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RESUMO 

 

Objetivo: Estudar o efeito da prática intensa do ciclismo no potencial fértil masculino. 

Método: O estudo transversal incluiu 72 amostras seminais provenientes do grupo 

Alto Rendimento (AR=32), do grupo Baixo Rendimento (BR=28) e do grupo Controle 

(C=12). Inicialmente os voluntários foram avaliados por um urologista e encaminhados 

para a coleta seminal. Uma alíquota do sêmen foi utilizada para avaliação do 

espermograma, outra foi centrifugada a 600xG por 30 minutos quando o plasma 

seminal foi separado e utilizado na análise proteômica por meio de quantificação e 

digestão proteica, análise por espectrometria de massas e busca das proteínas 

correspondentes aos espectros encontrados. Quanto ao pellet restante, foi 

ressuspendido e analisado de acordo com a função dos espermatozoides, como 

análise cinética por meio da motilidade espermática, integridade acrossômica, 

atividade mitocondrial, aferição do potencial de membrana mitocondrial, fragmentação 

de DNA e quantificação de ânions superóxidos nos espermatozoides. A análise 

estatística foi realizada no programa SPSS, iniciando com análise descritiva dos 

dados e aplicando um teste por Modelos Lineares Generalizados, adotando um α de 

5%. Para análise proteômica foi realizado o teste Kruskal-Wallis com post hoc de 

Games Howell e a Análise Discriminante. Resultados: O grupo BR apresentou 

maiores valores de neutrófilos, cinética espermática (velocidade média de percurso e 

velocidade retilínea) e integridade de DNA espermático, quando comparado ao grupo 

AR. Por outro lado, o grupo AR apresentou maiores taxas de presença do ânion 

superóxido e fragmentação do DNA classe III, quando comparado ao grupo BR, assim 

como alta taxa de fragmentação classe IV quando comparado ao grupo C. Foram 

encontradas 14 proteínas diferencialmente expressas do total de 281 quantificadas, 

sendo 2 hiperexpressas no grupo AR e 4 no grupo BR. As demais proteínas estiveram 

hipoexpressas em relação ao grupo C. Conclusões: O ciclismo de Alto Rendimento 

está associado a um aumento dos níveis de fragmentação do DNA espermático e 

elevação da atividade oxidativa intracelular, enquanto o de Baixo Rendimento à alta 

expressão proteica de resposta ao processo imune e inflamatório, à via alterativa de 

energia e à proliferação celular.  
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ABSTRACT 

 

Objective: Study the effect of intense cycling practice on male fertile potential. 

Method: The prospective study included 72 semen samples from the High Intensity 

group (HI=32), Low Intensity group (LI=28) and Control group (C=12). Initially, the 

volunteers were evaluated by a urologist and collect a seminal sample. An aliquot of 

semen was used for semen analysis, another was centrifuged at 600xG for 30 minutes, 

then the supernatant seminal plasma was used in proteomic analysis through protein 

quantification and digestion, mass spectrometry analysis and search for proteins 

corresponding to the spectrum found. The remaining pellet was resuspended and 

analyzed according to sperm function, such as kinetic analysis through sperm motility, 

acrosome integrity, mitochondrial activity, measurement of mitochondrial membrane 

potential, DNA fragmentation and quantification of superoxide anions in sperm. 

Statistical analysis was performed using the software SPSS 21.0, starting with a 

descriptive analysis of the data and applying a test by Generalized Linear Models, 

adopting an α of 5%. For proteomic analysis, the Kruskal-Wallis test with Games 

Howell post hoc and Discriminant Analysis were performed. Results: The LI group had 

higher rates of neutrophils, sperm kinetics such as; velocity average path, velocity on 

a straight line, and sperm DNA integrity, when compared to the HI group. On the other 

hand, the HI group presented higher rates of superoxide anion and class III DNA 

fragmentation, when compared to the LI group, as well as a high rate of class IV 

fragmentation when compared to the C group. Fourteen differentially expressed 

proteins were found from a total of 281 quantified, being 2 overexpressed in the HI 

group and 4 in the LI group. The remained proteins were underexpressed in relation 

to C group. Conclusions: High-performance cycling is associated with an increase in 

sperm DNA fragmentation levels and in intracellular oxidative activity, while low-

performance cycling is associated with high protein expression in response to immune 

and inflammatory processes, alternative energy pathway and cell proliferation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A prática de exercícios físicos tem sido considerada como uma maneira de 

melhorar a aptidão física, prolongando a longevidade e protegendo contra o 

desenvolvimento de doenças coronarianas, hipertensão, acidente vascular 

encefálico, diabetes e câncer (Paffenbarger & Lee, 1996). Um estudo com mais de 

16 mil ex-alunos da Universidade de Harvard mostrou que as taxas de mortalidade 

eram em torno de 30% menores no grupo de ex-alunos fisicamente ativos, com um 

gasto energético de 2000 kcal em média por semana, quando comparado aos 

homens menos ativos (Paffenbarger et al., 1986). 

Dentre alguns esportes recomendados por serem aeróbicos, de baixo 

impacto e com efeitos protetores para o sistema cardiovascular ao controlar 

sobrepeso, hipertensão e diabetes, o ciclismo se destaca (Leibovitch & Mor, 2005). 

Apesar dos benefícios à saúde que o ciclismo pode trazer, praticar o exercício 

intensamente pode acarretar em problemas posturais de coluna, na musculatura 

lombar e outras alterações ortopédicas (Piotrowska et al., 2017).  

Assim como o ciclismo, outros esportes também quando praticados em 

níveis elevados, por exemplo, maratonas quando percorridos mais de 100km por 

semana durante 1 ano (Jensen et al., 1995) ou 120 minutos 5 vezes semanalmente 

durante 60 semanas (Safarinejad et al., 2009) e escaladas, quando em alturas 

superiores a 2000 metros (Pelliccione et al., 2011; Verratti et al., 2008) ou treinos 

de 6 a 8 horas diárias durante 5 dias (Verratti et al., 2016), podem levar a algumas 

injúrias envolvendo problemas geniturinários (Leibovitch & Mor, 2005; Lucía et al., 

1996). Dentre elas podemos relatar a síndrome de aprisionamento nervoso como o 

entorpecimento genital, reportado em 50-91% dos ciclistas e a disfunção erétil 

relatada em 13-24% deles (Leibovitch & Mor, 2005; Solomon & Cappa, 1987a; 

Sommer et al., 2001). Outros problemas menos comuns incluem impotência 

(Southorn, 2002), priapismo, trombose peniana, hematúria, torção do cordão 

espermático, prostatite e Antígeno Prostático Específico (PSA) sérico elevado, que 

são descritos apenas esporadicamente (Leibovitch & Mor, 2005).  
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A prática intensa de exercícios, como o ciclismo, pode levar a mudanças na 

função imune suprimindo células T, B, Natural Killer e a atividade oxidativa dos 

neutrófilos (Nieman, 1997), prejuízo na qualidade seminal por meio da diminuição 

de agentes antioxidantes como as enzimas SOD e catalase, e aumento que 

agentes oxidantes como o malonaldeído (MDA) (Maleki et al., 2014; Tartibian & 

Maleki, 2012) devido ao aumento da temperatura testicular (Hajizadeh Maleki & 

Tartibian, 2015) (Dewasmes et al., 1991; Jung et al., 2008) e, portanto, possível 

alteração do potencial fértil masculino.  

A promoção da resposta inflamatória por meio do sistema imunológico 

permite manutenção da homeostase, assim como o combate à agressores (Silva & 

Macedo, 2011). Essa resposta engloba produção de citocinas e interleucinas a 

partir de células como leucócitos e macrófagos com a função de proteção 

imunológica por meio, também, da produção imunoglobulinas. O bom 

funcionamento da resposta imune inata também é essencial nos processos de 

proliferação e diferenciação celular, eventos fundamentais para o sistema 

reprodutor masculino (Attia et al., 2021; Lopes, 2014), uma vez que os mecanismos 

de formação celular e de integridade de suas funções são requisitos fundamentais 

para que os gametas alcancem o objetivo da fertilização dos oócitos. 

A infertilidade é definida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

uma condição que acomete o casal com ausência de gravidez clínica após 1 ano 

de tentativas, sem utilização de métodos contraceptivos (World Health 

Organization, 2010b). Cerca de 15% dos casais em idade reprodutiva são 

acometidos pela infertilidade, tendo o fator masculino participação em até 50% 

desses casos (Organisation, 1999; World Health Organization, 2010b).  

As causas que podem levar à infertilidade masculina são de caráter 

multifatorial. Um dos principais mecanismos envolvidos é o estresse oxidativo (EO), 

que acomete cerca de 40% dos homens considerados inférteis (Zini et al., 1993), e 

é uma condição que surge quando há um desequilíbrio entre a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e os mecanismos antioxidantes (Myburgh et 

al., 2001; Wise et al., 2011a). As EROs são em sua maioria radicais livres e ativos, 

pois possuem elétrons desemparelhados, e quando em quantidade fisiológicas são 
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importantes no processo de fertilização do oócito pelo espermatozoide, 

participando também de eventos regulatórios desse processo como a 

hiperativação, a capacitação, a interação com a zona pelúcida e a reação 

acrossômica espermática (de Lamirande et al., 1997a; de Lamirande & Gagnon, 

1995a).  

No ambiente testicular, um desequilíbrio entre a produção de EROs e 

antioxidantes pode ser acarretado por disfunções nos mecanismos de produção de 

espermatozoides nos túbulos seminíferos, alterações das células de Leydig (que 

produzem testosterona) e nas células de Sertoli (que promovem a nutrição para a 

maturação dos gametas) (Aitken & Roman, 2008; Liu et al., 2012). Somado a isso, 

o EO também pode estar associado a fatores pós-testiculares, como alterações nas 

funções epididimárias, nos ductos deferentes e nas glândulas seminais, levando à 

ocorrência desse desbalanço também no ejaculado por meio da presença de 

espermatozoides mortos, imaturos ou até de leucócitos (Aitken, 1994). Esse 

desequilíbrio, portanto, pode levar a danos em estruturas como o DNA, o RNA, 

proteínas e também impactar negativamente os ácidos graxos poli-insaturados 

(AGPIs) presentes na membrana plasmática do espermatozoide (Mello Filho et al., 

1984) que fornecem fluidez importante para essa célula, o que é essencial durante 

o processo de fertilização (Sikka et al, 2001). 

Esse desequilíbrio oxidativo está presente na prática intensa de atividades 

físicas, em decorrência do choque térmico e mecânico testicular provocado por 

alguns esportes (Hajizadeh Maleki & Tartibian, 2015; Jóźków & Rossato, 2017; Zini 

et al., 1993). Wise e colaboradores (2011) mostraram que a prática do ciclismo 

durante 5 ou mais horas por semana promovia uma diminuição da concentração de 

espermatozoides e da motilidade espermática (Wise et al., 2011a). Atletas que 

pedalam em torno de 34 km a 40 km por dia durante 16 semanas, por exemplo, 

possuem alterações nos parâmetros seminais, como diminuição do volume 

seminal, da motilidade espermática, da quantidade de espermatozoides no sêmen 

e da porcentagem de células espermáticas com morfologia normal (Hajizadeh 

Maleki & Tartibian, 2015; Myburgh et al., 2001). 
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O ciclismo é uma das modalidades esportivas que mais leva a complicações 

relacionadas à fertilidade masculina (Southorn, 2002). As alterações podem ser 

decorrentes do impacto mecânico testicular que ocorre durante a prática 

prolongada da atividade, levando ao superaquecimento gonadal (Jung et al., 2008), 

assim como problemas térmicos gerados no testículo pela utilização de roupas 

especializadas (Jung et al., 2008), cuja utilização tem o intuito de melhorar o 

desempenho do atleta, podendo até causar hipogonadismo (Jóźków & Rossato, 

2017).  

Para uma regulação ideal das funções testiculares e uma produção e 

maturação normal dos espermatozoides no epidídimo, sabe-se que o testículo 

necessita estar a uma temperatura de 2 a 4 graus Celsius menor que a temperatura 

corporal (Durairajanayagam et al., 2015; Mieusset & Bujan, 1995). A elevação da 

temperatura testicular pode causar prejuízos importantes no processo da 

espermatogênese (Wang et al., 1997), levando também à alterações nos hormônios 

do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, como cortisol, LH (hormônio luteinizante), 

FSH (hormônio folículo estimulante) e testosterona (Jóźków & Rossato, 2017; Lucía 

et al., 2001; Vingren et al., 2010). Em modelos animais, mudanças de temperatura 

testicular acarretam alterações nos mecanismos envolvidos com o processo de 

espermatogênese prejudicando sua fisiologia e levando à resposta ao EO como a 

morte celular, além de altas taxas de fragmentação do DNA espermático (Paul et 

al., 2009).  

Variações de temperatura testicular que ocorrem em atletas podem também 

estar ligadas à presença da varicocele, condição que pode acarretar um prejuízo 

na produção de espermatozoides por conta da geração de EROs em decorrência 

do EO provocado pelo fluxo retrógrado do sangue nas veias testiculares do plexo 

pampiniforme (Agarwal et al., 2012). Em consequência da elevação de 

temperatura, esses homens apresentam espermatozoides com morfologia anormal 

e uma diminuição na motilidade espermática (Gebreegziabher et al., 2004).  

Outro estudo que avaliou diferentes intensidades de treino de ciclistas 

mostrou que quanto mais horas de treino menor o volume seminal, a motilidade, a 

quantidade de espermatozoides no sêmen e a morfologia normal, assim como o 



5 
 

 
 

aumento da expressão de interleucinas no plasma seminal, como por exemplo IL-

1β, IL-6, IL-8, e TNF-α (Hajizadeh Maleki & Tartibian, 2015), que por sua vez, estão 

envolvidas no processo de peroxidação lipídica, via aumento de níveis de EROs 

(Buch et al., 1994; Martínez et al., 2007). Essas citocinas pró-inflamatórias são 

sabidamente relacionadas com a capacidade de interferir na função espermática, e 

dessa forma, em casos de infertilidade masculina. Assim, juntamente com um 

balanço redox, as citocinas se tornam biomarcadores da fertilidade (Castiglione et 

al., 2014; Furuya et al., 2003). Nesse sentido, Hajizadeh Maleki e Tatibian 

observaram em 2017, que o exercício físico de intensidade moderada poderia atuar 

como uma terapia anti-inflamatória na função reprodutiva e com isso atenuar os 

índices de fragmentação de DNA, melhorando parâmetros seminais e a 

concentração de antioxidantes no sêmen de voluntários submetidos aos treinos 

durante 24 semanas (Hajizadeh Maleki & Tartibian, 2017).  

Dentre os danos causados pelo EO, podemos destacar a peroxidação 

lipídica que consiste no processo de oxidação dos lipídeos insaturados de 

membrana do espermatozoide (Wagner et al., 1994a). O processo de peroxidação 

forma, dentre alguns reagentes, o MDA, um agente alquilante deletério, podendo 

ser mutagênico e capaz de se ligar covalentemente aos nucleotídeos do DNA, 

peptídeos e proteínas alterando as suas funções moleculares e até induzir a quebra 

na dupla fita de DNA (Agarwal & Saleh, 2002a; Aitken et al., 1989a). Por meio da 

peroxidação lipídica, a membrana celular do espermatozoide sofre alteração de sua 

permeabilidade podendo provocar uma redução na integridade acrossômica, em 

sua atividade mitocondrial, assim como levar a maior susceptibilidade do DNA 

espermático a danos (de Lamirande et al., 1997c; de Lamirande & Gagnon, 1995c). 

Além disso, o processo oxidativo somado ao evento da peroxidação lipídica pode 

promover alterações no perfil proteômico seminal, apresentando elevação na 

quantidade de proteínas envolvidas na resposta celular ao estresse térmico, na 

resposta imune e na atividade oxidante e antioxidante (Intasqui et al., 2015).  
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HIPÓTESE 

 

Apesar de haver controvérsias sobre a associação entre exercício físico 

intenso e qualidade seminal (Wogatzky et al., 2012), alguns esportes praticados em 

alta intensidade, como o ciclismo, tem sido investigados em relação à função 

reprodutiva masculina (Brant et al., 2010; Jung et al., 2008; Southorn, 2002). 

Sabendo que a atividade física intensa está associada a alterações fisiológicas, 

incluindo a fisiologia reprodutiva, a literatura aponta uma relação com certo prejuízo 

na qualidade seminal. Entretanto, ainda não se sabe quais são os mecanismos 

celulares e moleculares da infertilidade que possam estar envolvidos no sêmen 

desses atletas. Assim, nossa hipótese é que amostras seminais provenientes de 

ciclistas de alto rendimento, que praticam o esporte mais intensamente, estejam 

prejudicadas quanto ao perfil oxidativo seminal, de função celular e proteômico, 

quando comparados àquelas de ciclistas de baixo rendimento. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

O presente estudo tem como objetivo verificar se a prática intensa de 

ciclismo está associada a alterações no potencial fértil masculino. 
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SUBESTUDO 1 
 Avaliação seminal de ciclistas de baixo e alto 

rendimento: uma análise seminal e funcional  
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2  OBJETIVOS 

2.2 Objetivos específicos  

 Verificar se a prática do ciclismo de alto rendimento está associada à 

alteração na: 

i) Qualidade geral do sêmen; 

ii) Qualidade funcional dos espermatozoides; 

iii) Função erétil masculina.  
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3 MÉTODO 

 

3.1 Recrutamento de voluntários 

Um estudo transversal foi proposto para inclusão de 128 voluntários do sexo 

masculino entre 20 e 50 anos, praticantes de ciclismo e que concordaram, após 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1), 

participar deste estudo, que foi realizado somente após a aprovação pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) (Anexo 

2). O recrutamento de voluntários ciclistas foi realizado com a divulgação da 

pesquisa eletronicamente via redes sociais e aplicativos de mensagens, e 

presencialmente via distribuição de panfletos tanto na Universidade quanto em lojas 

de bicicletas, de equipamentos e produtos esportivos e também encontros 

presenciais de ciclistas (Anexo 3). Aqueles interessados em participar entraram em 

contato para agendamento futuro em data e hora combinados. Com os 

agendamentos realizados, os voluntários receberam, com uma semana de 

antecedência da data agendada, os seguintes documentos: TCLE e questionário 

de função erétil (Anexo 4). Dentre os domínios analisados por esse questionário, 

foi observado o domínio função erétil dos voluntários, analisando cuidadosamente 

qual o grau de disfunção erétil (leve, moderado ou grave), quando presente. Um 

contato telefônico foi realizado com 4 dias de antecedência para confirmação da 

participação, do recebimento do e-mail, para responder eventuais dúvidas e alertar 

sobre a abstinência ejaculatória.  

No dia e hora marcados os voluntários ciclistas foram recepcionados no 

Laboratório de Estudos Avançados em Fertilidade (LEAF) e encaminhados, 

individualmente, para i) primeiro contato e preenchimento de um formulário (Anexo 

5) com dados como nome, idade, contatos telefônico e eletrônico, escolaridade, 

profissão, peso, altura, intensidade da prática do ciclismo; ii) aferição da 

porcentagem de gordura por meio da bioimpedância (Kyle et al., 2004), onde foi 

solicitado que os voluntários tirassem os sapatos e segurassem o equipamento de 

acordo com o protocolo (Anexo 6); iii) assinatura do TCLE; iv) aplicação, por um 

médico, do mesmo questionário de função erétil presencialmente, para validação; 
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v) avaliação física realizada por um médico (Anexo 7). Depois dessa etapa, os 

voluntários foram encaminhados ao local de coleta seminal e após essa última fase 

foram liberados e receberam um e-mail de agradecimento pela participação junto 

ao seu respectivo laudo de espermograma. 

Para amostras fornecidas por homens voluntários classificados como 

controle, foram acessadas as agendas de rotina do laboratório de Reprodução 

Humana do Hospital São Paulo/UNIFESP. Com isso, foi verificado dia após dia, os 

agendamentos para coleta seminal, e o voluntário controle que estivesse incluso 

dentro dos critérios, concordou em fornecer uma alíquota da amostra seminal. Essa 

amostra foi utilizada para avaliação, e de acordo com o resultado fornecido pelo 

espermograma, sendo ela normozoospérmica, foi incluída no estudo. Em seguida, 

esses voluntários foram convidados a preencher os mesmos questionários 

aplicados aos voluntários ciclistas. 

  

3.2 Desenho do estudo 

Com o recrutamento e participação dos voluntários, as amostras seminais 

foram obtidas por meio de masturbação coletadas em frascos de polipropileno 

estéreis e descartáveis (Pleion, Brasil), de um lote previamente testado quanto à 

toxicidade do plástico para a motilidade espermática, após abstinência ejaculatória 

de 2 a 7 dias. Como critérios de inclusão, todos os voluntários deveriam possuir 2 

testículos e como critérios de exclusão foram adotadas condições como 

oligozoospermia grave, azoospermia, criptorquidia, febre nos 90 dias antecedentes 

ao exame clínico, em tratamento com rádio e/ou quimioterapia e cirurgia urogenital. 

Os voluntários ciclistas que apresentaram varicocele não foram excluídos do 

estudo, mas essa condição foi adotada como covariante na análise estatística. Por 

outro lado, os voluntários classificados como controles deveriam ser eutróficos, não 

fazer uso de tabaco, álcool ou outras drogas, não possuir doenças prévias ou de 

base, nem a varicocele, assim como fornecer uma amostra considerada 

normozoospérmica, de acordo com o manual da Organização Mundial da Saúde 

de 2010 (OMS 2010) (World Health Organization, 2010a). 
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Após a coleta e liquefação da amostra seminal, uma alíquota foi submetida 

à realização da análise convencional do sêmen pelo espermograma (I Figura 2), 

que verifica a qualidade macro e microscópica do sêmen e do espermatozoide, de 

acordo com as recomendações do manual da OMS 2010 (World Health 

Organization, 2010a). A amostra restante foi submetida à separação do plasma 

seminal da fração celular, por centrifugação a 600xG por 30 minutos em 

temperatura ambiente (II Figura 2). O plasma foi coletado e congelado com adição 

de um inibidor de protease (1mg/mL; cOmpleteTM ULTRA Tablets, Mini EDTA-free 

EASYpack, Merck, Darmstadt, Alemanha) para futura análise proteômica (Figura 

1).  

 

Figura 1. Desenho geral do estudo, englobando divulgação e recrutamento de 
voluntários, subestudo 1 e 2. 

 

O pellet remanescente foi ressuspendido em meio de cultura Biggers Whitten 

Whittingan (BWW) (Anexo 8) para realizar as análises cinética e de funcionalidade 

espermática incluindo a avaliação dos parâmetros de motilidade, integridade 

acrossômica (III Figura 2), fragmentação de DNA espermático (IV Figura 2), 
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atividade mitocondrial (V Figura 2), aferição do potencial de membrana mitocondrial 

(VI Figura 2), e da presença do ânion superóxido intracelular (VII Figura 2) (Figura 

2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Desenho experimental esquematizado do subestudo 1. 

 

As amostras seminais fornecidas pelos voluntários ciclistas deste estudo 

foram divididas em amostras provenientes de ciclistas de baixo rendimento e 

amostras provenientes de ciclistas de alto rendimento, de acordo com a intensidade 

da prática do ciclismo. E por fim, as amostras controle também seguiram o fluxo do 

desenho do estudo sendo analisada de acordo com o método proposto.  

  

3.3 Análise cinética da motilidade espermática 

As motilidades espermáticas total e progressiva, assim como outros 

parâmetros de movimento espermático, foram avaliadas pelo Sistema 

Computadorizado da Motilidade (CASA - Computer Assisted Sperm Analysis; 

I 

VI 

V 

IV 

III 

II 

VII 
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Hamilton-Thorne, Massachusetts, EUA) (Quadro 1). Para a realização dessa 

análise, as amostras seminais tiveram sua concentração aferida e adequada para 

a leitura no equipamento. Assim, as amostras foram diluídas em meio de cultura 

BWW para que as  concentrações fossem acertadas para 15 milhões de 

espermatozoides/mL, e então 3L dessa amostra diluída foram adicionados em um 

campo determinado da lâmina Leja (IMV Thechnologies), com 20 micrômetros de 

profundidade (Nichi et al., 2007).  

 

Quadro 1: Siglas características do movimento espermático e seus respectivos 
significados 

Sigla Terminologia Significado 

VAP 
Velocidade média de 

percurso (μm/s) 
Velocidade média do espermatozoide 

considerando-se um caminho suavizado. 

VSL Velocidade retilínea (μm/s) 
Velocidade média em função da linha reta 

estabelecida entre o primeiro e o último ponto da 
trajetória do espermatozoide 

VCL 
Velocidade curvilínea 

(μm/s) 
Velocidade da trajetória real do espermatozoide 

ALH 
Amplitude do movimento 
lateral da cabeça (μm) 

Amplitude do deslocamento médio da 
cabeça do espermatozoide em sua trajetória real. 

BCF 
Frequência de batimento 

cruzado (Hz) 
Número de vezes que a cabeça do 

espermatozoide cruza a direção do movimento 

STR 
Retilinearidade  
(VSL/VAP, %) 

Qualidade do movimento retilíneo 
suavizado percorrido 

LIN Linearidade (VSL/VCL, %) 
Qualidade do movimento retilíneo real 

Percorrido 

 

3.4 Integridade acrossômica 

Primeiramente, foram realizados 2 esfregaços com 15µL da amostra. Após 

a secagem, as lâminas foram fixadas em metanol 100% durante 15 minutos. Após 

secagem a temperatura ambiente, os espermatozoides foram corados com 

40µg/mL FITC-PNA por 30 minutos no escuro e subsequentemente lavados com 

água Milli-Q. A integridade do acrossoma foi avaliada pelo método de coloração 

através da lectina peanut agglutinin conjugada a uma sonda fluorescente (FITC-

PNA 1 mg/ml - L21409 Invitrogen®). Nesta técnica, o FITC-PNA liga-se 

exclusivamente às glicoproteínas presentes na membrana externa do acrossoma 
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(Intasqui et al., 2016).  

Nessa análise foram contabilizados 200 espermatozoides em uma 

magnificação de 1000 vezes utilizando o microscópio de epifluorescência BX-51 

(Olympus, Japão) equipado com filtro de excitação de 450-490nm, espelho dicroico 

de 505nm e filtro de barreira de 520nm. Os espermatozoides foram classificados 

em acrossoma danificado (falha na porção apical da cabeça e do segmento 

equatorial) e acrossoma íntegro (porção apical da cabeça e do segmento 

equatorial, íntegros) (Figura 3). 

 

Figura 3. Fotomicrografia com 
magnificação de 1000x 
representativa da integridade da 
membrana acrossomal pelo 
método da coloração PNA com 
células com acrossoma íntegro 
(seta grossa sem 
preenchimento) e células sem 
integridade no acrossoma (seta 
grossa preenchida). Fonte: 
Arquivo Renata Cristina de 
Carvalho 

 

3.5 Atividade mitocondrial 

A atividade mitocondrial foi avaliada por meio de coloração com 

3,3’diaminobenzidina (DAB). Esta técnica baseia-se na oxidação do DAB pela 

enzima citocromo c oxidase, onde o reagente é polimerizado e depositado na 

30µm 
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bainha mitocondrial ao longo da peça intermediária dos espermatozoides (Intasqui 

et al., 2016).  

Primeiramente, uma alíquota de fluido seminal fresco foi adicionada em 

uma solução contendo 1 mg/mL de DAB em PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 

mM Na2HPO4, 1,4mM KH2PO4, pH=7,4) em uma proporção de acordo com a 

concentração espermática e incubada por 1 hora em banho-maria a 37°C no 

escuro. Após o período de incubação, foram preparados 2 esfregaços de 10 µL em 

lâminas de microscopia (Precision Glass Line, China). Depois de secas, as lâminas 

foram fixadas em formaldeído 10% por 10 minutos. Por meio de um microscópio 

Olympus BX-51 equipado com contraste de fase as lâminas foram analisadas e 

contabilizamos 200 células em uma magnificação de 1000x em imersão, para 

classificar as células em classes (Figura 4): i) Classe I (100% da peça intermediária 

corada), onde todas as mitocôndrias estão ativas dando à bainha mitocondrial a 

aparência de um cilindro compacto e proeminente; ii) Classe II (mais de 50% da 

peça intermediária corada), onde a bainha mitocondrial aparece fragmentada, isto 

é, consiste em segmentos ativos e inativos com predominância dos ativos; iii) 

Classe III (menos de 50% da peça intermediária corada), onde a bainha 

mitocondrial apresenta predominantemente mitocôndrias inativas, apenas poucas 

mitocôndrias ativas; e iv) Classe IV (ausência de coloração na peça intermediária), 

quando as mitocôndrias são totalmente inativas (Intasqui et al., 2016).  
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Figura 4. Fotomicrografia com magnificação de 1000x 

representativa da avaliação de atividade mitocondrial: com 

células classe I (100% da peça intermediária corada), II (mais de 

50% da peça intermediária corada), III (menos de 50% da peça 

intermediária corada) e IV (ausência de coloração na peça 

intermediária). Fonte: Arquivo da autora. 

 

3.6 Aferição do potencial de membrana mitocondrial 
 

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por meio da sonda 

fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6’-tetracloro1,1’3,3’-

tetrametilbenzimidazolilcarcocianina) através da técnica de citometria de fluxo, 

utilizando o aparelho BD Accuri C6 (San Jose, CA, EUA). Nesta técnica, a sonda 

mede o fluxo de prótons da matriz para o espaço intermembranas da mitocôndria, 

e as peças intermediárias das células com alto potencial de membrana (-80 a -100 

mA), emitem fluorescência vermelha; já células com baixo potencial de membrana 

emitem fluorescência verde (Gravance et al., 2000). O volume de sêmen utilizado 

para avaliação pelo Citômetro de Fluxo seguiu a proporção de [200.000 / 

concentração do sêmen em 106] diluído em BWW, sendo adicionado a 7,5 μL da 

sonda JC-1 e permanecendo incubado em estufa a 37°C durante 15 minutos, de 

acordo com padronização anteriormente realizada pelo grupo (Adami et al., 2020) 

20µm 
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(Anexo 9). 

 

3.7 Avaliação da fragmentação do DNA espermático 

 

Para esta avaliação foi realizado o ensaio Cometa alcalino de acordo com 

Intasqui e colaboradores (Intasqui et al., 2013). Neste teste a amostra foi diluída a 

1 milhão de espermatozoides/mL em agarose Low Melting Point 0,7% em TBE 1x 

(Tris, Ácido Bórico, EDTA e água MiliQ) e depositada em uma lâmina previamente 

preparada com agarose Normal Melting Point 1% em TBE 1x, submetida a um 

processo de lise celular a baixas temperaturas, e à corrente elétrica, fixação e 

coloração com SYBR Green. Um total de 100 espermatozoides foram analisados 

através de um microscópio de epifluorescência equipado com filtro de excitação de 

510-560nm, espelho dicróico de 565nm e filtro de barreira de 590nm (Olympus BX-

51, Japão), em magnificação de 400x. Os espermatozoides foram classificados em 

quatro classes (I a IV), sendo a Classe I com o DNA completamente íntegro e a 

Classe IV com DNA totalmente fragmentado (Figura 5). 

 

Figura 5. Fotomicrografia com 

magnificação de 400x representativa da 

fragmentação do DNA pelo método Ensaio 

Cometa com presença da cauda de DNA 

fragmentado, sendo possível a 

classificação de I a IV de acordo com a 

intensidade de fragmentação. Fonte: 

Adaptado (Adami et al., 2020). 

20µm 
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3.8  Avaliação da produção de ânions superóxido intracelular nos 

espermatozoides 

A produção de ânions superóxido foi avaliada por meio da sonda 

dihidroetídio (DHE) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) que é excitada 

com um comprimento de onda de 518 nm e emite em 606 nm. Essa sonda exibe 

fluorescência azul no citosol até sua oxidação, o qual se intercala dentro do DNA 

da célula marcando o núcleo em vermelho fluorescente. Para essa análise foram 

incubados 200.000 espermatozoides com a sonda DHE (concentração inicial de 50 

μmol/L diluído em PBS), por um período de 15 minutos em estufa a 37°C. Para a 

realização da leitura em citômetro de fluxo, foram adicionados a amostra 300 μL de 

PBS aquecido. O filtro de leitura da análise utilizado foi FL2 (565-605nm). Os 

espermatozoides foram divididos em 2 populações: (i) população negativa para a 

sonda dihidroetídio e, (ii) população positiva para sonda dihidroetídio, que foi a 

população utilizada na análise, sendo quantificados 10.000 espermatozoides 

dentro do tamanho e complexidade (Forward Scatter X Side Scatter) já pré-

estabelecidos no citômetro de fluxo BD Accuri C6 (Adami et al., 2020) (Anexo 9). 

 

3.9 Questionário de avaliação Internacional da função erétil 

Para avaliar a função erétil, dentre outros dados coletados, foi adotado e 

aplicado a cada voluntário deste estudo o Questionário IIEF-15 (Anexo 4). Os 

voluntários responderam de forma autodeclarada ao questionário de ambas as 

maneiras tanto virtualmente, quanto presencialmente. O questionário validado no 

Brasil (Gonzáles et al., 2013) engloba 5 domínios; função erétil (questões 1, 2, 3, 

4, 5 e 15), função orgásmica (questões 9 e 10), desejo sexual (questões 11 e 12), 

satisfação intercurso (questões 6, 7 e 8) e satisfação geral (questões 13 e 14) 

(Rosen et al., 1997). O score para avaliação do domínio de função erétil foi adotado 

para classificação dos participantes de cada grupo desse estudo, assim como foi 

considerado a realização de uma correlação entre as respostas ofertadas de 
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maneira online e de maneira presencial, com intuito de verificar a reprodutibilidade 

da aplicação virtual do mesmo questionário. 

 

3.10 Análise estatística 

Inicialmente foi sugerido e realizado um cálculo de amostras utilizando um 

alfa de 5%, um poder estatístico esperado de 80% e um tamanho de efeito médio 

de 0.25, com o software GPower 3.1.7. Com isso, observamos que o resultado ideal 

para o espaço amostral deste estudo proposto seria de 128 voluntários no total, 

como pode ser observado na saída do software, na Tabela 1 abaixo: 

 
Tabela 1. Descrição do cálculo amostral a priori, a partir da saída do software Gpower 
utilizado. 

F tests – ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way 
Analysis: A priori: Compute required sample size 
Input: Effect size f = 0.25 
α err prob = 0.05 
Power (1-β err prob) = 0.80 
Number of groups = 2 
Output: Noncentrality parameter λ = 8.0000000 
Critical F = 3.9163246 
Numerator df = 1 
Denominator df = 126 
Total sample size = 128 
Actual power = 0.8014596 

 

A análise estatística foi realizada no software SPSS 21.0 para Windows®, 

dando início com a análise descritiva dos dados. Considerando o espaço amostral 

coletado de 72 voluntários (sendo 32 classificados em ciclistas de alto rendimento, 

28 ciclistas de baixo rendimento e 12 pacientes controle), a pergunta proposta neste 

estudo e o modelo mais adequado; a análise estatística utilizada foi a de testes 

independentes por Modelos Lineares Generalizados – Generalized Linear Models 

(GLzM) juntamente com o teste post-hoc de Bonferroni, construindo para isso o 

modelo linear pela equação y= b +a*x + Erro. Foi considerada a pergunta “Existe 

efeito da intensidade do ciclismo na qualidade seminal?”, onde a variável 

dependente (y) acatada foi a qualidade seminal e a variável independente do 

estudo (x) acatada foi a intensidade do ciclismo, tendo os 3 grupos: Alto 

Rendimento, Baixo Rendimento e Controle. Para adequar a distribuição dos dados 
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coletados foi adotado tanto a distribuição de dados Gamma (para as variáveis 

dependentes DHE, JC1, PNA, Móveis, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN, 

Elongation) quanto a distribuição de dados Normal (para as variáveis dependentes 

DAB I, II, III, IV; Cometa I, II, III, IV; Progressivos); e para adequação do modelo 

proposto foi utilizado o critério Akaike Information Criteria (AIC). A variável ter 

varicocele foi considerada e adicionada ao modelo como uma covariante. Para a 

avaliação da correlação entre as respostas ao questionário de função erétil tanto 

presencial quanto virtual, foi adotado o teste de Correlação de Pearson. Em relação 

à existência da diferença estatisticamente significativa entre os grupos analisados 

foi adotado um α de 5%. E para as variáveis que apresentaram diferença, também 

foi observado o tamanho de efeito e poder atingido.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Aspectos gerais de descrição e classificação amostral 

 

As amostras incluídas neste estudo foram amostras seminais coletadas após 

masturbação e provenientes de homens que possuíam os dois testículos e que 

aceitaram participar como voluntários dessa pesquisa. Dentre os participantes, foi 

possível recrutar 63 homens ciclistas, sendo 3 voluntários excluídos da análise por 

insuficiência de concentração espermática na amostra, ou seja, amostras com 

oligozoospermia grave, totalizando 32 ciclistas de Alto rendimento e 28 ciclistas de 

Baixo rendimento. 

Os voluntários pertencentes ao grupo Alto Rendimento foram aqueles que 

pedalavam 8 ou mais horas semanais (Hajizadeh Maleki et al., 2013). De acordo 

com De Pauw e colaboradores esses voluntários poderiam estar classificados nos 

níveis de desempenho 4 e 5 (PL4 e 5), ou seja, bem/altamente/competitivamente 

treinados ou ciclistas profissionais (De Pauw et al., 2013). Possuíam média de 

38,29 anos com Desvio Padrão (DP) de 9,05 anos; 71,87% (23) se classificaram 

como brancos, 25,00% (8) como pardos ou pretos e 3,12% (1) como amarelos. O 

grupo possuía uma mediana de 6 anos para tempo de ciclismo, sendo 25 anos o 

maior tempo e 4 meses o menor tempo de ciclismo. Deles, 6,25% (2) possuíam 

ensino médio completo, 3,12% (1) Nível Técnico, 18,75% (6) Ensino Superior 

incompleto, 56,25% (18) Ensino Superior completo e 15,62% (5) Pós-graduação. 

Em relação a suplementação alimentar, 25,00% (8) deles declararam tomar algum 

tipo de suplemento como; whey, multivitamínicos, cafeína, creatina, bcaa, proteína, 

glutamina e betalanina. Quando perguntados sobre a prática de outros esportes, 

56,25% (18) responderam que praticavam esportes como; exercício funcional, 

musculação, natação, caminhada, corrida, surfe, futebol, basquete e yoga. Dos 

voluntários deste grupo, apenas 21,5% (4) não possuíam nenhum grau de 

varicocele, e a mediana de dias em abstinência ejacularia foi de 4 dias (Tabela 2 e 

Figura 6). 

 Os voluntários pertencentes ao grupo Baixo Rendimento foram aqueles que 

pedalavam menos de 8 horas semanais (Hajizadeh Maleki et al., 2013). De acordo 



23 
 

 
 

com De Pauw e colaboradores (2013), poderiam estar classificados em níveis de 

desempenho 1, 2 e 3 (PL1, 2 e 3), ou seja, ciclistas não treinados, recreacionais, 

treinados e competitivos. Possuíam média de 34,56 anos com DP de 7,14 anos; 

67,85% (19) se classificaram como brancos, 28,57% (8) como pardos ou pretos e 

3,50% (1) como amarelos. O grupo possuía uma mediana de 4,5 anos para tempo 

de ciclismo, sendo 30 anos o maior tempo e 10 meses o menor tempo de ciclismo. 

Deles, 7,14% (2) possuíam Ensino Médio completo, 17,85% (5) Ensino Superior 

incompleto, 53,57% (15) Ensino Superior completo e 21,42% (6) Pós-graduação. 

Em relação a suplementação alimentar, 21,42% (6) deles declararam tomar algum 

tipo de suplemento como; whey, creatina, bca, proteína e maltodextrina. Quando 

perguntados sobre a prática de outros esportes, 53,57% (15) responderam que 

praticavam esportes como; musculação, natação, vôlei, caminhada, corrida, skate, 

futebol, montanhismo e pilates. Dos voluntários deste grupo, apenas 14,28% (4) 

não possuíam nenhum grau de varicocele e a mediana de dias em abstinência 

ejaculatória foi de 4 dias (Tabela 2 e Figura 6). 

Em relação aos pacientes controles, foram recrutadas 15 amostras, porém, 3 

também precisaram ser excluídas por não serem classificadas como 

normozoospérmicas, totalizando 12 amostras na análise. Esse grupo de pacientes 

possuía média de 35,75 anos com DP de 7,69 anos, uma mediana de 4,5 dias de 

abstinência ejaculatória, sem nenhum grau de varicocele e todas as amostras eram 

normozoospérmicas (Tabela 2 e Figura 6). 

 

Tabela 2. Informações gerais sobre os participantes do estudo, 
envolvendo dados sociais e de classificação como idade, cor 
autodeclarada, escolaridade, tempo de ciclismo, tempo de abstinência 
ejaculatória, ausência de varicocele, prática de outros esportes, uso de 
suplementos alimentares. 

Variável 
Alto 

Rendimento 
(n=32) 

Baixo 
Rendimento 

(n=28) 
Controle (n=12) 

 

Idade (anos) 

Média; DP 

 

38,29; 9,05 

 

35,56; 7,14 

 

35,76; 7,69 
 

Abstinência ejaculatória 
(dias) 

 

4,00 

 

4,00 

 

4,50 
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Mediana 

Ausência varicocele (%) 21,50 14,28 100  

Cor autodeclarada (%) 

Brancos 

Pretos ou pardos 

Amarelos 

 

71,87 

25,00 

3,12 

 

67,85 

28,57 

3,50 

 

- 

- 

- 

 

Tempo de ciclismo (anos) 

Mediana 

 

6,00 

 

4,50 

 

- 
 

Suplementação alimentar 
(%) 

25,00 21,42 - 
 

Outros esportes (%) 56,25 53,57 -  

Escolaridade (%) 

Ensino Médio 

Técnico 

Ensino Superior I 

Ensino Superior C 

Pós-graduação 

 

6,25 

3,12 

18,75 

56,25 

15,62 

 

7,14 

- 

17,85 

53,57 

21,42 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

Dados de referência em porcentagem (%), ou em dias (Mediana), ou em anos (Mediana ou 
Média e Desvio Padrão). Ensino Superior I equivale a incompleto, e Ensino Superior C 
equivale a completo. 

 

  



25 
 

 
 

 

 

Figura 6. Gráficos de colunas representando os primeiros dados coletados dos 
voluntários. Pode-se observar idade e tempo de ciclismo em anos (A), gráfico de 
linhas representando o tempo de abstinência ejaculatória em dias (B), a 
porcentagem relacionada à cor autodeclarada dos voluntários (C) e a porcentagem 
relacionada à escolaridade dos voluntários (D). Figuras desenvolvidas no Software 
Canva. 

 

4.2 Análise seminal convencional 

 

Em relação a análise seminal convencional das amostras seminais dos 3 

grupos, Alto Rendimento (AR), Baixo Rendimento (BR) e Controle (C), podemos 
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observar na Tabela 3 a descrição das variáveis analisadas por meio do exame 

espermograma. Após análise estatística, considerando varicocele como uma 

covariante, foi possível observar diferença entre os grupos apenas para a variável 

Neutrófilos contabilizada em 106/mL. Notamos que o grupo BR apresentou maior 

quantidade de neutrófilos na amostra seminal quando comparado tanto ao grupo 

AR, quanto ao grupo C, com p<0,0001, um tamanho de efeito de 0,079 e um poder 

observado de 55%. As demais variáveis analisadas no exame de espermograma 

não apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

 

Tabela 3. Descrição das variáveis do espermograma para análise espermática 
comparando os grupos Alto Rendimento, Baixo Rendimento e Controle   

Variável 
Alto 

Rendimento 
(n=32) 

Baixo 
Rendimento 

(n=28) 

Controle 
(n=12) 

P 

 

Concentração (106/mL) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

88,44; 85,47 

63,26 – 123,63 

 

108,47; 91.75 

79,29 – 148,40 

 

140,36; 126,92 

84,14-234,15 

 

0,319  

Progressivos (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

53,25; 10,69 

49,54 – 56,96 

 

54,28; 9,31 

50,81 – 57,75 

 

48,67; 9,97 

43,01 – 54,33 

 

0,248  

Não Progressivos (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

5,46; 2,67 

4,73 – 6,32 

 

5,44; 1,95 

4,75 – 6,23 

 

6,17; 2,38 

4,94 – 7,69 

 

0,606  

Imóveis (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

41,29; 10,67 

37,74 – 45,17 

 

40,28; 9,09 

37,04 – 43,81 

 

45,17; 10,93 

39,38 – 51,81 

 

0,376  

Vitalidade (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

85,36; 9,71 

82,05 – 88,80 

 

82,69; 8,19 

79,69 – 85,80 

 

86,58; 9,20 

81,51 – 91,97 

 

0,336  

Morfologia (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

5,89; 3,16 

4,89 – 7,10 

 

6,75; 3,17 

5,67 – 8,04 

 

7,00; 3,49 

5,27 – 9,30 

 

0,477  
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Neutrófilos (106/mL) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

0,20; 0,28a 

0,11 – 0,35 

 

1,16; 1,48b 

0,72 – 1,87 

 

0,48; 0,55a 

0,25 – 0,94 

 

0,0001  

Células redondas 
(106/mL) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

1,55; 1,63 

1,07 – 2,23 

 

1,86; 1,69 

1,32 – 2,63 

 

2,90; 2,87 

1,66 – 5,09 

 

0,183  

Volume (mL) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

3,35; 1,86 

2,75 – 4,07 

 

3,72; 1,79 

3,09 – 4,47 

 

2,73; 1,42 

2,02 – 3,68 

 

0,225  

Os dados estão expressos em Média, Desvio Padrão (DP) e Intervalo de confiança de 95% 
da média (IC 95%); letras superescritas diferentes em uma mesma linha indicam diferença 
significativa no teste post hoc de Bonferroni.  

 

 

 
  

 4.3 Análise cinética dos espermatozoides 

 

Após a análise do espermograma, uma alíquota foi destinada para a avaliação 

cinética dos espermatozoides. Em relação a isso, foi possível coletar informações 

sobre a motilidade e seus demais parâmetros a partir do sistema CASA de análise, 

como podemos observar na Tabela 4. Após análise estatística, considerando 

varicocele como uma covariante, foi possível observar diferença entre os grupos 

apenas para as variáveis VAP (velocidade média do percurso) e VSL (velocidade 

retilínea) avaliadas em μm/s. Notamos que o grupo BR apresentou maior 

velocidade tanto para VAP quanto para VSL quando comparado com o grupo AR, 

com p=0,003, um tamanho de efeito de 0,109, um poder observado de 65,6%; e 

p=0,007, um tamanho de efeito de 0,102, um poder observado de 61,7%, 

respectivamente. As demais variáveis de motilidade analisadas pelo sistema CASA 

não apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 
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Tabela 4. Análise e descrição cinética da avaliação da motilidade e seus parâmetros, 
utilizando o sistema CASA e comparando os grupos Alto Rendimento, Baixo 
Rendimento e Controle.   

Variável 
Alto Rendimento 

(n=32) 
Baixo Rendimento 

(n=28) 
Controle (n=12) P 

 

Móveis (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

23,28; 13,67 

18,98 – 28,55 

 

18,47; 9,52 

15,25 – 22,38 

 

20,48; 13,25 

14,19 – 29,55 

 

0,988  

Progressivos (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

15,30; 13,22 

10,70 – 19,90 

 

16,81; 11,47 

12,53 – 21,08 

 

11,10; 12,83 

3,82 – 18,73 

 

0,415  

VAP (μm/s) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

40,84; 0,39a 

40,69 – 40,99 

 

40,86; 0.37b 

40,72 – 41,00 

 

40,97; 0.44a,b 

40,71 – 41,23 

0,003  

VSL (μm/s) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

34,38; 10,11a 

30,87 – 37,90 

 

37,21; 8,78b 

33,95 – 40,47 

 

28,36; 9,79a,b 

22,81 – 33,91 

0,007  

VCL (μm/s) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

69,11; 14,69 

64,00 – 72,21 

 

72,47; 12,74 

67,73 – 77,21 

 

61,34; 14,22 

53,26 – 69,41 

0,065  

ALH (μm) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

3,45; 0,84 

3,16 – 3,76 

 

3,56; 0,74 

3,28 – 3,86 

 

3,83; 0,89 

3,33 – 4,39 

 

0,455 
 

BCF (Hz) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

26,52; 4,06 

25,14 – 27,97 

 

27,56; 3,65 

26,22 – 28,96 

 

29,17; 4,32 

26,80 – 31,74 

0,166  

STR (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

82,30; 5,36 

80,42 – 84,17 

 

83,05; 4,65 

81,31 – 84,79 

 

82,10; 3,46 

79,14 – 85,05 

0,791  

LIN (%) 

Média; DP 

 

49,44; 7,96 

 

50,44; 7,08 

 

44,45; 7,40 
0,502  
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IC (95%) 46,74 – 52,29 47,88 – 53,14 43,42 – 51,85 

Elongation 

Média; DP 

IC (95%) 

 

65,22; 4,80 

63,54 – 66,89 

 

65,82; 4,17 

64,27 – 67,38 

 

66,40; 4,63 

63,75 – 69,04 

0,738  

VAP – Velocidade média do percurso; VSL – Velocidade retilínea; VCL – Velocidade curvilínea; 
ALH – Amplitude lateral da cabeça; BCF – Frequência de batimento cruzado; STR – 
Retilinearidade; LIN – Linearidade; Elongation – Elongação da cabeça. 

Os dados estão expressos em Média, Desvio Padrão (DP) e Intervalo de confiança de 95% da 
média (IC 95%); letras superescritas diferentes em uma mesma linha indicam diferença 
significativa no teste post hoc de Bonferroni. 

 

 

 
 

4.4 Análise funcional dos espermatozoides 

Em relação a análise funcional dos espermatozoides, quando avaliamos a 

integridade acrossômica, a atividade mitocondrial, a presença do ânion 

superóxido intracelular, a fragmentação do DNA e a aferição do potencial de 

membrana mitocondrial, por meio das análises tanto de microscopia de contraste 

de fase e epifluorescente quanto por citometria de fluxo, conseguimos notar 

algumas diferenças entre os grupos como apresentado na Tabela 5. Após análise 

estatística, considerando varicocele como uma covariante, foi possível observar 

diferença entre os grupos de ciclismo para as variáveis DHE (presença do ânion 

superóxido intracelular) e as classes Cometa I, III e IV de fragmentação de DNA. 

Notamos que o grupo AR apresentou maior porcentagem celular tanto de DHE-

presença do ânion superóxido intracelular quanto de Cometa III, quando 

comparado ao grupo BR, com p=0,008, um tamanho de efeito de 0,106, um poder 

observado de 64,00%; e p=0,003, um tamanho de efeito de 0,078, um poder 

observado de 48,70%, respectivamente. Já em relação ao Cometa I, classe de 

integridade do DNA, o grupo BR apresentou maior porcentagem de células 

íntegras quando comparado com o grupo AR com p<0,0001, tamanho de efeito 

de 0,216 e um poder observado de 95,30%. Por último, em relação ao Cometa 

IV, classe de maior fragmentação de DNA espermático, observamos uma 

diferença significativa entre o grupo AR e o grupo Controle sendo menor nesse 

último, com p=0,007, tamanho de efeito de 0,104 e um poder observado de 
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63,20%. As demais variáveis relacionadas à função espermática não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

 

Tabela 5. Análise e descrição da avaliação funcional dos espermatozoides, 
observando integridade acrossômica, atividade mitocondrial, presença do ânion 
superóxido, potencial de membrana mitocondrial e fragmentação de DNA 
espermático, comparando os grupos Alto Rendimento, Baixo Rendimento e 
Controle   

Variável 
Alto Rendimento 

(n=32) 

Baixo 
Rendimento 

(n=28) 
Controle (n=12) P 

 

PNA (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

76,45; 9,15 

73,28 – 79,63 

 

76,18; 7,93 

73,23 – 79,13 

 

82,40; 9,79 

76,85 – 87,95 

 

0,246  

DHE (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

35,15; 17,62a 

29,52 – 41,85 

 

32,09; 14,12b 

27,25 – 37,79 

 

22,43; 3,46a,b 

16,56 – 30,36 

 

0,008  

JC1 (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

89,80; 18,47 

83,37 – 96,23 

 

87,15; 16,13 

81,16 – 93,15 

 

82,54; 19,75 

71,33 – 93,74 

0,974  

DAB I (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

4,26; 3,27 

3,26 – 5,57 

 

4,50; 2,80 

3,55 – 5,69 

 

3,33; 2,24 

2,28 – 4,86 

0,411  

DAB II (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

52,19; 16,15 

48,58 – 57,81 

 

52,98; 14,17 

47,73 – 58,23 

 

51,54; 15,12 

42,96 – 60,12 

 

0,956 
 

DAB III (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

37,67; 14,63 

32,60 – 42,75 

 

37,85; 12,80 

33,11 – 42,60 

 

37,04; 13,66 

29,28 – 44,79 

0,985  

DAB IV (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

4,88; 4,97 

3,41 – 6,98 

 

6,14; 6,03 

4,26 – 8,83 

 

5,80; 5,88 

3,26 – 10,31 

0,668  

Cometa I (%)    0,0001  
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Média; DP 

IC (95%) 

7,51; 10,17a 

3,97 – 11,06 

8,59; 8,94b 

5,27 – 11,90 

19,33; 9,54a,b 

13,92 – 24,74 

Cometa II (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

64,89; 16,38 

59,20 – 70,57 

 

66,48; 14,33 

61,16 – 71,80 

 

66,66; 15,32 

57,98 – 75,35 

 

0,906 
 

Cometa III (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

22,08; 12,59a 

18,11 – 26,93 

 

21,48; 10,73b 

17,84 – 25,86 

 

13,00; 6,95a,b 

9,60 – 17,60 

0,003  

Cometa IV (%) 

Média; DP 

IC (95%) 

 

1,94; 2,54a 

1,06 – 2,83 

 

3,53; 2,22a,b 

2,70 – 4,36 

 

1,33; 2,38b 

0,02 – 2,68 

0,007  

DHE – sonda para presença do ânion superóxido intracelular; JC1– sonda para potencial 
de membrana mitocondrial; PNA – sonda para integridade acrossômica; DAB – sonda para 
atividade mitocondrial; Cometa – análise de fragmentação do DNA espermático. Os dados 
estão expressos em Média, Desvio Padrão (DP) e Intervalo de confiança de 95% da média 
(IC 95%); letras superescritas diferentes em uma mesma linha indicam diferença 
significativa no teste post hoc de Bonferroni. 

 

 

   
 

 

4.5 Questionário de Função Erétil IIEF-15 

 

4.5.1 Análise de correlação para validação do questionário 

 

O recrutamento de voluntários envolveu dentre outros dados, a coleta sobre 

a função erétil desses homens que responderam virtualmente e presencialmente 

ao Questionário IIEF-15. Esse é um questionário validado no Brasil e que possui 5 

domínios distribuídas em 15 questões (Anexo 4). Os domínios envolvem: função 

erétil (questões 1, 2, 3, 4, 5 e 15), função orgásmica (questões 9 e 10), desejo 

sexual (questões 11 e 12), satisfação intercurso (questões 6, 7 e 8) e satisfação 

geral (questões 13 e 14) (Rosen et al., 1997). Como o questionário era validado 

para o Brasil, sugerimos uma validação da aplicação no formato online, por isso o 

questionário foi aplicado 2 vezes para cada voluntário.  

A análise de correlação foi feita com um espaço amostral de 50 pacientes e 

então foi utilizando a correlação de Pearson tanto para cada uma das 15 questões 
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quanto para cada um dos 5 domínios. Após a análise das correlações foi possível 

observar que em ambas as abordagens havia presença de correlações fortes à 

preditivas, com um p-valor significativo. Exemplificando, observamos p<0,0001 

tanto para os 5 domínios quanto para todas as perguntas, com índice de Cohen 

variando entre r=0,733 para domínio III e r=0,981 para domínio I; assim como 

variando entre r=0,621 para questão 14 e r=0,990 para questão 3 (Tabela 6). 

 

4.5.2 Análise da função erétil nos participantes 

Após aplicação do questionário IIEF-15 foi possível classificar o domínio 

função erétil, dependendo dos scores, em: sem disfunção erétil (26 a 30 pontos), 

disfunção leve (22 a 25), disfunção leve a moderada (17 a 21), disfunção moderada 

(11 a 16) e disfunção severa (6 a 10). Em relação aos voluntários de Alto 

Rendimento, observamos que 75% (24) não possuíam disfunção erétil, 3,12% (1) 

possuíam disfunção leve, a mesma porcentagem possuía disfunção moderada e 

18,75% (6) uma disfunção severa. Já entre os voluntários de ciclismo de Baixo 

Rendimento, observamos que 71,42% (20) não possuíam disfunção erétil, 7,14% 

(2) possuíam disfunção leve, 3,57% (1) de leve a moderada e 17,85% (5) uma 

disfunção erétil grave (Figura 7). 
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Tabela 6. Apresentação da correlação entre a aplicação do questionário online e 
presencial, analisando tanto os Domínios quanto as Questões abordadas, e 
considerando o índice Cohen e o p-valor. 

Domínio Questão Índice Cohen P 

I  0,981 <0,0001 

II  0,854 <0,0001 

III  0,733 <0,0001 

IV  0,956 <0,0001 

V  0,763 <0,0001 

 1 0,930 <0,0001 

 2 0,754 <0,0001 

 3 0,990 <0,0001 

 4 0,971 <0,0001 

 5 0,952 <0,0001 

 6 0,932 <0,0001 

 7 0,953 <0,0001 

 8 0,916 <0,0001 

 9 0,796 <0,0001 

 10 0,764 <0,0001 

 11 0,697 <0,0001 

 12 0,807 <0,0001 

 13 0,795 <0,0001 

 14 0,621 <0,0001 

 15 0,810 <0,0001 



34 
 

 
 

 

Figura 7. Gráficos de colunas representando a 
porcentagem da Disfunção Erétil (DE) dos voluntários 
tanto de Alto Rendimento quanto de Baixo Rendimento 
com a análise de função erétil pelo questionário IIEF-
15. Figura desenvolvida no Software Canva. 
*DE: Disfunção Erétil 
*SDE: Sem Disfunção Erétil 
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SUBESTUDO 2 
 Avaliação seminal de ciclistas de baixo e alto 

rendimento: uma análise proteômica  



36 
 

 
 

5 OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivos específicos  

 Verificar se a prática do ciclismo de Alto Rendimento está associada a: 

i) Alteração dos mecanismos moleculares do sêmen 

ii) Hipoexpressão ou hiperexpressão de proteínas seminais    

Assim, observar uma comparação dessas alterações e proteínas entre as 

amostras seminais de ciclistas de Baixo e de Alto Rendimento, e também das 

amostras controles. 
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6 MÉTODO 

 

6.1 Determinação da concentração total das proteínas  

Para dosar as proteínas totais do plasma seminal de todos os grupos 

propostos nesse estudo foi utilizado o método de Ensaio de Proteína BCA (Ácido 

Bicinconínico - Método de Lowry modificado) (Smith et al., 1985). Para condução 

dessa técnica, primeiramente todas as amostras que tiveram seus plasmas seminal 

separado e congelado juntamente com um inibidor de protease, foram 

descongeladas a temperatura ambiente. Após o descongelamento total, as 

amostras foram centrifugadas a 16.000xG durante 30 minutos a 4°C para separar 

eventuais restos celulares e detritos. Assim, após a centrifugação, novos tubos 

foram utilizados para transferir o plasma sobrenadante de todas as amostras. Para 

realização da análise, as amostras foram diluídas 80 vezes (em um tubo 197,5 µL 

de água MiliQ com 2,5 µL do plasma seminal). 

Em cada poço de uma placa de 96 poços (Figura 8) foi adicionado uma 

solução contendo os reagentes BCA e Cu2+. Para a curva padrão, realizada em 

duplicata, foi utilizado 1mg/mL da proteína standard (Sigma) diluída em água MiliQ. 

Aos demais poços com a solução do BCA foi adicionado 25µL da amostra, em 

triplicata, sendo constantemente homogeneizada. Essa placa foi coberta com papel 

alumínio e encaminhada para um banho maria a 37°C durante 30 minutos.  

 

 

Figura 8. Fotografia da montagem da 
placa de 96 poços durante a 
determinação da concentração proteica 
das amostras seminais. Fonte: Arquivo 
da autora. 
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Após esse período, foi observado e certificado de que não haviam bolhas 

nos poços e de que a placa estava completamente seca, para então ser analisada 

em leitor de microplaca (NUNC Brand Products, Dinamarca) utilizando o Software 

Gen5. Para a análise da quantificação de proteínas foi considerado apenas análises 

com coeficiente de correlação R2 maior que 0,95 para a curva padrão e coeficiente 

de variação (CV) menor que 5% para a concentração das amostras. Amostras que 

apresentaram a curva-padrão ou a quantificação proteica fora dos critérios de 

análise, foram utilizadas em placas diferentes e foram analisadas novamente até 

que os critérios da análise fossem atingidos. 

 

6.2 Classificação das amostras em pools e determinação da concentração de 

proteínas 

 

Para análise proteômica, as amostras foram agrupadas em pools, 

garantindo que cada pool de um mesmo grupo incluísse amostras de pacientes 

diferentes, de forma a preservar variabilidade biológica. Após o preparo dos pools, 

foi novamente determinada a concentração de proteínas por meio do método de 

BCA descrito no tópico anterior. Para classificar os grupos, adotamos a condição 

‘pedalar 10 ou mais horas semanalmente’ (PL 4 e 5) para amostras de voluntários 

do grupo Alto Rendimento (AR), e ‘pedalar menos de 6 horas semanalmente’ (PL 2 

e 3) (De Pauw et al., 2013) para amostras de voluntários do grupo Baixo 

Rendimento (BR), totalizando 6 pools de cada grupo, assim como no grupo 

Controle (C). Assim, foi possível analisar 4 pools com 4 amostras e 2 pools com 3 

amostras totalizando 22 amostras do grupo AR; 4 pools com 5 amostras e 2 pools 

com 4 amostras totalizando 28 amostras do grupo BR. Por fim, obtivemos 6 pools 

com 2 amostras totalizando 12 amostras para o grupo C. Todos os pools 

construídos receberam quantidade diferente de amostras de modo aleatório e com 

intuito de padronizar o espaço amostral com 6 pools em cada um dos três grupos 

propostos, totalizando 18 pools como amostras a serem analisadas em 

espectrometria de massas. Para análise da determinação proteica foram adotados 

os mesmos critérios da metodologia para os coeficientes de verificação. 
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6.3 Digestão das proteínas do plasma seminal  

 

Para cada pool de plasma seminal de cada grupo (AR, BR e C) foi calculado 

o volume necessário para 100µg de proteína e adicionado a 50 µL de água MilliQ. 

Depois, foi adicionado 10 µL de uma solução 50 mM NH4HCO3 e homogeneizado, 

para então receber 25µL de Rapigest 0,2% em água (RapiGest SF, Waters, Illinois, 

EUA), e homogeneizar. As amostras foram incubadas a 80°C em banho seco 

durante 15 minutos, para posterior centrifugação em spin. Em seguida foi iniciado 

o processo de redução das proteínas por meio de adição de 2,5 µL de ditiotreitol 

(DTT) (GE Healthcare, Amersham Place, UK) a 100 mmol/L. As amostras foram 

aquecidas a 60 ºC por 30 minutos, esfriadas a 37°C e novamente centrifugadas 

(spin). No processo seguinte de alquilação proteica foi necessário adicionar 2,5 µL 

de iodoacetamida a 300 mmol/L (GE Healthcare, Amersham Place, Reino Unido) 

para misturar e manter no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos (Lopes, 

2014). 

A digestão proteica foi então realizada por meio da adição de 10 µL de uma 

solução de tripsina, que cliva a sequência de aminoácidos após Lisina e/ou Arginina 

a menos que uma Prolina esteja presente, (Promega, Wisconsin, EUA) em 50 

mmol/L de NH4HCO3, mantida em banho-maria a 37°C durante à noite. Após cerca 

de 16 horas, foi realizada a hidrólise do RapiGest por meio da adição de 10 µL de 

ácido trifluoracético 5% (v/v) (Merck, Hohenbrunn, Alemanha). Com isso, as 

amostras foram novamente incubadas a 37 ºC em banho-maria durante 90 minutos 

e, após esse tempo, as amostras foram secas por 2 horas no spedvac 

(Concentrator plus, Eppenforf) (Figura 9) (Abreu et al., 2017; Lomazi et al., 2018).  
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Figura 9. Fotografia do equipamento 
SpeedVac (Concentrator plus, Eppenforf) 
utilizado para secar as amostras após a 
digestão proteica e preparar para o 
fracionamento peptídico. Fonte: Arquivo da 
autora. 

 

6.4 Fracionamento de peptídeos 

 

O início do processo de fracionamento se deu com a dessalinização das 

amostras por meio da extração sólida utilizando o dispositivo StageTip C18 (C18-

SCX-C18) (Rappsilber et al., 2007), os quais foram montados com resina InertSep 

RP-C18 (GL Sciences) e membrana SDB-XC (3M, Empore) dentro de uma ponteira 

P200 (Figura 10).  

 

Figura 10. Fotografia do 
sistema utilizado para o 
fracionamento de 
peptídeos a partir de um 
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dispositivo StageTip C18 
(C18-SCX-C18) montado 
com resina InertSep RP-
C18 e membrana SDB-XC 
dentro de ponteira P200. 
Fonte: Arquivo da autora. 

 

Então, foi realizado o condicionamento das membranas das ponteiras com 

filtro que receberiam as amostras, e para isso foi adicionado 50µL de metanol 

(MeOH) seguido de centrifugação a 447xG por 5 minutos. Em seguida, foi 

adicionado mais 50µL de metanol hidratado (MeOH:H2O), passando também por 

centrifugação por 4 minutos a 756xG. Para promover o equilíbrio da membrana, foi 

adicionado 50µL de uma solução com 80% de acetonitrila (ACN) e 0,1% de ácido 

trifluoracético (TFA), e centrifugado a 362xG por 4 minutos. Assim, para finalizar o 

preparo das membranas, foram adicionados 50µL de uma solução contendo 4% de 

ACN com 0,1% de TFA e foi centrifugado a 362xG por 4 minutos.  

Para fase de adição das amostras às membranas, 100µL correspondentes 

a 100µg das amostras foram diluídas (4% ACN e 0,1% TFA) e adicionadas para 

centrifugação por 4 minutos a 219xG. Assim, para realizar a lavagem, foi adicionado 

novamente 50µL da solução anterior para centrifugação a 286xG durante 3 

minutos. Com isso, os microtubos foram trocados para a realização da eluição, por 

meio da adição de 50µL de uma solução contendo 40% de ACN e 0,1% de TFA e 

submetidos a centrifugação durante 4 minutos a 286xG. Assim, o eluído foi coleto 

e seguiu para o processo de secagem das amostras utilizando o spedvac. Após a 

secagem, as amostras foram armazenadas a -20°C.  

 

6.5 Análise por espectrometria de massas 

 

Na primeira etapa da análise por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas (LC-MS/MS), todas as amostras foram ressuspendidas 

em 25 µL de ácido fórmico (AF) 0,1% utilizando o sistema nanoAcquity UPLC 

(Waters) acoplado ao espectrômetro Synapt G2 HDMS (Waters) (Figura 11). 
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Figura 11. Fotografia do 
equipamento utilizado na 
análise por espectrometria 
de massas utilizando o 
sistema nanoAcquity UPLC 
acoplado ao espectrômetro 
Synapt G2 HDMS (Waters). 
Fonte: Arquivo da autora. 
 

Em seguida 5 µL (equivalente a 10 µg de proteína) de cada amostra foram 

injetadas na coluna trap (Acquity UPLC M-Class Symmetry C18 Trap Column, 

100Å, 5 µm, 300 µm x 25 mm, Waters) para que o processo de dessalinização com 

ácido fórmico 0,1% a 8 µL/min por 5 min fosse realizado. Assim, foi possível eluir 

os peptídeos em uma coluna capilar analítica C18 (Acquity UPLC M-Class HSS T3 

Column, 1.8 µm, 300 µm x 150 mm, Waters) com um gradiente inicial de 93% de 

fase A (água acidificada com ácido fórmico 0,1%) e 7% de fase B (99,9% ACN e 

0,1% AF) até 35% de fase B, durante 60 minutos, em um fluxo de 3 µL/min.  

A aquisição independente de dados (DIA) pelo método de UDMSE foi 

utilizada na etapa de aquisição dos dados, estabelecendo um intervalo de 

massa/carga (m/z) de 50-2000 e modo resolução. Com isso, os peptídeos que 

foram ionizados utilizando fonte de ionização por eletrospray (ESI) operada em 

modo positivo (3,0 kV no capilar, 100 ºC e 40 V no cone), tiveram sua fragmentação 

realizada por dissociação induzida por colisão (CID), alternando as energias entre 

4 eV (baixa energia) e 19-48 eV (alta energia), sendo essa a rampa de energia de 

colisão com 1,5 segundos entre scans (Distler et al., 2014). O glu-fibrinopeptídeo B 
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(500 fmol/µL em 50% acetonitrila e 0,1% ácido fórmico, Peptide 2.0) foi injetado 

pelo spray de referência a 500 nL/min a cada 60 segundos, para correção de 

massa. 

 

6.6 Análise dos dados proteômicos 

 

O Progenesis QI for Proteomics (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK) foi o 

software de escolha para análise dos dados brutos (*.raw). Além disso, a fim de 

comparar as abundâncias dos íons com uma corrida referência automaticamente 

escolhida, foi utilizada a quantificação relativa e tempo de retenção. Em seguida, 

para a identificação de proteínas, os dados em formato mgf foram importados para 

o software PEAKS Studio 7.5 (Bioinformatics Solution Inc.) para busca no banco de 

dados Swiss-Uniprot restrito para Homo sapiens com 26.559 entradas revisadas e 

data de 13/02/2022. Os parâmetros utilizados nessa análise estão listados na 

Tabela 7. 

 

Tabela 7. Parâmetros utilizados para a busca em bancos de dados e sequenciamento 
de novo no software PEAKS Studio. 

Parâmetros Valor 

Modificações fixas Carbamidometilação das cisteínas (+57,02 Da) 

Modificações variáveis Deamidação (NQ, +0,98 Da) 

 Acetilação N-terminal (+42,01 Da) 

 Oxidação das metioninas (+15,99 Da) 

Tolerância dos íons precursores 10,0 ppm 

Tolerância dos íons fragmentos 0,025 Da 

Peptídeos por proteína 1 

Clivagens perdidas 3 

Taxa de falsos positivos 1% 

 

Em seguida, o arquivo com identificações (*pep.xml) foi exportado do 

software PEAKS Studio e importado para o software Progenesis juntamente com o 

mgf. A análise quantitativa foi realizada através do método de quantificação relativa 

top-3 e a planilha de proteínas identificadas foi exportada do Progenesis. 
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Finalmente os dados .raw e pep.xml foram depositados no Repositório de Dados 

da Unifesp. 

 

6.7 Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada através do software SPSS 21.0 para 

Windows®. Foram considerados 6 pools de amostras por grupo, totalizando 18 

pools, portanto um total de 18 amostras foram utilizadas para as comparações. 

Somente as proteínas quantificadas foram utilizadas na análise estatística. 

Primeiramente foi realizada uma análise descritiva dos dados, seguido do 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, devido a não normalidade da distribuição 

dos dados em consequência do baixo número de amostras (6 pools por grupo). 

Para as proteínas quantificadas e diferencialmente expressas foi aplicado o teste 

post hoc Games Howell com a intenção de conhecer em quais grupos estavam as 

diferenças presentes, e para isso um alfa de 5% foi adotado. 

Além da análise univariada, também foi realizada análise multivariada 

utilizando também o software SPSS. A análise de escolha foi a Análise 

Discriminante para que fosse possível identificar se havia alguma das proteínas 

encontradas capazes de auxiliar na classificação dentro dos grupos propostos; 

Baixo Rendimento, Alto Rendimento e Controle. 

  

6.8 Identificação e caracterização das proteínas 

 

 Após conhecimento das proteínas diferencialmente expressas entres os 

grupos, por meio da análise estatística, foi realizada tanto a identificação quanto a 

caracterização das mesmas. Para isso, foram utilizados os bancos de dados: 

uniprot.org, genecards.org e proteinatlas.org. Foram recrutadas informações 

quanto ao nome, função biológica e/ou celular/molecular e localização celular das 

proteínas encontradas diferentemente expressas. Além disso, foi utilizado a 

ferramenta STRIG disponível no bando de dados do site genecards.org para 

verificar as relações proteicas e descrever as redes de interação existentes.  
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7 RESULTADOS 
 

A análise por espectrometria de massas permitiu uma avaliação completa 

dos peptídeos formados após preparação e digestão das proteínas seminais. Com 

isso, por meio do protocolo adotado, foi possível identificar uma quantidade global 

de 329 proteínas (PIP_HUMAN), sendo possível a quantificação de um total de 281 

delas (Anexo 10, 11 e 12). Assim as proteínas que não foram quantificadas, foram 

excluídas da análise estatística proposta. Após a análise post hoc, foram 

encontradas diferenças significativas para 14 proteínas (Tabela 8) entre os 3 

grupos, Controle (C), Baixo Rendimento (BR) e Alto Rendimento (AR). Dessas, 

duas estiveram hiperexpressas no grupo AR, mas também no grupo C, quando 

comparadas ao grupo BR. No grupo BR quatro proteínas estiveram hiperexpressas, 

enquanto as demais estavam hipoexpressas em ambos grupos de ciclistas (BR e 

AR), quando comparadas ao grupo C (Figura 12). 

 

Tabela 8. Descrição das médias e medianas da abundância normalizada das 
proteínas que se mostraram estatisticamente diferentes entre os grupos Alto 
Rendimento, Baixo Rendimento e Controle, após análise por espectrometria de 
massas. 

Proteína Grupo Controle  Grupo Baixo 

Rendimento 

Grupo Alto 

Rendimento 

P 

P15289 

Média 

Mediana 

 

1197,07a 

1107,43 

 

707,07b 

743,32 

 

949,56a 

937,35 

 

0,002 

Q9H173  

Média 

Mediana 

 

3392,86a 

2953,19 

 

2094,81a,b 

2137,58 

 

1726,27b 

1822,53 

 

0,022 

P12273  

Média 

Mediana 

 

88778,09a 

87044,27 

 

73305,33a,b 

71176,08 

 

59140,82b 

60657,02 

 

0,004 

O14773  

Média 

Mediana 

 

1420,14a 

1420,07 

 

1065,57b 

1009,46 

 

1189,19b 

1165,48 

 

0,002 



46 
 

 
 

P02750  

Média 

Mediana 

 

2325,00a,b 

2296,05 

 

1783,05a 

1682,85 

 

1181,03b 

1255,40 

 

0,008 

O60888 

Média 

Mediana 

 

4589,76a 

4566,73 

 

3221,72b 

3189,67 

 

3071,60b 

3364,03 

 

0,013 

P61916  

Média 

Mediana 

 

6713,40a 

6388,39 

 

4391,36b 

4428,58 

 

5972,58a 

6067,75 

 

0,023 

Q12841  

Média 

Mediana 

 

875,64a 

883,97 

 

1158,38b 

1155,32 

 

934,47a 

953,95 

 

0,015 

P04066  

Média 

Mediana 

 

5793,33a,b 

5426,63 

 

8158,19a 

7215,78 

 

4265,56b 

3841,01 

 

0,038 

P02743  

Média 

Mediana 

 

902,510a 

973,15 

 

376,67b 

203,91 

 

518,81a,b 

453,28 

 

0,032 

O00584  

Média 

Mediana 

 

28134,12a 

26990,43 

 

20339,36a,b 

20549,34 

 

16177,76b 

17302,36 

 

0,026 

P0DMV8 

Média 

Mediana 

 

13740,54a 

13352,70 

 

12831,05a,b 

12637,10 

 

10600,61b 

10442,29 

 

0,046 

P60174  

Média 

Mediana 

 

12959,42a 

12448,38 

 

9481,07a,b 

9617,41 

 

8737,91b 

8365,68 

 

0,038 

Q00796  

Média 

Mediana 

 

15133,81a 

15904,65 

 

19659,67b 

19968,88 

 

15370,84a,b 

16091,79 

 

0,015 
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Todas proteínas descritas na tabela tem seus nomes, funções e localização descritas no Anexo 10. 
Letras superescritas diferentes em uma mesma linha indicam diferença significativa no teste post 
hoc de Games-Howell. 

 

 

Figura 12. Diagrama de Venn das proteínas hiperexpressas, após 
análise estatística, e a suas relações entre os grupos Alto 
Rendimento, Baixo Rendimento e Controle. Figuras desenvolvidas 
no Software PowerPoint. 

  

Dando seguimento à análise, para as proteínas diferencialmente expressas 

foi realizada uma busca em banco de dados, como exemplificado nos métodos 

propostos. Assim, foram recrutadas informações em relação ao nome, função 

biológica e/ou celular/molecular e a localização celular das proteínas, informações 

essas que podem ser observadas na Tabela 9. A proteína PIP_HUMAN_P15289 

identificada como Ariylsulfatase A transcrita a partir do gene ARSA, esteve em 

maior abundância no grupo AR quando comparado ao grupo BR, assim como neste 

quando comparado ao grupo C (p= 0,002). No tecido testicular, encontra-se 

altamente expressa principalmente nas células de Leydig, nas células glandulares 

tanto da vesícula seminal, quanto da próstata e do epidídimo, e pouco expressa 

nas células de Sertoli. Em relação à patologia, sua alta expressão também se 

apresenta em biópsias de câncer de próstata (Morena et al., 2014). 
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 Dentre as proteínas que estiveram menos abundantes no grupo AR quando 

comparados ao grupo C, estão a proteína i) PIP_HUMAN_P60174 (p= 0,038) 

identificada como Triosephosphate isomerase 1 transcrita a partir do gene TPI1, 

está presente principalmente no tecido muscular esquelético e língua, com 

expressão mediana nas células e glândulas do testículo, da vesícula e da próstata 

(Rodríguez-Almazán et al., 2008); ii) PIP_HUMAN_Q9H173 (p=0,002) identificada 

como Nucleotide exchange factor SIL1 transcrita a partir do gene SIL1, possui 

expressão aumentada em células epididimárias, espermátides redondas e 

espermatócitos em paquíteno, expressão mediana em espermátides alongadas, 

células de Leydig, células prostáticas e da vesícula seminal, e em relação à 

patologia, aparece altamente expressa em relação ao câncer de próstata e de 

testículo (Chung et al., 2002); iii) PIP_HUMAN_P12273 (p=0,004) identificada como 

Prolactin-inducible protein é transcrita pelo gene PIP, está presente principalmente 

no tecido da glândula salivar, sendo expressa em poucos órgãos e/ou tecidos e 

dentre eles com baixa expressão em células da vesícula seminal; iv) 

PIP_HUMAN_O00584 (p=0,026) identificada como Ribonuclease T2 é transcrita 

pelo gene RNASET2, com expressão mediana em vesícula seminal e epidídimo, e 

baixa expressão em células do epitélio seminífero, células de Leydig e células 

prostáticas (Campomenosi et al., 2006); v) PIP_HUMAN_P0DMV8 (p=0,046) 

identificada como Heat shock 70 kDa protein 1A é transcrita pelo gene HSPA1A, 

possui alta expressão de RNA em mitocôndrias e está altamente expressa em 

espermátides, espermatócitos, células do epidídimo, próstata e vesícula seminal, 

enquanto pouco expressa em espermatogônias, podendo estar envolvida na 

relação ao câncer testicular e de próstata (Mayer, 2013; Radons, 2016; Rauch & 

Gestwicki, 2014). 

 Tanto o grupo BR quanto o grupo AR tiveram menos abundância em 

comparação ao grupo C para 2 proteínas: a PIP_HUMAN_O14773 (p= 0,002) 

identificada como Tripeptidyl-peptidase 1 é transcrita pelo gene TPP1, com 

presença no tecido ósseo marrom, possui expressão aumentada em células de 

Leydig e de Sertoli, células do epidídimo e da vesícula seminal, e expressão 

mediana em células da próstata e peritubulares, tendo importante relação com 

câncer prostático (Lin et al., 2001); e a PIP_HUMAN_O60888 (p= 0,013) 
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identificada como Protein CutA é transcrita pelo gene CUTA, possui expressão 

mediana para as células de Leydig, da próstata, do epidídimo e da vesícula, tendo 

pouca especificidade celular e tecidual quanto a sua expressão e podendo estar 

relacionada à biomarcação do câncer de próstata. 

 Quando comparamos a intensidade do ciclismo, foi possível observar que 2 

proteínas estavam hipoexpressas no grupo AR quando comparado ao grupo BR. 

São elas: a PIP_HUMAN_P02750 (p=0,008) identificada como Leucine-rich alpha-

2-glycoprotein é transcrita pelo gene LRG1, está relacionada ao metabolismo e 

coagulação no fígado, porém sem descrição de expressão em tecidos ou células 

do sistema reprodutor masculino (O’Donnell et al., 2022); e a PIP_HUMAN_P04066 

(p=0,038) identificada como Tissue alpha-L-fucosidase é transcrita pelo gene 

FUCA1, está bastante presente nas células B responsáveis pela resposta à 

imunidade adaptativa, possui expressão aumentada nas células de Leydig, da 

próstata e do epidídimo enquanto na vesícula a expressão é mediana, podendo 

também estar relacionada ao câncer prostático (Asfaw et al., 1998). 

 No mesmo sentido, também observamos que a proteína 

PIP_HUMAN_Q12841 (p= 0,015) esteve hiperexpressa no grupo BR tanto na 

comparação com o grupo C quanto na comparação ao grupo AR. Essa proteína é 

identificada como Follistatin-related protein 1 e transcrita pelo gene FSTL1, com 

função ligada a organização de fibroblastos, está medianamente expressa em 

células de Leydig, epidídimo e próstata, e com hipoexpressão em células da 

vesícula seminal e do túbulo seminífero (Jin et al., 2017; Murakami, 2012). Quanto 

a patologia associada, essa proteína se mostrou altamente ou medianamente 

expressa em pacientes com câncer de próstata. Uma outra proteína que também 

esteve hiperexpressa no grupo BR quando comparado ao grupo C, foi a 

PIP_HUMAN_Q00796 (p= 0,015) identificada como Sorbitol dehydrogenase e 

transcrita pelo gene SORD. Ela possui atividade oxiredutase principalmente no 

fígado e se apresenta altamente expressa nas células prostáticas e vesiculares, 

estando também altamente expressa em pacientes com câncer na próstata, porém, 

com baixa expressão nas células de Leydig (Dewanjee et al., 2018; Pauly et al., 

2003; Safi et al., 2014). Por outro lado, as últimas proteínas analisadas que 
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apresentaram hipoexpressão no grupo BR quando comparado ao grupo C, foram a 

i) proteína PIP_HUMAN_P02743 (p=0,032) identificada como Serum amyloid P-

component e transcrita pelo gene APCS. Sua expressão possui relação somente 

com 2 tipos teciduais, a primeira está relacionada ao metabolismo e coagulação 

principalmente no fígado, e por último é altamente expressa nos espermatócitos e 

espermátides redondas, também com expressão mediana nas espermátides 

alongadas e nas células de Leydig; e ii) PIP_HUMAN_P61916 (p=0,023) 

identificada como NPC intracellular cholesterol transporter 2 é transcrita pelo gene 

NPC2, que também esteve hipoexpressa no grupo BR quando comparado ao grupo 

AR. Está relacionada à atividade antimicrobiana principalmente no epidídimo, 

estando altamente expressa nesse tecido e também nas células de Leydig, e 

medianamente expressa na próstata e na vesícula seminal (Berzina et al., 2018; 

Chikh, 2005; Infante, 2008; Liou, 2006; Naureckiene et al., 2000). 

Após a análise multivariada, que apesar de ser um modelo significativo não 

apresenta uma estatística tão robusta para classificar as proteínas dentro dos 

grupos, foi possível uma melhor explicação cada discriminar cada grupo proposto 

por meio das proteínas significativas expressas nas amostras analisadas. Assim, a 

análise discriminante proporcionou um agrupamento de proteínas que 

possivelmente explicariam os grupos Controle, Baixo Rendimento, Alto Rendimento 

(1, 2 e 3 consecutivamente na Figura 13). 
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Figura 13. Distribuição do agrupamento das proteínas 
diferencialmente expressas que foram encontradas, entre os 
grupos 1-Controle, 2-Baixo Rendimento e 3-Alto Rendimento, a 
partir da análise estatística discriminante.  

 

Podemos observar que das 14 proteínas com expressão estatisticamente 

diferentes no modelo multivariado, 11 proteínas também foram significativas no 

modelo univariado quanto a diferença em suas abundâncias entre os grupos. 

Assim, 3 proteínas que estavam diferencialmente expressas no modelo univariado 

(PIP_HUMAN_P60174 – Triosefosfato isomerase, PIP_HUMAN_P0DMV8 - Heat 

shock 70 1A, PIP_HUMAN_Q00796- Sorbitol dehidrogenase) não apresentaram 

diferenças no modelo multivariado, e 3 proteínas que foram destacadas pelo 

modelo multivariado (PIP_HUMAN_P40925 – Malato dehidrogenase 

citoplasmática, PIP_HUMAN_P11021 - Heat shock 70 5A, PIP_HUMAN_P04083 – 

Anexina A1), não foram significativas no modelo univariado (Tabela 10). A 

significância tanto da proteína PIP_HUMAN_P40925 quanto da proteína 

PIP_HUMAN_P11021 na análise discriminante também foi observada na análise 

univariada pelo teste Kruskal-Wallis com p=0,047 e p=0,025, porém não apresentou 

diferença estatística na análise post hoc de Games-Howell com p=0,070 e p=0,053, 
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respectivamente. A possível expressão diferenciada estaria entre os grupos C e BR 

com médias maiores para o grupo controle. Já, para a proteína 

PIP_HUMAN_P04083 não foi observado nenhum tipo de diferença estatística na 

análise univariada (p=0,051). 

  

Tabela 9. Comparação da expressão 
significativamente diferenciada das proteínas entre 
os modelos univariado e multivariado. Das 14 
proteínas resultantes no modelo multivariado, 11 
também foram diferencialmente expressas no 
modelo univariado, entre os grupos Controle, Baixo 
Rendimento e Alto Rendimento.  

Proteína Modelo 

Univariado 

Modelo 

Multivariado 

P15289 SIM SIM 

Q9H173  SIM SIM 

P12273  SIM SIM 

O14773  SIM SIM 

P02750  SIM SIM 

O60888 SIM SIM 

P61916  SIM SIM 

Q12841  SIM SIM 

P04066  SIM SIM 

P02743  SIM SIM 

O00584  SIM SIM 

P0DMV8 SIM NÃO 

P60174  SIM NÃO 

Q00796 SIM NÃO 

P40925 NÃO SIM 

P11021 NÃO SIM 

P04083  NÃO SIM 

 

Embora fosse possível identificar, caracterizar e discriminar as proteínas 

diferenciadas entre os grupos, o poder de predição das amostras dentro dos grupos 
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foi baixa. Observamos que apenas 3 das 6 amostras de cada grupo, ou seja 50%, 

conseguem explicar e predizer o pertencimento tanto ao grupo Controle quanto ao 

grupo Alto Rendimento, enquanto 2 amostras (33,3%) conseguem predizer e 

explicar o pertencimento ao grupo Baixo Rendimento (Tabela 11).  

Tabela 10. Quantidade e porcentagem de amostras analisadas via proteômica, que 
explicam o pertencimento aos grupos de análise; Controle, Baixo Rendimento e Alto 
Rendimento  

    Grupo 
Predição para pertencimento 

Total 
    

Controle 
Baixo 

Rendimento 
Alto 

Rendimento 

Original Quantidade 

  

Controle 6 0 0 6 

Baixo 
Rendimento 

0 6 0 6 

Alto 
Rendimento 

0 0 6 6 

% 

  

Controle 100,0 ,0 ,0 100,0 

Baixo 
Rendimento 

,0 100,0 ,0 100,0 

Alto 
Rendimento 

,0 ,0 100,0 100,0 

Validação 
cruzada 

Quantidade 

  

Controle 3 1 2 6 

Baixo 
Rendimento 

2 2 2 6 

Alto 
Rendimento 

1 2 3 6 

% 

  

Controle 50,0 16,7 33,3 100,0 

Baixo 
Rendimento 

33,3 33,3 33,3 100,0 

Alto 
Rendimento 

16,7 33,3 50,0 100,0 
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8 DISCUSSÃO 

 

8.1 Avaliação seminal de ciclistas de baixo e alto rendimento: uma análise 

seminal e funcional 

 

 Nesse estudo pudemos observar que a prática intensa do ciclismo corrobora 

com a presença de disfunção erétil grave, leva às alterações na quantidade de 

neutrófilos do ejaculado e em parâmetros cinéticos de motilidade, promove um 

processo oxidativo mais intenso e compromete a integridade do DNA desses 

gametas, aumentando a sua fragmentação. 

 Atividades e exercícios físicos em geral têm sido cada vez mais necessários 

para manutenção de uma vida equilibrada e saudável (Phillips, 2009). Estudos 

relatam a importância da prática regular de exercícios físicos para controle de 

doenças coronarianas, diabetes, hipertensão, obesidade (Akyuz, 2020; Celik & 

Yildiz, 2021; Leibovitch & Mor, 2005; Paffenbarger et al., 1986), doenças articulares 

e musculares (Sheikh & Vissing, 2019; Voet et al., 2019), imunológicas e 

inflamatórias (Akyuz, 2020; Kim et al., 2019; Marino et al., 2022; Metsios & Kitas, 

2018; Scheffer & Latini, 2020), sendo fundamental para o equilíbrio da saúde mental 

(Fossati et al., 2021), e com isso fica claro que optar pelo sedentarismo em 

detrimento de atividades físicas mais intensas não seria a escolha mais acertada. 

A OMS recomenda de 150 a 300 minutos de atividade física moderada a vigorosa 

semanalmente para que um indivíduo adulto assegure uma saúde de qualidade 

(OPAS/OMS, 2021). Por outro lado, alguns estudos mostram a necessidade do 

equilíbrio na quantidade e na intensidade dos exercícios físicos praticados, pois 

alguns esportes quando praticados de maneira exacerbada podem acarretar 

injúrias. Dentre elas, destacam-se problemas posturais, articulares, ortopédicos 

(Piotrowska et al., 2017), e para o ciclismo por exemplo, podem levar também a 

comprometimentos geniturinários (Leibovitch & Mor, 2005; Lucía et al., 1996). 

 Nesse sentido, é possível observar que 50 a 91% dos atletas apresentam 

entorpecimento genital, uma dormência na região testicular pela compressão do 

períneo provocado pelo selim da bicicleta, e 13 a 24% deles que relatam disfunção 

erétil em função da prática intensa de esportes como o ciclismo (Leibovitch & Mor, 

2005; Solomon & Cappa, 1987b; Sommer et al., 2001). Da mesma maneira, foi 
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possível constatar em nossos dados, a presença de disfunção erétil considerada 

grave em 17% a 19% da amostra de voluntários ciclistas tanto de alto quanto de 

baixo rendimento. Vale enfatizar que disfunção erétil é uma condição que se 

associada a diversos fatores, possui uma prevalência de 35% na população 

masculina entre 18 e 40 anos, sendo relatado um aumento progressivo com o 

envelhecimento (Lewis et al., 2010; Martins & Abdo, 2010; Shamloul & Ghanem, 

2013). No contexto de uma vida saudável, a atividade física, quando não praticada 

intensamente, considerando menos de 3 horas semanais (Marceau et al., 2001), é 

recomendada como primeira linha no tratamento da disfunção erétil, por melhorar 

a biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) e aumentar o número de células 

endoteliais (Richter et al., 2005). 

De forma menos comum, existem relatos de outros problemas relacionados 

ao potencial fértil masculino (Leibovitch & Mor, 2005; Southorn, 2002). Isso porque 

a prática intensa do ciclismo está envolvida às injurias ligadas ao choque térmico e 

mecânico podendo acarretar o superaquecimento testicular, uma vez que o bom 

funcionamento dessa gônada acontece de 2 a 4oC abaixo da temperatura corporal 

(Durairajanayagam et al., 2015; Mieusset & Bujan, 1995). As injúrias envolvem 

prejuízo tanto em relação à qualidade seminal e espermática, quanto em relação 

aos níveis hormonais responsáveis pelo bom funcionamento do eixo hipotálamo-

hipófise-gonadal que garantem uma adequada espermatogênese na produção 

testicular e maturação epididimária dos gametas masculinos, os espermatozoides 

(Jóźków & Rossato, 2017; Lucía et al., 2001; Vingren et al., 2010). 

 Esses prejuízos espermáticos, como alterações de motilidade, morfologia, 

concentração e integridade de DNA, são geralmente observados em amostras 

seminais de homens considerados subférteis ou inférteis (Gu et al., 2018; Guzick 

et al., 2001). No presente estudo foi possível notar a mesma tendência do 

comportamento quanto à alteração da motilidade espermática. Ciclistas de Baixo 

Rendimento apresentaram maiores porcentagens de células cineticamente 

melhores, tanto em relação à velocidade média de percurso (VAP) quanto à 

velocidade retilínea (VSL) dos espermatozoides, quando comparados aos 

espermatozoides dos ciclistas de Alto Rendimento. Alteração nos parâmetros 

cinéticos de motilidade também sofreram prejuízo em espermatozoides de ciclistas 
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de alta intensidade (Maleki et al., 2014; Wise et al., 2011b), mesmo quando 

comparados a outros esportes como a natação (Lucía et al., 1996), sendo também 

observado as mesmas alterações em amostras seminais de atletas de corrida de 

alto desempenho, ou seja, uma quantidade total de espermatozoides móveis 

diminuída em corredores profissionais em comparação aos amadores (De Souza 

et al., 1994; Safarinejad et al., 2009) e também em amostra que sofreram evidente 

processo oxidativo através de eventos como a hipóxia causada em altas altitudes 

(Yu et al., 2007). 

Compreendendo melhor um dos possíveis danos, a infertilidade é um 

conceito dado ao casal (World Health Organization, 2010b), podendo haver causas 

relacionadas à fatores masculinos, femininos, ambos ou ainda não haver causa 

aparente (Carson & Kallen, 2021). Aproximadamente 50% dos casos de 

infertilidade conjugal estão relacionadas aos fatores masculinos e dentre esses 

homens, o EO é considerado a causa para 40% deles (Zini et al., 1993), sendo um 

evento onde há  desbalanço entre os agentes oxidantes e antioxidante em um 

determinado microambiente, em favor da oxidação celular provocada pelas 

espécies reativas de hidrogênio (EROs) (Adami et al., 2022).  

Essas espécies em quantidade fisiológica são fundamentais para a 

manutenção de eventos importantes para a fertilização como capacitação e 

hiperativação espermática (de Lamirande et al., 1997c; de Lamirande & Gagnon, 

1995c). Ao avaliar uma das EROs, o ânion superóxido intracelular (O2
-), na amostra 

seminal dos ciclistas deste estudo, constatou-se que o grupo Alto Rendimento 

apresentava maior porcentagens de espermatozoides em processo atividade 

oxidativa intracelular pela presença do O2
- do que o grupo de ciclistas de Baixo 

Rendimento. Essa é uma espécie reativa que surge na cascata de reações de 

adição de elétrons às EROs, sendo o primeiro radical a ser formado, para depois 

ser convertido em radical hidroxila, uma das espécies mais deletérias, por meio da 

reação de Fenton e Haber-Weiss (Adami et al., 2020), podendo assim promover 

grave perda de motilidade espermática e dano ao DNA dos gametas (De Iuliis et 

al., 2006). Treinos intensos modulam negativamente a presença de EROs e MDA 

em decorrência da sua grande quantidade quando avaliadas amostras seminais 

desses atletas, assim como demonstram uma diminuição de agentes antioxidantes 
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na amostra como a capacidade antioxidante total, a superóxido dismutase (SOD) e 

a catalase (Maleki et al., 2014; Wise et al., 2011b). Atletas que treinam 

moderadamente como corridas de 2km durante 12 semanas de treinos 

supervisionados, apresentam associação de suas amostras seminais com melhora 

relacionada aos marcadores de EO, como a mioeloperoxidase (Richter et al., 2005). 

Uma vez que se encontram EROs em quantidades exacerbadas em detrimento da 

presença de antioxidantes, é possível que sejam desencadeados processos 

deletérios para os mecanismos celulares, como a peroxidação lipídica que 

comprometerá a fluidez da membrana espermática, prejuízo à fertilização e 

desenvolvimento embrionário, perdas gestacionais, defeito ao nascimento (Agarwal 

et al., 2014; Aitken et al., 2010), e outros eventos levando a processos inflamatórios 

e apoptóticos (Agarwal et al., 2018). 

Podemos destacar que exercícios em geral quando praticados intensamente 

podem estar relacionados aos prejuízos da capacidade antioxidante e alterações 

hormonais, por meio do EO. Em atletas corredores foi observado que o aumento 

da temperatura corporal interferia na termorregulação testicular, desencadeando 

aumento do consumo de oxigênio (O2) pelos músculos, processos de peroxidação 

lipídica, alteração de receptores CRH (hormônio liberadores de corticotrofina) 

presentes nas células de Leydig comprometendo assim a produção da testosterona 

e consequentemente na espermatogênese (Jensen et al., 1995; Safarinejad et al., 

2009). Já em alpinistas, existe uma relação com a hipóxia aguda de altitude, 

quando há queda no fornecimento de O2 e na saturação sanguínea que sai de 97% 

a nível do mar e cai para aproximadamente 70% a 5800 metros de altitude 

(Pelliccione et al., 2011; Verratti et al., 2008, 2016). Conhecida também com hipóxia 

hipobárica, a diminuição do fornecimento de oxigênio, ligada a atividade física leva 

ao EO, alterações do hormônio FSH, prejuízo do trânsito epididimário, peroxidação 

lipídica com alterações de MDA, prejuízo em agentes antioxidantes como a 

glutationa redutase, diminuição da contagem total de espermatozoides (Mostafa et 

al., 2001; Verratti et al., 2008) e comprometimento da espermatogênese em ratos, 

com aumento da apoptose nas células germinativas e degeneração das células do 

epitélio seminífero (Liao et al., 2010).  
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 O efeito termo regulatório também é importante na prática do ciclismo. Isso 

porque tanto o nível e consumo de O2 quanto a temperatura corporal aumentam 

consideravelmente, afetando também a temperatura testicular (Sommer et al., 

2001) que tem uma alteração basal esperada de apenas 0,1° a 0,6°C (Hjollund et 

al., 2002). Porém a alteração de temperatura nos testículos pode depender de 

outros fatores, como a idade (Dominguez et al., 2011), tipo de atividade, tempo 

sentado e no caso de atividades moderadas pode não mostrar relação com o 

superaquecimento escrotal (Jung et al., 2005, 2008).  

Por outro lado, ciclistas de alto rendimento também enfrentam problemas a 

nível de choque mecânico nos testículos, com alterações testiculares em 

aproximadamente 48% deles, pela ocorrência de microtaumas, calcificações 

escrotais e epididimárias, espermatocele, tendo consequentemente uma alteração 

hormonal e produção de anticorpos anti-espermatozoides (Mitterberger et al., 

2008). Isso acontece porque o selim da bicicleta promove uma compressão no 

nervo pudendo acarretando em repetidos traumas no assoalho pélvico e quanto 

mais tempo sentado sob essa estrutura o surgimento da sensação de dormência 

pode acontecer, levando ao o entorpecimento genital, dor, casos de disfunção erétil 

(Balasubramanian et al., 2020; Gan et al., 2021), torção testicular e até 

comprometimento da fertilidade masculina (Leibovitch & Mor, 2005).  

Outro fator a se considerar ocorre quando a pressão abdominal sofre um 

aumento em decorrência da prática de treinos intensos, por exemplo mais de 6 

horas semanais, apresentando importante correlação e agravamento do 

desenvolvimento da varicocele e principalmente em relação ao grau diagnosticado 

(Rigano et al., 2004). A varicocele é uma condição presente em 35% dos homens 

adultos com infertilidade primária e 80% com infertilidade secundária (Gorelick & 

Goldstein, 1993). Ela acontece quando há uma dilatação e consequente refluxo 

sanguíneo nas veias cremastéricas do plexo pampiniforme (Gat et al., 2004) 

podendo levar à hipóxia e ao processo oxidativo, acarretando em diminuição 

testicular, importantes prejuízos na qualidade seminal e espermática desses 

homens (Belardin et al., 2016; Jeremias et al., 2021). Vimos que nossa amostra de 

voluntários ciclistas apresentava importante proporção de presença da varicocele, 

sendo que apenas 21% e 14% deles não apresentaram nenhum grau de varicocele 
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nos grupos AR e BR, respectivamente. Com intuito de controlar essa variável, ela 

foi utilizada como covariante dentro dos modelos estatísticos propostos. Na 

tentativa de amenizar as consequências testiculares, o selim recortado ou 

anatômico foi pensado após pesquisas avaliando o fluxo sanguíneo peniano e/ou 

a sensação de dormências que acontecia em algumas pessoas (Jeong et al., 2002; 

Schwarzer et al., 2002). Esse recorte proposto no banco da bicicleta busca auxiliar 

na redução dos possíveis danos, entretanto parece não ser acessível e difundido 

como deveria, e até mesmo não muito bem aceito pelos usuários.  

Somado a isso, a utilização de roupas especializadas, com espuma de 

poliuretano e/ou gel nos forros, eficientes na leveza, na troca de vapor, proteção 

contra vento, flexibilidade e conforto agregam ao objetivo de melhorar o 

desempenho, porém parecem também comprometer a saúde reprodutiva dos 

homens porque algumas não conseguem dissipar tão bem a temperatura e ter uma 

transpiração eficiente, levando ao aumento da temperatura testicular (Jung et al., 

2005). Esses efeitos se relacionam importantemente com a qualidade de função 

dos gametas, especialmente à fragmentação do DNA espermático (Agarwal et al., 

2016), à aneuploidias cromossômicas, como no cromossomo Y, quando os 

testículos foram submetidos  43°C de temperatura (Zhang et al., 2018), assim como 

observado em espermatozoides murino que sofrem comprometimento das células 

germinativas via processo apoptótico, além de apresentarem diminuição do 

tamanho testicular (Yin et al., 1997). 

Quando avaliados exercícios consistentes em modelos animais é possível 

verificar amenização dos efeitos do envelhecimento, principalmente em relação ao 

sistema cardiovascular e músculo esquelético (Alessio & Goldfarb, 1988). Animais 

submetidos a treinos consistentes (corrida 1,75km/dia durante 14 meses) 

mantiveram a taxa de morfologia espermática normal, alta de testosterona e 

diminuição de marcadores de EO (Chigurupati et al., 2008). Porém, outros autores 

que avaliaram animais sob efeito do estresse térmico observaram um consequente 

prejuízo da integridade genética em camundongos, por meio da fragmentação do 

DNA (Yin et al., 1997),  alterações de  motilidade, concentração, morfologia em 

búfalos que tiveram sua termorregulação testicular desestabilizada após um 

protocolo de estresse térmico escrotal durante 2 dias consecutivos (Gonçalves et 
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al., 2021), aumento de expressão de proteínas Heat-shock (60, 70 e 90) e com 

correlação positiva para parâmetros seminais como a motilidade e concentração 

espermática em equinos durante os períodos do ano com dias mais quentes 

(Albrizio et al., 2020) e touros (Rocha et al., 2015). Extrapolando os achados para 

amostras humanas, nesse proposto subestudo 1 foi possível relacionar a alta 

intensidade da prática do ciclismo, mais de 8 horas semanal, com a baixa taxa de 

integridade de DNA dos espermatozoides desses homens quando avaliados via 

ensaio cometa alcalino, enquanto Vaamonde e colaboradores observaram 

resultados similares utilizando o teste de dispersão da cromatina para essa 

avaliação (Vaamonde et al., 2012), teste esse que avalia as quebras apenas de fita 

simples de DNA diferente do ensaio cometa que avalia tanto fita simples quanto 

duplas. 

 

8.2 Avaliação seminal de ciclistas de baixo e alto rendimento: uma análise 

proteômica 

 

Nesse estudo pudemos observar que a prática do ciclismo corrobora com a 

presença de proteínas seminais plasmáticas diferencialmente expressas em 

relação à intensidade praticada do exercício. O plasma seminal é fluido composto 

com secreções ricas em proteínas provenientes do túbulo seminífero, do epidídimo, 

da próstata e da vesícula seminal (Belardin et al., 2019). Esse ambiente rico de 

informações tem sido alvo se buscas e pesquisas com intuito de identificar 

proteínas hiper ou hipo relacionadas com diversas condições. A busca pela 

compreensão molecular em alterações envolvidas no prejuízo da fertilidade 

masculina tem trazido à luz descobertas e potenciais moléculas biomarcadoras que 

estejam relacionadas à diversas condições. Prejuízos ao potencial fértil dos 

homens relacionados à varicocele (Belardin et al., 2016) e ao seu processo de 

correção (Camargo et al., 2019), ao uso do tabaco (Antoniassi et al., 2016), ao 

câncer testicular (Belardin et al., 2020), à alteração dos parâmetros seminais 

(Intasqui et al., 2013), ao processo de estresse oxidativo (Intasqui et al., 2015), 

dentre tantos outros eventos, vem sendo abordados na tentativa de buscar 

esclarecimentos acerca dos mecanismos que se apresentam envolvidos. Nesse 
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sentido buscar relacionar ou correlacionar presença ou ausência de moléculas 

biomarcadoras se faz pertinente e incipiente.   

A resposta inflamatória é fundamental para o bom funcionamento e 

homeostase fisiológica, pois é devido sua decorrência que agressores e/ou 

invasores são combatidos e eliminados dos organismos (Silva & Macedo, 2011). 

Esse evento está intrinsicamente relacionado na resposta imune inata, o que torna 

essencial seu bom funcionamento também para todas as funções que envolvem 

proliferação e diferenciação celular nos testículos, assim como combate a erros e 

danos tanto celulares quanto teciduais do sistema reprodutivo masculino (Attia et 

al., 2021; Lopes, 2014). Na análise de proteínas seminais plasmáticas do 

subestudo 2 observamos que a intensidade moderada do ciclismo (grupo BR) 

apresenta uma hiperxpressão de algumas proteínas envolvidas com a resposta 

imune.  

Mais expressa, em relação à alta intensidade do ciclismo (grupo AR), a 

proteína alfa-L-fucosidase está presente nas células B do sistema imune e nas 

células de Leydig. É responsável pela hidrólise de glicoproteínas, com importância 

principalmente para os lisossomos (Asfaw et al., 1998), e mostrou-se relacionada à 

reação acrossômica e interação oócito-espermatozoide, o que nos faz relacionar a 

intensidade moderada do ciclismo para uma ótima condição de fertilização (Venditti 

et al., 2007). Sua rede de interações entre proteínas (Figura 14) nos permite 

verificar importante via lisossomal de degração de glicanos, e que dentre tantas 

outras, as proteínas a) MRPL38, uma proteína ribossomal que permite ligação com 

a família de proteínas fosfotidiletanolaminas; b) USP21, uma proteína de marcação 

específica para repressão da transcrição epigenética atuando também na 

deubiquinitação de histonas H2A; e c) MARK2, uma cinase com afinidade na 

regulação da polaridade celular e na dinâmica de microtúbulos; são as que 

promovem maior interação proteína-proteína conhecida, interação preditiva 

relacionada à genes. 
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Figura 14. Rede de interações entre proteínas a partir da proteína 
diferencialmente expressa alfa-L-fucosidase. Análise observada 
utilizando a ferramenta STRING, onde os círculos coloridos 
representam proteínas de interação de primeira ordem; círculos 
brancos representam proteínas de interação de segunda ordem; as 
retas de ligação azuis e lilás/rosa correspondem a interações já 
conhecidas, as retas de ligações verde, vermelha e azul escuro 
correspondem a interações preditivas. 

 

Assim como, a proteína folistatina 1 que também está envolvida na resposta 

imune, proliferação e diferenciação celular, no processo de angiogênese e possui 

importante papel no ureter (Jin et al., 2017; Murakami, 2012). É uma proteína de 

importante regulação da atividade biológica da inibina B e activia A que são 

derivadas do testículo e estão altamente expressas em sêmen de homens 

saudáveis (Anderson et al., 1998). Assim, suas expressões sinalizam que 

processos que evitem ou que combatem possíveis danos, estando envolvidos aos 

eventos inflamatórios e imunológicos, que estejam relacionados ao choque térmico 

e mecânico provocado pelas horas sentado no selim da bicicleta ficam mais 

evidenciados quanto a sua proteção àquela amostra seminal de quem praticou o 

ciclismo moderadamente, ou seja menos de 6 horas semanalmente.  

Na Figura 15 observamos uma grande rede de interações baseadas na 

folistatina, envolvendo vias de sinalização do TGF-beta, hipo sinalização, regulação 
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de células pluripotentes e de células de carcinoma e câncer gástrico. Dentre as 

interações entre proteínas, encontramos o antígeno CD14 que é mediador de 

resposta imune inata, COL12A1 um colágeno tipo XII importante na formação de 

rede de fibrilas, COL14A1 com papel de adesão entre as moléculas de colágeno, 

COL6A colágeno tipo IV atuando como ligante de proteínas, SGCA a alfa-

sarcoglicana importante no complexo actina do citoesqueleto e matrix extracelular, 

AGRN agrina que modula sinalização para fator de crescimento em proteoglicanos, 

BMP2 e BMP4 proteína morfogenética óssea que induz formação de cartilagem e 

de osso, BMPR1A que é a receptora para proteína morfogenética óssea, TGFB1 o 

fator de crescimento beta importante na proliferação e diferenciação celular, FST a 

folistatina como inibidor específico da síntese e secreção do hormônio FSH, 

ACVR2B uma transmembrana receptor de activina que também regula produção 

do FSH, e a DIP2A envolvida no padrão de transmissão axonal no sistema nervoso 

central. 
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Figura 15. Rede de interações entre proteínas a partir da proteína diferencialmente 
expressa folistatina. Análise observada utilizando a ferramenta STRING, onde os círculos 
coloridos representam proteínas de interação de primeira ordem; círculos brancos 
representam proteínas de interação de segunda ordem; as retas de ligação azuis e 
lilás/rosa correspondem a interações já conhecidas, as retas de ligações verde, vermelha 
e azul escuro correspondem a interações preditivas. 

 

No mesmo sentido, a folistatina 1 foi encontrada hipoexpressa no grupo 

Controle, grupo de não ciclistas, quando comparada ao grupo BR, o que mais uma 

vez sinaliza que os processos envolvendo resposta imune são necessários para 

combate aos possíveis danos provocados pelo ciclismo. Somado a isso, podemos 

observar que esses dados corroboram com o aumento significativo da presença de 

neutrófilos na amostra seminal, encontrada no subestudo 1, dos ciclistas do grupo 

BR tanto em relação ao grupo AR quanto ao grupo C.  

O mesmo tipo de abordagem por busca de proteínas relacionadas a 

determinadas condições, já foram utilizadas com distintos objetivos. Encontrar uma 

relação entre processo imune e inflamatório e o manejo e treinos de cavalos de 

corrida demostrou potencialidade da abordagem proteômica tanto para a saúde 

desses animais quanto para o poder econômico envolvido nesse setor (Barton et 

al., 2009; Karagianni et al., 2022). A mesma ideia pode ser observada com a 

utilização das tecnologias que envolvem as ômicas para diversos objetivos, como 

foi notado em estudos comparativos entre raças de vacas leiteiras (Tacoma et al., 

2016), envolvendo também a compreensão sobre a melhor fase do ciclo para 

ordenha (Yang et al., 2020) assim como a respeito do melhoramento genético 

desses animais (Sun et al., 2019, 2020). 

O que também evidencia a importância desses eventos imunológicos, no 

nosso subestudo 2, é a presença acentuada das proteínas; i) proteína induzível à 

prolactina, envolvida na regulação de processos do sistema imune e da atividade 

antimicrobiana, que também foi encontrada em amostras seminais de homens 

saudáveis (Thacker et al., 2011), e a ii) ribonuclease T2, que promove resposta à 

imunidade inata por meio da degradação de RNA e de patógenos, e está expressa 

na regional acrossomal e da peça intermediária dos espermatozoides e 

aparentemente envolvida na inibição da motilidade em amostras 

astenozoospérmicas (Y. Liu et al., 2013), no sêmen dos não ciclistas em 

comparação aos ciclistas de alto rendimento. Nota-se que, sendo o processo 
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inflamatório e imune essenciais para manutenção da homeostase fisiológica, a 

prática intensa do ciclismo, ou seja, mais de 10 horas semanalmente, prejudica 

esse tipo de resposta, enquanto a prática moderada parece desenvolver certa 

garantia de proteção contra esses possíveis danos.  

Ao seguir dando enfoque na resposta proteica entre os dois grupos de 

ciclistas, uma proteína sem prévia descrição para o sistema reprodutor masculino 

foi encontrada hiperexpressa no grupo BR em comparação ao grupo AR. A alfa-2-

glicoproteína rica em leucina está preferencialmente presente no metabolismo 

hepático e está envolvida na regulação positiva da proliferação celular endotelial 

pela liberação do fator β de crescimento (O’Donnell et al., 2022). Ao observar sua 

rede de interações (Figura 16), notamos vias relacionadas a spliceossomos, câncer 

colorretal e via de sinalização em complicações diabéticas (AGE-RACE). Dentre as 

proteínas de interação direta encontramos a CYCS, citocromo c, carreador de 

elétrons, a FN1, fibronectina tipo III, a TGFBR1 e TGFBR2, receptores do TGF-beta 

e do fator beta de crescimento, envolvimento do processo de proliferação e 

diferenciação celular, a ENG, endoglina, uma glicoproteína do epitélio vascular com 

importância no processo de angiogênese. 



66 
 

 
 

   

Figura 16. Rede de interações entre proteínas a partir da proteína diferencialmente 
expressa alfa-2-glicoproteína rica em leucina. Análise observada utilizando a ferramenta 
STRING, onde os círculos coloridos representam proteínas de interação de primeira ordem; 
círculos brancos representam proteínas de interação de segunda ordem; as retas de 
ligação azuis e lilás/rosa correspondem a interações já conhecidas, as retas de ligações 
verde, vermelha e azul escuro correspondem a interações preditivas. 

  

 

Essa proteína se apresenta então, sendo uma candidata para uma futura 

confirmação como biomarcadora da intensidade do ciclismo, e espera-se que 

também esteja envolvida com o bom desenvolvimento celular durante a 

espermatogênese e espermiogênese, assim como uma ótima motilidade e 

preservação da integridade do DNA, por exemplo. Proteína semelhante, conhecida 

como alfa-1-glicoproteína ácida já tem sido tratada como biomarcadora em 

laboratórios clínicos. A análise dessa proteína pode ser feita tanto no sangue 
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quanto como outros fluidos biológicos e sua interpretação clínica diz respeito à 

atividade inflamatória decorrente principalmente da fase aguda, sendo um dos 

melhores marcadores. Está associada com proliferação celular após exercícios 

físicos, com traumas, queimaduras, doenças autoimunes, obesidade, artrite 

reumatoide, neoplasias e infarto (Centerlab, [s.d.]; Laboratório São Paulo, 2013; 

Ritchie et al., 2000). 

Ao destacar o bom funcionamento celular, em especial espermático, espera-

se que, tanto no nível celular quanto funcional, esses gametas sejam 

completamente capazes que cumprir sua função de maturação, movimento 

funcional e controlado até o oócito, capacitação celular para então promover a 

fertilização com intuito do desenvolvimento de um embrião saudável. Nesse 

sentido, uma proteína seminal que esteve hiperexpressa no grupo BR em 

comparação aos não ciclistas foi a sorbitol dehidrogenase, sendo importante para 

uma via alternativa de uso de energia ao converter glicose em frutose. Também 

está presente em epididimossomos, que são vesículas extracelulares responsáveis 

pela transferência de proteínas do fluido epididimário para a superfície espermática 

(Frenette et al., 2006), sendo então potencialmente fundamental para a função de 

motilidade dos espermatozoides. Corroborando com os achados funcionais 

presentes no subestudo 1, o grupo BR apresentou maiores taxas de células com 

os parâmetros de motilidade velocidade média de percurso (VAP) e velocidade 

retilínea (VSL) dos espermatozoides, em relação ao grupo AR. 

Na rede de interação entre proteínas relacionadas à sorbitol (Figura 17), 

notamos interação de vias relacionadas ao metabolismo do propanoato, do 

piruvato, da frutose e manose, à glicólise e gliconeogênese, e ao sistema renina-

angiotensina. Dentre as 18 proteínas intrinsecamente ligadas, as 5 mais 

importantes (Figura 18) na interação proteína-proteína que possuem interações 

conhecidas e ligações entre genes previstos, são NIT2, nitrilase, com papel de 

remover intermediários tóxicos da conversão em alfa-cetoglutarato e oxalacetato; 

TALDO1, transaldolase, importante para o balanço de metabólitos da via pentose-

fosfato; PGM1, fosfoglicomutase, uma enzima que participa da síntese e quebra da 

glicose; FAH e FADH2A, fumarilacetoacetase e fumarilacetoacetato, 

respectivamente, com atividade de hidrolase.     
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Figura 17. Rede de interações entre proteínas a partir da proteína diferencialmente 
expressa sorbitol. Análise observada utilizando a ferramenta STRING, onde os círculos 
coloridos representam proteínas de interação de primeira ordem; círculos brancos 
representam proteínas de interação de segunda ordem; as retas de ligação azuis e 
lilás/rosa correspondem a interações já conhecidas, as retas de ligações verde, vermelha 
e azul escuro correspondem a interações preditivas. 
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Figura 18. Rede de interações entre as principais 
proteínas a partir da proteína diferencialmente 
expressa sorbitol. Análise observada utilizando a 
ferramenta STRING, onde os círculos coloridos 
representam proteínas de interação de primeira 
ordem; círculos brancos representam proteínas de 
interação de segunda ordem; as retas de ligação azuis 
e lilás/rosa correspondem a interações já conhecidas, 
as retas de ligações verde, vermelha e azul escuro 
correspondem a interações preditivas. 

 

Contraditoriamente, ao comparar a intensidade do ciclismo entre os grupos, 

proteínas de importante função foram encontradas hiperexpressas no grupo AR em 

detrimento do grupo BR. A arilsulfatase A é uma proteína envolvida na organização 

da cromatina testicular, estando presente tanto nas células de Leydig, vesiculares, 

quanto nas células prostáticas e epididimárias, com localização expressa na região 

acrossômica dos espermatozoides e principalmente após a capacitação in vitro 

(Huerta-Retamal et al., 2021). Além dela, a proteína transportadora de colesterol 

intracelular NPC2 é uma lipoproteína fundamental para a liberação do colesterol via 

ação lisossomal, sendo essencial para manutenção das funções de 

armazenamento do lisossomo e assim evitando a doença Niemann-Pick tipo C, que 

é rara, causa neurodegeneração e morte prematura. Essa proteína também 

aparece envolvida na resiliência de espermatozoides suíno à criopreservação após 

armazenamentos do ejaculado por 24 horas a 17°C (Valencia et al., 2020), e a uma 

potencial sequela na função epididimal em homens vasectomizados (Légaré et al., 
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2006). Curiosamente elas estiveram hiperexpressas no grupo C comparado ao 

grupo AR, o que pode ser indicativo, interessantemente, de que pedalar 

moderadamente (BR) seja fator de controle e/ou proteção contra potenciais danos 

e prejuízos ao potencial fértil. 

Assim como essas hipoexpressões no grupo BR em relação ao grupo 

Controle, a proteína componente amilóide P sérico (APCS) que possui função de 

interagir com DNA e histonas, neutralizando o material nuclear que foi liberado por 

células que estiveram sob algum tipo de processo de dano celular, também 

apresentou o mesmo comportamento. Além disso, apresenta correlação positiva 

com a concentração espermática (Sonesson et al., 2021), e uma relação com alto 

índice de fragmentação do DNA (Heidari et al., 2018). Isso indica que sob a função 

estressora do ciclismo, mesmo que moderadamente, existe certo prejuízo, em 

comparação ao não ciclismo, nas funções de correção e neutralização de danos a 

nível cromossômico. Entretanto, pode ser que não interfira significativamente no 

índice de fragmentação do DNA.  

Outras proteínas também hipoexpressas no grupo de ciclista, mas agora 

daqueles de alto rendimento (AR), foram a isomerase triosefosfatase que possui 

função na organização do microtúbulo, na glicólise e gliconeogênese, e a 

chaperona fator trocador de nucleotídeos que promove a translocação e transporte 

de proteínas. Nesse contexto fica claro observar o potencial fator negativo para 

sêmen de ciclistas de alto rendimento visto que são funções proteicas essenciais 

para desenvolvimento e função espermática. Uma organização ideal dos 

microtúbulos, juntamente com actina, é fundamental para integridade do 

citoesqueleto que por sua vez é essencial durante o processo de espermiogênese, 

(Lopes, 2014), pois está envolvido tanto no transporte vesicular, formação do 

acrossoma e transporte de proteínas destinadas ao núcleo ou ao flagelo (Hayasaka 

et al., 2008; Kierszenbaum, 2002; Kierszenbaum et al., 2003). 

Somado a isso, a função de chaperona para que se tenha uma certificação 

da correta formação, enovelamento e função proteica é crucial para um 

funcionamento orquestrado nas relações funcionais dos gametas produzidos, 

processos funcionais esses que podem se mostrar deficitários em sêmen de 

ciclistas de alto rendimento. Outra chaperona com baixa expressão nesse grupo foi 
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a Heat Schock 70 que funciona em resposta ao estresse regulando a integridade 

do centrômero. Apesar de ser esperado que proteínas de resposta ao estresse 

estivessem hiper reguladas nos grupos de ciclistas, a contradição dos resultados 

nos leva a hipotetizar que sua expressão esteja relacionada com a dose e/ou nível 

de exposição ao estresse, uma vez que o alto rendimento nesse esporte prejudicou 

a presença dessa proteína, cujas funções são fundamentais na neutralização de 

danos celulares. A mesma correlação positiva da expressão dessa chaperona com 

parâmetros seminais como concentração, motilidade e VAP foi observado em 

sêmen de cavalos avaliados em diferentes períodos de temperatura do ano (Albrizio 

et al., 2020). Somado a isso, a presença aumentada desse tipo de citocina 

apresenta efeito protetivo contra o processo apoptótico dos espermatozoides de 

homens considerados inférteis (Erata et al., 2008), enquanto sua baixa expressão 

também foi encontrada no sêmen de homens com dor pélvica crônica (H. Guo et 

al., 2010). 

A hipoexpressão também foi encontrada no grupo BR em comparação ao 

grupo C para as proteínas tripeptidil peptidase 1, e a proteína CutA. A primeira é 

uma serinoprotease com atuação principal em lisossomos, sendo importante para 

a síntese de ATP e estando também presente tanto nas células de Leydig e Sertoli, 

quanto nas células vesiculares e epididimárias. Essa proteína esteve associada 

com um ótimo valor preditivo para realização de varicocelectomia, sendo assim 

associada com perfil inflamatório seminal de homens com presença de varicocele 

e sêmen alterado (Camargo et al., 2019). Dessa forma, é possível também 

relacionar a baixa expressão da mesma no grupo BR sugerindo possível fator 

protetivo, quanto ao processo inflamatório, para essas amostras. A segunda 

geralmente necessita de ligação ao íon cobre para poder formar um complexo de 

membrana ao se ligar à acetilcolinesterase. Essa enzima tem presença preferencial 

no sistema nervoso e ação crucial na propagação do impulso nervoso (Mota et al., 

2012). Entretanto, sua alta taxa de atividade já foi relatada em amostras seminais 

teratozoospérmicas com altos índices de sinalização via caspases principalmente 

para o processo de apoptose celular (Ammar et al., 2019). Com isso, é possível 

relacionar que em situações de prática moderada do ciclismo, eventos apoptóticos 

relacionados não são necessariamente recrutados. 
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Em um mesmo cenário de diminuição da expressão no grupo BR, pela 

análise multivariada, encontramos as proteínas malato dehidrogenase 

citoplasmática, Heat Schock 5A e a anexina A1. A primeira possui função 

oxiredutase tendo importância para a fase de fosforilação oxidativa nas 

mitocôndrias (Broeks et al., 2019). Possui expressão no músculo cardíaco, mas 

também expressão mediana nas células de Leydig e epididimárias e não aparece 

diferentemente em amostras seminais normo, oligo ou azoospérmicas (Prasad et 

al., 1976). A segunda é uma chaperona com função de hidrolase, envolvida na 

transcrição e tradução de outras proteínas, possui expressão mediana em células 

vesiculares, prostáticas, de Leydig e espermátides alongadas, e apareceu pouco 

expressa em amostras seminais antes da correção da varicocele (Hosseinifar et al., 

2014). A última é inibidora de fosfolipase A1 com alta expressão nas células da 

próstata, possui atividade anti-inflamatória contribuindo para resposta imune 

adaptativa (Arcone et al., 1993), e por também estar expressa nos espermatozoides 

apresenta uma relação negativa da sua expressão com a fragmentação do DNA 

dessas células (Munuce et al., 2019). 

 

8.3 Limitações, reflexões e perspectivas do estudo  

 

 Ainda não há paradigmas relacionados aos critérios de classificação de 

intensidade do ciclismo. Embora existam tentativas para o consenso gerar clareza 

na hora de formar grupos de análise e com isso facilitar a compreensão dos dados 

e a reprodutibilidade da ciência, ainda parece haver um desencontro entre as 

pesquisas. Isso ocorre por conta dos desenhos de estudos nessa área, que 

abrangem tanto pesquisas onde o atleta é submetido ao treinamento em 

laboratórios, ou o ciclista apenas segue os protocolos de treinamento propostos 

(estudos prospectivos), quanto pesquisas com coleta de informação 

autodeclaradas sobre a rotina de uso da bicicleta (estudos retrospectivos e/ou 

transversais), como nesse estudo proposto.  

 De Pauw e colaboradores (2013) tentaram revisar todos os formatos e assim 

contribuir para uma homogeneidade quanto aos critérios classificatórios. Além dos 

parâmetros biométricos como peso e IMC, o padrão ouro proposto capaz de 
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classificar quanto ao nível de ciclismo ou performance do ciclista são 

preferencialmente os parâmetros fisiológicos: VO2máx (medido pela 

ergoespirometria, é o volume máximo de oxigênio, ou a capacidade de transporte 

e metabolismo do oxigênio durante o exercício, medida em L/min), e o PPO (peak 

power output, ou o pico de potência gerada na saída do exercício, medida em W) 

(De Pauw et al., 2013). Nesse sentido, há produção de uma relação negativa entre 

concentração, motilidade e morfologia normal dos espermatozoides para atletas 

que desempenham entre 60% e 80% de VO2máx mesmo após 36 e 48 semanas 

de treinamento (Safarinejad et al., 2009). Porém quando não há medidas claras a 

respeito desses parâmetros, os autores ainda consideram os dados sobre os 

treinamentos, como a constância e a experiência de treinos desses atletas 

considerando nesse caso, horas ou distância percorridas por semana e/ou anos de 

prática do ciclismo. 

 Ainda que exista essa tentativa, é possível observar que dentro da revisão 

proposta para os níveis de desempenho, pedalar entre 5 e 10 horas durante uma 

semana não se enquadram em nenhum dos perfis propostos: nível 1 ou PL1 como 

untrained ou não treinado (2 a 3 horas/semana nos últimos anos), nível 2 ou PL2 

como recreationally trained ou recreacional (2 a 3 horas/semana), nível 3 ou PL3 

como trained ou treinado (3 vezes ou 5 horas/semana, treinando de 3 a 10 anos e 

percorrendo de 3mil a 15mil km/ano), nível 4 ou PL4 como well-trained ou bem 

treinado (10 horas ou 250km/semana, treinando a mais de 3 anos), e nível 5 ou 

PL5 como professional ou profissional (percorrendo de 25mil a 35 mil km/ano) (De 

Pauw et al., 2013). Em relação ao tempo de experiência com a prática de ciclismo, 

considerar 3 a 10 anos de ciclismo parece ser bastante amplo para classificar o 

ciclista como trained (PL3). 

 Além do critério de classificação proposto em nosso estudo, outro ponto que 

pode ser considerado uma limitação é a ausência da coleta e avaliação do nível 

hormonal dos voluntários. Alguns autores priorizam análise hormonal juntamente 

às análises biométricas e seminais, como por exemplo em 2006 quando Vaamonde 

e colaboradores constataram baixos níveis de FSH, LH, cortisol e prolactina em 

homens que reproduziam treinos em alta intensidade com média de 190 para 

frequência cardíaca e 283W de potência, treinando 4 dias por semana durante 2 



74 
 

 
 

semanas, quando comparados com ciclistas recreacionais (Vaamonde et al., 2006). 

Presença, também, de uma queda persistente da testosterona livre e total 

(Hackney, 2008, 2008; Safarinejad et al., 2009; Wade et al., 2005). Estudos 

experimentais realizados com amostras animais podem trazer também dados 

referentes a melhoria de alguns parâmetros como qualidade seminal por meio de 

motilidade e morfologia espermática, melhores níveis hormonais como FSH e LH e 

até diminuição de prejuízos fisiológicos promovidos pela diabetes, quando a 

atividade física está presente de maneira consistente (Lavín-Pérez et al., 2021; 

Parastesh et al., 2019). Por outro lado, utilizar essa ferramenta de maneira 

exacerbada, por meio de exercícios físicos intensos, pode promover alterações 

importante relacionadas também à diminuição da concentração espermática, dos 

níveis de testosterona e até hiperexpressão de algumas proteínas relacionadas à 

desordens espermatogênicas (Y. Guo & Li, 2018). 

O estudo aqui contemplado além de se justificar em sua relevância biológica 

e social, também revela importante relação com propostas de políticas públicas. A 

gestão pública da cidade paulistana, no estado de São Paulo, tem investido em 

ciclovias, sendo que em 2020 cumpriu 80% da promessa de ampliação das 

ciclofaixas, 139 km dos 173km prometidos, totalizando 643km de vias, além das 

melhorias promovidas em 239 Km (Reis, 2021). Somado a isso, é necessário 

considerar questões que envolvam segurança, para os usuários, e também o 

trabalho, políticas de cunho essencial para o bom desenvolvimento da cidade e a 

sua relação com o cidadão. Uma vez que frente ao desemprego, exacerbado 

durante a pandemia, por exemplo, realizar entregas utilizando como meio de 

transporte a bicicleta, foi a solução para muitos que precisaram pedalar muitas 

horas e muitos quilômetros para cumprir suas jornadas de trabalho (Aliança Bike, 

2019, 2021). 

Assim, algumas perspectivas são formadas em relação ao desenvolvimento 

e achados do estudo. Buscar aprofundar os conhecimentos acerca da fertilidade 

masculina e os esportes de alta intensidade podem auxiliar no acompanhamento 

desses atletas de alto desempenho, e baseado nesses conhecimentos gerir uma 

abordagem médica para aqueles que utilizam a bicicleta para lazer, esporte e/ou 

transporte de maneira moderada. Poder caracterizar amostras seminais desses 
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homens por meio da mensuração de uma proteína que venha a se confirmar como 

biomarcadora pode auxiliar na conduta médica, uma vez que o paciente pode ser 

instruído em relação ao tempo e intensidade do uso da bicicleta, assim como na 

busca por instrumentos, produtos e maneiras que venham a diminuir o potencial 

prejuízo a sua fertilidade. 
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9 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados do presente estudo permitem concluir que o ciclismo de Alto 

Rendimento está associado a alterações seminais importantes como o aumento da 

fragmentação de DNA concomitante a elevação da atividade oxidativa intracelular, 

bem como a alteração na função sexual de homens.  

Ademais, o sêmen destes homens é caracterizado por elevação em atividade 

inflamatória, por meio da expressão das proteínas folistatina 1 e alfa-L-fucosidase, 

e vias energéticas, por meio da expressão da proteína sorbitol dehidrogenase. 

O ciclismo de Baixo Rendimento não está associado a estes efeitos, nas 

condições do presente estudo, e apresenta uma proteína diferenciada, a alfa-2-

glicopreteína rica em leucina, com possibilidade futura de confirmação como 

biomarcador. O conhecimento destas alterações poderá ser importante no 

acompanhamento destes atletas.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

1. TÍTULO DO PROJETO:  

“Avaliação seminal de ciclistas de baixo e alto rendimento: uma análise 

seminal, funcional e proteômica.”. 

 

2. INFORMAÇÕES INICIAIS:  

Para que um indivíduo possa participar de uma pesquisa envolvendo 

novos procedimentos, este deve dar o seu consentimento livre e esclarecido de 

tal participação. Este consentimento deve se basear na compreensão da 

natureza e risco do tratamento, aparelho ou procedimento. É responsabilidade 

do coordenador da pesquisa fornecer, ao indivíduo que fará parte da pesquisa, 

as informações necessárias para esta compreensão. Assim, pedimos por meio 

deste termo, o seu consentimento para a pesquisa. 

3. PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS:  

O espermograma é o exame realizado de rotina na pesquisa de todos os 

casos de infertilidade masculina. Uma alíquota da amostra de sêmen 

proveniente de ciclistas de baixo e alto rendimento será utilizada para o 

espermograma e o restante do material será utilizado para as demais avaliações 

estudadas nesse experimento, caso haja consentimento. O objetivo desta 

pesquisa é verificar a qualidade do sêmen de amostras coletadas com 2 a 4 dias 

de abstinência ejaculatória através de testes funcionais dos espermatozoides. O 

presente estudo tem como objetivo observar a qualidade seminal, a 

funcionalidade dos espermatozoides assim como no perfil proteômico do plasma 

seminal de sêmen proveniente de ciclistas de alto e baixo rendimento. 

4. PROCEDIMENTOS ROTINEIROS:  
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O sêmen será colhido por masturbação no Laboratório de Reprodução 

Humana / Urologia –UNIFESP, localizado na Rua Napoleão de Barros, 628 – 

Vila Clementino – São Paulo. A amostra colhida será submetida à realização do 

espermograma. Nós gostaríamos de obter a sua permissão para incluir sua 

amostra seminal nesta pesquisa. Para tanto, você deve consentir que nós 

utilizássemos a amostra do sêmen, somente após a realização completa do seu 

espermograma, não havendo, portanto, prejuízo do seu exame. 

5. RISCOS E DESCONFORTO:  

A colheita de sêmen deve ser realizada por masturbação em um recipiente 

plástico estéril. Este procedimento pode causar algum desconforto leve para 

você. A colheita de sêmen na sala de colheita do Laboratório de Reprodução 

Humana/Urologia da UNIFESP pode ser constrangedora. O deslocamento até o 

local da colheita também poderá ser inconveniente. Não haverá qualquer ajuda 

financeira para as despesas de transporte ou alimentação durante sua estadia. 

Não existe risco de que sua amostra de sêmen possa gerar filhos. A amostra 

será utilizada somente para o espermograma e para os testes envolvidos nesta 

pesquisa. 

6. BENEFÍCIOS:  

Não existem benefícios para você em particular neste estudo. 

7. TRATAMENTO OU PROCEDIMENTOS ALTERNATIVOS:  

Não existem tratamentos ou procedimentos alternativos ao qual você 

possa optar. Entretanto, você pode escolher por não participar deste estudo. 

8. ESCLARECIMENTOS SOBRE A PESQUISA:  

Em qualquer etapa deste estudo você terá livre acesso aos profissionais 

responsáveis para esclarecimentos de eventuais dúvidas. Os investigadores a 

serem procurados são Luana Nayara Gallego Adami ou Ricardo Pimenta 

Bertolla, que podem ser encontrados no Laboratório de Reprodução 

Humana/Urologia, localizado na Rua Napoleão de Barros, 628 – Vila Clementino 

– São Paulo – S.P. Os telefones de contato são: (11) 5084-3891 / 5084-4162. 
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Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), localizado na Rua Prof. 

Francisco de Castro, n: 55, - 04020-050– Vila Clementino – São Paulo – S.P. - 

Telefone: (11) 5571-1062 – Fax: (11) 5539-7162 – e-mail cep@unifesp.edu.br. 

9. PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA:  

Sua participação neste estudo é totalmente voluntária. A sua recusa em 

participar não prejudicará em nada o seu tratamento futuro ou os benefícios 

oferecidos pela Instituição. Você é livre para deixar de participar deste estudo a 

qualquer momento, sem que haja qualquer penalidade ou prejuízo no tratamento 

médico. 

10. CONFIDENCIALIDADE:  

As informações obtidas serão analisadas em conjunto com as dos demais 

voluntários e a confidencialidade de todos os seus registros será mantida. 

Entretanto, a UNIFESP e o Ministério da Saúde poderão encaminhar os seus 

registros, se necessário.  

11. DESPESA E COMPENSAÇÃO:  

Não serão cobertas despesas pessoais de participantes desta pesquisa 

em qualquer fase do estudo, incluindo exames; procedimentos, consultas e 

hospitalização. Assim como, não haverá compensação financeira pela sua 

participação. Você deverá arcar com todas as suas despesas pessoais 

vinculadas à sua participação nesta pesquisa. 

12. DANOS RELACIONADOS À PESQUISA:  

Se você for vítima de qualquer lesão física em decorrência desta pesquisa 

haverá tratamento médico disponível. Não haverá compensação de nossa parte 

por perda de dia de trabalho, desconto de salário ou perdas indiretas por 

eventuais danos causados por esta pesquisa. 

13. COMPROMISSO DO PESQUISADOR:  
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O material seminal colhido será de uso único e específico para a 

realização da referida pesquisa, sendo esse um compromisso assumido pelo 

pesquisador principal.  

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações 

que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliação seminal de 

ciclistas de baixo e alto rendimento: uma análise seminal, funcional e 

proteômica”. Eu discuti com a pesquisadora Luana Nayara Gallego Adami sobre 

minha decisão em participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais são 

os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus 

desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos 

permanentes. Também ficou claro que minha participação é isenta de despesas 

e que tenho garantia do acesso hospitalar, quando necessário. Concordo 

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem 

penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 

adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 

Este documento será disponibilizado em 2 vias originais, uma 

permanecerá em poder do pesquisador principal e a outra será entregue ao 

voluntário. Todas as vias deste documento deverão ser rubricadas tanto pelo 

pesquisador principal quanto pelo voluntário. 

_______________________________ ____ / ____ / ____ 

Assinatura do voluntário 

Nome do voluntário:   

_______________________________ ____ / ____ / ____ 

Assinatura do pesquisador principal 

Nome do pesquisador: 

_______________________________ ____ / ____ / ____ 

Assinatura da testemunha 

Nome da testemunha:  
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Anexo 2. Certificação de aprovação pelo Comitê de ética em Pesquisa 

UNIFESP 
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Anexo 3. Divulgação da pesquisa para recrutamento de voluntários 

 

 

Imagens representativas dos folders e propagandas utilizadas 
para divulgação da pesquisa, tanto presencialmente quanto 
virtualmente, com intuito de recrutar voluntários. 
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Anexo 4. Questionário de Função Erétil - International Index of Erectile 
Function (IIEF-15) 

 

Itens individuais do Questionário do Índice Internacional de Função 

Erétil 

 

1. Nas últimas quatro semanas, com que frequência você foi capaz de ter uma 
ereção durante uma relação sexual? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)  
3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)  
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)  
1 = Quase nunca ou nunca  
0 = Sem atividade sexual  
 
 
2. Nas últimas quatro semanas, quando você teve ereções sexuais com 
estimulação, com que frequência foram suas ereções, duras o suficiente para 
penetração? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)  
3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)  
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)  
1 = Quase nunca ou nunca  
0 = Sem atividade sexual 
 
 
3. Nas últimas quatro semanas, quando você tentou ter relação sexual, com que 
frequência foi capaz de penetrar (entrar) na sua parceira? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)  
3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes) 
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)  
1 = Quase nunca ou nunca  
0 = Não tentei ter relação sexual  
 
 
4. Nas últimas quatro semanas, durante uma relação sexual com que frequência 
você foi capaz de manter sua ereção após ter penetrado (entrado) na sua 
parceira? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)  
3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes) 
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)  
1 = Quase nunca ou nunca  
0 = Não tentei ter relação sexual  
 
5. Nas últimas quatro semanas, durante uma relação sexual, o quanto foi difícil 
para você manter sua ereção até o fim da relação? 
Por favor, marque com um X somente um quadradinho. 
0 = Não tentei ter relação sexual  
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1 = Extremamente difícil  
2 = Muito difícil 
3 = Difícil 
4 = Pouco difícil  
5 = Não difícil  
 
6. Nas últimas quatro semanas, quantas vezes você tentou ter relação sexual? 
0 = Não tentou  
1 = 1-2 tentativas  
2 = 3-4 tentativas  
3 = 5-6 tentativas  
4 = 7-10 tentativas  
5 = 11 ou mais tentativas  
 
7. Nas últimas quatro semanas, quando você tentou ter relação sexual com que 
frequência ela foi satisfatória para você? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes) 
3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)  
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)  
1 = Quase nunca ou nunca  
0 = Não tentei ter relação sexual  
 
8. Nas últimas quatro semanas, o quanto você aproveitou a relação sexual? 
5 = Aproveitou extremamente  
4 = Aproveitou muito  
3 = Aproveitou um tanto  
2 = Aproveitou muito pouco 
1 = Não aproveitou  
0 = Não teve relação sexual  
 
9. Nas últimas quatro semanas, quando você teve estimulação sexual ou relação 
sexual com qual frequência você teve uma ejaculação? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)  
3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)  
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)  
1 = Quase nunca ou nunca  
0 = Não teve estimulação sexual ou relação sexual 
 
10. Nas últimas quatro semanas, quando você teve estimulação sexual ou 
relação sexual com que frequência você teve a sensação de orgasmo com ou 
sem ejaculação? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)  
3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)  
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)  
1 = Quase nunca ou nunca  
0 = Não teve estimulação sexual ou relação sexual 
 
11. Nas últimas quatro semanas, com que frequência você tem sentido desejo 
sexual? 
5 = Quase sempre ou sempre  
4 = Frequentemente (muito mais que a metade do tempo)  
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3 = Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo) 
2 = Poucas vezes (muito menos que a metade do tempo)  
1 = Quase nunca ou nunca  
 
12. Nas últimas quatro semanas, o quanto você consideraria o seu nível de 
desejo sexual? 
5 = Muito alto  
4 = Alto  
3 = Moderado  
2 = Baixo  
1 = Muito baixo ou inexistente  
 
13. Nas últimas quatro semanas, de modo geral, o quão satisfeito você tem 
estado com sua vida sexual? 
5 = Muito satisfeito  
4 = Moderadamente satisfeito 
3 = Igualmente satisfeito e insatisfeito  
2 = Moderadamente insatisfeito  
1 = Muito insatisfeito  
 
14. Nas últimas quatro semanas, de modo geral, o quão satisfeito você tem 
estado com o seu relacionamento sexual com a sua parceira? 
5 = Muito satisfeito  
4 = Moderadamente satisfeito 
3 = Igualmente satisfeito e insatisfeito  
2 = Moderadamente insatisfeito  
1 = Muito insatisfeito 
 
15. Nas últimas quatro semanas, como você consideraria a sua confiança em 
conseguir ter e manter uma ereção? 
5 = Muito alta  
4 = Alta  
3 = Moderada  
2 = Baixa  
1 = Muito baixa 

 

Quanto ao Score adotado na análise do questionário IIEF-15 

1) Severo: 6 a 10 pontos 

2) Moderado: 11 a 16 pontos 

3) Leve a moderado: 17 a 21 pontos 

4) Leve: 22 a 25 pontos 

5) Sem DE: 26 a 30 pontos 
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Anexo 5. Formulário de participação 

 

 

Após a recepção de cada voluntário no LEAF, os dados do formulário foram 
coletados para classificação das amostras e análise descritiva. 
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Anexo 6. Aparelho de bioimpedância utilizado nos voluntários 

 

 

Equipamento de mensuração da bioimpedância da marca 
OMRON. Após calibrar o equipamento com os dados 
individuais de cada voluntário como idade, altura e peso, a 
aferição do aparelho nos fornece os dados de índice de 
massa corpórea (IMC) e de porcentagem de gordura. 
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Anexo 7. Ficha de avaliação física masculina 

 

I) Avaliação Masculina 
 

Doença:                                                                                     □ Não □ Sim (Tipo:_____________________________)   

DST:                                                                                                             □ Não □ Sim   

Orquiepididimite:                                                                                            □ Não □ Sim   

Lesão Testicular:                                                                                        □ Não □ Sim (Orquite/Trauma/Torção:______________)    

Varicocelectomia:                                                                                   □ Não □ Sim   

Criptorquia:                                                                                □ Não □ Sim (Tratamento:       □ Não   □ Sim)    

Outra Cirurgia:                                                                                          □ Não □ Sim (Especifique:________________________)   

Tabagismo:                                                                                              □ Não □ Ex-fumante (quanto tempo:_______) □ Sim (cigarros/dia:________) 

Fatores Ambientais:                                                                                                                       □ Não □ Sim (Especifique:________________________)  

Uso de Medicamentos:                                                                                                                  □ Não □ Sim (Especifique:________________________)  

Etilismo:                                                                                                                                        □ Não □ Sim (Especifique:________________________)  

Drogas de Abuso:                                                                                       □ Não □Sim (Especifique:________) se for maconha, há quanto tempo? e 
frequência_______________ 

Anabolizante:  □ Não □ Sim Especifique:________________________) 

Ereção:                                                                                                □ Não □ Inadequada       

Ejaculação:                                                                                □ Não □ Inadequada       

Filhos:  □ Não □ Sim (quanto tempo:_____________) Por tratamento?__________ 

 

II) Exame físico 
 

Altura:__________m                  Peso:__________kg       IMC:_____%____  

Varicocele:                        □ Ausente  □ Presente (Grau: E_____ D_____) 

Volume Testicular:           E:______ D:______ 
 

Testículos:                          □ Palpáveis  □ Não-palpável (E/D:______) 

Epidídimos:                        □ Normais  □ Espessado (E/D:______) 

  
 □ Ectasiado (E/D:______) 

  
 □ Cisto (E/D:______) 

  
 □ Não-palpável (E/D:______) 

Ductos Deferentes:            □ Normais  □ Espessado (E/D:______) 



116 
 

 
 

  
 □ Ectasiado (E/D:______) 

  
 □ Não-palpável (E/D:______) 

Aumento Escrotal:             □ Nenhum  □ Hidrocele (E/D:______) 

  
 □ Hérnia (E/D:______) 

Exame Inguinal  □ Normais  □ Linfadenopatia (E/D:______) 

  
 □ Hérnia (E/D:______) 
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Anexo 8. Preparo do meio de cultura BWW 

 

O pH final da solução deve ser 7,4 ou 7,5 e isso pode ser acertado 

adicionando NaOH em água MiliQ. Depois fazer filtragem da solução à vácuo no 

fluxo laminar. 

Reagente  Concentração 1 x (para 1 L) 10 x (para 500mL) 10 x (250mL) 

NaCl 94,59mM 5,528g 27,64g 13,82g 

KCl 4,78mM 0,356g 1,78g 0,89g 

CaCl2 x 2H20 1,71mM 0,251g 1,255g 0,627g 

KH2PO4 1,19mM 0,162g 0,81g 0,40g 

MgSo4 1,19mM 0,293g 1,465g 0,732g 

NaHCO3 5,07mM 0,426g 2,13g 1,06g 

HEPES 20mM 4,766g 23,83g 11,915g 

Piruvato Sódico 0,25mM 0,028g 0,14g 0,07g 

Lactato de Sódio 

60% (p/p) d=1,33 

21,58mM 4,030g ou 

3,03mL 

15mL 7,5mL 

Glicose 5,56mM 1,002g 5,01g 2,5g 

BSA - 3g/L 15g 7,5g 

Penicilina G 100.000U/L 0,063g 0,315g 0,16g 

Estreptomicina 50mg/L 0,05g 0,25g 0,125g 

Vermelho de 

fenol 

1mL de 0,5%/L 1mL 5mL 2,5mL 
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Anexo 9. Padronização do protocolo utilizado em Citometria de Fluxo 

 

Para a análise da produção de ânions superóxidos como indicador de 

estresse oxidativo, foi utilizado a sonda dihidroetídio (DHE) (Molecular Probes, 

Waltham, MA, E.U.A) (518 nm excitação e 606 nm emissão) em citometria que 

já havia sido padronizado em nosso laboratório. Para isso foi realizada uma 

incubação de amostras seminais com menadiona em concentrações de 25, 50, 

100 e 200 µM durante 30 minutos a 37°C para depois adicionar o DHE com 

concentração final de 20 µM com acréscimo de meio BWW com intuito de obter 

1 milhão de células ao citômetro, A incubação levou 15 minutos a 37°C e a leitura 

realizada em citometria foi utilizando o canal FL2. 

Já para a análise do potencial de membrana mitocondrial espermática foi 

utilizado a sonda fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6’-tetracloro1,1’3,3’-

tetrametilbenzimidazolilcarcocianina) numa concentração de 153uM, sendo 

necessário padronizar a técnica em citômetro BD Accuri C6 (Becton Dickinson 

Biosciences, San Jose, CA, EUA).  

Durante a padronização foram realizados diversos testes diversificando o 

volume final do reagente (0,5uL e 7,5 µL) assim como o tempo de incubação 

deste com as amostras seminais (15 e 60 minutos) a 37ºC com o tubo aberto. O 

volume de sêmen utilizado foi obtido a partir da fórmula: 200.106 / concentração 

do sêmen em 106. 

O fluxo da padronização iniciou com a coleta seminal, submetendo a 

amostra ao gradiente de densidade descontínuo utilizando Percoll com camadas 

de 90% e 45% a 300xG por 20 minutos. Após a lavagem com meio de cultura 

HTF a 300xG por 5 minutos, o pellet foi ressuspendido e a concentração da 

amostra foi lida em câmara de Neubauer de acordo com o manual OMS 2010. 

Para a amostra ser analisada no citômetro, uma alíquota foi congelada e 

descongelada por 30 segundos repetindo esse procedimento 10 vezes na 

tentativa de termos o controle negativo com espermatozoides mortos, assim 

como uma outra alíquota com CCCP (cianeto de carbonila 

metaclorofenilhidrazona) que inibe a fosforilação oxidativa, agindo como agente 

despolarizante, também na tentativa de produzir controle negativo. Uma terceira 

alíquota passou pelo processo de capacitação dos espermatozoides utilizando 

meio HTF suplementado com BSA 1%, após a realização do gradiente de 

densidade descontínuo, durante 2 horas em incubadora a 37°C, na tentativa de 

possuir controle positivo com espermatozoides vivos, assim como uma quarta 

alíquota que não foi suplementada, passou somente pelo gradiente de 

densidade descontínuo. A última alíquota continha uma porção da amostra 

capacitada e uma porção da amostra congelada. Após todas as incubações as 
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alíquotas receberam 300uL de HTF (human tubal fluid) para serem lidas no 

citômetro. 

JC-1 é uma sonda que emite fluorescência verde em FL1 quando 

encontra-se em monômero, representando baixo potencial de membrana, e 

emite fluorescência vermelha ou alaranjada quando encontra-se em agregados 

representando alto potencial de membrana, quando ela está polarizada (Troiano 

et al., 1998). Com base na padronização e no gráfico 1 (Thermo-Life-Molecular 

Probes) foi possível classificar e separar as populações de espermatozoides 

com alto e baixo potencial de membrana mitocondrial. Além disso foi necessário 

a realização de uma compensação de 13% em FL-1 para que as populações 

estivessem melhores distribuídas nos eixos. 

 

 

Gráficos Dot Plot representando a separação das populações de células 
com alto e baixo potencial de membrana mitocondrial. Gráfico A com a 
maioria das células com alto potencial (vermelho) e B com maior 
quantidade de células com baixo potencial (verde), que receberam 
tratamento com camptotecina, produzindo um controle negativo 
(Thermo-Life-Molecular Probes).
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Anexo 10. Descrição das proteínas resultantes da análise de espectrometria de massas. Estão descritos os códigos, nomes, 
localização e função biológica das proteínas que após análise estatística demonstraram diferenças entre os grupos: 
Controle, Baixo Rendimento e Alto Rendimento  

Proteína Nome da proteína Localização 

celular 

Função 

celular/molecular 

Função biológica Curiosidade 

P15289 

 

Arilsulfatase A Lisossomo, Retículo 
endoplasmático e 

Extracelular 

Hidrólise de cerebrosídeo 
sulfato 

Organização de 
cromatina no testículo 

Deficiência leva a demielinização progressiva 
levando a sintomas neurológicos. 

Q9H173 Fator trocador de 
nucleotídeo SIL1 

Extracelular e 
Lúmen do Reticulo 

Endoplasmático 

Chaperona HSPA5 Translocação e 
transporte de 

proteínas 

Mutações estão associadas com a Síndrome 
Marinesco-Sjogren. 

P12273 Induzível à Prolactina Extracelular e 
Núcleo 

Ligação à actina Regulação dos 
processos do sistema 

imune e atividade 

antimicrobiana 

 

O14773 Tripeptidil-peptidase 1 Extracelular, 
Lisossomo, Golgi, 

Endossomo, 
Melanossomo e 

Raft de membrana 

Hidrolase, Protease, 
Serina-protease 

Peptidase lisossomal 
não específica 

gerando tripeptídeos 
por clivagem no N-

terminal 

Mutações associadas à falhas na degradação de 
neuropeptídeos específicos e a síntese de ATP no 

lisossomo 

P02750 Alfa-2-glicoproteína rica em 
leucina 

Extracelular, 
Exossomo, 
Membrana 

plasmática 

Ligação ao fator beta de 
crescimento 

Regulação positive 
da proliferação 

celular endotelial 

Família de proteínas ricas em leucina, com 
envolvimento na interação entre proteínas, 

transdução de sinal, adesão celular e durante a 

diferenciação de granulócitos 

O60888 CutA Membrana 
plasmática e 

Extracelular 

Ligação ao cobre e à 
enzimas 

Pode formar 
complexo de 

membrana ao ligar 
em 

acetilcolinesterase 
(AChE) 
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P61916 Transportador intracelular 
de colesterol NPC 2 

Extracelular, 
Lisossomo, Retículo 

endoplasmático 

Metabolismo e transporte 
de lipídeos e colesterol 

Liberação do 
colesterol de 

endossomo/lisossom

o 

Mutações estão associadas ao tipo C2 da doença 
de Niemann-Pick e atrofia no lobo frontal 

Q12841 Folistatina 1 Extracelular, 
Retículo 

endoplasmático, 
Citosol 

Ligação à heparina e ao 
cálcio 

Envolvida na 
angiogênese, 
regulação da 

resposta imune e 
proliferação e 

diferenciação celular. 
Papel importante no 

SNC, Sistema 
esquelético, pulmão e 

ureter 

O produto gênico é um auto antígeno associado à 
artrite reumatóide 

P04066 Alfa-L-fucosidase  Lisossomo, 
Extracelular 

Hidrolase e glicosidase Hidrólise de 
carboidratos de 
glicoproteínas 

Mutações estão associadas à fucosidase, uma 
doença autossômica recessiva lisossomal 

P02743  Componente P-amiloide 
sérico  

Extracelular e 
Núcleo 

Ligação ao cálcio, 
carboidratos e 

lipoproteínas de baixa 

densidade 

Pode interagir com 
DNA e histonas 
neutralizando o 
material nuclear 

liberado por células 
danificadas 

Provável chaperona e possivelmente envolvida no 
controle da degradação de cromatina e na ligação 

à células em apoptose 

O00584 Ribonuclease T2  Retículo 
endoplasmático, 

Mitocôndria, 
Lisossomo, 

Extracelular 

Endonuclease, 
hydrolase, liase e 

nuclease 

Papel de resposta à 
imunidade inata, 

degradação de RNA, 
preferencialmente fita 
simples, de patógeno 

e também RNA 
mitocondrial 

Está envolvida à malignidade e rearranjos 
cromossômicos 

P0DMV8 Heat shock 70 1A  Citoesqueleto, 
Mitocôndria, 

Núcleo, Retículo 
endoplasmático, 

Citosol 

Chaperona, receptor viral 
em célula hospedeira 

Chaperona de 
resposta ao estresse, 
transporte e síntese 

de polipeptídeos, 
ativação da proteólise 

de proteínas 

Estabiliza proteínas contra agregação, envolvida 
na via ubiquitina-proteassomo 
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complexas, controla 
qualidade de 
formação das 
proteínas e a 

homeostase. Ligação 
à ao ATP e liberação 

de ADP. Regula a 
integridade do 

centrômerodurante a 
mitose 

P60174  Triosefosfato isomerase  Núcleo, 
Extracelular, 
Mitocôndria, 
Citoplasma e 

Citosol 

Isomerase, liase Gliconeogênese, 
glicólise e 

organização de 
microtúbulos 

Conversão de dihidroxiacetona fosfato e 
gliceroldeído-3-fosfato durante a glicólise e 

gliconeogênese 

Q00796  Sorbitol dehidrogenase Extarcelular, 
Mitocôndria 

principalmente da 
peça intermediária, 

membrana 
plasmática e 

flagelo, 
epididimossomos 

Oxidoredutase Catálise de açúcares 
com oxidação 

dependente de NAD. 
Converte glicose e 
frutose via sorbitol, 
uma via importante 
de metabolismo da 
glicose. Função na 

motilidade 
espermática pelo uso 
do sorbitol como via 

alternativa de 
energia. Sem 
utilização de 

NADP(+) como 
aceptor final de 

elétrons 

Associado com as mitocôndrias da peça 
intermediária e a membrana plasmática da peça 

principal do flagelo. Presente em 
epididimossomos que transferem proteínas do 
fluido epipidimário para superfície espermática 
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Anexo 11. Tabela com as proteínas que foram excluídas da análise pelo 
critério do peptídeo único=1. 

Código Proteína Nome da proteína  

A5A3E0 POTE ankyrin domain family member F  

B9A064; P0CG04;P0DOX8  Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5  

B9A064|IGLL5_HUMAN;P0CG04|I
GLC1_HUMAN;P0DOX8|IGL1_HU

MAN  

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 

O00194  Ras-related protein Rab-27B 

O00194|RB27B_HUMAN Ras-related protein Rab-27B 

O60635;O60635|TSN1_HUMAN Tetraspanin-1 

O60673|REV3L_HUMAN;P17927|
CR1_HUMAN;Q9UMS5|PHTF1_H

UMAN  

DNA polymerase zeta catalytic subunit 

O75874|IDHC_HUMAN  Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 

P0CG38  POTE ankyrin domain family member I 

P0CG38|POTEI_HUMAN POTE ankyrin domain family member I 

P0CG39 POTE ankyrin domain family member J 

P0DOX2 Immunoglobulin alpha-2 heavy chain 

P0DOX5|IGG1_HUMAN Immunoglobulin gamma-1 heavy chain 

P0DOY2|IGLC2_HUMAN;P0DOY3
|IGLC3_HUMAN;P0DOY2;P0DOY

3 

Immunoglobulin lambda constant 2 

P01024|CO3_HUMAN Complement C3 

P01037 Cystatin-SN 

P01037|CYTN_HUMAN Cystatin-SN 

P01860 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 

P06746 DNA polymerase beta 

P07900|HS90A_HUMAN Heat shock protein HSP 90-alpha 

P08238|HS90B_HUMAN Heat shock protein HSP 90-beta 

P09310|ICP4_VZVD;Q8AZM1|ICP
4_VZVO 

Major viral transcription factor ICP4 homolog 

P16591 Tyrosine-protein kinase Fer 

P20151|KLK2_HUMAN Kallikrein-2 

P20336 Ras-related protein Rab-3A 
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P20337 Ras-related protein Rab-3B 

P21926|CD9_HUMAN CD9 antigen 

P26661|POLG_HCVJ8;Q00266|M
ETK1_HUMAN;Q8TAT2|FGFP3_H

UMAN;Q9DHD6|POLG_HCVJP 

Genome polyprotein 

P49792|RBP2_HUMAN;Q96KA5|C
LP1L_HUMAN 

E3 SUMO-protein ligase RanBP2 

P54108 Cysteine-rich secretory protein 3 

P59190 Ras-related protein Rab-15 

P61006 Ras-related protein Rab-8A 

P61106|RAB14_HUMAN Ras-related protein Rab-14 

P80303|NUCB2_HUMAN Nucleobindin-2 

Q0VF96|CGNL1_HUMAN Cingulin-like protein 1 

Q6PCB0|VWA1_HUMAN von Willebrand factor A domain-containing protein 1 

Q6ZUT1 Uncharacterized protein NKAPD1 

Q9UPN4|CP131_HUMAN Centrosomal protein of 131 kDa 

Q9Y6Q9 Nuclear receptor coactivator 3 

Q96K75|ZN514_HUMAN Zinc finger protein 514 

Q96K76|UBP47_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 47 

Q02224|CENPE_HUMAN Centromere-associated protein E 

Q13315|ATM_HUMAN Serine-protein kinase ATM 

Q13438|OS9_HUMAN Protein OS-9 

Q13449|LSAMP_HUMAN Limbic system-associated membrane protein 
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Anexo 12. Tabela com média e mediana da abundância normalizada para 
as proteínas que foram encontradas e quantificadas após análise por 
espectrometria de massas, comparando entre os 3 grupos: Controle, Alto 
Rendimento e Baixo Rendimento 

Proteína Grupo Controle  Grupo Baixo 
Rendimento 

Grupo Alto 
Rendimento 

P 

P15289 

Média 

Mediana 

 

1197,07a 

1107,43 

 

707,07b 

743,32 

 

949,56a 

937,35 

 

0,002 

Q9H173  

Média 

Mediana 

 

3392,86a 

2953,19 

 

2094,81a,b 

2137,58 

 

1726,27b 

1822,53 

 

0,022 

P12273  

Média 

Mediana 

 

88778,09a 

87044,27 

 

73305,33a,b 

71176,08 

 

59140,82b 

60657,02 

 

0,004 

O14773  

Média 

Mediana 

 

1420,14a 

1420,07 

 

1065,57b 

1009,46 

 

1189,19b 

1165,48 

 

0,002 

P02750  

Média 

Mediana 

 

2325,00a,b 

2296,05 

 

1783,05a 

1682,85 

 

1181,03b 

1255,40 

 

0,008 

O60888 

Média 

Mediana 

 

4589,76a 

4566,73 

 

3221,72b 

3189,67 

 

3071,60b 

3364,03 

 

0,013 

P61916  

Média 

Mediana 

 

6713,40a 

6388,39 

 

4391,36b 

4428,58 

 

5972,58a 

6067,75 

 

0,023 

Q12841  

Média 

Mediana 

 

875,64a 

883,97 

 

1158,38b 

1155,32 

 

934,47a 

953,95 

 

0,015 

P04066  

Média 

Mediana 

 

5793,33a,b 

5426,63 

 

8158,19a 

7215,78 

 

4265,56b 

3841,01 

 

0,038 
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P02743  

Média 

Mediana 

 

 

902,510a 

973,15 

 

 

376,67b 

203,91 

 

 

518,81a,b 

453,28 

 

 

0,032 

 

O00584  

Média 

Mediana 

 

 

28134,12a 

26990,43 

 

 

20339,36a,b 

20549,34 

 

 

16177,76b 

17302,36 

 

 

0,026 

 

P0DMV8 

Média 

Mediana 

 

 

13740,54a 

13352,70 

 

 

12831,05a,b 

12637,10 

 

 

10600,61b 

10442,29 

 

 

0,046 

 

P60174  

Média 

Mediana 

 

 

12959,42a 

12448,38 

 

 

9481,07a,b 

9617,41 

 

 

8737,91b 

8365,68 

 

 

0,038 

 

Q00796  

Média 

Mediana 

 

 

15133,81a 

15904,65 

 

 

19659,67b 

19968,88 

 

 

15370,84a,b 

16091,79 

 

 

0,015 

 

P11021  

Média 

Mediana 

 

 

1371,77  

1307,16 

 

 

901,16  

863,81 

 

 

1083,88  

1049,18 

 

 

0,053 

 

P04083  

Média 

Mediana 

 

 

66997,50 

57352,16 

 

 

66607,22 

69092,45 

 

 

38028,25 

32554,62 

 

 

0,051 

 

P40925  

Média 

 

 

3673,01  

 

 

2915,43  

 

 

3011,71 

 

 

0,070 
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Mediana 3605,80 2965,20  2973,16 

 

P56851  

Média 

Mediana 

 

 

3121,74 

2561,06 

 

 

1725,60 

1780,99 

 

 

2148,70 

2144,36 

 

 

0,112 

 

Q9BY14  

Média 

Mediana 

 

 

1198,56 

1008,97 

 

 

582,15 

534,28 

 

 

684,27 

695,69 

 

 

0,123 

 

Q5T7N2  

Média 

Mediana 

 

 

21580,29 

20489,88 

 

 

18192,18 

18589,05 

 

 

16000,55 

15839,17 

 

 

0,051 

 

P07195  

Média 

Mediana 

 

 

1548,56  

1502,88 

 

 

788,89 

831,63 

 

 

1207,70 

1138,44 

 

 

0,065 

 

P01861  

Média 

Mediana 

 

 

3775,71 

2285,39 

 

 

1145,36 

1252,39 

 

 

2280,34 

2034,53 

 

 

0,064 

 

P01019   

Média 

Mediana 

 

 

728,44 

689,33 

 

 

988,72 

869,57 

 

 

1005,96 

1001,42 

 

 

0,053 

 

P61769  

Média 

Mediana 

 

 

38492,93 

38989,44 

 

 

32698,24 

32696,96 

 

 

31911,16 

32064,05 

 

 

0,075 

 

P54107  
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Média 

Mediana 

696,90 

712,47 

563,70 

573,17 

780,17 

808,76 

0,095 

 

P11142  

Média 

Mediana 

 

 

19437,41 

18325,24 

 

 

17282,97 

16384,56 

 

 

13646,55 

13645,65 

 

 

0,090 

 

P02751  

Média 

Mediana 

 

 

60728,09 

64838,87 

 

 

69481,98 
65091,29 

 

 

41296,42 
38307,72 

 

 

0,052 

 

P04004  

Média 

Mediana 

 

 

11994,76 
10054,47 

 

 

9719,28  

9262,15 

 

 

7128,36 

7313,03 

 

 

0130 

 

P16278  

Média 

Mediana 

 

 

103582,77 
102535,13 

 

 

86172,33 
83062,56 

 

 

82060,74 
83807,01 

 

 

0,087 

 

Q9NQ79  

Média 

Mediana 

 

 

3324,54  

3246,72 

 

 

2348,18  

2376,80 

 

 

2163,29  

2252,43 

 

 

0,064 

 

P58499  

Média 

Mediana 

 

 

1011,16  

1009,35 

 

 

638,40  

578,09 

 

 

755,04  

696,21 

 

 

0,078 

 

P49913  

Média 

Mediana 

 

 

6037,41  

5513,95 

 

 

4618,53  

4417,58 

 

 

4768,82  

4904,71 

 

 

0,135 
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Q6NT32  

Média 

Mediana 

 

14204,87 
14510,42 

 

18430,07 
19687,52 

 

15853,45 
15860,25 

 

0,082 

 

P06744  

Média 

Mediana 

 

 

1270,17  

1295,83 

 

 

993,59  

986,07 

 

 

866,51  

784,31 

 

 

0,071 

 

Q53H76  

Média 

Mediana 

 

 

9710,24 

9124,04 

 

 

9449,17 

9493,20 

 

 

7695,49 

7239,43 

 

 

0,078 

 

P31949  

Média 

Mediana 

 

 

5911,41 

5314,93 

 

 

4390,58 

4625,42 

 

 

4593,61 

4491,21 

 

 

0,079 

 

Q13510  

Média 

Mediana 

 

 

40456,76 

42014,72 

 

 

47599,82 

45970,01 

 

 

34055,62 

31388,91 

 

 

0,148 

 

P31150  

Média 

Mediana 

 

 

14380,91 

13564,06 

 

 

14210,00 

13678,43 

 

 

10726,28 

10523,54 

 

 

0,144 

 

P07711  

Média 

Mediana 

 

 

2545,45 

2640,48 

 

 

2117,19 

2072,42 

 

 

2257,98 

2270,40 

 

 

0,065 

 

P49223  

Média 

Mediana 

 

 

4950,76 

5022,03 

 

 

3481,13 

3047,45 

 

 

4173,26 

3834,55 

 

 

0,064 
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Q99538  

Média 

Mediana 

 

 

6641,30 

6721,09 

 

 

4532,74 

4080,51 

 

 

4039,86 

4037,10 

 

 

0,109 

 

P00558  

Média 

Mediana 

 

 

1189,35 

1097,04 

 

 

1164,43 

1221,89 

 

 

1657,36 

1624,42 

 

 

0,080 

 

Q6UX06  

Média 

Mediana 

 

 

11819,50 

11323,99 

 

 

8760,04 

6091,19 

 

 

4264,58 

3562,66 

 

 

0,076 

 

Q9HAT2  

Média 

Mediana 

 

 

3207,44 

2958,69 

 

 

2272,73 

2320,81 

 

 

2032,52 

1959,99 

 

 

0,095 

 

P07339  

Média 

Mediana 

 

 

10008,59 

10150,58 

 

 

7294,66 

7594,89 

 

 

7501,45 

6896,50 

 

 

0,064 

 

O43451  

Média 

Mediana 

 

 

994,92 

1001,43 

 

 

641,14 

668,59 

 

 

782,47 

736,67 

 

 

0,108 

 

P06733  

Média 

Mediana 

 

 

799,82 

803,96 

 

 

449,18 

478,33 

 

 

1128,34 

751,93 

 

 

0,051 

 

O00462  

Média 

 

 

7852,26 

 

 

10681,58 

 

 

27009,72 

 

 

0,181 
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Mediana 8808,34 10793,80 26283,68 

 

F5HIN0  

Média 

Mediana 

 

 

1356,98 

1308,33 

 

 

1018,82 

961,92 

 

 

473,51 

339,79 

 

 

0,117 

 

P15309  

Média 

Mediana 

 

 

72180,97 

68170,83 

 

 

47887,63 

47072,69 

 

 

46331,88 

46912,43 

 

 

0,144 

 

Q02818  

Média 

Mediana 

 

 

1394,21 

1373,01 

 

 

1169,46 

1161,94 

 

 

1108,41 

1113,99 

 

 

0,191 

 

P49221  

Média 

Mediana 

 

 

9111,77 

9144,26 

 

 

10027,36 

9515,07 

 

 

7297,78 

7347,79 

 

 

0,078 

 

Q6W4X9  

Média 

Mediana 

 

 

58250,89 

55359,99 

 

 

45537,03 

42982,33 

 

 

37705,10 

37088,49 

 

 

0,095 

 

P43251  

Média 

Mediana 

 

 

998,28 

982,26 

 

 

808,09 

806,97 

 

 

1060,60 

1067,28 

 

 

0,158 

 

P01009  

Média 

Mediana 

 

 

4130,96 

3626,33 

 

 

5103,37 

4756,86 

 

 

3359,19 

3280,79 

 

 

0,097 

 

P12277  
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Média 

Mediana 

12567,31 

14418,38 

10874,83 

11267,81 

8273,08 

8434,50 

0,135 

 

Q14507  

Média 

Mediana 

 

 

2061,82 

1989,24 

 

 

1887,46 

1871,39 

 

 

1412,04 

1659,90 

 

 

0,172 

 

P04406  

Média 

Mediana 

 

 

11014,02 

7454,82 

 

 

7444,36 

5540,08 

 

 

4193,39 

4238,59 

 

 

0,140 

 

P02787  

Média 

Mediana 

 

 

9637,78 

8092,87 

 

 

13895,30 

13799,41 

 

 

7644,51 

7515,84 

 

 

0,060 

 

P08118  

Média 

Mediana 

 

 

143991,61 

146252,87 

 

 

103796,24 

108009,05 

 

 

107507,03 

114705,35 

 

 

0,128 

 

P07602  

Média 

Mediana 

 

 

2552,63 

2549,19 

 

 

1867,42 

1812,29 

 

 

1987,55 

1998,77 

 

 

0,087 

 

P0DOX5  

Média 

Mediana 

 

 

8149,79 

8423,78 

 

 

5446,87 

4224,12 

 

 

4063,78 

4184,93 

 

 

0,236 

 

P54107  

Média 

Mediana 

 

 

5018,46 

5041,04 

 

 

3751,73 

3375,05 

 

 

4208,95 

4065,14 

 

 

0,143 
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P19652  

Média 

Mediana 

 

38242,02 

39977,91 

 

17870,91 

10785,88 

 

10075,36 

6330,59 

 

0,196 

 

Q08629  

Média 

Mediana 

 

 

1697,46 

1570,54 

 

 

2022,57 

2010,63 

 

 

2825,76 

2489,89 

 

 

0,067 

 

Q53H76  

Média 

Mediana 

 

 

662,84 

761,57 

 

 

591,06 

677,49 

 

 

299,65 

210,09 

 

 

0,082 

 

Q8N6Q3 

Média 

Mediana 

 

 

64122,79 

57462,38 

 

 

62785,60 

69025,038 

 

 

45858,99 

47461,38 

 

 

0,097 

 

P16035 

Média 

Mediana 

 

 

3128,74 

3179,44 

 

 

2740,59 

2748,76 

 

 

2351,69 

2422,90 

 

 

0,160 

 

P62937 

Média 

Mediana 

 

 

1287,44 

1227,27 

 

 

991,63 

1042,22 

 

 

1240,84 

1226,72 

 

 

0,241 

 

P01034 

Média 

Mediana 

 

 

31796,43 

33573,91 

 

 

38032,78 

37832,47 

 

 

29280,89 

30623,44 

 

 

0,160 

 

P05067 

Média 

Mediana 

 

 

3106,83 

2357,51 

 

 

2338,05 

2404,83 

 

 

2096,76 

2095,28 

 

 

0,504 
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O00391 

Média 

Mediana 

 

 

14224,22 

14289,35 

 

 

15510,58 

14359,54 

 

 

12316,04 

13142,46 

 

 

0,149 

 

P12429 

Média 

Mediana 

 

 

2073,47 

1733,49 

 

 

2299,12 

2404,24 

 

 

1465,12 

1731,97 

 

 

0,220 

 

P62258 

Média 

Mediana 

 

 

212,81 

79,90 

 

 

299,22 

138,60 

 

 

498,86 

551,58 

 

 

0,203 

 

Q9UNW1 

Média 

Mediana 

 

 

6212,28 

6149,22 

 

 

4294,35 

4184,05 

 

 

3813,36 

3727,97 

 

 

0,402 

 

Q14118 

Média 

Mediana 

 

 

4436,21 

4469,01 

 

 

4939,68 

5147,41 

 

 

4179,25 

4013,45 

 

 

0,109 

 

Q02818 

Média 

Mediana 

 

 

56890,25 

56545,48 

 

 

53316,88 

52785,16 

 

 

50207,78 

50456,58 

 

 

0,236 

 

P02763 

Média 

Mediana 

 

 

6163,23 

5863,95 

 

 

2761,64 

1339,70 

 

 

950,93 

395,20 

 

 

0,220 

 

P02763 

Média 

 

 

19666,95 

 

 

8812,43 

 

 

3034,42 

 

 

0,220 
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Mediana 18711,94 4274,99 1261,09 

 

P08294 

Média 

Mediana 

 

 

1659,16 

1671,56 

 

 

1453,40 

1551,57 

 

 

1997,84 

1697,51 

 

 

0,160 

 

P04075 

Média 

Mediana 

 

 

19338,24 

19166,28 

 

 

23584,87 

25269,62 

 

 

18184,91 

18874,31 

 

 

0,128 

 

P02788 

Média 

Mediana 

 

 

112719,93 

116253,38 

 

 

100352,51 

93310,29 

 

 

92313,26 

86541,40 

 

 

0,150 

 

P03973 

Média 

Mediana 

 

 

 

9200,54 

8709,23 

 

 

 

11773,70 

11485,51 

 

 

 

11657,59 

11909,52 

 

 

0,927 

 

O00584 

Média 

Mediana 

 

 

326,62 

301,17 

 

 

263,98 

262,16 

 

 

472,96 

343,75 

 

 

0,198 

 

P04792 

Média 

Mediana 

 

 

1825,02 

1915,04 

 

 

2193,71 

2279,02 

 

 

1728,96 

1881,00 

 

 

0,095 

 

P50790 

Média 

Mediana 

 

 

33248,44 

29845,60 

 

 

50280,62 

50656,48 

 

 

42918,63 

39827,88 

 

 

0,148 
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O94985 

Média 

Mediana 

 

774,89 

699,49 

 

595,63 

557,70 

 

548,95 

532,96 

 

0,203 

 

Q15751 

Média 

Mediana 

 

 

10547,03 

10732,03 

 

 

8734,65 

8859,55 

 

 

10538,84 

9730,42 

 

 

0,130 

 

Q969X1 

Média 

Mediana 

 

 

1800,13 

1718,65 

 

 

1632,12 

1524,64 

 

 

2183,24 

2010,70 

 

 

0,281 

 

P16870 

Média 

Mediana 

 

 

24264,51 

25930,02 

 

 

22850,27 

23327,49 

 

 

18994,97 

20388,13 

 

 

0,203 

 

Q8WXA2 

Média 

Mediana 

 

 

37981,32 

34323,20 

 

 

32713,82 

31778,94 

 

 

25129,49 

22123,20 

 

 

0,444 

 

A6NGU5 

Média 

Mediana 

 

 

609,07 

593,70 

 

 

386,45 

368,37 

 

 

410,88 

385,13 

 

 

0,135 

 

Q06481 

Média 

Mediana 

 

 

2634,85 

2748,80 

 

 

1965,42 

1921,85 

 

 

2332,48 

2225,65 

 

 

0,264 

 

P02788 

Média 

Mediana 

 

 

7764,35 

8001,58 

 

 

6891,39 

6432,22 

 

 

6196,12 

5988,78 

 

 

0,203 
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Q14964 

Média 

Mediana 

 

 

5873,54 

6104,40 

 

 

6745,28 

6919,10 

 

 

5289,98 

4716,82 

 

 

0,264 

 

P25311 

Média 

Mediana 

 

 

34519,06 

36439,95 

 

 

28783,90 

28819,06 

 

 

28280,01 

26948,70 

 

 

0,240 

 

P25311 

Média 

Mediana 

 

 

144785,26 

152842,13 

 

 

120729,96 

120877,42 

 

 

118616,45 

113032,48 

 

 

0,240 

 

P21926 

Média 

Mediana 

 

 

26781,72 

26757,35 

 

 

23950,19 

24019,10 

 

 

23062,56 

23165,92 

 

 

0,359 

 

P13797 

Média 

Mediana 

 

 

2314,70 

1490,94 

 

 

1723,06 

1461,93 

 

 

1204,75 

1116,01 

 

 

0,323 

 

P00338 

Média 

Mediana 

 

 

5794,32 

4941,51 

 

 

4498,01 

4517,47 

 

 

4132,94 

3750,60 

 

 

0,385 

 

P03314 

Média 

Mediana 

 

 

1754,54 

753,89 

 

 

3734,55 

3843,65 

 

 

1063,60 

903,58 

 

 

0,519 

 

Q8NBJ4 
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Média 

Mediana 

853,97 

850,09 

992,60 

1021,18 

1236,04 

1059,53 

0,312 

 

Q9H0B8 

Média 

Mediana 

 

 

6649,64 

6028,26 

 

 

6142,66 

5684,37 

 

 

7420,07 

7369,06 

 

 

0,209 

 

P06858 

Média 

Mediana 

 

 

4761,95 

4768,12 

 

 

3514,53 

3923,20 

 

 

4178,93 

3881,56 

 

 

0,431 

 

P49221 

Média 

Mediana 

 

 

11537,34 

11912,66 

 

 

12206,32 

12213,45 

 

 

9856,50 

8546,68 

 

 

0,182 

 

P07602 

Média 

Mediana 

 

 

7114,10 

6851,26 

 

 

6135,87 

5866,50 

 

 

5752,43 

5930,15 

 

 

0,281 

 

Q8N6Q3 

Média 

Mediana 

 

 

4887,96 

4963,98 

 

 

4630,07 

4685,92 

 

 

7278,05 

6387,96 

 

 

0,318 

 

P59665 

Média 

Mediana 

 

 

401,06 

220,91 

 

 

916,31 

883,54 

 

 

743,38 

457,06 

 

 

0,312 

 

P0CF74 

Média 

Mediana 

 

 

1716,63 

1701,62 

 

 

1346,68 

1304,31 

 

 

1379,92 

1330,52 

 

 

0,325 
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Q12931 

Média 

Mediana 

 

206,89 

0,00 

 

145,25 

0,00 

 

1825,20 

477,25 

 

0,257 

 

O43692 

Média 

Mediana 

 

 

1884,66 

1790,15 

 

 

1537,27 

1480,95 

 

 

1937,49 

2054,51 

 

 

0,196 

 

P12830 

Média 

Mediana 

 

 

2028,78 

2028,68 

 

 

1820,79 

1798,35 

 

 

1941,11 

1891,66 

 

 

0,399 

 

P09466 

Média 

Mediana 

 

 

2923,19 

2830,95 

 

 

3096,03 

2828,87 

 

 

2069,66 

2048,13 

 

 

0,359 

 

O43505 

Média 

Mediana 

 

 

1392,36 

1463,82 

 

 

1021,04 

1098,96 

 

 

1157,22 

1156,71 

 

 

0,281 

 

P02768 

Média 

Mediana 

 

 

70496,54 

57444,36 

 

 

57409,92 

55554,71 

 

 

48758,78 

48446,64 

 

 

0,271 

 

P08118 

Média 

Mediana 

 

 

26597,89 

25331,20 

 

 

17052,63 

16690,09 

 

 

22983,30 

22128,35 

 

 

0,236 

 

P09466 

Média 

Mediana 

 

 

47048,65 

46249,89 

 

 

49469,14 

45746,40 

 

 

33648,71 

33793,03 

 

 

0,318 
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P01834 

Média 

Mediana 

 

 

97005,50 

95088,69 

 

 

116418,52 

112423,01 

 

 

89389,24 

84466,04 

 

 

0,343 

 

Q99497 

Média 

Mediana 

 

 

1479,00 

1304,25 

 

 

1142,14 

989,16 

 

 

1120,51 

1173,04 

 

 

0,368 

 

P05109 

Média 

Mediana 

 

 

1168,90 

1163,26 

 

 

1701,76 

2174,32 

 

 

2283,35 

2748,27 

 

 

0,181 

 

P48745 

Média 

Mediana 

 

 

198,76 

191,06 

 

 

245,30 

267,12 

 

 

445,80 

272,29 

 

 

0,548 

 

P23284 

Média 

Mediana 

 

 

7564,68 

7645,36 

 

 

6598,29 

6473,43 

 

 

7981,32 

7799,24 

 

 

0,630 

 

P04350 

Média 

Mediana 

 

 

1097,73 

1107,56 

 

 

798,31 

695,17 

 

 

790,46 

766,87 

 

 

0,278 

 

P15309 

Média 

Mediana 

 

 

254300,49 

300550,84 

 

 

186586,17 

182286,02 

 

 

211776,15 

203923,93 

 

 

0,312 

 

P15144 

Média 

 

 

18965,06 

 

 

18548,25 

 

 

28296,49 

 

 

0,331 
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Mediana 17878,33 16321,51 20534,99 

 

P0DOX7 

Média 

Mediana 

 

 

59566,96 

62536,03 

 

 

76649,68 

71146,13 

 

 

58199,61 

52300,24 

 

 

0,359 

 

P01780 

Média 

Mediana 

 

 

12,63 

0,00 

 

 

27,01 

15,23 

 

 

964,45 

22,09 

 

 

0,412 

 

O95716 

Média 

Mediana 

 

 

2672,84 

2603,80 

 

 

2437,90 

2205,74 

 

 

2176,38 

2068,33 

 

 

0,220 

 

P20337 

Média 

Mediana 

 

 

2264,08 

2319,04 

 

 

1903,48 

1884,85 

 

 

1898,12 

1826,04 

 

 

0,281 

 

Q8NF50 

Média 

Mediana 

 

 

2260,05 

2346,92 

 

 

1960,18 

1758,05 

 

 

1664,87 

1691,56 

 

 

0,220 

 

P02768 

Média 

Mediana 

 

 

15451,75 

12531,73 

 

 

12335,48 

11542,83 

 

 

11321,84 

11371,02 

 

 

0,578 

 

P07864 

Média 

Mediana 

 

 

7295,85 

7745,27 

 

 

8392,33 

7933,59 

 

 

6742,71 

7259,89 

 

 

0,676 

 

P15291 
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Média 

Mediana 

1708,87 

1521,45 

1085,00 

985,26 

1418,49 

1307,53 

0,331 

 

Q9NXE8 

Média 

Mediana 

 

 

100939,88 

108416,94 

 

 

120809,77 

119762,48 

 

 

88145,10 

86715,93 

 

 

0,185 

 

P80303 

Média 

Mediana 

 

 

38101,26 

37239,88 

 

 

41947,97 

44007,01 

 

 

36464,21 

37206,44 

 

 

0,347 

 

P01033 

Média 

Mediana 

 

 

79876,31 

84286,94 

 

 

98345,98 

92644,01 

 

 

79067,29 

71698,44 

 

 

0,414 

 

P23284 

Média 

Mediana 

 

 

1397,67 

1376,86 

 

 

1112,95 

1156,07 

 

 

1228,37 

1334,98 

 

 

0,054 

 

P01591 

Média 

Mediana 

 

 

1214,95 

1082,22 

 

 

875,72 

833,04 

 

 

1516,91 

1080,97 

 

 

0,372 

 

P0DOX7 

Média 

Mediana 

 

 

42,73 

24,56 

 

 

73,24 

52,47 

 

 

64,231318 

53,57 

 

 

0,203 

 

Q9UHI8 

Média 

Mediana 

 

 

3785,11 

3636,10 

 

 

4618,25 

4667,51 

 

 

3894,35 

3937,42 

 

 

0,240 

     



143 
 

 
 

P13796 

Média 

Mediana 

 

28259,95 

28379,77 

 

35996,17 

23975,21 

 

23337,70 

20962,55 

 

0,372 

 

Q6PCB0 

Média 

Mediana 

 

 

10779,59 

7738,30 

 

 

8659,48 

8073,57 

 

 

7189,81 

6477,78 

 

 

0,281 

 

P63104 

Média 

Mediana 

 

 

6197,69 

5731,75 

 

 

7709,04 

7675,56 

 

 

6176,90 

6949,69 

 

 

0,484 

 

P19801 

Média 

Mediana 

 

 

1872,02 

1281,45 

 

 

1443,37 

1574,94 

 

 

2171,87 

2254,09 

 

 

0,402 

 

Q16610 

Média 

Mediana 

 

 

9065,76 

8207,55 

 

 

7024,99 

7219,64 

 

 

6341,26 

6444,57 

 

 

0,587 

 

P60953 

Média 

Mediana 

 

 

944,29 

894,10 

 

 

717,54 

653,93 

 

 

792,96 

685,50 

 

 

0,423 

 

A6NIZ1 

Média 

Mediana 

 

 

1029,85 

966,63 

 

 

808,55 

722,59 

 

 

904,02 

870,41 

 

 

0,444 

 

Q04609 

Média 

Mediana 

 

 

235,35 

277,54 

 

 

215,45 

206,59 

 

 

335,69 

311,15 

 

 

0,229 
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P20142 

Média 

Mediana 

 

 

7821,92 

7842,44 

 

 

8494,14 

8954,31 

 

 

6650,83 

6303,90 

 

 

0,719 

 

Q99996 

Média 

Mediana 

 

 

9417,70 

9563,85 

 

 

7223,02 

7032,04 

 

 

5726,34 

5775,47 

 

 

0,504 

 

P42785 

Média 

Mediana 

 

 

673,62 

716,99 

 

 

614,98 

608,81 

 

 

582,19 

566,50 

 

 

0,402 

 

P15291 

Média 

Mediana 

 

 

569,43 

560,06 

 

 

558,91 

581,88 

 

 

502,99 

475,14 

 

 

0,884 

 

P08253 

Média 

Mediana 

 

 

4643,54 

4684,55 

 

 

4928,68 

4426,87 

 

 

4225,86 

4255,11 

 

 

0,676 

 

P14618 

Média 

Mediana 

 

 

541,91 

479,40 

 

 

485,98 

479,73 

 

 

446,46 

438,94 

 

 

0,612 

 

Q9Y5X9 

Média 

Mediana 

 

 

3490,02 

3490,31 

 

 

2688,30 

2714,54 

 

 

2772,70 

3028,41 

 

 

0,444 

 

P08758 

Média 

 

 

3023,33 

 

 

3148,67 

 

 

2357,83 

 

 

0,372 
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Mediana 3255,44 3375,39 2415,45 

 

P19113 

Média 

Mediana 

 

 

1884,12 

1854,41 

 

 

1612,88 

1642,90 

 

 

1786,14 

1745,54 

 

 

0,312 

 

Q13449 

Média 

Mediana 

 

 

3559,00 

3569,28 

 

 

4276,80 

4227,11 

 

 

3678,71 

3857,10 

 

 

0,557 

 

P0C8F1 

Média 

Mediana 

 

 

1263,06 

854,03 

 

 

1430,21 

1535,91 

 

 

1583,31 

1656,27 

 

 

0,717 

 

P07686 

Média 

Mediana 

 

 

640,51 

627,82 

 

 

1666,43 

654,07 

 

 

1264,74 

698,57 

 

 

0,778 

 

P06865 

Média 

Mediana 

 

 

655,97 

657,91 

 

 

564,12 

583,14 

 

 

651,03 

656,05 

 

 

0,331 

 

P27487 

Média 

Mediana 

 

 

10568,79 

9853,68 

 

 

9297,51 

9587,60 

 

 

9073,27 

9246,15 

 

 

0,688 

 

P31947 

Média 

Mediana 

 

 

624,38 

582,64 

 

 

507,26 

477,43 

 

 

398,21 

434,98 

 

 

0,717 

 

O95714 
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Média 

Mediana 

641,08 

670,10 

555,17 

544,91 

695,41 

570,45 

0,641 

 

Q5J5C9 

Média 

Mediana 

 

 

1125,89 

854,28 

 

 

736,54 

733,03 

 

 

794,03 

806,56 

 

 

0,587 

 

P50821 

Média 

Mediana 

 

 

1912,03 

1405,06 

 

 

2434,33 

2677,52 

 

 

2037,82 

2138,45 

 

 

0,372 

 

Q66K79 

Média 

Mediana 

 

 

1312,40 

1468,57 

 

 

1240,82 

1217,15 

 

 

1103,78 

1202,93 

 

 

0,612 

 

P51888 

Média 

Mediana 

 

 

10,83 

2,28 

 

 

12,54 

10,13 

 

 

236,77 

25,24 

 

 

0,525 

 

P07998 

Média 

Mediana 

 

 

4231,66 

4218,65 

 

 

4329,86 

3994,97 

 

 

3412,60 

3146,67 

 

 

0,476 

 

Q96KP4 

Média 

Mediana 

 

 

5512,69 

5515,55 

 

 

4398,20 

4030,98 

 

 

5101,59 

4232,53 

 

 

0,203 

 

P01024 

Média 

Mediana 

 

 

1776,94 

1686,15 

 

 

1682,64 

1586,96 

 

 

2116,11 

1965,27 

 

 

0,581 
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Q13421 

Média 

Mediana 

 

44344,61 

43023,27 

 

38970,79 

39078,50 

 

42179,29 

40065,67 

 

0,291 

 

Q9C0D2 

Média 

Mediana 

 

 

190,57 

174,90 

 

 

193,28 

170,66 

 

 

494,60 

383,14 

 

 

0,581 

 

Q04760 

Média 

Mediana 

 

 

80965,69 

77205,68 

 

 

82458,16 

86051,78 

 

 

72223,40 

68918,58 

 

 

0,470 

 

P07108 

Média 

Mediana 

 

 

 

3828,02 

3773,81 

 

 

 

4299,61 

4227,79 

 

 

 

4216,98 

4248,63 

 

 

0,423 

 

P80188 

Média 

Mediana 

 

 

 

2290,56 

2413,23 

 

 

 

2282,51 

2283,92 

 

 

 

3190,18 

2551,55 

 

 

 

0,738 

 

P60709 

Média 

Mediana 

 

 

 

34971,88 

29475,17 

 

 

 

30335,26 

29818,94 

 

 

 

27428,92 

26820,12 

 

 

 

0,529 

 

Q08380 

Média 

Mediana 

 

 

 

906,49 

796,84 

 

 

 

762,00 

798,85 

 

 

 

786,22 

777,37 

 

 

 

0,751 
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Q8NI22 

Média 

Mediana 

 

 

2544,17 

2043,21 

 

 

1837,43 

1689,69 

 

 

3107,35 

3270,95 

 

 

0,385 

 

P05154 

Média 

Mediana 

 

 

 

32494,95 

30477,61 

 

 

 

29961,03 

30754,94 

 

 

 

26996,74 

24417,38 

 

 

 

0,581 

 

P04279 

Média 

Mediana 

 

 

 

158367,94 

169833,04 

 

 

 

168899,33 

152970,67 

 

 

 

135727,23 

135448,33 

 

 

 

0,581 

 

Q9UJW2 

Média 

Mediana 

 

 

 

2697,77 

2339,58 

 

 

 

2761,16 

2762,84 

 

 

 

2364,20 

2363,30 

 

 

0,250 

 

O96009 

Média 

Mediana 

 

 

 

718,91 

640,47 

 

 

 

876,86 

760,28 

 

 

 

610,14 

640,7 

 

 

 

0,645 

 

Q7L591 

Média 

Mediana 

 

 

1151,72 

1209,34 

 

 

1018,69 

912,68 

 

 

1046,95 

815,90 

 

 

0,372 

 

Q16610 

Média 

 

 

3776,71 

 

 

3604,48 

 

 

3107,45 

 

 

0,805 
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Mediana 

 

3725,69 

 

3398,85 

 

3462,94 

 

 

Q8WUM4 

Média 

Mediana 

 

 

 

1296,41 

1243,54 

 

 

 

1181,43 

1057,36 

 

 

 

1357,86 

1228,92 

 

 

 

0,359 

 

O15230 

Média 

Mediana 

 

 

 

1181,73 

1250,50 

 

 

1034,78 

1043,63 

 

 

1003,95 

1014,82 

 

 

0,700 

 

Q58FG0 

Média 

Mediana 

 

3799,56 

3297,01 

 

2919,88 

2910,14 

 

 

3337,82 

2861,96 

 

 

0,567 

 

P61916 

Média 

Mediana 

 

 

 

4779,46 

4463,26 

 

 

 

3727,12 

4001,55 

 

 

4012,28 

3976,45 

 

 

 

0,630 

 

Q99988 

Média 

Mediana 

 

 

 

20683,87 

20702,63 

 

 

 

19870,31 

19308,20 

 

 

 

18555,16 

19425,98 

 

 

0,927 

 

Q99985 

Média 

Mediana 

 

 

 

2940,35 

2967,61 

 

 

 

2162,84 

1988,36 

 

 

2334,41 

2547,51 

 

 

0,581 
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Q14508 

Média 

Mediana 

 

 

 

43882,49 

41669,47 

 

 

39390,04 

40041,32 

 

 

37506,77 

41869,35 

 

 

0,895 

 

O43653 

Média 

Mediana 

 

 

674,81 

495,87 

 

 

 

800,59 

694,33 

 

 

 

850,11 

827,64 

 

 

 

0,523 

 

Q16651 

Média 

Mediana 

 

 

 

1387,96 

1432,01 

 

 

 

848,94 

786,03 

 

 

 

1364,24 

986,95 

 

 

 

0,854 

 

P40189 

Média 

Mediana 

 

 

 

683,71 

666,19 

 

 

 

546,60 

581,88 

 

 

 

630,91 

492,36 

 

 

 

0,717 

 

O00339 

Média 

Mediana 

 

 

 

17080,66 

15731,92 

 

 

 

18809,17 

19716,65 

 

 

 

17651,07 

17537,91 

 

 

 

0,587 

 

P01036 

Média 

Mediana 

 

 

28752,47 

20145,74 

 

 

31165,82 

28088,57 

 

 

31315,38 

13437,52 

 

 

0,587 

 

Q6P587 
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Média 

Mediana 

 

3001,90 

2268,87 

 

3925,18 

4003,15 

 

4033,31 

3990,91 

 

0,612 

 

P15121 

Média 

Mediana 

 

 

 

1834,15 

1285,99 

 

 

 

1333,40 

1083,35 

 

 

 

1324,92 

1137,60 

 

 

 

0,692 

 

Q02383 

Média 

Mediana 

 

 

 

113202,73 

106984,59 

 

 

 

119616,75 

94550,67 

 

 

 

88301,40 

73676,20 

 

 

 

0,484 

 

Q06830 

Média 

Mediana 

 

 

 

2063,80 

2068,48 

 

 

 

1867,04 

1765,96 

 

 

 

1991,94 

1775,82 

 

 

 

0,399 

 

P34096 

Média 

Mediana 

 

 

 

10296,16 

11170,17 

 

 

 

10021,77 

9396,89 

 

 

 

11183,87 

10405,74 

 

 

 

0,557 

 

Q9UBX7 

Média 

Mediana 

 

 

 

3053,36 

2681,84 

 

 

 

2702,79 

2503,56 

 

 

 

2960,31 

2646,41 

 

 

 

0,641 

 

P00441 

Média 

 

 

6024,91 

 

 

5755,45 

 

 

5392,61 

 

 

0,523 
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Mediana 

 

6008,77 

 

5675,95 

 

5162,96 

 

 

P07858 

Média 

Mediana 

 

 

 

73695,06 

76018,41 

 

 

 

70805,08 

73018,38 

 

 

 

65420,87 

62568,58 

 

 

 

0,557 

 

P01876 

Média 

Mediana 

 

 

 

4523,88 

3517,70 

 

 

 

3493,50 

3146,23 

 

 

 

7662,03 

3801,28 

 

 

 

0,854 

 

P68104 

Média 

Mediana 

 

 

 

8964,82 

8527,32 

 

 

 

7543,24 

7246,75 

 

 

 

8868,25 

6556,36 

 

 

 

0,557 

 

P09228 

Média 

Mediana 

 

 

 

67,23 

0,00 

 

 

24,44 

7,87 

 

 

 

175,05 

7,69 

 

 

 

0,548 

 

P60033 

Média 

Mediana 

 

 

 

1610,20 

1268,94 

 

 

 

1259,02 

1202,68 

 

 

 

1253,97 

1086,30 

 

 

 

0,738 

 

Q13332 

Média 

Mediana 

 

 

49914,32 

48772,21 

 

 

47967,71 

47643,11 

 

 

47198,80 

49179,04 

 

 

0,700 
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P02749 

Média 

Mediana 

 

 

 

2967,93 

2738,42 

 

 

 

2780,01 

2718,82 

 

 

 

2987,69 

2964,04 

 

 

 

0,519 

 

Q96S96 

Média 

Mediana 

 

 

 

2899,04 

2717,76 

 

 

 

3108,47 

3203,87 

 

 

 

2765,49 

2922,19 

 

 

 

0,751 

 

P06858 

Média 

Mediana 

 

 

 

5432,04 

5396,65 

 

 

 

5003,83 

4496,35 

 

 

 

5050,41 

5260,86 

 

 

 

0,805 

 

Q8IZ41 

Média 

Mediana 

 

 

 

6332,64 

5536,78 

 

 

 

3279,50 

1222,78 

 

 

 

909,85 

473,48 

 

 

 

0,421 

 

P12821 

Média 

Mediana 

 

 

 

35007,02 

27135,34 

 

 

 

31996,94 

30065,55 

 

 

 

28076,79 

25722,68 

 

 

 

0,738 

 

P10253 

Média 

Mediana 

 

 

 

3709,06 

3495,69 

 

 

 

3907,41 

3895,68 

 

 

 

5006,36 

4033,12 

 

 

 

0,805 
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Q01638 

Média 

Mediana 

 

 

 

414,42 

306,69 

 

 

 

279,09 

292,35 

 

 

 

222,23 

226,10 

 

 

 

0,587 

 

Q96DA2 

Média 

Mediana 

 

 

 

8136,13 

7826,32 

 

 

 

7518,32 

6874,63 

 

 

 

8341,43 

8572,13 

 

 

 

0,612 

 

P54108 

Média 

Mediana 

 

 

 

10872,21 

11443,09 

 

 

 

9319,97 

10939,61 

 

 

 

10147,39 

9813,87 

 

 

 

0,834 

 

P14174 

Média 

Mediana 

 

 

 

21811,45 

21377,85 

 

 

 

20213,93 

20882,26 

 

 

 

19469,37 

20302,98 

 

 

 

0,751 

 

P01619 

Média 

Mediana 

 

 

 

1495,66 

1544,24 

 

 

 

1547,44 

1602,63 

 

 

 

1683,37 

1565,29 

 

 

 

0,927 

 

P02790 

Média 

Mediana 

 

 

 

5399,54 

5501,09 

 

 

 

5554,14 

5607,37 

 

 

 

5090,79 

5444,18 

 

 

 

0,567 
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P13473 

Média 

Mediana 

 

 

9867,95 

10051,47 

 

 

11291,53 

10195,66 

 

 

10448,05 

10687,62 

 

 

0,717 

 

P32119 

Média 

Mediana 

 

 

 

3299,25 

3458,55 

 

 

 

3124,84 

3022,27 

 

 

 

2995,99 

2530,61 

 

 

 

0,630 

 

Q92928 

Média 

Mediana 

 

 

 

2936,58 

2685,16 

 

 

 

2660,27 

2743,46 

 

 

 

2707,10 

2637,88 

 

 

 

0,895 

 

P30041 

Média 

Mediana 

 

 

 

10560,11 

11036,99 

 

 

 

11301,19 

12121,92 

 

 

 

10172,45 

10261,48 

 

 

 

0,504 

 

Q12841 

Média 

Mediana 

 

 

 

9573,50 

9794,41 

 

 

 

8779,51 

8701,95 

 

 

 

8958,39 

8832,77 

 

 

 

0,751 

 

Q6S8J3 

Média 

Mediana 

 

 

 

2260,28 

1990,69 

 

 

 

1968,92 

1987,37 

 

 

 

2085,49 

1441,49 

 

 

 

0,318 

 

P07355 
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Média 

Mediana 

 

2066,15 

1546,68 

 

1731,27 

1560,12 

 

1480,93 

1293,78 

 

0,645 

 

O15393 

Média 

Mediana 

 

 

 

9712,44 

8200,94 

 

 

 

8962,80 

8488,30 

 

 

 

8543,69 

7813,90 

 

 

 

0,587 

 

P55268 

Média 

Mediana 

 

 

 

6829,46 

7124,36 

 

 

 

6071,56 

6021,85 

 

 

 

6256,94 

6055,92 

 

 

 

0,810 

 

Q6YHK3 

Média 

Mediana 

 

 

 

1166,75 

1208,77 

 

 

 

1304,57 

1201,32 

 

 

 

1086,90 

1102,70 

 

 

 

0,587 

 

P14384 

Média 

Mediana 

 

 

 

2785,01 

2333,38 

 

 

 

1964,45 

1810,45 

 

 

 

1982,86 

1725,08 

 

 

 

0,778 

 

O15075 

Média 

Mediana 

 

 

 

4746,55 

4591,18 

 

 

 

5185,99 

5074,98 

 

 

 

5105,91 

4007,95 

 

 

 

0,402 

 

P14555 

Média 

 

 

2403,63 

 

 

2604,60 

 

 

2343,22 

 

 

0,738 



157 
 

 
 

Mediana 

 

1888,20 

 

2836,74 

 

2333,99 

 

 

P10909 

Média 

Mediana 

 

 

 

57380,67 

56602,31 

 

 

 

57462,40 

58260,41 

 

 

 

52885,05 

56133,71 

 

 

 

0,805 

 

P01859 

Média 

Mediana 

 

 

 

10145,39 

9751,14 

 

 

 

8803,96 

7040,99 

 

 

 

7423,47 

6254,68 

 

 

 

0,692 

 

P14625 

Média 

Mediana 

 

 

 

2839,85 

2779,66 

 

 

 

3061,29 

3048,74 

 

 

 

2993,02 

3100,42 

 

 

 

0,641 

 

P55259 

Média 

Mediana 

 

 

 

5640,08 

5797,19 

 

 

 

5162,82 

5808,29 

 

 

 

5485,43 

5216,33 

 

 

 

0,911 

 

P02787 

Média 

Mediana 

 

 

 

2266,79 

1917,01 

 

 

 

2133,03 

2029,69 

 

 

 

1914,06 

1961,55 

 

 

 

0,755 

 

P06702 

Média 

Mediana 

 

 

578,08 

577,02 

 

 

654,07 

603,65 

 

 

560,88 

449,69 

 

 

0,676 
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P08473 

Média 

Mediana 

 

 

 

20849,88 

22106,75 

 

 

 

19160,97 

17887,80 

 

 

 

19463,88 

18157,23 

 

 

 

0,653 

 

P01033 

Média 

Mediana 

 

 

 

643,10 

579,09 

 

 

 

719,29 

811,61 

 

 

 

812,02 

780,90 

 

 

 

0,751 

 

P06280 

Média 

Mediana 

 

 

 

3725,04 

3684,60 

 

 

 

3468,82 

3398,42 

 

 

 

3606,73 

3256,56 

 

 

 

0,414 

 

P08238 

Média 

Mediana 

 

 

 

35472,56 

39134,05 

 

 

 

33290,22 

35242,88 

 

 

 

32546,07 

29722,39 

 

 

 

0,519 

 

P05155 

Média 

Mediana 

 

 

 

2261,28 

2356,62 

 

 

 

2225,47 

2060,07 

 

 

 

2409,17 

2384,76 

 

 

 

0,796 

 

P0C0L4 

Média 

Mediana 

 

 

 

2272,44 

2185,07 

 

 

 

2331,68 

2412,49 

 

 

 

2179,98 

2261,44 

 

 

 

0,484 
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Q8N3P4 

Média 

Mediana 

 

 

 

15248,19 

15222,70 

 

 

 

14281,49 

14019,70 

 

 

 

15149,16 

15159,21 

 

 

 

0,484 

 

P09211 

Média 

Mediana 

 

 

 

572,88 

553,95 

 

 

 

508,00 

538,46 

 

 

 

516,70 

626,01 

 

 

 

0,717 

 

P35030 

Média 

Mediana 

 

 

 

4497,29 

4664,50 

 

 

 

4425,48 

4355,87 

 

 

 

5130,96 

4251,58 

 

 

 

0,960 

 

Q06828 

Média 

Mediana 

 

 

 

380,74 

331,41 

 

 

 

415,66 

437,86 

 

 

 

319,29 

335,32 

 

 

 

0,796 

 

Q13438 

Média 

Mediana 

 

 

 

821,97 

917,59 

 

 

 

729,10 

586,78 

 

 

 

558,81 

405,10 

 

 

 

0,505 

 

Q12931 

Média 

Mediana 

 

 

 

156,02 

56,98 

 

 

 

112,92 

41,28 

 

 

 

67,50 

42,57 

 

 

 

0,751 
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P06702 

Média 

Mediana 

 

 

1430,26 

1250,12 

 

 

1797,29 

2161,36 

 

 

1572,97 

1283,31 

 

 

0,849 

 

Q08380 

Média 

Mediana 

 

 

 

41926,95 

42987,30 

 

 

 

40730,91 

43112,48 

 

 

 

38228,08 

35596,63 

 

 

 

0,796 

 

Q6UWW0 

Média 

Mediana 

 

 

 

76,13 

58,32 

 

 

 

599,58 

60,31 

 

 

 

145,70 

138,72 

 

 

 

0,641 

 

P36268 

Média 

Mediana 

 

 

 

20147,02 

21811,36 

 

 

 

20390,08 

20311,70 

 

 

 

18671,32 

17416,68 

 

 

 

0,385 

 

Q14789 

Média 

Mediana 

 

 

 

5109,07 

5372,10 

 

 

 

5142,91 

5672,18 

 

 

 

4970,44 

5388,29 

 

 

 

0,796 

 

P04279 

Média 

Mediana 

 

 

 

21379,26 

23284,69 

 

 

 

23829,75 

22114,36 

 

 

 

21867,14 

20989,75 

 

 

 

0,849 

 

P0DP23 

 

 

 

 

 

 

 

 



161 
 

 
 

Média 

Mediana 

 

2321,60 

2264,33 

 

1908,89 

1890,60 

 

2254,32 

2241,29 

 

0,834 

 

Q96BH3 

Média 

Mediana 

 

 

 

2913,24 

2468,58 

 

 

 

2547,71 

2555,43 

 

 

 

2523,88 

2212,21 

 

 

 

0,884 

 

P16870 

Média 

Mediana 

 

 

 

12713,36 

13121,35 

 

 

 

11908,44 

11003,58 

 

 

 

11861,94 

12036,77 

 

 

 

0,927 

 

P35625 

Média 

Mediana 

 

 

 

648,03 

569,76 

 

 

 

569,10 

567,32 

 

 

 

728,27 

748,10 

 

 

 

0,198 

 

P07900 

Média 

Mediana 

 

 

 

3841,07 

4521,22 

 

 

 

3476,24 

3950,58 

 

 

 

3818,79 

4070,76 

 

 

 

0,717 

 

P07288 

Média 

Mediana 

 

 

 

53828,67 

54344,13 

 

 

 

55953,20 

56649,06 

 

 

 

53261,65 

51481,88 

 

 

 

0,895 

 

Q9Y6R7 

Média 

 

 

1494,09 

 

 

1465,14 

 

 

1360,91 

 

 

0,932 
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Mediana 

 

1377,66 

 

1230,35 

 

1225,68 

 

 

P20151 

Média 

Mediana 

 

 

 

3130,69 

2400,70 

 

 

 

2310,23 

1810,55 

 

 

 

3583,87 

2627,00 

 

 

 

0,849 

 

P12821 

Média 

Mediana 

 

 

 

1086,12 

1095,93 

 

 

 

1107,02 

1093,16 

 

 

 

1130,96 

1099,56 

 

 

 

0,960 

 

O75874 

Média 

Mediana 

 

 

 

19264,06 

21464,72 

 

 

 

15470,59 

16262,48 

 

 

 

14692,23 

13319,64 

 

 

 

0,532 

 

P30086 

Média 

Mediana 

 

 

 

2763,92 

2620,68 

 

 

 

2721,52 

2500,50 

 

 

 

2770,67 

2650,84 

 

 

 

0,849 

 

P06733 

Média 

Mediana 

 

 

 

2633,16 

2676,62 

 

 

 

2710,82 

2740,42 

 

 

 

2707,86 

2686,27 

 

 

 

0,676 

 

P41222 

Média 

Mediana 

 

 

11908,62 

10533,64 

 

 

9273,29 

9275,28 

 

 

 

10447,35 

9514,30 

 

 

0,895 
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P0CG47 

Média 

Mediana 

 

 

 

12430,35 

12328,00 

 

 

 

12613,51 

13223,83 

 

 

 

12411,38 

11004,69 

 

 

 

0,755 

 

Q8WXA2 

Média 

Mediana 

 

 

 

393,38 

297,80 

 

 

 

245,46 

285,74 

 

 

 

233,52 

170,74 

 

 

 

0,927 

 

P01023 

Média 

Mediana 

 

 

 

8680,32 

9172,73 

 

 

 

7936,26 

7804,28 

 

 

 

9992,35 

9017,48 

 

 

 

0,751 

 

P10909 

Média 

Mediana 

 

 

 

13087,66 

12553,73 

 

 

 

13077,48 

13228,08 

 

 

 

13016,64 

13949,05 

 

 

 

0,960 

 

P01833 

Média 

Mediana 

 

 

 

54010,50 

59079,54 

 

 

 

47083,96 

47413,72 

 

 

 

44708,195 

45565,18 

 

 

 

0,271 
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