleh et al. (2003) demonstraram niveis
mais elevados de descondensacdo de cromatina em homens adultos com
varicocele, quando comparados com homens sem varicocele, medidos pelo
SCSA (35). No presente estudo, adolescentes com varicocele apresentaram
niveis mais elevados de fragmentacdo em fita total de DNA, avaliados pelo
ensaio Cometa alcalino. Os indices de células classes Ill e IV no ensaio
Cometa foram mais elevados no grupo de adolescentes com varicocele, e os
indices de células classe | mais baixos.

Existem trés mecanismos que podem explicar a ocorréncia de
fragmentacdo de DNA em espermatozdides: falhas durante a compactacédo da
cromatina, apoptose abortiva e estresse oxidativo (37). Durante a
espermiogénese, quando ocorre 0 alongamento das espermatides, as histonas
nucleossomais sao substituidas por protaminas, proteinas basicas, pequenas,
e ricas em arginina e cisteina (83). Esta substituicdo ocorre por etapas, onde as
histonas séo substituidas por proteinas de transi¢cdo — histonas especificas de
células germinativas — e finalmente pelas protaminas (84). Como esta
substituicdo confere a cromatina uma forma bastante compacta, sdo formadas

quebras nas fitas em pontos especificos, para evitar estresse torsional a fita, e
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estas sao ligadas apoés o final da protaminacao (85). Estas quebras transientes
sdo orquestradas pela enzima topoisomerase-Il presente na matriz nuclear, e
alteracbes em sua atividade por estresse térmico podem causar a persisténcia
desta fragmentacdo enddgena ou nao permitir uma protaminacdo completa, o
que torna o DNA suscetivel a acdo de agentes genotéxicos como as EROs
(37).

Além de falhas na protaminacdo, a alteracdo nos mecanismos de
apoptose no testiculo pode ser uma explicagdo para a presenca de
espermatozoides com DNA fragmentado no ejaculado (37), A apoptose ocorre
normalmente durante todas as etapas da espermatogénese, e € responsavel
tanto pelo controle populacional quanto pela selecdo de células germinativas
que atingirdo a maturidade (86). Quando ha uma diminuicdo nos mecanismos
de selecdo no testiculo, as células germinativas podem iniciar a apoptose,
porém abortar este mecanismo e continuar a maturacdo (apoptose abortiva)
(57). Por outro lado, o estresse térmico testicular é acompanhado por um
aumento na perda de células germinativas por apoptose (12,34), o que gera
uma aparente dicotomia de mecanismos: aumento e diminuicdo de apoptose.

Uma possivel explicagdo para a ocorréncia disto envolve os mecanismos
de apoptose ligados a espermatogénese. Em camundongos o estresse térmico
testicular agudo leva a um aumento na atividade dos membros pré-apoptoticos
da familia Bcl-2 em células germinativas, o que leva a uma diminuicdo na
producdo de espermatozoides maduros (87). Por outro lado, o sistema Fas-
FasL, mecanismo de selecao de células germinativas utilizado pelas células de
Sertoli, ndo acompanha esta alteracdo (87). Apesar de, em um modelo de

estresse térmico agudo, Miura et al. (2002) terem demonstrado um aumento



43

inicial nos niveis de Fas e FaslL, este aumento foi acompanhado por uma
diminuicdo subsequiente no nivel de FasL em células de Sertoli (12). Isto pode
ocorrer porque a apoptose causada pelas células de Sertoli € estimulada
quando estas fagocitam a gota citoplasmatica residual no final da maturacéo
dos espermatozoides (1), e a diminuicdo na quantidade de células que atingem
a maturacdo poderia levar a uma diminuicdo concomitante neste mecanismo
de selecédo. Estudos com modelo animal de varicocele poderiam explicar se
estes mesmos mecanismos estdo presentes em estresse térmico testicular
cronico.

Por fim, o aumento de temperatura testicular ndo € acompanhado por
um aumento no aporte sangtineo arterial ao testiculo, e este quadro de hipdxia
pode levar a um aumento na producdo de EROs (16,17,19). Além disto, a
diminuicdo na renovacéo do sangue testicular pode levar a uma diminuicdo na
concentracdo de antioxidantes no testiculo (88). Desse modo, o estresse
térmico no testiculo pode causar aumento tanto na porcentagem de células que
iniciam a apoptose e quanto na fragmentagcdo de DNA nas células germinativas
(89).

O excesso de EROs no sémen esta relacionado a taxas mais elevadas
de fragmentacdo de DNA (35,36,89). Saleh et al. (2003) demonstraram que
pacientes adultos com varicocele apresentam niveis elevados de EROs no
plasma seminal associado a um aumento na taxa de fragmentagdo de DNA
(35).

Os resultados deste estudo demonstram que a fragmentagdo em fita
total de DNA de espermatozéides pode ocorrer mesmo quando nao ha

alteracdo na qualidade seminal, quando avaliada por um espermograma
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convencional. Ainda que nao tenha sido demonstrada uma correlacdo entre
grau de varicocele e taxa de fragmentacao de DNA, mais estudos precisam ser
realizados para que esta hipétese seja excluida.

Como a fragmentacdo do DNA nuclear dos espermatozoides esta
relacionada com a infertilidade masculina (35,36,38), a determinacdo da taxa
de fragmentacdo de DNA pode ser importante como uma técnica adjuvante ao
espermograma convencional. Isto ganha importancia quando opc¢oes
terapéuticas forem oferecidas aos adolescentes: causas de infertilidade podem
estar presentes e ndo serem detectadas nos exames de rotina. Ainda, o reparo
cirtrgico da varicocele pode melhorar estes resultados em adultos por remover
a causa de base (91), mas estudos abordando especificamente este tépico em

adolescentes ainda sdo necessarios.

5.2. Efeito da variacdo sazonal da expressdo de proteinas em plasma

seminal e espermatozdéides de touros.

A temperatura testicular de bovinos deve ser mantida de 4 a 5°C abaixo
da temperatura corpérea (4). Como touros de linhagem européia (Bos taurus
taurus) apresentam um mecanismo mais importante de retencdo do que de
perda de calor, estes animais apresentam diminuicdo de qualidade seminal
guando expostos a temperaturas ambientais elevadas (52).

Apesar disto, no presente estudo foi observada uma maior concentragao
de espermatozoéides no sémen de touros durante o verdo do que no inverno.
Além disto, a contagem total de espermatozéides foi 60% mais elevada nestes

animais durante o verdo. Esta qualidade seminal superior pode ser devido a
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diferentes esquemas de coleta de amostra durante o inverno e o verdo. No
verdo, amostras seminais eram colhidas dos touros apenas 2 vezes por
semana e com 2 coletas a cada dia, enquanto no inverno eram coletadas 3
vezes por semana e com 3 coletas a cada dia. Estes esquemas diferentes sao
utilizados para evitar aumentar o estresse térmico nestes animais durante o
verdo. Apesar disto, diferentes esquemas de coleta ndo alteram a producéo
das proteinas do plasma seminal e dos espermatozoides.

No presente estudo, ndo houve diferenca quanto a motilidade dos
espermatozoides em cada estacdo (p=1,0). De acordo com a classificacédo
utilizada na central, dois touros apresentaram diminuicdo na qualidade durante
0 veréo (de “S” para “N”) e dois touros apresentaram melhora (de “N” para “S”).
Como esta avaliagdo era feita nas centrais, uma avaliagdo mais detalhada
(como através de analise computadorizada, ou porcentagem de células com
motilidade progressiva) ndo foi possivel.

No plasma seminal houve reagcdo apenas para osteopontina e
prostaglandina D-sintetase. Houve uma resposta ao anticorpo da glutationa S-
transferase pl (dados ndo demonstrados), porém a reacdo foi inespecifica,
com véarias bandas e nenhuma banda com peso molecular préximo ao
esperado. Assim, a glutationa S-transferase ul foi removida da andlise. No
pellet de espermatozdides foi verificada reacdo para Fas, osteopontina e heat
shock protein 70.

A prostaglandina D-sintetase independente de glutationa participa na
conversdo de prostaglandina H, em D, (92). Ela faz parte da superfamilia das
lipocalinas, um grupo de proteinas pequenas que participam no transporte de

substancias lipofilicas como retinol e horménios esteroidais (93). Ela
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provavelmente ndo apresenta funcdo em espermatozoides maduros, mas sua
presenca parece estar mais ligada a funcéo das células de Sertoli em estagios
finais da maturacdo dos espermatozoides (92), e estd mais presente em
plasma seminal de touros com alta taxa de fertilidade (72). Neste estudo nao foi
observada alteracdo nos niveis de prostaglandina D-sintetase em plasma
seminal de touros durante o inverno e o verdo. Apesar disto, houve uma
correlacdo entra a proporcao (inverno:verdo) de prostaglandina D-sintetase e
osteopontina, 0 que sugere que as duas proteinas participam como
marcadoras de fertilidade.

O Fas é um receptor de membrana da familia do fator de necrose
tumoral, e sua ativacdo pelo Fas-ligante (FasL) leva a apoptose (56). No
testiculo, o Fas é expresso principalmente em células da linhagem germinativa
(94), enquanto o FasL € expresso em células de Sertoli (95). Em humanos, a
presenca do Fas em espermatozdides ejaculados esta associada a infertilidade
(57). Por outro lado, no presente estudo ndao houve diferenca nos niveis de Fas
presentes em proteinas extraidas de pellet de espermatozdides.

Em um estudo utilizando imunohistoquimica para visualizacdo do Fas
em espermatozoides de touros, Meggiolaro et al. (2006) demonstraram que
uma grande porcentagem de espermatozdides bovinos apresenta a marcacao
para o Fas, e que possivelmente o Fas assume uma funcao inibitéria sobre a
apoptose nos espermatozéides (96). Os autores ainda demonstraram que a
localizacdo do Fas assumiu uma distribuicdo regionalizada. Assim, poderia
coexistir em um mesmo ejaculado células com alteracdes que apresentem o
antigeno por terem sofrido apoptose abortiva e células sem alteracdes com

apresentacao fisiologica (96). Isto poderia explicar o motivo de a concentracao
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de Fas néo ter variado no presente estudo. Assim, futuros estudos abordando a
visualizacdo das células marcadas com anticorpo anti-Fas poderiam
demonstrar padrdes diferentes de localizagcdo de acordo com o tipo de célula:
alterada ou néo.

As heat shock proteins da familia 70 s&o proteinas altamente
conservadas expressas em resposta a varias formas de estresse celular
(58,59,61). Existem duas isoformas principais, a HSP72, que apresenta
expressao indutivel em resposta ao estresse (97), e a HSP73, com padréo de
expressao constitutiva relacionada principalmente ao crescimento (98).

Ja foram demonstrados niveis mais baixos de HSP72 em testiculos com
parada de maturacado (99), e em sémen com excesso de espermatozoéides com
citoplasma residual (100). Além disto, homens inférteis com
oligoteratozoospermia idiopatica apresentam niveis mais baixos de mRNA para
a HSPA2, homodloga da HSP72 em humanos (101), e adolescentes com
varicocele apresentam niveis mais baixos de mRNA para HSPA2 do que
adolescentes sem varicocele ou adolescentes com varicocele e sem alteracéo
seminal, demonstrando o efeito protetor da HSPA2 (102).

No presente estudo, ndo foi observada diferenca no nivel de expresséo
de HSP70 entre touros durante o verdo e inverno. Como os touros eram de
diferentes centrais de inseminacao, algumas localizadas em regides bastante
quentes e Umidas durante o verdo, outras em regiées com temperaturas mais
amenas, € possivel que ndo tenha ocorrido inducdo da expressdo de HSP72.
Além disto, o anticorpo utilizado era um anticorpo produzido contra HSP72 e
HSP73 isolada de cérebro de bovinos. Com isso, caso tenha ocorrido algum

aumento pequeno na expressao de HSP72, a quantidade de HSP73 poderia
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mascarar este aumento e ndo permitir a visualizacdo desta diferenca. A
producdo de anticorpos monoclonais contra regibes especificas de cada
proteina podera permitir a visualizacdo de cada uma individualmente.

A osteopontina € uma glicoproteina acidica de 55kDa rica em &acido
aspartico, acido glutamico e serina (103). Originalmente descrita na matriz
O0ssea mineralizada de bovinos (104), sua presenca ja foi descrita no trato
reprodutivo de touros (105). Killian et al. (1993) demonstraram que touros com
alto indice de fertilidade apresentavam niveis mais elevados de osteopontina
no plasma seminal, avaliados atraveés de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (74).

A funcdo da osteopontina na fertilizagdo ainda ndo estd completamente
elucidada. E sugerido que, via seu dominio de ligacdo RGD, ela possa interagir
com integrinas presentes no oolema para facilitar a fusédo apés a penetracdo na
zona pellcida (106). Além disso, a criopreservacdo de sémen bovino com
10upg/mL de osteopontina purificada de leite pode elevar as taxas de fertilizagédo
em ciclos de fertilizac&o in vitro (107).

Neste estudo, a osteopontina foi detectada a 55kDa e a 41kDa em
plasma seminal e a 85kDa, 55kDa e a 41kDa em pellet de espermatozdides. A
osteopontina a 41kDa pode ser produto da degradacdo da osteopontina a
55kDa, e isto pode ser verificado pelo fato de todas as bandas de peso
molecular menor apresentarem intensidade de sinal menor. A banda de 85kDa
pode ser fruto da ligacdo da osteopontina a integrinas de peso molecular baixo
ou uma reacdao inespecifica do anticorpo.

A expressdo de osteopontina a 55kDa foi maior durante o inverno

(p=0,047). A banda de 55kDa € um marcador de fertilidade em plasma seminal
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de bovinos (73,74), 0 que sugere que as amostras dos touros durante o inverno
apresentavam maior potencial de fertilizacdo na inseminacao artificial. Este
resultado é interessante porque levanta a questao do efeito do estresse térmico
mesmo em locais com temperaturas mais amenas, e levanta a pergunta do
padrdo destas proteinas em touros europeus em paises tropicais com alta
temperatura e umidade relativa do ar durante o verdo, como no Brasil.

Apesar de ndo ser demonstrada diferenca na quantidade de
osteopontina nas proteinas extraidas do pellet de espermatozoéides de acordo
com a estacdo climatica, houve uma correlacdo entre a proporcéo
(inverno:verdo) de HSP70 e de osteopontina (r=0,808; p=0,008) e uma
tendéncia entre HSP70 e Fas (r=0,729; p=0,063). Apesar disto, esta correlacao
pode ser explicada pelo fato de que a propor¢do em todas as amostras nao
variou muito e nao diferiu do valor de desafio (teste T de Student para amostras
Unicas — valor de desafio=1). Assim, a correlacdo provavelmente € um artefato
estatistico.

Por fim, este estudo demonstrou que mesmo sob condigcdes ambientais
mais amenas, a expressao de osteopontina no plasma seminal — marcador de
fertiidade em bovinos — apresenta uma variacdo sazonal e é mais elevada
durante os meses mais frios do ano. Em paises com verdes mais Umidos e
guentes estes resultados ganham importancia, pois sugerem que a fertilidade
dos touros europeus pode diminuir mesmo sem alteracbes seminais evidentes,

porém estudos com animais sob estas condicdes sao necessarios.
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6. Conclusao

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

6.1. Adolescentes com varicocele apresentam um aumento nas taxas de
fragmentacdo de DNA nuclear de espermatozoides acompanhado de
uma diminuicdo no volume testicular esquerdo, mesmo sem
apresentarem alteragfes no espermograma convencional;

6.2. Touros europeus da raca holandesa neste estudo apresentam uma
diminuicéo no nivel de osteopontina no plasma seminal durante o verao.
Esta diminuicio ndo é acompanhada por alteracdo no nivel de
prostaglandina D-sintetase no plasma seminal ou de osteopontina, Fas

e heat shock protein 70 em proteinas extraidas de espermatozoides.
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7. Anexos

Anexo 1

Quadro 1: Valores de normalidade para as variaveis seminais de acordo com a

Organizacdo Mundial da Saude (1999) e morfologia pelo critério estrito de

Kruger.
Variavel seminal Normal
Concentragao > 20,0 x 10° espermatozéides/mL
Motilidade > 50% de células com motilidade progressiva
Morfologia > 14% de células ovais normais
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Quadro 2: Valores individuais de idade e variaveis seminais nos adolescentes.

. Idade Concentracao Motilidade Morfologia
Numero Grupo (anos) (milhées/m?_) (% progressivos) (% normgis)
1 Varicocele 16 64 54 8
2 Varicocele 17 83 49 5
3 Varicocele 16 59 54 9
4 Varicocele 16 115 46 11
5 Varicocele 17 101 52 6
6 Varicocele 16 55 52 9
7 Varicocele 16 69 57 7
8 Varicocele 16 69 57 14
9 Varicocele 16 94 52 6
10 Varicocele 16 80 60 5
11 Varicocele 16 53 59 4
12 Varicocele 16 83 73 15
13 Varicocele 16 57 73 13
14 Varicocele 16 107 62 17
15 Varicocele 16 81 46 14
16 Varicocele 16 70 72 12
17 Varicocele 16 85 62 9
18 Varicocele 16 72 48 14
19 Varicocele 16 93 54 5
20 Varicocele 16 78 48 7
21 Controle 16 85 53 11
22 Controle 15 100 47 6
23 Controle 16 93 52 5
24 Controle 15 53 75 7
25 Controle 17 75 80 7
26 Controle 15 89 51 16
27 Controle 17 78 83 11
28 Controle 17 89 83 13
29 Controle 16 91 75 15
30 Controle 17 81 50 5
31 Controle 16 170 83 9
32 Controle 16 77 70 14
33 Controle 16 84 45 6
34 Controle 16 79 47 10
35 Controle 17 47 73 18
36 Controle 16 76 51 10
37 Controle 16 115 43 15
38 Controle 16 89 48 5
39 Controle 15 70 50 8
40 Controle 16 75 46 9
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Quadro 3: Valores individuais de volume testicular em cada adolescente.

Volume testicular direito

Volume testicular esquerdo

Namero Grupo (mL) (mL)
1 Varicocele 15 13
2 Varicocele 15 15
3 Varicocele 20 18
4 Varicocele 15 12
5 Varicocele 15 15
6 Varicocele 25 22
7 Varicocele 20 17
8 Varicocele 20 15
9 Varicocele 20 18

10 Varicocele 12 12
11 Varicocele 20 15
12 Varicocele 20 17
13 Varicocele 20 20
14 Varicocele 25 20
15 Varicocele 25 22
16 Varicocele 20 15
17 Varicocele 12 12
18 Varicocele 15 12
19 Varicocele 15 13
20 Varicocele 20 15
21 Controle 12 12
22 Controle 25 25
23 Controle 20 20
24 Controle 15 15
25 Controle 15 15
26 Controle 25 25
27 Controle 25 25
28 Controle 20 20
29 Controle 20 20
30 Controle 20 20
31 Controle 20 20
32 Controle 20 20
33 Controle 25 25
34 Controle 15 12
35 Controle 20 20
36 Controle 20 20
37 Controle 15 15
38 Controle 20 20
39 Controle 15 15
40 Controle 20 20
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Anexo 4

Quadro 4: Valores de ensaio Cometa graus I, I, Il e IV em cada adolescente.

. Grau | Grau ll Grau Il Grau IV
Numero Grupo %) (%) (%) %)
1 Varicocele 8 34 25 33
2 Varicocele 11 18 26 45
3 Varicocele 15 40 18 27
4 Varicocele 17 20 34 29
5 Varicocele 19 39 10 32
6 Varicocele 23 31 20 26
7 Varicocele 24 39 17 20
8 Varicocele 25 37 18 20
9 Varicocele 27 39 20 14
10 Varicocele 27 30 19 24
11 Varicocele 28 38 16 18
12 Varicocele 28 38 30 4
13 Varicocele 29 30 23 18
14 Varicocele 30 32 26 12
15 Varicocele 32 17 45 6
16 Varicocele 35 35 15 15
17 Varicocele 37 39 14 10
18 Varicocele 39 32 15 14
19 Varicocele 45 27 5 23
20 Varicocele 51 35 12 2
21 Controle 39 40 13 8
22 Controle 39 36 17 8
23 Controle 39 40 13 8
24 Controle 40 42 9 9
25 Controle 40 36 15 9
26 Controle 42 36 17 5
27 Controle 43 34 16 7
28 Controle 43 39 11 7
29 Controle 44 38 12 6
30 Controle 45 30 23 2
31 Controle 47 32 13 8
32 Controle 48 35 15 2
33 Controle 49 38 9 4
34 Controle 51 34 13 2
35 Controle 52 31 12 5
36 Controle 52 34 7 7
37 Controle 55 39 0 6
38 Controle 59 35 4 2
39 Controle 60 28 6 6
40 Controle 65 29 2 4
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Abstract

Objective: To verify if adolescent varicocele may cause an increase in sperm nuclear
DNA fragmentation. To verify if there is a seazonal change in seminal and sperm
protein expression in bulls of european origin (Bos taurus taurus). Methods: The study
was divided into two stages. For the study in humans, 20 adolescents with varicocele
and 20 adolescents without varicocele were included in the study, and collected semen
samples after a 2 to 4 day period of ejaculatory abstinence. Sperm motility, morphology
and concentration were analyzed, and sperm DNA fragmentation was assessed using
an alkalyne Comet assay. For the bovine study, 12 bulls collected semen during
summer and winter, and expression of Fas, osteopontin, prostaglandin D-synthase,
glutathione S-transferase ul, heat shock protein 70, and heat shock protein 90 were
assessed bay polyacrylamide gel electrophoresis and Western blotting, both in seminal
plasma and in sperm. Results: In the adolescents, no differences were observed in
semen quality. However, when compared to adolescents without varicocele,
adolescents with varicocele presented a lower percentage of cells without DNA
fragmentation (28% and 48%, respectively, p<0,0001), and a higher percentage of cells
with DNA fragmentation (20% and 6%, respectively, p<0,0001). In bulls, a positive
reaction was observed only for osteopontin and prostaglandin D-synthase in seminal
plasma, and osteopontin, heat shock protein 70, and Fas in sperm. Only osteopontin
presented a lower expression level during summer (1.4 times higher in winter, p=0,047).
Conclusion: Adolescents with varicocele present higher levels of sperm nuclear DNA
fragmentation even without presenting abnormal semen values. European bulls present
a decrease in osteopontin levels in seminal plasma during summer. This decrease is
not accompanied by any alteration in prostaglandin D-synthase expression in seminal
plasma or by Fas or heat shock protein 70 expression in sperm.

Key words: heat-shock response, varicocele, DNA damage, alkaline comet assay,
electrophoresis, polyacrylamide gel, blotting, western
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