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Resumo

Objetivo: Avaliar o fendtipo celular e proteico do sémen de homens obesos. Os
objetivos especificos foram: (i) comparar os niveis seminais de proteinas envolvidas
em fungdes biolégicas como inflamacéo, apoptose e resposta aos estresses térmico
e oxidativo entre homens eutréficos e obesos, para verificar sua potencialidade
como biomarcadoras de disfungbes relacionadas ao potencial fértii de homens
obesos, e (ii) avaliar e comparar as caracteristicas seminais e funcionais
espermaticas desses homens. Métodos: Este estudo observacional transversal
realizou-se pela inclusdo de 48 voluntarios homens, com idade entre 20 e 50 anos,
distribuidos em Eutrdéficos (n = 19) e Obesos (n = 29) por meio da avaliagdo de sua
porcentagem de gordura corporea (Bioimpedancia) de acordo com os valores de
corte para a idade. O indice de Massa Corpérea (IMC) foi utilizado como
comparativo entre as técnicas de diagndstico da obesidade. Cada participante
coletou uma amostra seminal por masturbacido estando em um periodo de
abstinéncia ejaculatéria de 2 a 5 dias. Apds a liquefacdo da amostra, a mesma foi
dividida em trés aliquotas: uma para realizagao de analise seminal convencional
(OMS 2010), outra para avaliagdo funcional dos espermatozoides (atividade
mitocondrial, integridade acrossomal e fragmentagcdo do DNA espermatico) e a
terceira fragdo foi submetida a centrifugacdo objetivando a obtencdo de plasma
seminal livre de componentes celulares. Apos aquisicdo do plasma seminal, o
mesmo foi utilizado para quantificagdo do total de proteinas em cada amostra e
assim, um volume correspondente a 50 ug de proteinas foi utilizado para verificar os
niveis seminais das proteinas HSPB1, S100A9, APOA1, HSP90 e GPX3 pelo
método de Western blotting. Resultados: Houve diferenga estatistica na
comparagao entre os métodos de diagnéstico da obesidade (Bioimpedancia x IMC),
onde 7 voluntarios foram diferentemente classificados entre as técnicas. O grupo
obesidade apresentou menor concentracdo e contagem total de espermatozoides
quando comparado ao grupo eutrofico. Além disso, os obesos apresentaram menor
porcentagem de espermatozoides com acrossoma integro e com mitocéndrias
ativas, ja os eutroficos apresentaram alta atividade mitocondrial em seus
espermatozoides. A expressao das proteinas analisadas entre os grupos nao
apresentou diferenga estatistica, portanto as mesmas nao foram validadas como
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biomarcadoras de disfun¢gdes relacionadas ao potencial fértii de homens obesos,
contudo, foram encontradas importantes correlagcées entre a expressao proteica de
cada grupo com as variaveis seminais e caracteristicas fisicas dos participantes.
Conclusdao: O excesso de tecido adiposo, ou seja, a obesidade, interfere
negativamente na qualidade seminal e funcional dos espermatozoides. Por outro
lado, a obesidade nao altera os niveis seminais de proteinas envolvidas em fungdes
biolégicas observadas nesses homens, como inflamagéo, apoptose e resposta aos
estresses térmico e oxidativo. Apesar disso, essas proteinas apresentam
importantes correlacbes com as caracteristicas seminais € com a funcdo dos

espermatozoides.

Palavras-chave: Obesidade, Biomarcadores, Proteinas, Fertilidade, Infertilidade

Masculina.
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Abstract

Objective: The idea is to evaluate the seminal cell and seminal protein phenotype of
obese men. The specific purposes were (i) compare the proteins of seminal levels
involved in biological functions, such as inflammation, apoptosis, and response to
thermal stress and oxidative stress between eutrophic men and obese men, verifying
its potentiality to be biomarker of dysfunctions related to fertile potential of obese
men, and (i) to evaluate and compare the seminal and sperm functional
characteristics of those men. Methods: This cross-sectional study included 48 male
volunteers, aged 20 to 50 years old, distributed in two groups, the Eutrophic group (n
= 19) and the Obesity group (n=29). These men were distributed according to their
body composition evaluation (Bioimpedance), following the cut-off for their age. The
Body mass Index (BMI) was only used to compare the methods related to the obesity
diagnose. Each volunteer collected one seminal sample, by masturbation, after 2 to 5
days of ejaculatory abstinence. After liquefaction, the sample was divided into three
aliquots: one to analyze the conventional sperm parameters (WHO 2010), another
one for the sperm functional analysis (mitochondrial activity, acrosome integrity and
sperm DNA fragmentation), and the third aliquot was centrifuged in order to obtain
the seminal plasma, free of cellular components. Then, the seminal plasma was used
to quantify the total of proteins in the sample, and a volume containing 50 ug of
proteins was used to evaluate the seminal levels of HSBP1, S100A9, APOA1,
HSP90 and GPX3 proteins by Western blotting. Results: A statistical difference was
observed when comparing the methods commonly used for obesity diagnosis
(Bioimpedance x BMI), in which 7 volunteers were differently classified between the
techniques. The obesity group showed a decrease in sperm concentration and sperm
total count when compared to the eutrophic group. Additionally, obese men have
fewer sperm with acrosome integrity, and mitochondrial activity than the eutrophic
men, who had increased sperm mitochondrial activity. On the other hand, protein
expression did not differ between the groups. Therefore, these proteins have not
been validated as biomarkers of dysfunctions related to the fertility of obese male
individuals, but important correlations were observed between the expression of
proteins of each group with the seminal variables and physical characteristics of the

volunteers. Conclusion: The excess of adipose tissue, in other words, the obesity,
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negatively interferes with the seminal and functional quality of the spermatozoa. On
the other hand, the obesity doesn’t modify the seminal levels of proteins involved in
biological functions observed in those men, such as inflammation, apoptosis, and
response to thermal stress and oxidative stress. In spite of this, those proteins

showed important correlations with the seminal and sperm functional characteristics.

Keywords: Obesity, Biomarkers, Proteins, Fertility, Male Infertility.
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1 INTRODUGAO

A infertilidade € definida como uma disfung¢ao do sistema reprodutivo, a partir
da qual ha dificuldade em alcangar uma gravidez clinica apés 12 meses ou mais de
relacdes sexuais regulares, sem o uso de contraceptivos. E considerada primaria
quando o casal ainda n&o possui filhos e secundaria quando os mesmos ja
passaram por uma gestagao de éxito (1).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS) (2), a infertilidade afeta
cerca de 15% dos casais em idade reprodutiva e a participagado do fator masculino
pode ser observada em até 50% dos casos. Tal estado pode ser originado atraves
de diferentes condi¢des ou enfermidades, podendo-se citar a varicocele (3), a
criptoquirdia (4), as inflamagdes do trato reprodutivo (5), as anomalias genéticas (6)
e a obesidade que, nos ultimos tempos, vem recebendo maior atengcdo devido ao
aumento da sua prevaléncia mundial (7,8).

A obesidade é caracterizada como um acumulo excessivo de tecido adiposo
que pode chegar a niveis prejudiciais a saude (9). Sua prevaléncia mundial mais que
dobrou entre os anos de 1980 a 2014. No ano de 2014, mais de 1,9 bilhdes de
adultos (com 18 anos ou mais) estavam acima do peso; desses, 600 milhdes eram
considerados obesos (9). No Brasil, as métricas ndo se mostram diferentes: um
aumento de 60% ocorreu entre os anos de 2006 a 2016 passando de um indice de
11,8% para 18,9% (10). Sao diversos os pontos que tém contribuido para o aumento
da obesidade na populagédo, como: aumento de ingestao de alimentos calodricos ricos
em gordura, falta de atividade fisica devido ao estilo de vida cada vez mais
sedentario, entre outros (9,11).

Para classificar a obesidade, de acordo com a OMS, é utilizado o indice de
Massa Corporal (IMC). O IMC é dado pela massa do paciente (em quilogramas)
dividido pelo quadrado de sua altura (em metros); resultados maiores ou iguais a 25
kg/m?, mas menores do que 30 kg/m? indicam sobrepeso e valores maiores ou
iguais a 30 kg/m? indicam obesidade. Ao mesmo tempo em que, de acordo com a
OMS, o IMC é um indice de obesidade util (valido para ambos os sexos e para
diferentes idades), este também é considerado apenas um guia, por nao se igualar
ao real teor de gordura existente nos diferentes individuos ou nao indicar o estado
de saude do mesmo (9,12). Assim, como um método alternativo ao IMC, pode-se



utilizar a Bioimpedancia. Tal técnica estima a composi¢cao corporal por meio de um
equipamento capaz de emitir uma baixa corrente elétrica (50 KHz) através de
eletrodos conectados ao corpo. Funciona com base no principio de que a massa
magra possui menor resisténcia (maior presenga de eletrélitos e agua) e a gordura,
maior impedancia (resisténcia); o resultado de tal afericdo € a porcentagem de
gordura corporea. Portanto, € uma forma simples, barata, ndo invasiva e mais
precisa de avaliagdo da obesidade (13).

O aumento da gordura corporal vista em pacientes obesos e com sobrepeso
traz alteragcbes na fungédo fisioldégica de todo o organismo. A deposicdo do tecido
adiposo na regido abdominal muitas vezes é acompanhada de hipertensao,
resisténcia a insulina, diabetes, disturbios musculo-esqueléticos e alguns tipos de
cancer (prostata, rim e vesicula biliar) (14,15).

No ambito da fertilidade, ja se sabe que a obesidade também traz importantes
alteracdes, pois estudos que compararam a taxa de gravidez entre casais que
possuiam IMC normal com casais nos quais ao menos um componente apresentava
obesidade, observaram que o éxito na gravidez se mostrou mais baixo onde o
excesso de peso estava presente (16,17). Dando maior atencédo a fertilidade do
homem obeso, SALLMEN et. al (18) ressaltam que a cada 9 kg ganhos o individuo
aumenta em 10% sua chance de infertilidade. Tal acontecimento se deve ao fato de
que a obesidade é capaz de prejudicar a fertilidade masculina através de uma causa
multifatorial, isto €, o decaimento do potencial fértii masculino acontece devido a
diversas alteragdes fisiologicas geradas pelo aumento da quantidade do tecido
adiposo. Basicamente, observam-se modificagbes em seus niveis hormonais,
geracao de estados inflamatérios, acometimentos fisicos como a disfuncao erétil e o
aquecimento testicular, entre outros. Todo esse cenario tem grande participacdo no
declinio da qualidade seminal deste homem (19-23).

A gordura acumulada em individuos obesos € formada basicamente pelo
tecido adiposo branco. Tal tecido possui uma fungdo enddécrina muito participativa,
sendo assim, sua alta quantidade é capaz de provocar uma evidente disfungdo no
eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal apresentando como consequéncia um perfil
hormonal anormal neste homem (24). A principal modificagdo hormonal observada
em obesos é a alta conversdo de androgenos em estrégenos provocada pela
enzima citocromo p450 da Aromatase advinda do tecido adiposo periférico (25).



Com sua alta atuagédo, a enzima converte grande quantidade de testosterona em
estradiol. O estradiol, sendo um horménio mais ativo, comeca a atuar em um feed-
back negativo, diminuindo no hipotalamo a liberacdo de Hormdnio Liberador de
Gonadotrofina (GnRH) e, por consequéncia, diminuindo também a secrecdo de
Hormoénio Luteinizante (LH) e Hormdnio Foliculo-Estimulante (FSH) pela hipodfise.
Assim, ha uma menor produgdo de Testosterona pelas células de Leydig
encontradas nas gbnadas, resultando na interferéncia na produgcdo dos
espermatozoides (26,27).

O aumento do tecido adiposo também possui alta participagdo na geragao do
estado inflamatdrio presente em individuos obesos. Os adipdcitos (células do tecido
adiposo que armazenam gordura) (28) liberam alta quantidade de proteinas pro-
inflamatorias que, por sua vez, geram maior recrutamento e infiltracdo de células
imunes no tecido, resultando em uma inflamacéo sistémica de baixo grau (29).

Além da alteragdo na fungdo enddcrina, o tecido adiposo, através de seu
acumulo na regido supra-pubica e raiz da coxa, pode acarretar o aumento da
temperatura escrotal (30). A produgao de espermatozoides é totalmente sensivel ao
calor. No caso dos seres humanos, a temperatura entre 34 e 36°C ¢é ideal para o
processo da espermatogénese e espermiogénese (31). A temperatura escrotal
elevada interfere na funcdo do espermatozoide, resultando em motilidade reduzida,
maior fragmentagcdao do DNA espermatico e aumento do estresse oxidativo (32).

Além das alteragdes celulares observadas no sémen de homens obesos,
estudos ja mostraram que alteragcbes moleculares no plasma seminal, como nos
niveis de proteinas seminais, podem desencadear prejuizo para a fertilidade
masculina (33). Nesse contexto, entende-se que é importante compreender a
composicao proteica existente no plasma seminal, pois ela tem grande impacto
sobre a fisiologia espermatica e, diferente do que se achava antigamente, este meio
ndo serve somente como reservatorio para o gameta masculino (33,34).
Considerado uma fonte rica de proteinas, o plasma seminal humano apresenta uma
concentragao proteica de 35-55 mg/mL (35). Estas proteinas desempenham papéis
bem especificos no processo de fertilizagdo e sua regulagdo, como capacitagao,
reacao acrossébmica, fusao espermatozoide — odcito, modulacado de resposta imune

no trato reprodutivo feminino, entre outras (35,36).



Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou alteragdes no proteoma
seminal de homens obesos (37). Apos a analise protedmica do plasma seminal e
analises de bioinformatica, incluindo o estudo de enriquecimento funcional dessas
proteinas e analise estatistica multivariada, percebeu-se que as proteinas alteradas
na obesidade estavam relacionadas com fungdes como: regulagdo negativa de
apoptose e processos inflamatorios, imunolégicos e de antioxidantes. Nessas
funcdes, encontramos diversas proteinas hiperexpressas, como: Heat shock protein
beta-1 (HSPB1), que promove uma sobrevida para células em condigbes de
estresse (38), S100 calcium-binding protein A9 (S100A9), que age localmente em
doencas inflamatorias promovendo a quimiotaxia de neutréfilos (39,40),
Apolipoprotein A-I (APOA1), que realiza o efluxo de colesterol e ativa a motilidade
dos espermatozoides (41) e Glutathione peroxidase 3 (GPX3), que € a enzima que
indica o nivel de estresse oxidativo (42). Também foram encontradas proteinas
hipoexpressas, como a Heat Shock Protein HSP 90-alpha (HSP90), proteina de
choque térmico que tem sua expressao induzida pelo calor (43). Tal fato pode nos
apontar que ha uma alteragdo no metabolismo seminal de homens obesos,
auxiliando-nos na selecdo de um painel de biomarcadores que possam refletir esta
condicao bioldgica (37).

Dessa forma, a hipotese do presente estudo € que os homens obesos
apresentam alteragdes em proteinas seminais relacionadas a apoptose, inflamacéao
e resposta aos estresses térmico e oxidativo, sendo assim, possiveis biomarcadoras
de disfungdes relacionadas ao potencial fértil destes homens, bem como possam

exibir alteragdes em sua amostra seminal e funcionalidade de seu espermatozoide.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o fenétipo celular e proteico do sémen de
homens obesos.

Os objetivos especificos foram (i) comparar os niveis seminais de proteinas
envolvidas em fungbes biologicas como inflamagdo, apoptose e resposta aos
estresses térmico e oxidativo entre homens eutréficos e obesos, para verificar sua
potencialidade como biomarcadoras de disfun¢ées relacionadas ao potencial fértil de
homens obesos, e (ii) avaliar e comparar as caracteristicas seminais e funcionais

espermaticas desses homens.



3 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sdo Paulo — UNIFESP (CAAE: 56879916.0.00005505) (Anexo 1). Foi
financiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo —
FAPESP (processo 2016/11553-9) e pela Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — CAPES.

3.1 Pacientes e coleta de amostra

Foi realizado um estudo observacional transversal por meio da inclusao de 48
voluntarios do sexo masculino com idade entre 20 e 50 anos, que procuraram 0O
Ambulatério do Setor Integrado de Reprodugdo Humana da UNIFESP. Esses foram
agrupados em: (i) Grupo Eutréfico (porcentagem de gordura corporea dentro dos
valores de corte para a idade, n=19), e (ii) Grupo Obesidade (porcentagem de
gordura corporea acima dos valores de corte para a idade, n=29). Para o Grupo
Eutréfico, foram incluidos apenas homens normozoospérmicos (OMS, 2010) (44).
Deste estudo foram excluidos pacientes tabagistas ou usuarios de droga de abuso,
aqueles que consumiam bebida alcodlica acima do esperado (20 gramas de
alcool/dia), pacientes que tinham histérico de cancer, criptorquidia, afecgdes no trato
urogenital e aqueles que relataram ocorréncia de febre nos 90 dias que
antecederam a coleta seminal.

Todos aqueles que concordaram em participar leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2).

Para a distribuicdo dos pacientes em obesos e eutrdéficos, utilizamos a técnica
de Bioimpedancia, através do equipamento HBF 306 Omron®. Por meio de tal
método, verificamos a porcentagem de gordura de cada individuo que foi, assim,
classificado de acordo com o Quadro 1. Para o Grupo Obesidade, foram incluidos os
homens que apresentaram porcentagem de gordura acima de 25% (idade entre 20 e
39 anos) ou 28% (idade entre 40 e 59 anos). Também verificamos o IMC de cada

paciente com o objetivo unico de compararmos as duas medidas.



Quadro 1. Classificagdao de porcentagem de gordura para homens de acordo com o manual de
utilizagdo do equipamento HBF 306 (Omron®).

Faixa etaria | Baixo Recomendado | Alto Muito Alto
(Eutroéfico) (Sobrepeso) (Obeso)

20 -39 5-7 8 —-19,9 20-24,9 225

40 - 59 5-10 11 -21,9 22— 27,9 228

60 -79 5-12 13 -25 26 — 30 =30

Fonte: baseado nas diretrizes NIH/OMS para IMC; Gallagher et al., American Journal of Clinical
Nutrition, vol.72 , setembro de 2000

As amostras seminais dos participantes foram obtidas no Laboratério de
Andrologia do Setor Integrado de Reprodu¢do Humana, da Disciplina de Urologia da
UNIFESP. A coleta aconteceu por meio de masturbacdo em uma area anexa a esse
laboratério e em recipientes de polipropileno estéreis. Para tanto, foi necessario que

0 paciente apresentasse um periodo de abstinéncia ejaculatoria de dois a cinco dias.

3.2 Distribuicao e analise das amostras

Apods o periodo de liquefagdo da amostra seminal obtida, esta foi dividida em
trés aliquotas. A primeira aliquota foi utilizada para realizacdo de analise seminal
convencional seguindo os critérios estabelecidos pela OMS de 2010 (44); com a
segunda fracgao, realizou-se a analise funcional dos espermatozoides; o restante da
amostra (terceira aliquota) foi centrifugada a 800 xG por 30 minutos e o plasma
seminal obtido foi utilizado para a analise de possiveis biomarcadores, finalizando

assim o desenho experimental deste estudo, como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Desenho experimental do estudo

3.2.1 Analise funcional dos espermatozoides

3.2.1.1 Andlise de fragmentacdao do DNA do espermatozoide

Para avaliar os niveis de fragmentacdo de DNA dos espermatozoides,
utilizou-se o método Ensaio Cometa Alcalino (8,45-50). Duas laminas de
microscopia (Precision Glass Line, China) foram previamente preparadas com 1000
ML de agorose normal melting point (GE Healthcare, Amersham, Inglaterra) 1% (p:v)
em TBE (0,1 M Tris [GE Healthcare, Amersham Place, Reino Unido]; 0,083 M acido
bdrico; 0,001 M Nax-EDTA [Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Franga]). Em cada
lamina, foram adicionados 100 yuL da amostra devidamente diluida em agarose low
melting point (GE Healthcare, Amersham, Inglaterra) 0,75% (p:v) em TBE, obtendo
assim uma concentragao final de 1x10° espermatozoides/mL; em seguida as laminas
foram cobertas por laminulas (Precision Glass Line, China) e deixadas a 4°C por 10
minutos para a agarose solidificar. Apds este periodo, retirou-se as laminulas e

adicionou-se 300 yL de agarose low melting point 0,75% (p:v) em TBE; as laminulas



foram novamente adicionadas e as laminas permaneceram por mais 10 minutos a
temperatura de 4°C. Ao final deste tempo, as laminulas foram devidamente
descartadas e adicionou-se 2 mL de solucao de lise gelada (100 mM Nax-EDTA, 10
mM Tris, 2,5 M NaCl, 2% [v:v] Triton X-100, 4 mM DTT [ditiotreitol — GE Healthcare,
Amersham Place, Reino Unido], ph=11,0) que ali permaneceu por 2 horas
distribuidos em 1 mL a cada hora em uma temperatura de 4°C. Passado esse
tempo, as laminas foram lavadas duas vezes com agua Milli-Q em intervalos de
cinco minutos com o objetivo de remover os sais. Devidamente lavadas, as laminas
foram imersas em solugédo alcalina de eletroforese (300 mM NaOH [Carlo Erba
Reagents, Val de Reuil, Franca], 1 mM Nax-EDTA, ph>13) por 20 minutos no escuro
objetivando-se a desnaturagao da dupla fita da cadeia de DNA e logo em seguida
iniciou-se a eletroforese a 1,5 V/cm e a uma corrente inicial maxima de 220 mA.
Finalizado o processo, as laminas foram lavadas com TBE duas vezes em intervalos
de 3 minutos e entdo fixadas primeiramente com alcool 70% uma vez e apdés alcool
100% (LabSynth, Sdo Paulo, Brasil) duas vezes em intervalos de 5 minutos.

Para avaliar os espermatozoides, as laminas foram coradas com Syber®
Green (SYBER® Green Il RNA gel stain, 10.000 vezes em DMSO) diluido 1:10.000
em TBE durante 40 minutos. Logo apds, foram lavadas com TBE com o objetivo de
remover a coloragédo de fundo. Utilizando microscopia de epifluorescencia (Olympus
BX-51 — Olympus, Japao) com filtro de excitacdo de 490 nm e emissdo de 520 nm
em uma magnificacdo de 400 vezes em 6leo de imersao, foram analisadas um total
de 100 células, que foram classificadas em 4 classes de acordo com a fragmentacgéo
de DNA apresentada (Figura 2):

Classe |: espermatozoide com DNA altamente integro (sem migracao);

Classe Il: espermatozoide com baixa fragmentacdo do DNA (pouca
migragao);

Classe lll: espermatozoide com fragmentagdo do DNA aumentada (evidente
sinal de migragéo do DNA);

Classe IV: espermatozoide com alta fragmentagédo do DNA (intensa migracao
do DNA).
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Figura 2. Fragmentagao do DNA dos espermatozoides realizada pelo Ensaio
Cometa Alcalino. Classificagao dos espermatozoides em classes de | a IV de
acordo com a cauda formada (intensidade de fragmentagao).

3.2.1.2 Analise da integridade do acrossoma do espermatozoide

Com o objetivo de avaliarmos a integridade do acrossoma dos
espermatozoides, utilizamos a técnica PNA-FITC (Peanut agglutinin — isoticianato de
fluoresceina) (51-53) onde a lecitina do amendoim junto ao fluorocromo se liga a
glicoproteinas da membrana acrossomal externa, nos indicando sua integridade.
Foram preparados dois esfregagos com 15 uL de sémen em laminas de microscopia
(Precision Glass Line, China), os quais permaneceram em temperatura ambiente
para secagem da amostra. Apés, as laminas foram fixadas em metanol 100% (Merck
Millipore, Massachusetts, EUA) por 15 minutos e novamente deixadas a temperatura
ambiente para secarem. Com as laminas devidamente fixadas e secas, depositamos
em cada uma 60 ug/mL de solugdo de PNA (Life Technologies, Califérnia, EUA) em
PBS (tampao de fosfato alcalino - 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Naz;HPQOy,, 1,8
mM KH,PO,4) e as mantivemos no escuro por 30 minutos. Logo em seguida, as
laminas foram lavadas com agua Milli-Q. Para analisar cada acrossoma, utilizamos
microscopio de fluorescéncia com excitacdo de 494 nm e emissdo de 512 nm
(Olympus BX-51, Olympus, Japao). Foram avaliadas 200 células em magnificagéo

de 1000 vezes com o6leo de imersdo e classificadas em acrossoma integro
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(acrossoma se apresenta coberto por uma homogénea florescéncia verde) e nao

integro (acrossoma possui falhas de coloragéo) (Figura 3).

A

Figura 3. Andlise da integridade do acrossoma pela técnica de PNA-FITC. A
figura A mostra o espermatozoide com acrossoma integro e a B demonstra
um espermatozoide com acrossoma nao integro.

3.2.1.3 Analise da atividade mitocondrial do espermatozoide

A atividade mitocondrial dos espermatozoides foi analisada pelo método de
coloracédo por 3,3° — diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich, Sant Louis, EUA)
(8,47-49,51,53-58). Tal técnica baseia-se na oxidacdo do DAB pelo complexo do
citocromo ¢, como a enzima citocromo c oxidase, e posterior polimerizagédo e
deposi¢ao do reagente na bainha mitocondrial localizada na pega intermediaria do
espermatozoide, gerando assim uma coloragdo castanha. O método iniciou-se com
a diluicado de uma aliquota de sémen fresco em solucdo de DAB 1 mg/mL em PBS, a
propor¢do da diluicao amostra/DAB foi determinada pela concentragcdo de
espermatozoides variando entre 1:1 a 1:5. Tal solugao foi entdo incubada por uma
hora em banho-maria a 37°C no escuro. Ao fim do periodo de incubagao, foram
realizados dois esfregagos com 15 yL em laminas de microscopia (Precision Glass
Line, China). Apds periodo de secagem natural das laminas, as mesmas foram
fixadas com formaldeido (Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Franga) 10% (v:v) por
10 minutos e deixadas novamente a temperatura ambiente para secarem.

Foram analisadas 200 células em microscépio de contraste de fase (PH3)
(Olympus BX-51, Olympus, Japdo) em magnificagcdo de 1000 vezes com o6leo de
imersao. Cada espermatozoide foi classificado de acordo com a coloragéo de sua
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peca intermediaria, de modo que quanto maior era a coloragdo, maior a atividade
mitocondrial presente (Figura 4):

Classe I: 100% da peca intermediaria corada;

Classe II: mais de 50% da pega intermediaria corada;

Classe lll: menos de 50% da peca intermediaria corada;

Classe |IV: auséncia de coloragao na peca intermediaria.

Figura 4. Atividade mitocondrial do espermatozoide
analisada por coloragdo com DAB. Espermatozoides sao
distribuidos em classes de | a IV de acordo com a
coloragao de sua pecga intermediaria

3.3 Avaliacao das proteinas seminais

Apds a primeira centrifugacao (800 xG, 30 minutos) realizada na terceira
aliquota para obtencédo do plasma seminal, realizamos uma nova centrifugagao a
16.100 xG por 30 minutos a uma temperatura de 4°C objetivando a remogéo dos
debris celulares da amostra (Figura 1). Para realizar a analise dos niveis seminais
dos biomarcadores propostos, utilizamos a técnica de Western blotting. As proteinas

verificadas e os anticorpos utilizados estdo descritos no Quadro 2.



Quadro 2. Proteinas e Anticorpos utilizados para verificagdo de biomarcadores
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. Peso . Tipo de . Produzido
Proteina | molecular | Anticorpo . Cadigo Empresa
(kDa) anticorpo em
HSPB1 27 | Anti-HSPB1 policlonal SAB2701965 Coelho Sigma
S100A9 13 |Anti-S100A9 | policlonal SAB1411220 Coelho Sigma
APOA1 30 | Anti-APOA1 policlonal SAB2107051 Coelho Sigma
GPX3 23 | Anti-GPX3 policlonal AV41491 Coelho Sigma
HSP90 90 | Anti-HSP90AA1| policlonal SAB2107614 Coelho Sigma

3.3.1 Ensaio de quantificagao de proteinas

Previamente a verificacdo dos biomarcadores, foi realizada a analise da
concentracao total de proteinas de cada amostra através do ensaio de quantificagao
proteica BCA (Acido Bicinconinico) (59). As amostras seminais foram analisadas em
triplicata depois de diluidas em agua numa propor¢ao de 1:80 (2,5 yL de amostra em
197,5 uL de agua) e a curva padrao (protein standard — Sigma Aldrich) em duplicata
previamente diluida em agua em concentragbes crescentes de albumina sérica
bovina (de 0 a 1000 ug/mL). Uma aliquota de 25 uL de cada amostra diluida e de
cada componente da curva padrao foi adicionada a um pog¢o da microplaca de 96
pogos e, junto a amostra ou curva padrao, foram acrescentados 200 uL de solugao
de BCA (Bicinchoninic acid solution e Copper (ll) sulfate solution) (Figura 5). A
microplaca permaneceu em banho-maria a 37°C por 30 minutos. A analise da
concentragédo proteica foi realizada pela leitura da absorbancia de cada amostra,
pois proteinas emitem um comprimento de onda de 562 nm, por um leitor de
microplaca a 540 nm. Foram aceitos resultados que apresentassem coeficiente de

variagao entre as replicatas menor que 5%.
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Figura 5. Placa utilizada para realizagao de quantificagao de proteinas
totais por Ensaio BCA. Na linha A encontra-se a curva padrao
(duplicata) em ordem crescente de concentragdo de proteinas e nas
demais linhas as amostras (triplicata).

3.3.2 Western blotting

Para analisar os niveis seminais dos possiveis biomarcadores determinados,
utilizamos o meétodo Western blotting (60). Para tal protocolo era necessaria a
obtencao de 50 pg de proteinas de cada amostra seminal e para isso utilizamos os
dados obtidos no método BCA. O volume de cada amostra correspondente aos 50
Mg de proteinas foi adicionado a agua para um volume final de 7,5 pL, o qual foi
diluido a 7,5 yL de tampao de amostra (0,125 M Tris-HCL pH 6,8, 4% [p:v] SDS,
20% [v:Vv] glicerol, 5% [v:v] Beta-mercaptoetanol, 0,02% [p:v] azul de bromofenol). As
amostras foram aquecidas em banho-seco a 100°C por 5 minutos e posteriormente
adicionadas ao gel SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) (4% de
acrilamida no stacking gel e 10% no running gel). O marcador de peso molecular,
Full Range Rainbow (GE Healthcare, Buckinghamshir, Reino Unido), também foi
acrescentado ao gel.

Com o objetivo de realizar a distribuicdo das proteinas no gel, realizou-se uma
eletroforese (mini VE, GE Healthcare, Amersham Place, UK), com solugéo para gel
SDS-PAGE (0,025 M Tris, 0,192 M Glicina e 0,15 M de SDS), a 50 V e 400 mA
durante 30 minutos e, apds este periodo, alterou-se a tensdo para 150 V até o
momento em que as proteinas alcangassem o fim do gel (aproximadamente 2

horas).
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Com a finalizagdo da eletroforese, realizou-se a transferéncia das proteinas
do gel para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) por um sistema umido
mini VE Blotter (GE Healthcare, Amersham Place, UK) com solugao de transferéncia
Towbin buffer (0,025 M Tris, 0,192 M Glicina e 0,15 M de SDS, 5% [v:v] metanol),
por 1 hora e 30 minutos a 4°C com uma tensio de 25 V e a uma corrente de 200
mA.

Apos a transferéncia, cada membrana foi lavada por 5 minutos com TTBS
(tampao Tris com 0,1% de Tween 20) e bloqueada com solugéo de 3% (p:v) BSA
(albumina sérica bovina, Sigma Aldrich) em TTBS por 1 hora em temperatura
ambiente ou overnight a 4°C utilizando o shaker.

As membranas, devidamente bloqueadas, foram incubadas com os anticorpos
primarios apresentados no Quadro 2, diluidos de acordo com orientagbes do
fabricante em solugao de bloqueio por um periodo de duas horas ou overnight (4°C).
Finalizada a incubagéo, cada membrana foi lavada trés vezes em intervalos de 10
minutos com TTBS e, apds, adicionou-se o0 anticorpo secundario conjugado a
enzima peroxidase (anti-lgG de coelho — Sigma Aldrich A0545, diluicdo 1:10.000)
durante 1 hora a temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas
por trés vezes, 10 minutos cada vez. Para analise de duas proteinas, as membranas
passaram pelo processo de stripping possibilitando novamente a incubagdo com
anticorpo primario; o mesmo se deu por lavagem com solugao de stripping (15 g de
glicina, 1 g de SDS, 10 mL de tween 20) por 15 minutos e apés com PBS (duas
lavagens em intervalos de 10 minutos cada) e TTBS (duas lavagens em intervalos
de 5 minutos cada)

Para analise das proteinas, foi utilizado um sistema de quimioluminescéncia
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Amersham Place, UK) e, para gerar a
deteccdo, utilizou-se o reagente “Enhanced Chemiluminescence” (ECL, GE
Healthcare, Amersham Place, UK). Cada imagem gerada foi processada pelo
software ImageQuant TL 7.0 (GE Healthcare, Amersham Place, UK). Cada volume
das bandas de interesse foi ajustado para o background e normalizado pela
quantidade das principais proteinas de cada amostra; tal fato se deu através da
coloracdo de cada membrana pelo Ponceau S solution (Sigma Aldrich P7170-1L)
(Figura 6).
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Figura 6. Coloragdo com Ponceau para normalizagdo dos volumes de cada
banda. Na figura A observa-se a membrana corada com o Ponceau e na

figura B a mesma membrana digitalizada pelo equipamento ImageQuant
LAS 4000.
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3.4 Analise estatistica

Para analise estatistica deste estudo, utilizamos o software SPSS (PASW)
18.0. Com o objetivo de verificar a normalidade de todas as variaveis analisadas foi
aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal, aplicou-se o teste paramétrico T de Student para amostras
independentes; ja para aquelas que n&o indicaram normalidade, o teste nao
paramétrico Mann-Whitney foi utilizado.

Ainda, foi realizada a analise de correlagdo entre as proteinas seminais, as
variaveis seminais e as caracteristicas fisicas dos individuos incluidos no estudo,
utilizando o teste de correlagdo de Spearman.

Para comparagcdao dos métodos aplicados (IMC e Bioimpedancia -
porcentagem de gordura corporal) para classificagdo do homem em eutréfico ou
obeso, aplicou-se o teste Qui-Quadrado, mas, como houve frequéncias baixas nos
resultados cruzados, utilizou-se o teste exato de Fisher.

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando o p

se apresentou menor que 0,05 (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Participaram deste estudo um total de 48 homens (19 no grupo eutrdéfico e 29
no grupo obeso). A média de idade do grupo eutréfico foi de 28,21 anos (intervalo de
confianga de 95% [25,15 — 31,27]) e do grupo obeso 35,62 anos (intervalo de
confianca de 95% [33,92 — 37,32)).

4.1 Exame fisico (IMC x Bioimpedancia)

Os dados do exame fisico dos voluntarios estdo apresentados na Tabela 1,
na qual se pode observar que o Grupo Obesidade apresentou maior peso, IMC e
porcentagem de gordura, em comparagdo com o Grupo Eutrofico.

A comparacgao entre os dois métodos (IMC e Bioimpedancia) aplicados para
distribuicdo dos grupos de estudo (eutrofico e obeso) também mostrou significancia
estatistica (p<0,0001). Os resultados nos mostraram que houve divergéncias na
classificagdo dos individuos entre as técnicas de afericdo aplicadas, isso €, quando
usamos a técnica de Bioimpedancia para medir a porcentagem de gordura, 5
pacientes (26,3%) foram por ela classificados como eutréficos, mas, ao mesmo
tempo, classificados como sobrepeso pelo método de IMC. Semelhante a esse
resultado, através da porcentagem de gordura, 2 pacientes (6,9%) foram

classificados como obesos, mas como sobrepeso através do IMC (Anexo 3).
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Tabela 1. Dados fisicos dos individuos incluidos nos Grupos Eutréfico e Obesidade. Os dados
foram comparados pelo teste t de Student para amostras independentes, a ndo ser quando
descrito.

Grupo Eutrdfico Grupo Obesidade p
n=19 n=29

Altura (m)
Média; DP 1,8; 0,06 1,7; 0,07 0,762
IC 95% [1,72 -1,78] [1,72-1,77]

Peso (kg)
Média; DP 74,6; 9,70 113,5; 23,19 <0,0001*
IC 95% [69,91 - 79,25] [104,63 - 122,27]

IMC (kg/m?)
Mediana; IR 25,0; 3,00 35,0; 13,00 <0,0001**
Q1eQ3 23,00 - 26,00 31,00 - 44,00

% de gordura
Mediana; IR 17,0; 5,00 30,0; 9,00 <0,0001*¥
Q1 e Q3 15,00 — 20,00 28,00 - 37,00

DP: desvio padrao

IC: intervalo de confianga de 95% da média

IR: intervalo interquartil

Q1: primeiro quartil

Q3: terceiro quartil

¥Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney
*Diferenca significativa (p<0,05)

4.2 Espermograma

A analise das variaveis seminais esta apresentada na Tabela 2. Nela é
possivel observar diferenga estatistica significativa na concentracdo (p=0,039) e
contagem total (p=0,009) de espermatozoides, com menores valores no Grupo
Obesidade.
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Tabela 2. Dados de analise seminal dos individuos incluidos nos Grupos Eutréfico e
Obesidade. Os dados foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, a ndo ser quando
descrito.

Grupo Eutréfico  Grupo Obesidade p

n=19 n =29
Volume (mL)
Mediana; IR 3,0; 3,00 3,0; 2,00 0,321
Q1eQ3 2,00 - 5,00 2,00-4,00
Motilidade progressiva (%)
Média; DP 53,8; 11,47 54,4; 13,76 0,871¥
IC 95% [48,26 - 59,32] [49,18 - 59,65]
Motilidade nao-progressiva (%)
Mediana; IR 5,0; 3,00 5,0; 3,00 0,479
Q1eQ3 4,00 -7,00 4,00 - 6,50
Espermatozoides iméveis (%)
Média; DP 40,7; 11,00 40,5; 13,40 0,964*
IC 95% [35,40 - 46,00] [35,42 - 45,61]
Concentragao (milhées/mL)
Mediana; IR 82,0; 89,00 58,0; 51,50 0,039
Q1eQ3 56,00 - 145,00 33,50 - 85,00
Contagem Total
Mediana; IR 332,0; 267,00 157,0; 165,00 0,009*
Q1eQ3 213,00 - 480,00 76,50 - 241,50
Vitalidade (%)
Mediana; IR 89,5; 11,00 85,0; 12,00 0,0622
Q1eQ3 82,25 - 93,25 74,50 - 86,00
Morfologia (%)
Mediana; IR 6,0; 5,00 5,0; 4,50 0,187
Q1eQ3 4,00 - 9,00 3,50 - 8,00
Células redondas (milhdes/mL)
Mediana; IR 1,0; 2,00 1,0; 2,00 0,387
Q1e Q3 1,00 - 3,00 0,00 - 2,00

DP: desvio padrao

IC: intervalo de confianga

IR: intervalo interquartil

Q1: primeiro quartil

Qa3: terceiro quartil

®Tendéncia significativa

¥Os grupos foram comparados pelo teste t de Student para amostras independentes
*Diferenca significativa (p<0,05)
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4.3 Analise funcional dos espermatozoides

Os resultados das analises das provas funcionais dos espermatozoides estao
apresentados na Tabela 3. O Grupo Obesidade apresentou menor porcentagem de
espermatozoides com acrossomas integros, de espermatozoides com alta atividade
mitocondrial e maior porcentagem de espermatozoides com poucas mitocondrias

ativas, quando comparado ao Grupo Eutrofico.
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Tabela 3. Dados da andlise funcional dos espermatozoides dos individuos incluidos nos
Grupos Eutrofico e Obesidade. Os dados foram comparados pelo teste t de Student para
amostras independentes, a nao ser quando descrito.

Grupo Eutrdfico Grupo Obesidade p
n=19 n =29

Acrossomas integros (%)
Média; DP 78,8; 8,08 70,0; 11,48 0,007*
IC 95% [74,90 - 82,68] (65,40 - 74,68]

Cometa classe | (%)
Mediana; IR 18,0; 26,00 17,0; 27,00 0,627¥
Q1eQ3 9,00 - 35,00 4,50 - 31,50

Cometa classe Il (%)
Média; DP 51,2; 13,26 49,1; 18,87 0,688
IC 95% [44,77 - 57,55] [41,95 - 56,32]

Cometa classe lll (%)
Mediana; IR 21,0; 19,00 18,0; 26,00 0,620*
Q1eQ3 8,00 - 27,00 12,50 - 38,50

Cometa classe IV (%)
Mediana; IR 4,0; 4,00 4,0; 6,00 0,916*
Q1eQ3 2,00 - 6,00 1,00 - 7,00

DAB classe | (%)
Mediana; IR 8,0; 30,00 1,0; 6,00 0,014**
Q1eQ3 0,00 - 30,00 0,00 - 6,00

DAB classe Il (%)
Média; DP 67,9; 18,20 70,6; 13,50 0,564
IC 95% [59,12 - 76,67] [65,42 - 75,69]

DAB classe lll (%)
Mediana; IR 10,0; 9,00 20,0; 17,00 0,006**
Q1eQ3 8,00 - 17,00 13,00 - 30,00

DAB classe IV (%)
Mediana; IR 2,0; 4,00 3,0; 3,00 0,193¥
Q1 e Q3 1,00 - 5,00 2,00 - 5,00

DP: desvio padrao

IC: intervalo de confianca de 95% da média

IR: intervalo interquartil
Q1: primeiro quartil
Q3: terceiro quartil

Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney

*Diferenga significativa (p<0,05)

4.4 Analise dos niveis de proteinas no plasma seminal

A analise dos niveis seminais das proteinas que poderiam ser eleitas como

moléculas biomarcadoras de disfungdes relacionadas ao potencial fértil de homens
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obesos n&o demonstrou diferengca significativa entre os Grupos Eutréfico e
Obesidade (Tabela 4).

Algumas das proteinas analisadas apresentaram dimeros e os resultados
deles, individualmente e somado a seu mondmero (banda de interesse), também
foram comparados entre os grupos experimentais. A caracteristica de formacgéo de
dimeros foi observada na proteina HSPB1 que, além de sua banda de interesse ou
mondmero (27 kDa — banda 4), revelou outras trés bandas de maior peso molecular
(por volta de 60 kDa — bandas 1, 2 e 3) e na proteina S100A9 com sua banda de
interesse ou monémero (13 kDa - banda 2) e outra maior (por volta de 48 kDa -
banda 1).



Tabela 4. Niveis seminais das proteinas HSPB1, S100A9, HSP90, APOA1 e GPX3 para os
Grupos Eutréfico e Obesidade. Dados apresentados em unidades arbitrarias (u.a.). Os grupos

foram comparados pelo teste de Mann-Whitney.

HSPB1 banda 1
Mediana; IR
Q1eQ3

HSPB1 banda 2
Mediana; IR
Q1eQ3

HSPB1 banda 3
Mediana; IR
Q1eQ3

HSPB1 banda 4
Mediana; IR
Q1eQ3

HSPB1 total
Mediana; IR
Q1eQ3

S100A9 banda 1
Mediana; IR
Q1eQ3

S100A9 banda 2
Mediana; IR
Q1eQ3

S100A9 total
Mediana; IR
Q1eQ3

HSP90
Mediana; IR
Q1eQ3

APOA1
Mediana; IR
Q1eQ3

GPX3
Mediana; IR
Q1e Q3

IR: intervalo interquartil

Q1: primeiro quartil
Qa: terceiro quartil

Grupo Eutréfico Grupo Obesidade p
n=19 n=29

0,0037; 0,012 0,0068; 0,016 0,975
0,0015-0,0134 0,0012-0,0173

0,0118; 0,021 0,0093; 0,015 0,666
0,0067 - 0,0278 0,0062 - 0,0215

0,0017; 0,004 0,0034; 0,005 0,111
0,0006 - 0,0043 0,0009 - 0,0063

0,0038; 0,011 0,0041; 0,009 0,808
0,0015 - 0,0121 0,0011 - 0,0103

0,0354; 0,033 0,0300; 0,038 0,635
0,0191 - 0,0521 0,0158 - 0,0541

0,0305; 0,133 0,0307; 0,073 0,858
0,0104 - 0,1432 0,0126 - 0,0858

0,0125; 0,033 0,0104; 0,026 0,681
0,0073 - 0,0402 0,0068 - 0,0323

0,0529; 0,182 0,0406; 0,123 0,576
0,0156 - 0,1974 0,0219 - 0,1453

0,0402; 0,032 0,0321; 0,050 0,62
0,0222- 0,0544 0,0169 - 0,0672

0,0639; 0,728 0,1164; 0,241 0,858
0,0319 - 0,7600 0,0305 - 0,2718

0,0227; 0,052 0,0307; 0,044 0,941

0,0127 - 0,0643

0,0126 - 0,0569
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Apesar de, como mencionado anteriormente, ndo haver diferenga significativa
entre 0s niveis das proteinas de interesse entre os grupos de estudo, foram
encontradas correlagbes entre seus niveis de expressao com variaveis seminais e
com as caracteristicas fisicas dos pacientes. Tais correlagbes se mostram
importantes por estarem relacionando a fungdo de cada proteina com as alteragdes
da fisiologia vistas em homens obesos e as variaveis seminais estudadas; além
disso, elas possibilitam desvendarmos essas relagdes e o grau de ocorréncia.

No Grupo Eutrofico, a concentragdo da proteina HSPB1 apresentou
correlagdo positiva entre sua banda 2 e a motilidade ndo progressiva (R = 0,544 e p
= 0,016) e correlagbes negativas com sua banda 4 e a concentragdo de
espermatozoides (R = -0,467 e p = 0,044), cometa classe lll, tanto com a banda 1 (R
= -0,467 e p =0,044) quanto com a banda 3 (R= -0,532 e p = 0,019) e células
redondas, com a banda 4 (R =-0,462 e p = 0,046) e com o total de todos os dimeros
e mondémeros (R = -0,594 e p = 0,007) desta molécula. Ja no Grupo Obesidade, as
correlagdes positivas foram observadas entre o total das bandas formadas com a
vitalidade (R = 0,611 e p = 0,026) e sua quantidade total com a morfologia
espermatica (R = 0,462 e p = 0,012) e a correlagdo negativa foi em relagdo a sua
banda 1 e a porcentagem de gordura (R =-0,484 e p = 0,008).

A proteina S100A9 e seu dimero também apresentaram diferentes
correlagdes nos dois grupos de estudo. No Grupo Eutroéfico, observou-se correlagéo
positiva entre o dimero (banda 1) dessa proteina e o DAB classe Illl (R =0,614e p =
0,007), as correlagdes negativas observadas foram as seguintes: soma de seu
mondmero e dimero com a concentragdo de espermatozoides (R = -0,665 e p =
0,002) e somente seu monémero com as células redondas do ejaculado (R = -0,549
e p = 0,015). No Grupo Obesidade, todas essas relagdes foram perdidas e s6
observam-se correlacbes com a motilidade, sendo elas tanto positiva entre o total de
bandas expressas com a motilidade espermatica progressiva (R = 0,469 e p =
0,010), quanto negativa entre a soma de todas as bandas e os espermatozoides
iméveis (R = -0,455 e p = 0,013) e sua banda de interesse e a motilidade
espermatica ndo progressiva (R =-0,447 e p = 0,015).

Para a proteina HSP90 foi observada somente uma correlacdo no Grupo
Eutrofico, sendo esta negativamente relacionada ao DAB classe | (R =-0,509 e p =
0,026). Ja no Grupo Obesidade, uma correlagdo negativa também foi observada,
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mas ela esta relacionada a quantidade de espermatozoides classificados como
cometa classe | (R =-0,460 e p = 0,012).

Em relagdo a proteina APOA1, a maior quantidade de correlagcbes é
encontrada no Grupo Obesidade, onde as correlagdes positivas acontecem entre
essa proteina e a idade (R = 0,523 e p = 0,004), peso (R = 0,483 e p = 0,008), IMC
(R =0,535 e p = 0,003) e porcentagem de gordura (R = 0,464 e p = 0,011) e as
negativas entre essa molécula e a contagem total de espermatozoides (R = -0,534 e
p = 0,003), além da morfologia espermatica (R = -0,446 e p = 0,015). No Grupo
Eutréfico, esta proteina s6 se correlacionou negativamente com a motilidade néo
progressiva (R =-0,522 e p =0,022).

Finalizando as proteinas estudadas, a GPX3 se correlacionou positivamente
no Grupo Eutréfico com a porcentagem de gordura (R = 0,598 e p = 0,007) e no

Grupo Obesidade n&o foi observada nenhuma correlagéo significativa.



27

5 DISCUSSAO

A obesidade é uma doenca que esta sendo considerada a epidemia de maior
desafio deste século (61). Tal enfermidade possui dimensdes tanto sociais quanto
psicoldgicas e afeta qualquer género, faixa etaria ou condi¢gao socioecondmica (62).
Sua crescente prevaléncia mundial se deve, segundo McAllister et al. (63), a duas
principais causas, que seriam a alimentagao pobre em nutrientes e muitas vezes rica
em gorduras e o estilo de vida cada vez mais sedentario, trazendo assim um
desequilibrio entre as calorias consumidas e as calorias gastas (9,11).

No ano de 1995, a OMS adotou o método de afericdo indice de Massa
Corporal (IMC) para classificacédo da obesidade (64). Tal método € muito utilizado
por sua simples aplicabilidade, mas vem sofrendo diversas criticas no que tange a
sua capacidade de predizer o total de gordura corporal de um individuo (9). O maior
problema em classificar a obesidade através do IMC estd no fato de que essa
técnica ndo consegue diferenciar a massa magra (musculos) da massa gorda
(gordura) e assim € comum um individuo apresentar um alto IMC e nao ser obeso,
pois sua quantidade de gordura corporal € baixa (65).

Sendo assim, levando em consideragao as criticas relacionadas ao IMC (65),
a definicdo de obesidade que cita a quantidade de tecido adiposo corpéreo (9) e o
fato de que estudos indicam que a localizagdo do acumulo de gordura no corpo € um
importante indicativo de predisposi¢cao a certas doencgas (66), técnicas capazes de
aferir a porcentagem de gordura para diagnosticar a obesidade passam a ser
alternativas consideradas.

Diversos trabalhos que compararam o IMC com diferentes técnicas de
afericdo de gordura corporal, encontraram diferencas entre esses métodos, como é
0 caso do estudo de Romero-Corral et al (67) que classificaram mais de 50% de
seus pacientes com alta quantidade de gordura corporal como normal ou sobrepeso
através do IMC, evidenciando assim uma diferenca na classificacdo entre as
técnicas. Tal achado corrobora com os resultados encontrados em nosso trabalho
onde, ao usarmos a Bioimpedancia como método de afericdo de porcentagem de
gordura e ao compararmos com IMC, também encontramos diferengas
classificatorias entre os métodos, tendo pacientes classificados como eutroficos pela
bioimpedancia e sobrepeso pelo IMC ou obesos pela quantidade de gordura
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corpérea e sobrepeso pelo IMC. Tais resultados e discussdées nos levam a
hipotetizar que a bioimpedéncia pode ser um bom método de diagndstico da
obesidade.

O acumulo excessivo de tecido adiposo e consequentemente a obesidade
tém mostrado grande interferéncia na fertilidade de um casal (68,69). Provost et al.
demonstraram que em ciclos de Fertilizagao in vitro (FIV) realizados com mulheres
obesas, ha um decaimento na taxa de implantagdo embrionaria, na taxa de gravidez
e de nascidos vivos (68). Em relacdo a obesidade masculina, Umul et al. também
observaram efeitos negativos nessas taxas quando analisaram ciclos de Injegcéo
Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI) (70). Buscando entender tais
achados, pesquisadores comegam a estudar mais a fundo a relagdo entre a
fertilidade e a obesidade e os resultados encontrados estao ligados a caracteristicas
reprodutivas alteradas devido a causas multifatoriais (19,71).

Nosso trabalho também apresentou alteracdes relacionadas ao potencial fértil
dos homens obesos que podem explicar essa interferéncia nos tratamentos
reprodutivos. Em relagado a analise seminal convencional (espermograma), o grupo
obesidade exibiu uma menor concentragdo e contagem total de espermatozoides
comparado ao grupo eutrofico; tal fato também foi relatado por Belloc et al. e Tsao et
al.(72,73). A relacdo entre a obesidade e o decaimento na producédo das células
espermaticas ainda é algo muito discutido. A disfuncdo enddcrina encontrada
nesses homens pode ser uma causa para tal alteracéo (74). Basicamente, o tecido
adiposo trara maior atuagédo da enzima citocromo p450 da aromatase gerando maior
conversao de androgenos em estrogenos, resultando numa menor producdo de
testosterona através da agao estrogénica por feed-back negativo no eixo hipotalamo
— hipdfise — gonadal (26,27). Ainda, a hiperinsulinemia, muito comum nesses
homens, promove uma redugéo nos niveis de Globulina de Ligacdo de Hormdnios
Sexuais (SHBG - glicoproteina que se liga a hormdnios sexuais), resultando em
altos niveis de estrogeno livre, o que mais uma vez levara ao feed-back negativo
(75). Adicionalmente, a alta secregdo do hormdnio Leptina pelo mesmo tecido atua
diminuindo a liberagdo do Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) ou age
diretamente nas células de Leydig prejudicando mais uma vez a produgédo de

testosterona (76).
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Todas as alteracbes enddcrinas anteriormente citadas resultardo em uma
producdo prejudicada do horménio sexual masculino gerando uma intervengao na
espermatogénese e, consequentemente, uma producdo de espermatozoides
prejudicada. Além disso, o aquecimento testicular provocado pelo acumulo de
gordura na regiao supra pubica de obesos ja mostrou interferir na espermatogénese
reduzindo a producgdo das células espermaticas (30,31,77). Hjollund et al. relataram
que a cada aumento de 1°C na temperatura pode haver perda de 40% da
concentragcao dos espermatozoides (78).

. Em relacédo as outras variaveis analisadas pelo espermograma, Oliveira et
al. (79) observaram que quanto maior o IMC, menor é a vitalidade espermatica,
assim como visto também por Leisegang et al. (80). Além disso, Fariello et al. (8) e
Belloc et al. (72) encontraram uma motilidade espermatica significativamente menor
no grupo de homens obesos. Tais alteracdes ndo foram observadas neste trabalho.

Ja no que diz respeito a possiveis modificagdes na funcdo do
espermatozoide, este trabalho encontrou, em homens obesos, uma menor
quantidade de espermatozoides com acrossomas integros (PNA), corroborando com
0s achados anteriores do nosso grupo de pesquisa (artigo ainda ndo publicado) (37).
Foi encontrado também uma maior taxa de espermatozoides com sua atividade
mitocondrial comprometida (DAB classe Ill) assim como relatado por Fariello et al.
(8). Esses resultados mostram que a obesidade também afeta negativamente os
aspectos funcionais do espermatozoide diminuindo ainda mais a qualidade seminal
deste homem.

Além das alteracbes hormonais e seminais observadas nesses homens,
pacientes obesos sao conhecidos como portadores de uma inflamacgao crénica (29).
O aumento do tecido adiposo e, consequentemente, a hipertrofia e hiperplasia dos
adipécitos, faz com que essas células aumentem a liberagdo de fatores pro-
inflamatdrios (citocinas, quimiocinas e proteinas de fase aguda). Tal acontecimento
resulta na quimiotaxia de macrofagos ao tecido, evidenciando o estado inflamatoério
(29,81). Toda essa agao encontrada no tecido adiposo, nas diversas regides
corporeas, promove um aumento do metabolismo celular e, por conseguinte, a maior
liberacdo das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), o que, ao nao ser
acompanhado por um aumento concomitante na producdo de antioxidantes, tem

como efeito a geragao do Estresse Oxidativo (EO) (82).
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Além da inflamagdo, o aquecimento testicular, anteriormente mencionado,
também é capaz de alterar o microambiente e a hemodindmica da regido e assim
gerar o EO. O aumento do metabolismo das células testiculares com o objetivo de
suprir o estresse térmico, muitas vezes pode ser tdo alto que o fluxo sanguineo
passa a nado ser o bastante para levar oxigénio suficiente para a regido e a
consequéncia € a maior producao de EROs, resultando no EO (83,84).

O Estresse Oxidativo € definido como um desequilibrio entre a produgédo de
EROs e a capacidade antioxidante do organismo, em favorecimento das EROs (85).
Em condi¢des fisioldgicas normais, as EROs possuem importante fungdo para o
espermatozoide participando de sua capacitagao, hiperativacao, reacdo acrossébmica
e fusdo espermatozoide-odcito (86,87). Entretanto, tais moléculas em niveis
elevados sao responsaveis por 40% dos casos de infertilidade masculina (88).

O espermatozoide € muito sensivel aos altos indices de EROs devido a alta
quantidade de &acidos graxos poli-insaturados que possui em suas membranas
plasmatica e mitocondrial e em seu acrossoma (87,89). A funcdo desses acidos
graxos, através de suas duplas ligacbes, € promover a fluidez necessaria a
membrana do espermatozoide, mas a interagdo entre o EO e tais acidos graxos
resulta em um processo denominado Peroxidagao Lipidica (PL) que ira danificar tais
membranas (90,91).

O comprometimento da membrana mitocondrial resultante da PL acarreta a
perda de sua permeabilidade seletiva prejudicando sua producao de energia (ATP) e
consequentemente sua atividade (92,93). Esse mecanismo € o qual propomos para
explicar a alta incidéncia de espermatozoides com baixa atividade mitocondrial em
homens obesos (DAB classe Ill) observado em nosso trabalho, uma vez que ha
relatos na literatura de que esses individuos apresentam um potencial EO, como
mencionado anteriormente. Essa hipotese se torna mais fidedigna quando
observamos menor quantidade de espermatozoides com alta atividade mitocondrial
(DAB classe 1) no grupo obesidade, além dos resultados do estudo de Wang et al.
que comprovaram que quanto maior a presenga de EROs, menor é o potencial da
membrana mitocondrial espermatica (94).

O EO, e consequentemente a PL, também prejudicara a membrana
acrossomal do espermatozoide. Esse desequilibrio faz com que a membrana do

acrossoma perca sua estabilidade e altere a permeabilidade dos canais de calcio
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nela localizados. Tal fato promove uma exocitose prematura das enzimas do capuz
acrossdmico e isto € o que pode explicar a alta taxa de espermatozoides com
acrossomas prejudicados (ndo integros) no grupo obesidade, relatado no presente
trabalho e também previamente pelo nosso grupo (37,95,96). Além disso, a PL gera
um subproduto denominado malondialdeido (MDA), agente alquilante que se liga
covalentemente ao grupo nucleofilico do DNA gerando um dano no mesmo (85).
Nosso trabalho n&o observou resultados significativos em relagao a fragmentagao de
DNA de espermatozoides de obesos, devido ou possivelmente a técnica de
distribuicdo dos grupos (porcentagem de gordura) que se diferenciou de outros
estudos ou pela quantidade de obesos estudados, mas tal caracteristica pode ser
vista nos trabalhos de Fariello et al. e Dupont et al. (8,97).

Adicionalmente as alteragbes investigadas no espermograma e provas
funcionais, o estudo das proteinas do plasma seminal tem se mostrado promissor no
que tange entender a influéncia de uma doenca ou condigdo nos aspectos
reprodutivos (33).

Sabendo que as proteinas seminais desempenham importantes papéis para
sobrevivéncia e manutengao da célula espermatica, como protecdo no momento da
ejaculacdo, capacitacdo, reacdo acrossObmica e fertilizagdo, determinar
biomarcadores associados as diversas alteracbes moleculares e espermaticas nos
revela uma evolugdo ao diagndstico ndo invasivo da causa da infertilidade
(35,98,99). Um biomarcador é definido como moléculas que podem ser medidas e
avaliadas para indicar um processo bioldgico normal, um processo patogénico ou
uma resposta farmacoldogica a uma intervengéao terapéutica (100). Em relagdo a
fertilidade masculina, os biomarcadores moleculares tém sido alvo de diversos
estudos com o objetivo de melhorar os tratamentos reprodutivos e trazer métodos
diagndsticos mais precisos para as inumeras alteragdes reprodutivas que levam a
dificuldade na concepgéo (101).

Nosso grupo, através de um estudo protedbmico em homens obesos,
identificou diversas proteinas seminais que apresentavam niveis alterados quando
comparado a homens eutréficos. Tais proteinas estdo intimamente ligadas a
alteracdes fisiologicas vistas em obesos, sendo que essas podem interferir na
fertilidade masculina. Uma das alteragbes observadas é a inflamagéo (37).
Objetivando eleger proteinas como biomarcadoras de disfungcbes que relacionem a
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obesidade com o potencial fértil, este estudo avaliou os niveis seminais de um painel
de biomarcadores moleculares, mas nossos resultados ndo se mostraram
significativos. Assim, ao aprofundarmos nossas analises, para melhor compreender
essa expressao proteica no grupo de estudo, observamos importantes correlagdes
entre os niveis seminais dessas proteinas e as variaveis seminais e funcionais
analisadas, além das caracteristicas fisicas.

A proteina Heat shock protein beta 1 (HSPB1), em nosso trabalho anterior, se
mostrou hiperexpressa no plasma seminal de homens obesos (37). E uma
chaperona molecular com importante fungcdo na resisténcia contra estresse e
organizagdo da actina (102). Sua atividade é modulada pelo processo de
fosforilagao, isso €, em resposta ao estresse, essa proteina sofre fosforilagdo em
seus residuos de serina e, nesse momento, sua forma oligomérica forma dimeros e
mondmeros (103); fora de uma situagdo de estresse, essa proteina também é
fosforilada (em menor quantidade) e atua sustentando a estrutura celular (104). Tal
desmembramento em unidades de menor peso molecular pode ser visto no trabalho
de Almeida-Souza et al. no qual, ao exporem células que expressam HSPB1 a
elevadas temperaturas, as mesmas mostraram um aumento da forma monomérica
desta proteina. Além disso, esses pesquisadores relatam que, utilizando a técnica
de western blotting, sua forma dimérica é apresentada por trés outras bandas de
aproximamente 60 kDa, o que corrobora com os achados em nosso trabalho (105).

Quando analisamos as correlagdes entre a HSPB1 e as variaveis seminais e
funcionais, as quatro bandas expressas (um mondmero e trés dimeros) se
mostraram relacionadas a alguma caracteristica, tanto individualmente ou quando
sua expressao total (soma da expressao dos dimeros aos monémeros) foi analisada.

No grupo obesidade, as correlagdes positivas da proteina HSPB1 estado
ligadas a vitalidade e morfologia, ja a correlagdo negativa com a porcentagem de
gordura. Sabendo que os obesos sao portadores de diversas fontes de estresse
(aquecimento testicular (30), EO (82), entre outras), hipotetizamos que nesses
pacientes essa proteina, através de sua funcao relacionada a organizagcao dos
filamentos de actina, age sobre a célula espermatica fazendo com que mantenha
sua vitalidade e morfologia em tais condi¢des (106). Por outro lado, a correlagéo
negativa nos indica que quanto maior a porcentagem de gordura nesses pacientes,
menor € a expressdao dessa proteina, tal fato é corroborado com o estudo de
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Tavallaie et al. que verificou que o paciente obeso apresenta maior quantidade de
anticorpos para essa proteina, o que acreditamos que leva a sua menor expressao
(107).

Ja no grupo eutrdéfico, supondo que ndao ha nenhuma situagdo de estresse
intervindo nos aspectos reprodutivos, as correlacbes se mostraram diferentes. A
HSPB1 nesse grupo se correlacionou positivamente com a motilidade espermatica
nao progressiva. Sabe-se que essa proteina esta envolvida no processo de
movimentagao celular através de interacao com diversas outras moléculas proteicas
(108); na literatura ndo esta relatada a participagcdo da HSPB1 no movimento do
espermatozoide, mas esse resultado nos leva a hipotetizar que ela esta agindo na
motilidade espermatica, mas como tal evento € dependente de diversos processos,
outros mecanismos ainda nao desvendados fazem com que tal motilidade nao seja
progressiva. Negativamente essa Heat shock se relacionou com a concentragao de
espermatozoides. Adly et al. observaram que a expressao de tal proteina indica uma
espermatogénese normal, onde sua concentracdo proteica varia entre as ceélulas
que originam o espermatozoide, tendo maior concentragdo na espermatogdnia,
moderada no espermatdcito, fraco na espermatide e ausente no espermatozoide.
Nosso trabalho indicou que baixa concentracdo dessa proteina no plasma seminal
indica uma alta concentracao de espermatozoides, assim hipotetizamos que a alta
expressao dessa proteina s6 acontece no meio intracelular regulando tal producao
(109). Outra correlacdo negativa dessa proteina € com a quantidade de
espermatozoides classificados em cometa classe lll. Uma das fungdes dessa
proteina € manter estaveis (empacotadas) outras proteinas, mesmo em condi¢céo de
estresse. Sendo assim, por nossos resultados indicarem que quanto menor sua
expressao maior é a fragmentacdo de DNA dos espermatozoides, supomos que a
mesma deixou de manter a estrutura da protamina (proteina substituta das histonas
e que promove o empacotamento do DNA espermatico) e tal fato gerou a maior
fragmentacdo do DNA (110). Por fim, essa proteina se correlacionou negativamente
com as células redondas encontradas no ejaculado (quanto menor sua expressao,
maior a concentragdo de células redondas e vice-versa), indicando mais uma vez
sua participagdo na espermatogénese, uma vez que podemos considerar que as
células redondas representam um erro em sua diferenciagdo em espermatozoide
(109).
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Outra proteina que estava aumentada no plasma seminal de homens obesos
em nosso estudo anterior € a S100A9 (S7100 calcium-binding protein A9) (37). Tal
molécula possui fungdo associada a regulagdo de processos inflamatérios (111).
Essa fungao nos faz evidenciar a correlagédo positiva entre seus niveis seminais e a
concentracdo de espermatozoides classificados como DAB classe lll, observada no
grupo eutrdéfico. Partindo do principio que esses homens ndo possuem um estado
sistémico inflamatério gerado pela alta concentragcédo de adipécitos, o que interferiria
na funcdo normal das mitocéndrias, essa proteina se mostra hipoexpressa o que
leva, pelo resultado positivo de nossa correlacdo, a uma baixa quantidade de células
espermaticas DAB classe lll. Todo esse processo é confirmado por nossos
resultados onde vimos que os eutroficos apresentam baixa quantidade de
espermatozoides classificados nessa categoria de atividade mitocondrial (DAB
classe Ill). Além disso, esta correlagdo aconteceu com o dimero desta proteina;
muitos trabalhos indicam forte evidéncia de que este pode ser um heterodimero com
a proteina S100A8 e juntas tais proteinas ja mostraram reduzir o potencial de
membrana mitocondrial de algumas células diminuindo sua atividade, assim sua alta
expressao resultaria em uma baixa atividade mitocondrial (112). J& as correlagdes
negativas nesse grupo se estabeleceram com a concentragdo de espermatozoides e
células redondas. Por meio deste fato, hipotetizamos que mais uma vez essa
proteina se encontra em seus niveis fisiolégicos, ja que nossos resultados indicaram
que a concentracdo de espermatozoide estda maior nos homens eutréficos. Sendo
assim, sugerimos que haja a auséncia de estado inflamatoério que poderia diminuir a
concentracdo espermatica (113). Mas em relacdo as células redondas, este
resultado nos indica que quanto menor a expressao proteica mais células redondas
podem ser vistas no ejaculado. Sabendo que foi encontrado RNA mensageiro da
proteina S100A9 nas células de Sertoli e que tal fato € um indicio da presenca dessa
proteina nessas células (114), hipotetizamos que o decaimento da sua expressao
nessas células traz interferéncia no processo de diferenciacao das células redondas
em espermatozoides, situagao essa que tem grande influéncia da célula de Sertoli e
provavelmente também dessa proteina.

No grupo obesidade, a proteina S100A9 se correlacionou positivamente com
a motilidade espermatica progressiva e negativamente com os espermatozoides

iméveis e com motilidade n&o progressiva. Esse resultado corrobora com os
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achados de Martinez-Heredia et al. que relataram a baixa expressao dessa proteina
em espermatozoides de amostras seminais classificadas como astenozoospermia
(baixa motilidade espermatica) (115). Sabe-se que os obesos apresentam alta
expressao dessa proteina (37), assim hipotetizamos que a mesma age na resposta
inflamatoria e ao mesmo tempo pode ajudar a suprir os problemas de motilidade
espermatica encontrados nesses homens (8).

A proteina Heat shock protein 90 (HSP90) se mostrou hipoexpressa no
sémen de homens obesos em nosso trabalho anterior (37). Nossos resultados atuais
indicaram uma correlagdo negativa entre a expressao dessa proteina no plasma
seminal com a quantidade de espermatozoides classificados como cometa classe |
em obesos. Por sabermos que essa proteina € uma chaperona que atua em
condi¢cbes de estresse e que os homens obesos, como mencionado anteriormente,
possuem diversas fontes de alteragdo da homeostase, sugerimos que a
concentracdo dessa proteina pode ser baixa no plasma seminal e aumentada na
célula espermatica, corroborando assim com o trabalho de Miller et al. que
encontraram antigeno dessa proteina em diferentes regides do espermatozoide
(116). Assim, se considerarmos que essa correlagdo também ¢é valida para sua
expressao intracelular, hipotetizamos que em homens obesos a concentragao
proteica esta alta e a quantidade de espermatozoide cometa classe | esta baixa
(correlagao negativa) devido estresse do ambiente, entdo essa proteina passa a
atuar como chaperona ativando outras proteinas que promoverao a adaptagao ao
desequilibrio (117). Ja no grupo eutrdéfico, a correlagdo também é negativa, mas esta
relacionada a espermatozoides DAB classe |; nesse cenario, hipotetizamos que o
estresse nao esta presente fazendo a expressao proteica ser baixa e a concentragcao
de espermatozoides com alta atividade mitocondrial ser elevada corroborando com
nossos resultados.

No estudo anterior do nosso grupo, a proteina Apolipoprotein A-I (APOA1)
também se mostrou hiperexpressa no plasma seminal de homens obesos (37). No
presente estudo, essa proteina apresentou correlagdes positivas com o peso, IMC,
porcentagem de gordura e idade no grupo obesidade. A principal fungdo dessa
proteina esta relacionada ao metabolismo de lipidios, isso €, ela se liga a membrana
de uma célula para promover o efluxo de colesterol que, ao sair, se liga a esta

proteina formando assim o HDL (High Density Lipoprotein) (118). Sabe-se que os
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homens obesos apresentam alta quantidade de colesterol e pouca quantidade de
HDL (119), assim ao também verificarmos alta expressao de APOA1, sugerimos que
nesses homens ha concentragdo proteica adequada com a fungdo de eliminagao
dos lipidios, mas pela interferéncia de mecanismos ainda em discussao na literatura
(119), tal unido entre proteina e colesterol ndo é capaz de formar o HDL. Além disso,
€ relatado na literatura que o alto teor de colesterol encontrado nesses individuos
traz acometimentos para a integridade do acrossoma das células espermaticas e
sua morfologia (120), corroborando com nossos resultados que evidenciaram que os
obesos possuem grande concentracdo de espermatozoides com acrossoma né&o
integro e com nossa correlagado negativa existente entre a expressédo de APOA1 e a
morfologia dos espermatozoides, ja que essa proteina nos indica a alta
disponibilidade de colesterol. A hipercolesterolemia indicada pela APOA1 também é
capaz de afetar a produgédo de testosterona pela células de Leydig comprometendo
a produgcédo de espermatozoides e corroborando com nossa segunda correlagéo
negativa que esta associada a contagem espermatica (121).

No grupo eutréfico, a proteina APOA1 se correlacionou negativamente com a
motilidade espermatica n&o progressiva. Tal proteina participa da ativagdo da
motilidade através do SPAP complex (Sperm Activating Protein) (122,123). Além
disso, Agarwal et al. relataram que os pacientes com varicocele apresentaram uma
baixa expressdo dessa proteina e consequentemente uma baixa motilidade
espermatica (124).

Por fim, a proteina Glutathione peroxidase 3 (GPX3), apresentou uma unica
correlagdo positiva, a mesma se deu no grupo eutrofico e estd relacionada a
porcentagem de gordura corporal. A fungao dessa proteina é proteger um organismo
dos danos causados pelo estresse oxidativo por meio da redugdo das moléculas
oxidativas (125). Este trabalho nos evidenciou que quanto maior a porcentagem de
gordura, maior é o desequilibrio da homeastase causado pelo estresse oxidativo e
tal fato explica a correlacdo positiva entre a GPX3 e a porcentagem de gordura.
Levando em consideracdo que os homens eutréficos possuem baixa porcentagem
de gordura, a expressao dessa proteina se mostra baixa.

Portanto, as correlagdes observadas entre a expressdo dessas proteinas
(HSPB1, S100A9, HSP90, APOA1 e GPX3) e diferentes variaveis encontradas nos

homens obesos e eutréficos, nos ajudaram a enriquecer o entendimento da
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influéncia do tecido adiposo, sendo em quantidade normal ou alta, na fertilidade
masculina. Além disso, a evidente interacdo das moléculas proteicas com as
variaveis seminais e funcionais nos indicou que a busca por biomarcadores da
obesidade no ambito da fertilidade ainda se mostra um campo promissor e que

enriquecera nossos meios de diagndstico e tratamento.
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6 CONCLUSOES

Com esse trabalho concluimos que o excesso de tecido adiposo, ou seja, a
obesidade, interfere negativamente na qualidade seminal e funcional dos
espermatozoides. Por outro lado, a obesidade ndo altera os niveis seminais de
proteinas envolvidas em fungdes biolégicas observadas nesses homens, como
inflamacéao, apoptose e resposta aos estresses térmico e oxidativo. Apesar disso,
essas proteinas apresentam importantes correlacbes com as caracteristicas

seminais e com a fungdo dos espermatozoides.
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

1 — Titulo do projeto: VALIDACAO DE PROTEINAS BIOMARCADORAS SEMINAIS
DE FERTILIDADE EM HOMENS OBESOS

2 — Informacées Iniciais: Para que um individuo possa participar de uma pesquisa
envolvendo novos procedimentos, este deve dar o seu consentimento livre e esclarecido de tal
participagdo. Esse consentimento deve se basear na compreensdo da natureza e do risco do
tratamento, aparelho ou procedimento. E responsabilidade do coordenador da pesquisa
fornecer ao individuo que fard parte da pesquisa as informagdes necessarias para esta

compreensao.

Essas informagdes estdo sendo fornecidas a vocé para sua participagdo neste estudo,
que tem como objetivo promover a validacdo de proteinas seminais que apresentam potencial

para serem biomarcadoras de disfuncdes relacionadas a fertilidade de homens obesos.

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. A sua recusa em participar
ndo prejudicard o seu tratamento futuro ou os beneficios oferecidos pela Instituicdo. Vocé é
livre para deixar de participar deste estudo a qualquer momento, sem que haja qualquer
penalidade ou prejuizo no tratamento médico. Assim, pedimos por meio deste o seu

consentimento para participacao neste estudo.

3 — Quem pode participar do estudo? Serdo incluidos no estudo pessoas que procurarem
espontaneamente o Setor Integrado de Reproducdo Humana, vinculado a Disciplina de
Urologia, da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), para investigacdo de
infertilidade conjugal. Esses participantes da pesquisa devem responder a um questionario
estruturado, incluindo dados sobre estilo de vida, indice de massa corporea (IMC), presenga
ou auséncia de varicocele e historico médico, além disso, passardo pelo exame de
Bioimpedancia onde sera verificada sua porcentagem de gordura corpérea. Baseado nesse
questionario e no exame, dois grupos de participantes serdo selecionados para este estudo: (i)
participantes obesos (com ou sem varicocele, ndo tabagistas, ndo alcoolatras ou historico de

disfungdes urogenitais); (i) participantes eutroficos (com ou sem varicocele, ndo tabagistas,



ndo alcoolatras ou historico de disfungdes urogenitais e sem sobrepeso ou obesidade). Pessoas

que ndo se enquadrem nesses critérios ndo poderdo participar desta pesquisa.

4 — Procedimentos que serio realizados:

Apos a coleta de sémen, serd realizado o espermograma dessas amostras, um exame
realizado rotineiramente em estudos de infertilidade masculina. Apos a realizacdo do
espermograma, o restante do material sera utilizado para os testes experimentais propostos no

presente estudo.

5 — Relagao dos procedimentos rotineiros e como sao realizados:

Serd feita a coleta de sémen pelo proprio participante da pesquisa, por masturbacao,
apds um periodo de 2 a 5 dias de abstinéncia ejaculatdria, em area anexa ao Laboratdrio de
Andrologia do Setor de Reprodugdo Humana da UNIFESP. Em seguida, serd feito o
espermograma de cada amostra.

Nos gostariamos de obter a sua permissdo para inclui-lo nesta pesquisa. Para tanto,
vocé deve consentir que nos utilizemos a amostra de sémen, somente apds a realizacdo

completa do seu espermograma, para que o seu exame nao seja prejudicado.

6 — Desconfortos e riscos esperados:

A colheita de sémen deve ser realizada por masturbacdo em um recipiente pléstico
estéril. O risco oferecido por este procedimento para o participante da pesquisa seria o
desconforto, uma vez que a coleta de s€émen na sala anexa ao Laboratorio de Andrologia pode
ser constrangedora. A participacdo nesta pesquisa, isso ¢, a consulta médica e os exames, nao
gerardo nenhum encargo financeiro ao voluntdrio, portanto ndo haverd qualquer ajuda
financeira. Nao existe risco de que a amostra de sémen que vocé ird produzir possa gerar
filhos sem seu consentimento, pois essa amostra sera utilizada somente para o espermograma
e, o restante, para os testes envolvidos nesta pesquisa. Caso ainda haja amostra sobressalente

ao término dos testes, a mesma serd descartada em lixo biologico que sofrerd incineracao.

7 — Beneficios:
Nao hé beneficio direto para vocé, ja que se trata de um estudo experimental. No
entanto, ao final do estudo, poderd ser obtido potenciais marcadores de fertilidade que

indicam possiveis alteracdes fisiologicas encontradas em homens obesos. Esse marcador



podera ser utilizado na rotina clinica da area de reprodu¢do humana, beneficiando os casais

com problemas de infertilidade.

8 — Procedimentos alternativos:
Nao ha procedimentos alternativos, uma vez que o procedimento adotado para o

estudo ¢ o mais simples. No entanto, vocé pode optar por ndo participar desse estudo.

9 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Os investigadores
principais sdo Renata Cristina de Carvalho ¢ Dr. Renato Fraietta, que podem ser
encontrados no endere¢o Rua Embau, 231 ou pelo telefone 3807-4062. Se voce tiver alguma
consideragio ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14, Tel: 5571-1062, FAX: 5539-7162 —
E-mail: cepunifesp@unifesp.br.

10 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento ¢ a
desisténcia de participacao do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento

na Instituicao.

11 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com as de outros voluntarios, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum participante
desta pesquisa. Entretanto, a Escola Paulista de Medicina/UNIFESP e o Ministério da Saude

poderdo disponibilizar os seus registros para entidades juridicas, se necessario.

12 — Despesas e compensacdes: ndo hd despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames, procedimentos, consultas e hospitalizagdo. Nao ha
compensagdo financeira relacionada a sua participagdo € nem havera qualquer ajuda

financeira.

13 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo, vocé tem direito a tratamento médico na UNIFESP — Hospital Sao

Paulo, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas. Nao haverd compensacdo de



nossa parte por perda de dia de trabalho, desconto de salario ou perdas indiretas por eventuais

danos causados por esta pesquisa.

14 — Compromisso do pesquisador: O pesquisador Dr. Renato Fraietta e a pesquisadora
Renata Cristina de Carvalho se comprometem a utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Serdo disponibilizadas duas vias originais deste documento, uma ficara em posse do

voluntério e outra com o pesquisador.



Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “VALIDACAO DE PROTEINAS
BIOMARCADORAS SEMINAIS DE FERTILIDADE EM HOMENS OBESOS”. Eu
discuti com a mestranda Renata Cristina de Carvalho ou com o Dr. Renato Fraietta sobre
a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os prop6sitos
do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao ¢ isenta de despesas ¢ que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servigo.

Nome do participante da pesquisa/representante legal*

ya—

Assinatura do participante da pesquisa/representante legal* Data

* Para casos de voluntarios analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou

visual.

Nome da testemunha

J—

Assinatura da testemunha Data



(Somente para o responsdvel do projeto)
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste participante ou representante legal para a inclusao neste estudo.

Nome do responsavel pelo estudo

y—

Assinatura do responsavel pelo estudo Data



Anexo 3 — Tabela cruzada de teste exato de Fisher comparando os
métodos IMC e porcentagem de gordura (Bioimpedancia)

Classificagao % * Classificagdo IMC Crosstabulation

Classificagao IMC
0 1 2 Total

Classificagdao 0 Count 14 5 0 19
% % within 73,7% | 26,3% 0,0% 100,0%

Classificagao

%

% within 100,0% | 71,4% 0,0% 39,6%

Classificagao

IMC

2 Count 0 2 27 29

% within 0,0% 6,9% | 93,1% 100,0%

Classificagao

%

% within 0,0% | 28,6% | 100,0% 60,4%

Classificagcao

IMC
Total Count 14 7 27 48

% within 29.2% | 14,6%| 56,3% 100,0%

Classificagao

%

% within 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0%

Classificagcao

IMC

0: eutrdfico; 1: sobrepeso; 2: obeso.

Chi-Square Tests

Exact Sig. | Exact Sig. Point
Value df Asymp. Sig. (2-sided) (2-sided) | (1-sided) | Probability
Pearson 42,026° 2 ,000 ,000
Chi-Square
Likelihood 56,068 2 ,000 ,000
Ratio
Fisher's 49,241 ,000*
Exact Test
Linear-by- 40,045° 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Linear
Association
N of Valid 48
Cases

*diferenca significativa (p<0,05)



