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Resumo

Objetivo: Verificar o nivel de expressado de proteinas com potencial biomarcador
para alteracédo testicular na varicocele em adolescentes. Os objetivos especificos
foram verificar se a presenca de varicocele e de alteragao seminal trazem alteragdes
nos niveis das seguintes proteinas: Cab45 (45 kDa calcium-binding protein);
LEFTY1 (Left-right determination factor 1); DNase | (Deoxyribonuclease-1); PAP2-
Alpha (Lipid phosphate phosphohydrolase 1); IFGBP7 (Insulin-like growth factor-
binding protein 7); IGHG3 (lg gamma-3 chain C region); CRISP-3 (Cysteine-rich
secretory protein 3). Método: Este estudo observacional foi constituido por 61
adolescentes, com idade entre 15 e 17 anos e, maturidade sexual completa (Tanner
V), que foram divididos em 3 grupos: Controle (sem varicocele, n=20); VSN (com
varicocele e sémen normal, n=22); e VSA (com varicocele e sémen alterado, n=19).
Os adolescentes coletaram 1 amostra seminal com 2 a 5 dias de abstinéncia
ejaculatoria. Apos a liquefagédo, as amostras foram submetidas a centrifugacéo para
que o plasma seminal fosse separado dos demais constituintes celulares e, entao,
ap6s a quantificagdo total de proteinas, um volume correspondente a 50 ug de
proteina por adolescente foi utilizado para a quantificagdo das seguintes proteinas
Cab 45, LEFTY1, DNase |, PAP2-Alpha, IGFBP7, IGHG3 e CRISP-3 (todas foram
normalizadas para a proteina Epididymis Secretory Sperm Binding Protein Li 67p
[DJ-1]), pelo método de Western blotting. Resultados: Os individuos pertencentes
ao grupo VSA apresentaram menor média de concentragdo de espermatozoides
(milhdes/mL) e células morfologicamente normais (% normais) com relagdo aos
demais grupos experimentais. Observou-se diminuicdo nos niveis da proteina Cab45
em ambos os grupos de adolescentes com varicocele (VSN e VSA), sendo que o
grupo VSA apresentou menor média. Os niveis da proteina DNase | estavam
menores no grupo de adolescentes com varicocele e sémen alterado (VSA).
Observou-se uma hiperexpressao da proteina IGFBP7 nos grupos com varicocele
quando comparados ao grupo controle e, uma hiperexpressao das duas isoformas
da proteina CRISP-3 no grupo VSA. Conclusao: A protedmica do plasma seminal
reflete alteracdes nas funcgdes testiculares na varicocele em adolescentes. Os niveis
das proteinas LEFTY1, PAP2-Alpha, IGHG3 nao estao alterados com a presencga de
varicocele. Os niveis de Cab45 estdo diminuidos na presenca de varicocele; o0s
niveis de DNase | estdo diminuidos na presenca de alteracbes seminais e
varicocele. Por um lado, a proteina IFGBP7 é um marcador positivo para varicocele,
e a CRISP-3 é um marcador positivo para variococele e qualidade seminal alterada.
Esses resultados podem futuramente ajudar na determinagdo da conduta médica
para uma intervengao cirurgica precoce na varicocele.

Palavras-chave: adolescente; proteinas de plasma seminal; protedmica; testiculo;
varicocele.
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Abstract

Objective: To verify the seminal levels of potential biomarkers for testicular changes
in adolescent varicocele. The specific objectives were to verify if the presence of
varicocele and seminal alterations can alter the levels of the following proteins:
Cab45 (45 kDa calcium-binding protein); LEFTY1 (Left-right determination factor 1);
DNase | (deoxyribonuclease-1); PAP2-Alpha (Lipid phosphate phosphohydrolase 1);
IFGBP7 (Insulin-like growth factor binding protein-7); IGHG3 (lg gamma-3 chain C
region); CRISP-3 (Cysteine-rich secretory protein 3). Method: This observational
study included 61 adolescents, aged 15 to 17 years old with full sexual maturity
(Tanner V), which were divided into 3 groups: control (without varicocele, n=20); VSN
(with varicocele, normal semen analysis, n=22); and VSA (with varicocele and altered
semen analysis, n=19). The adolescents collected one seminal sample after 2 to 5
days of ejaculatory abstinence. After semen liquefaction semen was centrifuged, in
order to separate the seminal plasma from cellular constituents. Total protein in each
sample was then quantified, and a volume correspondent to 50 pg of protein for each
patient was used for Western blotting for the follow proteins: Cab 45, LEFTY1,
DNase |, PAP2-Alpha, IGFBP7, IGHG3 and CRISP-3 (all were normalized to the
protein Epididymis Secretory Sperm Binding protein 67p Li [DJ-1]). Results: We
observed lower sperm concentration (million/mL) and morphology (% normal sperm)
in the VSA group when compared to the other groups. There was a decrease in the
levels of Cab45 in both groups of adolescents with varicocele (VSN and VSA), with a
lowest value in the VSA group. DNase | levels were lower in the group of adolescents
with varicocele and altered semen analysis (VSA). There was an overexpression of
IGFBP7 in the groups with varicocele when compared with control groups, and an
overexpression of the two isoforms of CRISP-3 protein in the VSA group.
Conclusion: Proteomics of seminal plasma reflects changes in testicular function in
the adolescent varicocele. The levels of proteins LEFTY1, PAP2-Alpha, IGHG3 are
not altered in the presence of a varicocele. Cab45 levels are decreased in the
presence of varicocele; DNase | levels are decreased in the presence of seminal
alterations and varicocele. Conversely, IGFBP7 is a positive marker of varicocele,
and CRISP-3 is a positive marker of varicocele and altered semen quality. These
results may help in the future to determine the medical management for early
surgical intervention in varicocele.

Keywords: adolescent; seminal plasma proteins; proteomics; testis; varicocele.
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1 INTRODUGAO

A varicocele, principal causa tratavel de infertilidade masculina (1,2), é
definida como uma dilatacdo anormal das veias espermaticas internas do plexo
pampiniforme com refluxo sanguineo nas veias testiculares internas (3). Sua
prevaléncia é de 15% tanto em adolescentes quanto na populagéo adulta. Ademais,
por afetar 35% de homens com infertilidade primaria e mais de 80% com infertilidade
secundaria (4—6), sugere-se que a varicocele causa gradual disfuncdo testicular e
declinio progressivo na fertilidade (7-9).

Em adolescentes com varicocele, o desenvolvimento testicular pode ser
prejudicado, o que provoca efeitos deletérios na fungéo testicular que podem levar a
infertilidade (9) por comprometer a espermatogénese e resultar em alteragdes na
concentracao, motilidade e morfologia dos espermatozoides. O principal tratamento
da varicocele é a varicocelectomia (10). Em adolescentes, a Associagao Americana
de Medicina Reprodutiva a recomenda caso haja redugéo ipsilateral no volume
testicular, qualidade seminal alterada, ou entdo ao primeiro sinal de disfuncao
testicular (14). Essa cirurgia esta relacionada a melhora na qualidade seminal, tanto
em adultos quanto em adolescentes com varicocele (12-14). Enquanto em adultos
0 objetivo do tratamento é reverter um quadro de infertilidade ja estabelecido, em
adolescentes, € o de preservar o potencial fértil (15).

Para o diagnéstico do potencial fértil de adultos e adolescentes, utiliza-se a
analise seminal convencional; entretanto, essa possui baixa sensibilidade e
especificidade (16). Nota-se que alguns adolescentes com varicocele e sem
alteracdo na analise seminal podem apresentar aumento da fragmentagao de DNA
dos espermatozoides (17), demonstrando alteragées nos parametros funcionais dos
espermatozoides (17-19). Assim, as provas funcionais dos espermatozoides podem
ser um recurso adicional ao investigar a varicocele em adolescentes (17,18,20),
entretanto, ainda sao insuficientes para determinar os danos testiculares que levam
as alteracbes seminais observadas.

Mesmo com o avango das provas funcionais, o diagnostico das alteracoes
causadas pela varicocele em adolescentes ainda se mostra prejudicado, uma vez
que adolescentes ndo podem ser considerados inférteis, pois ainda nao estdo em
busca pela paternidade (21). Além disso, nem todo adolescente com varicocele sera
um adulto infértil (22), mas podera apresentar danos na espermatogénese (23). Por



conseguinte, existe controvérsia com relagdo a quais adolescentes devem ser
tratados e quando essa intervencéo cirurgica deve ser realizada. Destarte, métodos
moleculares para melhor diagnosticar a causa e progressao das alteragdes seminais
causadas pela varicocele sdo importantes.

Dada esta caracteristica gradativa de diminui¢gado da fungao testicular e tendo
em vista seu surgimento na adolescéncia, é importante detectar os efeitos da
varicocele com a maior precocidade possivel, uma vez que, 80% dos adolescentes
diagnosticados com varicocele ndo apresentarao problemas de fertilidade na vida
adulta (15,24). Ainda, de acordo com Smith et al. (4), nem todos os homens adultos
que apresentam varicocele evidente sao inférteis ou farao técnicas de reproducao
assistida.

Os estudos moleculares do plasma seminal demonstraram enriquecer
informacgdes referentes as vias celulares e moleculares relacionadas as alteragdes
seminais, devido a capacidade de identificar os mecanismos envolvidos na causa da
infertilidade (25), como disfungdes testiculares, que sdo observadas na varicocele.
Além disso, estudos moleculares das propriedades e da forma na qual os
espermatozoides sao capazes de fertilizar o odcito podem identificar marcadores
proteicos de fertilidade masculina a partir de dados proteémicos (26).

Dentre as moléculas encontradas no plasma seminal, destacam-se as
proteinas intra e extracelulares (27), sendo que 10% dessas provém dos testiculos
e epididimos (28). As proteinas do plasma seminal podem se ligar aos
espermatozoides e atuar na sua sobrevivéncia (29), na regulagéo da motilidade (30—
32) e da capacitagao (29,33), na resposta imune no trato reprodutor feminino (34) e
na fusdo do espermatozoide com o odcito (35). Proteinas testiculares e epididimarias
foram encontradas no plasma seminal de pacientes com e sem varicocele
(23,27,36,37). Proteinas provenientes do epididimo possuem relagcdo com a
qualidade do espermatozoide e consequente sucesso na fertilizagdo (31).

Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa realizou diversos estudos utilizando
analise protedmica para observar a diferenga na expressao de proteinas no plasma
seminal de adolescentes com varicocele (20,23,38). Em um desses estudos (Anexo
1), hipotetizou-se que as proteinas do plasma seminal seriam diferencialmente
expressas na varicocele (38). Para isso, o proteoma do plasma seminal foi
comparado entre adolescentes controle (sem varicocele e com espermograma

normal), com varicocele e espermograma normal (VSN) e com varicocele e



espermograma alterado (VSA). A partir de uma analise multivariada dos dados de
identificacdo e quantificagdo proteicas, para comparacdo do perfil protedmico do
plasma seminal entre os grupos experimentais, foi selecionado um painel de
biomarcadores proteicos de disfuncao testicular em adolescentes com varicocele.
Biomarcadores séo ferramentas e tecnologias que permitem o melhor entendimento
das causas, progressao, diagndstico, regressdo ou na ajuda de um tratamento
especifico para uma doencga (39). Para cada grupo de estudo, os seguintes possiveis

biomarcadores foram selecionados:

Quadro 1. Potenciais proteinas biomarcadoras de disfuncdo testicular em adolescentes
com varicocele.

Grupos UniProt AC Proteina
Q9BRK5 45 kDa calcium-binding protein (Cab45)
Controle (C) 075610 Left-right determination factor 1 (LEFTY1)
P24855 Deoxyribonuclease-1 (DNase 1)
014494 Lipid phosphate phosphohydrolase 1 (PAP2-Alpha)
(VSN) Q16270 Insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP7)
P01860 lg gamma-3 chain C region (IGHG3)
(VSA) P54108 Cysteine-rich secretory protein 3 (CRISP-3)

(VSN): Grupo de adolescentes com varicocele e espermograma normal.
(VSA): Grupo de adolescentes com varicocele e espermograma alterado

As proteinas que apresentam niveis de expressao alterados entre os grupos
de estudo podem, portanto, ser consideradas potenciais biomarcadores. Para isso,
estudos confirmatoérios sdo necessarios para que se determine de fato a relagdo da
expressao do potencial biomarcador com a disfuncdo testicular associada a
varicocele (40-42). Com isso, levando-se em consideracdo que proteinas
testiculares encontradas no plasma seminal podem demonstrar associagédo com a
funcao testicular em diferentes condigbes bioldgicas (43,44), hipotetiza-se que a
confirmacédo desses potenciais biomarcadores podera ajudar em um diagnéstico

precoce e na preservacao da fertilidade de adolescentes com varicocele.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi verificar o nivel de expressédo de proteinas com

potencial biomarcador para alteracao testicular na varicocele em adolescentes. Os

objetivos especificos foram verificar se a presenga de varicocele e de alteragao

seminal trazem alteragdes nos niveis das seguintes proteinas:

Cab45 (45 kDa calcium-binding protein);

LEFTY1 (Left-right determination factor 1);

DNase | (Deoxyribonuclease-1);

PAP2-Alpha (Lipid phosphate phosphohydrolase 1);
IFGBP7 (Insulin-like growth factor-binding protein 7);
IGHG3 (/g gamma-3 chain C region);

CRISP-3 (Cysteine-rich secretory protein 3).



3 MATERIAL E METODO

Este estudo recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo — UNIFESP (CAAE: 31701614.4.0000.5505)
(Anexo 2), e foi financiado pela Fundagdo de Amparo a pesquisa do Estado de S&o
Paulo (FAPESP - processo n° 2014/11636-6) e pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq — Chamada Universal 2014,
processo n° 454514/2014-0). Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), a ndo ser quando especificado.
3.1 Pacientes

Realizou-se um estudo observacional transversal a partir da incluséo de 61
adolescentes recrutados do Servigco Nacional de Educacao Industrial (SENAI) em
S&o Paulo — SP (Brasil). Para o recrutamento, todos os adolescentes e seus
representantes legais foram informados das condigdes do estudo a partir da leitura
do termo de assentimento e consentimento (Anexos 3 e 4, respectivamente), e os
que concordaram foram destinados ao estudo.

Todos os adolescentes apresentaram faixa etaria entre 15 e 17 anos e estagio
de maturidade sexual Tanner V. O diagndstico de varicocele foi realizado por um
unico urologista, em uma sala com iluminagdo adequada e temperatura controlada
(>23°C), por meio da observagao e palpacéao escrotal de acordo com Dubin & Amelar
(45) e assim classificada em: grau | (dilatagdo do corddo espermatico palpavel
somente com a realizacdo da manobra de Valsalva), grau |l (dilatagdo do cordao
espermatico facilmente palpavel, com acentuado enchimento venoso durante a
manobra de Valsalva) ou grau lll (dilatagdo volumosa do cordao espermatico
facilmente visibilizado e ectasia intensificada durante manobra de Valsalva). O
volume testicular foi aferido com auxilio de um orquidémetro Prader.

Foram excluidos do estudo pacientes sem varicocele e com sémen alterado,
0s que relataram doengas sistémicas como cancer e endocrinopatias (e seus
tratamentos), malformacédo congénita dos 6rgaos genitais, sindromes genéticas,
histéria prévia de cirurgia inguino-escrotal, orquite ou epididimite, tor¢cao testicular,
distopia testicular, auséncia de masturbacao, relato de febre noventa dias antes do
espermograma, evidéncia de infeccdo urogenital, leucocitospermia, obesidade,

alteracbes enddcrinas e outras condicdes que podem afetar a fertilidade.



3.2 Analise seminal e divisao dos grupos de estudo

As amostras seminais foram obtidas dos pacientes no Ambulatério de
Urologia/Reprodugdo Humana do Hospital Sdo Paulo - UNIFESP. A coleta do
material foi realizada por masturbacdo, apés um periodo de dois a cinco dias de
abstinéncia ejaculatéria, em area anexa ao laboratério e em recipientes de
polipropileno estéreis.

Apos a liquefagdo da amostra, uma aliquota foi submetida ao espermograma
convencional, de acordo com as recomendagdes da Organizagdo Mundial da Saude
de 2010 (46). O restante do volume seminal foi centrifugado a 800 xG por 30 minutos
para separar o plasma seminal dos demais conteudos da amostra, como
espermatozoides e leucdcitos. O plasma seminal foi, entdo, congelado a -20 °C até
o momento da quantificagdo das proteinas totais e da identificacdo dos
biomarcadores.

ApoOs a realizagdo do exame fisico e do espermograma, os adolescentes
foram agrupados em trés grupos experimentais:

o Controle (C) (n=20) — adolescentes com varicocele grau | ou sem
varicocele uni ou bilateral e sem nenhuma alteragdo na analise seminal;

o Com varicocele e espermograma normal (VSN) (n=22) — adolescentes
com varicocele graus Il e/ou Il uni ou bilateral e sem nenhuma alteracdo na analise
seminal;

o Com varicocele e espermograma alterado (VSA) (n=19) — adolescentes
com varicocele graus Il e/ou Ill uni ou bilateral e com alguma alteragdo na analise

seminal.

Nesse estudo, foram inclusos no grupo controle tanto adolescentes que néo
apresentavam varicocele, quanto aqueles que apresentavam varicocele grau |, pois
observou-se previamente, em um estudo com um grande numero de individuos, que
nao ha diferenga na qualidade seminal de adolescentes com varicocele grau | e sem
varicocele (47). Além disso, na maioria dos estudos, individuos com grau | s&o
inclusos no grupo controle por ndo serem considerados individuos com varicocele

clinica.



3.3 Validacao dos biomarcadores

O estudo seguiu o desenho experimental demonstrado pela Figura 1. No
momento da quantificagdo proteica, o plasma seminal foi descongelado a
temperatura ambiente e centrifugado novamente a 16.100 xG por 30 minutos a 4 °C,
para remover o restante dos debris celulares. Apos a centrifugagéo, foi realizado o
ensaio do acido bicinconinico (BCA) para quantificacao total de proteinas em cada
amostra (Item 3.3.1). Para a validagao dos biomarcadores, foi utilizado o método de
Western blotting (Item 3.3.2). Os anticorpos utilizados estdo apresentados no Quadro
2.

| . ~ ~
Coleta das amostras |— [quuefagao do Semen]

[ Fracdo celular

\[Centrifugagéo 800xG,}
[ Plasma seminal ] / 30 min

Debris celulares ]
Centrifugacdo 16.100 / [
XG (30 minutos) a 4 2C \ [

Plasma seminal }

l

[ Western blotting }4— [ BCA }

Figura 1. Organograma funcional dos experimentos realizados.



3.3.1 Ensaio de quantificagcao de proteinas

A concentracdo total de proteinas de cada amostra foi dosada por meio do
ensaio de quantificacdo proteica BCA (acido bicinconinico) modificado do método
Lowry (48). Cada amostra foi quantificada em triplicata e a curva padrao (protein
standard), em duplicata. Primeiramente, as amostras de plasma seminal foram
diluidas em agua na proporgao de 1:80 (2,5 yL de amostra:197,5 pyL de agua), e a
curva padrao foi diluida em agua para que concentragdes crescentes de proteina
formassem a curva (de 0 a 1000 pg). Entao, as amostras diluidas e a curva padrao
foram adicionadas, em microplaca, a 200 pL da solugdo de BCA (solugdo A:
Bicinchoninic acid solution e solugao B: Copper (Il) sulfate solution). A microplaca foi
mantida a 37 °C por 30 minutos em banho-maria. A absorbancia das amostras foi
lida utilizando um leitor de microplacas (ELx800 Absorbance Microplate Reader,
Biotek, Vermont, EUA) a 540 nm, pois as mesmas emitem um comprimento de onda
de 562 nm.

Na leitura, as amostras que apresentaram coeficiente de variagao (CV) maior
que 5% foram quantificadas novamente, para assegurar maior precisdo na
quantificagdo. Apds a quantificagéo, foi realizado o método de Western blotting para

a validacdo dos biomarcadores.
3.3.2 Western blotting

A partir dos dados obtidos no BCA, um volume correspondente a 50 ug de
proteinas do plasma seminal de cada paciente foi homogeneizado com agua para a
obtencdo de um volume final de 7,5 pL, que foi diluido no mesmo volume (v:v) de
tampéao de amostra (0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 4% [p:v] SDS, 20% [v:Vv] glicerol, 5%
[v:v] Beta-mercaptoetanol, 0,02% azul de bromofenol) (Anexo 5).

Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C por cinco minutos e
adicionadas a um gel de SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE), com
concentracao de poliacrilamida de 4% para o stacking gel e de 10%, para o running
gel, com condigbes desnaturantes. Como marcador de peso molecular, foi utilizado
o Full range rainbow (GE Healthcare, Amersham Place, UK).

A separacao das proteinas foi realizada em sistema de eletroforese digital
(mini VE, GE Healthcare), por meio de eletroforese a 50 V e 400 mA por trinta minutos

e, apos este tempo, a tensio foi alterada para 150 V e a corrente permaneceu livre



(400 mA), até que as amostras chegassem ao fim do gel (aproximadamente duas
horas e quinze minutos).

Em seguida, as proteinas foram transferidas dos géis para membranas de
nitrocelulose (GE Healthcare) em sistema umido (mini VE Blotter, GE Healthcare)
por uma hora e trinta minutos a 4 °C, utilizando-se a corrente de 200 mA e a tensao
de 25 V. Entdo, as membranas foram lavadas com TTBS (Tampé&o salina Tris com
Tween 20) por 5 minutos e bloqueadas com solug¢ao de bloqueio (3% albumina sérica
bovina [BSA] em TTBS) por uma hora no shaker em temperatura ambiente ou
overnight no shaker a 4 °C.

Em seguida, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
(Quadro 2) diluidos (de acordo com a recomendacgao do fabricante) em solugao de
bloqueio por duas horas em temperatura ambiente no shaker ou overnight a 4 °C.
Apoés a incubagdo, as membranas foram lavadas trés vezes por dez minutos com
TTBS no shaker e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a enzima
peroxidase (anti-lgG de coelho - A0545, de camundongo - A9917 ou de cabra -
SAB3700259). As membranas foram submetidas a outras trés lavagens por dez
minutos com TTBS no shaker. A deteccao foi realizada utilizando-se o reagente
“enhanced chemiluminescence” (ECL, GE Healthcare). Os sinais
quimioluminescentes foram detectados utilizando o sistema de deteccdo
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

ApoOs a detecgdo, as membranas foram incubadas com mild stripping buffer
(0,2 M glicina, 0,1 % [p:v] SDS, 1% (v:v) Tween 20, pH 2,2) e incubadas com
anticorpo primario anti-human DJ-1 (Epididymis Secretory Sperm Binding Protein Li
67p), que foi utilizada como proteina constitutiva testicular (SAB2500750, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA). As imagens foram processadas pelo Software
ImageQuant TL 7.0 (GE Healthcare, Amersham Place, Reino Unido). O volume das
bandas de cada proteina de cada amostra foi ajustado para o background e

normalizado para a concentracédo da proteina constitutiva DJ-1.



Quadro 2. Anticorpos utilizados para a validagdo dos biomarcadores propostos.

Grupo | Anticorpos | Tipo de anticorpo | Produzido em Cdédigo
(Sigma-Aldrich)
(C) Anti-Cab45 Policlonal Cabra SAB2501769
Anti-LEFTY1 Monoclonal Camundongo SAB1404852
Anti-DNase1 Policlonal Camundongo SAB1405721
Anti-PAP2- Policlonal Camundongo SAB1409923
Alpha

(VSN) | Anti-IGFBP7 Policlonal Cabra SAB2501563
Anti-IGHG3 Policlonal Camundongo SAB1400135

(VSA) | Anti-CRISP-3 Policlonal Coelho C9996

(C): Grupo de adolescentes controle.

(VSN): Grupo de adolescentes com varicocele e espermograma normal.
(VSA): Grupo de adolescentes com varicocele e espermograma alterado.

3.4 Analise estatistica dos resultados
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Para a realizac&o da analise estatistica, foi utilizado o software SPSS (PASW)

18.0. Para comparar a frequéncia de varicocele entre os grupos (VSN e VSA), o teste

de Qui-quadrado de Pearson foi empregado. Para a determinagao da normalidade

na distribuicdo dos dados de espermograma e Western blotting, foi utilizado o teste

de Kolmogorov-Smirnov. Para os grupos que apresentaram distribuicdo normal e

homoscedasticidade dos dados, foi utilizada a analise de variancia paramétrica

ANOVA, complementada com o teste post-hoc de Sidak. Nos casos em que isso nao

ocorreu, foi utilizada a analise de variancia ndao paramétrica de Kruskal-Wallis,

complementada com o teste de Games Howell. Os resultados foram considerados

significativos quando p < 0,05.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sab1409923?lang=en&region=US
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sab2501563?lang=en&region=US
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sab1400135?lang=en&region=US

4 RESULTADOS

4.1 Exame fisico e espermograma
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Os dados clinicos de varicocele dos grupos de estudo estdo apresentados na

Tabela 1. Com base na analise de Qui-quadrado, as frequéncias dos diferentes graus

de varicocele nao diferiram entre os grupos VSN e VSA (Qui-quadrado de Pearson,

p=0,493).

Tabela 1. Dados clinicos de varicocele nos grupos controle (C), com varicocele e sémen normal

(VSN) e com varicocele e sémen alterado (VSA).

Grau de varicocele Controle (n=20) VSN (n=22) VSA (n=19)
Sem varicocele 12 (60%) - -
| unilateral a direita 1(5%) - -
| unilateral a esquerda 2 (10%) - -
| bilateral 5 (25%) - -
| a esquerda e |l a direita - 2 (9,09%) -
Il unilateral a esquerda - 3 (13,63%) 1 (5,26%)

Il @ esquerda e | a direita

Il bilateral

[l unilateral a esquerda

Ill a esquerda e | a direita

lll a esquerda e Il a direita

Il bilateral

6 (27,27%)

6 (27,27%)

1 (4,54%)

4 (18,18%)

5 (26,31%)

4 (21,05%)

1(5,26%)

3 (15,78%)

4 (21,05%)

1 (5,26%)
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Os resultados obtidos na analise seminal estdo apresentados na Tabela 2.
Adolescentes com varicocele e analise seminal alterada (VSA) apresentaram menor
média (p<0,00001) de concentracdo de espermatozoides (milhdes/mL) do que os
demais grupos estudados. Os grupos C e VSN nao apresentaram diferencga entre si.
Além disso, a morfologia (% normais) foi menor (p<0,00001) em pacientes do grupo
VSA do que nos demais. O volume testicular esquerdo foi menor (p=0,046) no grupo
VSA quando comparado ao grupo controle, entretanto, nao diferiu significativamente
do grupo VSN.
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Tabela 2. Andlise seminal e dados clinicos de adolescentes pertencentes ao grupo controle
(C), em adolescentes com varicocele e sémen normal (VSN) e em adolescentes com varicocele

e sémen alterado (VSA). Os grupos foram comparados pelo teste paramétrico ANOVA com o

teste post hoc Sidak, a nao ser quando especificado.

C (n=20) VSN (n=22)  VSA (n=19) p
Idade (anos)
Mediana; IR 16,5; 2,00 16,0; 2,00 16,0; 1,00 00,595
Q1-Q3 15,0-17,0 15,0-17,0 16,0 - 17,0
Dias de abstinéncia
Mediana; IR 3,5; 1,40 4,0; 2,00 3,0; 2,00 00,289
Q1-Q3 29-4,0 3,0-5,0 2,3-4,0
Volume ejaculado (mL)
Mediana; IR 2,7,1,15 2,7; 1,00 2,7, 1,40 00,937
Q1-Q3 2,1-31 2,2-31 1,9-3,3
Concentragéo de espermatozoides (milhdes/mL)
Média; DP 80,5; 50,49 @ 96,1;60,942 13,4;11,25>  <0,00001*
IC (95%) 56,9 - 104,2 69,8 - 122,5 8,1-18,9
Motilidade progressiva (%)
Mediana; IR 64,5; 10,50 58,0; 10,00 56,0; 16,00 00,122
Q1-Q3 59,3 - 66,8 54 - 63,5 51,5- 66,0
Motilidade total (%)
Média; DP 65,5; 7,252 60,1; 12,182  60; 12,652 0,201
IC (95%) 62,1 - 68,9 54,9 - 65,4 53,9 - 66,1
Morfologia (% normais)
Mediana; IR 9,5; 3,802 9,0; 4,002 2,0; 4,00° 2 <0,00001*
Q1-Q3 7,8-11,0 6,0-10,0 1,5-4,5
Volume testicular esquerdo (mL)
Mediana; IR 20,0; 4,502 17,0; 3,00  15,0; 6,00 ® 00,046*
Q1-Q3 15,5-20,0 15,0 - 18,0 12,0-18,0
Volume testicular direito (mL)
Mediana; IR 20,0; 4,25 18,0; 3,00 15,0; 3,00 00,186
Q1-Q3 17,2-215 17,0 - 20,0 15,0 - 18,0

DP — Desvio padrao.

IC (95%) — Intervalo de confianga de 95% da média.

Q - Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, post hoc de Games Howell. Valores
expressos em mediana; amplitude interquartil (IR).

IR — Intervalo interquartil.

Q1-Q3 — Representam o primeiro e o terceiro quartil, respectivamente.

Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indica diferenca significativa entre os grupos no teste
post hoc (p<0,05).
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4.2 Western blotting

Os resultados referentes a analise protedmica confirmatéria por Western
blotting estao representados na Tabela 3. Exemplos de figuras obtidas pelo
ImageQuant LAS 4000 de cada proteina, com suas massas aproximadas, estao
demonstrados na Figura 2. Os graficos representando os niveis seminais de cada
proteina estdo apresentados nas Figuras 3 — 9.

A proteina Cab45 apresentou-se hipoexpressa em ambos o0s grupos de
pacientes com varicocele (VSN e VSA) quando comparada ao grupo controle (C).
Além disso quando compara-se os grupos de adolescentes com varicocele, observa-
se diminuigdo gradual nos niveis dessa proteina, uma vez que houve hipoexpressao
do grupo VSA quando comparado ao VSN. Observou-se uma hipoexpresséo da
proteina DNase | no grupo VSA com relagdo aos demais grupos (C e VSN) e,
hiperexpressao da proteina IGFBP7 nos grupos com varicocele (VSN e VSA) quando
comparada ao grupo controle (C). As duas isoformas da proteina CRISP-3 estavam
hiperexpressas no grupo VSA quando comparadas aos demais. Os niveis das
demais proteinas inclusas nesse estudo (LEFTY1, PAP2-Alpha e IGHG3) néao

apresentaram diferenca entre os grupos.



Tabela 3. Niveis seminais de Cab45, LEFTY1, DNase |, PAP2-Alpha, IGFBP7,
IGHG3 e CRISP-3. Dados apresentados em unidades arbitrarias (u.a). Os grupos

foram comparados pelo teste paramétrico ANOVA com o teste post hoc Sidak.

C (n=20) VSN (n=22) VSA (n=19) P

Cab45
Média; DP 1,24;1,92 0,34;0,6° 0,01;0,01°¢ <0,0001 *
IC (95%) 0,3-2,1 0,05-0,6 0,009 - 0,02

LEFTY1
Média; DP 4,30; 7,4 7,70; 20,0 1,60; 2,8 0,773
IC (95%) 0,01-8,6 0-20,0 0-3,.2

DNase |
Média; DP 1,50;1,22 1,28;1,62 0,27;0,3° 0,006 *
IC (95%) 0,9-2,1 0,5-2,0 0,1-0/4

PAP2-Alpha
Média; DP 1,06; 1,3 0,70; 0,6 0,72;0,8 0,358
IC (95%) 05-1,6 04-0,9 0,3-1,1

IGFBP7
Média; DP 0,21;0,022 1,00; 1,6 ° 0,72;1,1° <0,0001 *
IC (95%) 0,01-0,03 0,3-1,7 0,2-1,2

IGHG3
Média; DP 1,20; 0,8 1,60; 3,0 1,32;1,3 0,921
IC (95%) 0,8-1,6 0,2-3,0 0,7-2,0

CRISP3 29KDa
Média; DP 1,80; 2,02 1,30; 1,72 84,20; 94 © <0,0001 *
IC (95%) 0,8-2,7 0,5-2,1 37,4-130,9

CRISP3 31KDa
Média; DP 1,74;1,52 1,60;2,52 113,62; 152,2°  <0,0001 *
IC (95%) 1,0-25 04-27 38,0-189,3

DP — Desvio padrao.

IC (95%) — Intervalo de confianga de 95% da média.

Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indica diferenga significativa entre os

grupos no teste post hoc (p<0,05).
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Figura 2. Exemplos de imagens de Western blotting para as proteinas Cab45, LEFTY1,
DNase |, PAP2-Alpha, IGFBP7, IGHG3, CRISP3, DJ-1 (proteina constitutiva testicular),

indicando volume das bandas para os grupos: Controle (C), varicocele e sémen normal

(VSN) e varicocele e sémen alterado (VSA).



Cab45/DJ-1 (u.a)

LEFTY1/DJ-1 (u.a)
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Figura 3. Grafico de barras representando o nivel seminal
da proteina Cab45 dos grupos: Controle (C), varicocele e

sémen normal (VSN) e varicocele e sémen alterado (VSA).
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Figura 4. Grafico de barras representando o nivel seminal
da proteina LEFTY1 dos grupos: Controle (C), varicocele

e sémen normal (VSN) e varicocele e sémen alterado

(VSA).
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PAP2-Alpha/DJ-1 (u.a.)

DNase IIDJ-1 (u.a.)
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Figura 5. Grafico de barras representando o nivel seminal
da proteina DNase | dos grupos: Controle (C), varicocele
e sémen normal (VSN) e varicocele e sémen alterado
(VSA).

PAP2-Alpha
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Figura 6. Grafico de barras representando o nivel seminal
da proteina PAP2 - Alpha dos grupos: Controle (C),
varicocele e sémen normal (VSN) e varicocele e sémen
alterado (VSA).
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Figura 7. Grafico de barras representando o nivel seminal
da proteina IGFBP7 dos grupos: Controle (C), varicocele
e sémen normal (VSN) e varicocele e sémen alterado
(VSA).
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Figura 8. Grafico de barras representando o nivel seminal
da proteina IGHG3 dos grupos: Controle (C), varicocele e

sémen normal (VSN) e varicocele e sémen alterado (VSA).
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Figura 9. Grafico de barras representando o nivel seminal da
isoforma de 29 kDa da proteina CRISP-3 dos grupos: Controle (C),
varicocele e sémen normal (VSN) e varicocele e sémen alterado

(VSA).
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Figura 9. Grafico de barras representando o nivel seminal da
isoforma de 29 kDa da proteina CRISP-3 dos grupos: Controle (C),
varicocele e sémen normal (VSN) e varicocele e sémen alterado
(VSA).
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5 DISCUSSAO

Quando particularizamos o estudo da varicocele em adolescentes, devemos
levar em consideragdo que existem algumas diferengas importantes quando
comparada a investigagao da varicocele em adultos. Em primeiro lugar nem todos
os adolescentes com varicocele apresentarao diminuigao no potencial fértil na vida
adulta (15,24), mas muitos destes ainda podem apresentar prejuizos na
espermatogénese (23). Ademais, uma vez que a espermatdgenese esta sendo
iniciada nesses individuos, e portanto as alteragdes observadas em uma amostra
podem ser transitérias (49), a analise seminal convencional ndo € indicada para um
laudo decisivo das alteragdes causadas pela varicocele (16), o que aumenta a
complexidade da avaliacdo das variavéis seminais. Percebe-se assim que sao
necessarios estudos que visam enriquecer informacdes a respeito das vias
moleculares relacionadas com a varicocele e, assim determinar quais adolescentes
devem ser tratados, uma vez que o potencial fértil destes pode ser prejudicado no
futuro (17,47,49).

Apesar de estar bem demonstrado que em adolescentes a varicocele pode
alterar a qualidade funcional do sémen (18), mesmo na auséncia de alteragao no
espermograma (17), ainda nao sao elucidados os mecanismos moleculares
subjacentes a essas alteragbes. Nesse contexto, o estudo das proteinas do plasma
seminal, além de demonstrar esses mecanismos, pode ainda resultar na indicagao
de biomarcadoras de disfungao testicular em adolescentes, o que por consequéncia
pode impactar na conduta a ser tomada, se uma expectante ou de intervengdo. Com
isso, o objetivo deste estudo foi validar as potenciais proteinas biomarcadoras
seminais relacionadas a disfuncdes testiculares em adolescentes com varicocele
com e sem alteragdo seminal.

As proteinas do plasma seminal podem ter origem do fluido da luz dos tubulos
seminiferos (43), do fluido epididimario, que contém proteinas secretadas e
microvesiculas especificas — epididimossomos — com fungao de transferir proteinas
aos espermatozoides e ao plasma seminal (44) de proteinas advindas das vesiculas
seminais e da prostata (50,51). Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que as proteinas identificadas no plasma seminal de adolescentes

sem varicocele (controle) estdo relacionadas com a manutencdo das fungdes
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homeostaticas (23), ao passo que em adolescentes com varicocele apos a
varicocelectomia havia proteinas que estavam associadas a uma tentativa de retorno
a homeostase (20). Proteinas que sao responsaveis pela produgédo de filamentos
também ja foram observadas; estas podem representar a normalidade dos eventos
da espermiogénese, o que pode ser corroborado por estudos que identificaram
proteinas intracelulares e pertencentes ao citoesqueleto celular no plasma seminal
(34,50).

Em um outro trabalho de nosso grupo de pesquisa (Anexo 1), foram
identificadas diferencas no padrao de expressao de proteinas do plasma seminal de
adolescentes controle (sem varicocele), com varicocele e analise seminal normal e
com varicocele e analise seminal alterada. Nesse estudo foram sugeridas proteinas
que poderiam ser biomarcadores de disfungao testicular em diferentes condigoes de
varicocele em adolescentes (38). No presente estudo, buscamos validar os
biomarcadores propostos nesse estudo anterior, utilizando a mesma divisdo de
adolescentes em grupos: adolescentes sem varicocele (C), com varicocele e sémen
normal (VSN) e com varicocele e sémen alterado (VSA).

No grupo de adolescentes com varicocele e sémen normal (VSN) a proteina
Cab45 esta hipoexpressa. Essa proteina é secretada no plasma seminal por meio
de vesiculas advindas dos epididimos e préstata (epididimossomos e prostassomos,
respectivamente) (52). A funcado dessa proteina esta relacionada a regulacédo da
exocitose dependente de ions de calcio (53), podendo participar durante o processo
de regulagao de diversas fungdes calcio-dependentes dos espermatozoides (54) que
sdo importantes para a correta fungédo dos espermatozoides. Dessa forma, sugere-
se que funcdes dependentes de ions calcio podem estar prejudicadas na varicocele,
mesmo em adolescentes que nao apresentam nenhuma alteracdo nos parametros
do espermograma. Isso torna-se especialmente relevante quando consideramos que
podem existir alteragcdes funcionais nos espermatozoides em pacientes com
varicocele mesmo na auséncia de alteragdes no espermogramas (17,35,55). Dentre
as funcgdes calcio-dependentes no sémen, destacam-se os eventos de capacitacao,
hiperativagao e reagao acrossémica (56), que sdo eventos de suma importancia para
que ocorra a fusao do espermatozoide com o odcito e consequente fertilizacdo, com
isso as alteragdes nos mecanismos moleculares do sémen podem levar a problemas

de sucesso na gravidez na vida adulta.
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A proteina IGFBP7 foi observada hiperexpressa no grupo VSN, essa proteina
faz parte do grupo de proteinas de ligacdo a fatores de crescimento. Essas sao
relacionadas ao crescimento, diferenciacao e proliferagao celular em mamiferos (57).
Essa proteina também é relacionada ao processo de adesao celular e estimulo para
a producdo de prostaciclina (PGI2) (58,59), que é o principal produto da ciclo-
oxigenase endotelial e por sua vez, é responsavel por provocar vasodilatacdo (60).
Sugere-se assim que os maiores niveis de expressao da proteina IGFPB7 nesse
grupo (VSN) possam ocasionar alteragdes na diferenciagao de células germinativas.
Por outro lado, o eventual aumento nos niveis da PGI2 pode estar relacionado a uma
tentativa de diminuir o grau de hipoxia por aumentar o fluxo sanguineo testicular,
consequentemente diminuindo o estresse oxidativo.

No grupo de adolescentes com varicocele e sémen alterado (VSA), observou-
se diminuicdo da proteina Cab45, mesmo quando comparado ao grupo VSN,
demonstrando que esse grupo também pode ter ainda mais altetagdes nas fungdes
calcio-dependentes nos espermatozoides, o que pode trazer prejuizos para a
fertilidade do homem, por comprometer a qualidade dos espermatozoides. Nesse
mesmo grupo de adolescentes (VSA), também foi observada uma diminuigdo nos
niveis da proteina DNasel, que € uma endonuclease (61) responsavel por digestao
de residuos de DNA, clivando-o preferencialmente em ligacbes fosfodiéster
adjacentes a um nucleotideo pirimidico, obtendo-se polinucleotideos 5' - fosfato —
que terminam com um grupo hidroxila livre na posicao 3', produzindo
tetranucleotideos, que agem em fitas duplas e simples de DNA e na cromatina. A
DNase |, e outros membros dessa familia de proteinas, sdo dependentes de calcio
(Ca*?) e magnésio (Mg*?) (62). Além do seu papel como uma endonuclease de
digestdo, a DNase | é sugerida como uma das desoxirribonucleases responsaveis
pela fragmentagcado de DNA durante a apoptose (63).

Ademais, a DNase | pode agir como uma nuclease autbnoma em células que
foram submetidas a apoptose induzida por drogas (64), demonstrando que esta
proteina pode estar relacionada também a regulacédo da apoptose. Por esse motivo,
provavelmente pela menor agado dessa proteina e pela alteragdo na regulagdo da
apoptose, adolescentes com varicocele e sémen alterado apresentam falha na
regulagcédo da apoptose das células germinativas, o que pode ser sugerido como um
dos fatores responsaveis pela maior quantidade espermatozoides com DNA

fragmentado no ejaculado de adolescentes com varicocele (17). Isso € importante
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porque sugere uma origem testicular a alteracdo na qualidade do DNA dos
espermatozoides nesses individuos, o que torna mais importante a abordagem
cirurgica. Algumas DNases também tém a funcdo de promover a liberagao dos
espermatozoides ligados a neutréfilos apos a inseminacéo (65). Em touros e cavalos,
foi sugerido que peptideos com dominios de DNase servem como marcadores de
fertilidade (66). Assim, comprovado que essa proteina marca uma alteragéo
testicular na varicocele, resta agora verificar se essa afirmacéo é verdade somente
para variococele, ou se também marca alteragao testicular em outras afecgdes
relacionadas a fertilidade do homem.

Assim como observado no grupo VSN, a proteina IGFBP7 também esta com
0s niveis aumentados no grupo VSA, demonstrando que existe uma tentativa de
diminuir o grau de hipoxia, por essa proteina estimular o eventual aumento na
producdo de PGI2, o que pode ajudar na diminuigdo dos danos provocados pela
varicocele. Entretanto, nesse grupo, a provavel vasoditatacdo ndo foi capaz de
reverter os danos causados pela varicocele (aumento de temperatura e hiopdxia) no
ambiente testicular.

As duas isoformas da proteina CRISP-3 foram observadas de 64 a 71 vezes
mais expressas no grupo de adolescentes com varicocele e sémen alterado (VSA)
quando comparado aos demais grupos experimentais. Essa proteina participa da
resposta imune e de defesa (67,68), além de ter sido demonstrada sua associagao
com inflamacéao cronica em outros tecidos (67). Observa-se que o maior nivel de
expressdo dessa proteina no grupo VSA representa processos inflamatérios no
tecido testicular, o que pode ocasionar prejuizo na fertilidade, indicando que esse
processo inflamatorio testicular observado em adolescentes com varicocele e sémen
alterado pode ser um dos mecanismos pelos quais a varicocele traz prejuizos a
fertiidade do homem. Por outro lado, a proteina IGHG3, que apresenta funcdes
relacionadas ao sistema imune e complemento e participa da ligagao a antigenos,
nao apresentou diferenga entre os grupos experimentais (69). A presenga de niveis
similares em todos os grupos de estudo indica que existe uma alteracao inflamatéria,
mas nao imune, no ambiente testicular de adolescentes com varicocele (20,70,55).
Monitorar esse ambiente inflamatoério pode ser fundamental na determinagao de um
momento de intervencio nesses individuos.

Outras proteinas que foram analisadas neste estudo n&o apresentaram

diferenga entre os grupos. Dentre essas, a proteina LEFTY1, que é ativada por
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dominios de fibronectina, é um fator de crescimento extracelular e esta associada a
migracgao celular (71,72). A proteina PAP2-Alpha tem grande expressao na proéstata
(73) e faz parte da via de sinalizagao de receptor de andrégenos. Além disso, assim
como a LEFTY1, participa do processo de migracao de células germinativas (74).
Por seus niveis ndo diferirem entre os grupos do estudo, sugere-se que mesmo com
alteracdes seminais, adolescentes com varicocele podem néo apresentar alteragdes

em eventos especificos de migragao celular.
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6 CONCLUSAO

Com o presente estudo é possivel concluir que:

¢ A protebmica do plasma seminal reflete alteragdes nas fungdes testiculares
na varicocele em adolescentes;

¢ Os niveis de Cab45 estao diminuidos na presenca de varicocele;

e Os niveis da proteina LEFTY1 ndo estdo alterados com a presenga da
varicocele;

¢ Os niveis de DNase | estdo diminuidos na presenca de alteracdes seminais
e varicocele;

¢ Os niveis da proteina PAP2-Alpha nao estao alterados com a presenga da
varicocele;

e A proteina IFGBP7 é um marcador positivo para varicocele;

e Os niveis da proteina IGHG3 nao estdo alterados com a presenga da
varicocele;

e A CRISP-3 € um marcador positivo para variococele e qualidade seminal

alterada.
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10 ANEXOS

Anexo 1 — Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa que observou
diferengcas no padrao de expressao de proteinas do plasma seminal de

adolescentes controle (sem varicocele), com varicocele e analise seminal

normal e com varicocele e analise seminal alterada.
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Anexo 2 — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Sao Paulo — UNIFESP.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ g@' oo orma
HOSPITAL SAO PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:Validagdo de um painel de biomarcadores proteicos no plasma seminal de adolescentes
com e sem varicocele

Pesquisador: Larissa Berloffa Belardin

Area Tematica: Reprodugdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriagdo e fatores que afetam a saude reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa" todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reprodugdo Humana que nao necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Versédo: 2

CAAE: 31701614.4.0000.5505
Instituicao Proponente: Escola Paulista de Medicina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 733.113
Data da Relatoria: 30/07/2014

Apresentacao do Projeto:
Conforme parecer CEP. 719.751 de 16/4/2014

Objetivo da Pesquisa:
Conforme parecer CEP. 719.751 de 16/4/2014

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:
Conforme parecer CEP. 719.751 de 16/4/2014

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Conforme parecer CEP. 719.751 de 16/4/2014

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Trata-se de resposta de pendencia apontada no parecer inicial

Recomendacgoes:
nao existem recomendacdes

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)5539-7162 Fax: (11)5571-1062 E-mail: cepunifesp@unifesp.br



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ gw«p
HOSPITAL SAO PAULO

Continuagao do Parecer: 733.113

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Pendencias apontadas no parecer inicial:

Como participarao menores de idade , o pesquisador devera elaborar um TERMO DE ASSENTIMENTO-TA,
que devera ser aplicado aos adolescentes. Reforcamos a orientagéo para que o assentimento seja elaborado
de forma a permitir a compreensao da crianga quanto a pesquisa. Salientamos que o termo de assentimento
nao dispensa o TCLE que devera ser aplicado aos responsaveis legais.

Incluir no TCLE: Deve estar descrito que uma via devera ficar com o pesquisador e outra com o participante.
Todas as paginas do TCLE deverdo estar numeradas ( ex: 1/4, 2/4, ...... ) e devem ser rubricadas pelo
pesquisador principal e participante no momento da aplicagdo do TCLE Trata-se de estudo de marcadores de
plasma seminal em pacientes com varicocele e controles. Ndo ha impedimento ético, exceto pelo fator de
inclusao da idade ser ja a partir de 10 anos, sem se mencionar como 0s pacientes seréo recrutados quanto a
este aspecto da coleta, se ja iniciaram atividade masturbatéria, se os pais consentem com este exame, em
especial quando se consideram os controles, que estariam expostos numa idade precoce a uma coleta que
envolve aspectos religiosos, morais e que precisam ser

suficientemente considerados.

resposta: o pesquisador apresentou todas as respostas em carta anexada na plataforma .
O termo de assentimento foi adequadamente apresentado. PENDENCIAS ATENDIDAS.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Néao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

O CEP informa que a partir desta data de aprovacao, € necessario o envio de relatérios parciais
(anualmente), e o relatério final, quando do término do estudo.

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)5539-7162 Fax: (11)5571-1062 E-mail: cepunifesp@unifesp.br
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SAO PAULO - UNIFESP/ W““‘
HOSPITAL SAO PAULO

Continuagao do Parecer: 733.113

SAO PAULO, 30 de Julho de 2014

Assinado por:

Leonor do Espirito Santo de Almeida
Pinto (Coordenador)

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Con;j. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)5539-7162 Fax: (11)5571-1062 E-mail: cepunifesp@unifesp.br



Anexo 3 — Termo de assentimento.

Termo de Assentimento Informado para Adolescentes

Meu nome ¢é Larissa Berloffa Belardin e o meu trabalho é pesquisar varicocele em
adolescentes. Varicocele é a dilatagdo das veias do testiculo, que podem levar a
infertilidade, ou seja: a dificuldade de ter filhos futuramente. Isto ocorre devido a
reducdo na producao e qualidade dos espermatozoides produzidos pelos testiculos.
Queremos saber se existe, além da realizacdo do exame fisico, alguma proteina
presente no sémen de jovens que indigue o momento correto de tratar a varicocele.

Achamos que esta pesquisa possa nos ajudar a buscar esta resposta.

Eu vou informar vocé e convida-lo a participar desta pesquisa. Vocé pode escolher
se quer participar ou ndo. Discutimos esta pesquisa com seus pais ou responsaveis e
eles sabem que também estamos pedindo seu acordo. Se vocé vai participar da
pesquisa, seus pais ou responsaveis também terdo que concordar. Mas se vocé nao
desejar fazer parte na pesquisa, ndo é obrigado, até mesmo se seus pais
concordarem, se vocé discordar ndo havera nenhum prejuizo no seu exame,
tratamento e/ou outro procedimento a ser realizado.

Para que o estudo aconteca, vocé passara por uma consulta realizada por um
urologista do Hospital Sdo Paulo (UNIFESP) no préoprio SENAI, onde respondera a
um breve questionario e sera submetido a exame fisico para detecg¢ao de varicocele.
Apds, em data programada, vocé sera encaminhado para realizar o exame de
espermograma (colher sémen para analise em laboratério) no Laboratério do Sémen,

na Rua Napoleao de Barros 628.

Apos a realizagdo destes exames vocé tera uma nova consulta com médicos para
saber o resultado dos exames e da eventual necessidade de seguimento ou

tratamento médico, a ser realizado na UNIFESP, pelo setor de Reprodu¢do Humana.

Data / /

Assinatura do paciente



Anexo 4 — Termo de consentimento livre e esclarecido.

Termo de Consentimento livre e esclarecido

Titulo do Projeto: "Validagdo um painel de biomarcadores proteicos no plasma
seminal de adolescentes com e sem varicocele".

Desenho do estudo e objetivo: O objetivo € o de confirmar a presenca de proteinas
que estdo envolvidas em alteragdes sémen, para com isso melhorar 0 modo de
diagndstico de doencas.

Informagoes Iniciais: Para que um individuo possa participar de uma pesquisa
envolvendo novos procedimentos, este deve dar o seu consentimento livre e
esclarecido de tal participacao. Este consentimento deve se basear na compreensao
da natureza e risco do tratamento, aparelho ou procedimento. E responsabilidade do
coordenador da pesquisa fornecer, ao individuo que fara parte da pesquisa, as
informacdes necessarias para esta compreensdo. Assim, pedimos por meio deste, o
seu consentimento para participacdo nesta pesquisa.

Procedimentos a serem realizados: O espermograma é o exame realizado de rotina
na pesquisa de todos os casos de infertilidade masculina. Apds a realizagdo do
espermograma, o restante do material sera utilizado para as técnicas a serem
realizadas no presente experimento.

Procedimentos rotineiros: O sémen sera colhido por masturbacédo e esta amostra
sera utilizada para a realizagdgo do espermograma no laboratério de
Urologia/Reprodugdo Humana da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP (Hospital
Sao Paulo). N6s gostariamos de obter a sua permissao para inclui-lo nesta pesquisa.
Para tanto, vocé deve consentir que nds utilizemos a amostra de sémen, somente
apos a realizagdo completa do seu espermograma (n&o sendo, portanto, prejudicado
seu exame).

Riscos e Desconforto: A colheita de sémen deve ser realizada por masturbagao em
um recipiente plastico estéril. Este procedimento pode causar algum desconforto para
VOCE, porém, nao possui nenhum tipo de risco. A colheita de sémen na sala de colheita
do Laboratério de Urologia/Reprodugdo Humana do Hospital Sdo Paulo pode ser
constrangedora. O deslocamento até o local para a colheita também podera ser
inconveniente. Nao havera qualquer ajuda financeira para as despesas de transporte
ou alimentagéo durante a sua estadia. N&o existe risco de que a amostra de sémen
que vocé ira produzir possa gerar filhos. A amostra sera utilizada somente para o
espermograma e, o restante, para os testes envolvidos nesta pesquisa.

Beneficios: Nao existem beneficios para vocé em particular neste estudo.



Tratamentos ou Procedimentos Alternativos: Nao existem tratamentos ou
procedimentos alternativos ao qual vocé possa optar, entretanto, vocé pode escolher
por nao participar deste estudo.

Esclarecimento sobre a pesquisa: Em qualquer etapa deste estudo vocé tera livre
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais duvidas. A principal investigadora a ser procurada € a Larissa Berloffa
Belardin que pode ser encontrada no seguinte enderego: Rua Embadu, 231 - Centro
de Pesquisa em Urologia. Telefone: 3807- 4062. Se vocé tiver alguma consideragao
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) - Rua Botucatu, 572 - 1° andar - ¢j 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 -
e-mail: cepunifesp@epm.br.

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

Confidencialidade: As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes e a confidencialidade de todos os seus registros sera mantida; entretanto,
a Escola Paulista de Medicina/UNIFESP e o Ministério da Saude poderdo encaminhar
0S seus registros se necessario.

Duvidas sobre a Pesquisa: Se vocé tiver qualquer duvida sobre a pesquisa ou
desenvolver qualquer problema relacionado a ela, vocé devera entrar em contato com
a pesquisadora principal Larissa Berloffa Belardin, que pode ser encontrada no
laboratério na Rua Embau, 231; telefone: 3807- 4062.

Despesa e Compensagao: Nao serdo cobertas despesas pessoais de participantes
desta pesquisa em qualquer fase do estudo incluindo exames, procedimentos,
consultas e hospitalizagdo. Também ndo ha compensagao financeira pela sua
participacado. Vocé devera arcar com todas as suas despesas pessoais vinculadas a
sua participagao nesta pesquisa.

Danos relacionados a pesquisa: Se vocé for vitima de qualquer lesao fisica em
decorréncia desta pesquisa havera tratamento médico disponivel. Nao havera
compensagao de nossa parte por perda de dia de trabalho, desconto de salario ou
perdas indiretas por eventuais danos causados por esta pesquisa.

Compromisso do pesquisador: O material coletado sera de uso unico e especifico
para a realizacao da referida pesquisa, sendo esse um compromisso assumido pelo
pesquisador principal.



Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Validagao um painel de biomarcadores
proteicos no plasma seminal de adolescentes com e sem varicocele". Eu discuti com
a pesquisadora Larissa Berloffa Belardin sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagao € isenta
de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal*

* Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura da testemunha
(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel



Anexo 5 — Protocolo completo da técnica de Western blotting.

1) Solugdes a serem preparadas antes de iniciar o Western blotting:

A) Solucdo Estoque de Acrilamida 30:0,8

B) 1.5 M Tris-HCI - pH 8,8

C) 0,5M Tris-HCl —pH 6.8

D) 10% SDS

2) Preparo do mini-gel
Laemmli gel 10% (2 géis): Stacking gel 4% (2 géis):
9 mL acrilamida estoque (Solugao A) 560 pL de acrilamida estoque (Solugéo A)

6,75 mL de 1,5M Tris-HCI (Solugdo B) 420 pL de 0,5M Tris-HCI (Solugéo C)

270 pL de SDS 10% (Solugéo D) 33,4 uL de SDS 10% (Solugéo D)
9,89 mL de agua Milli-Q 2280 uL de agua Milli Q

135 yL de APS* 16,7uL de APS*

9 uL de Temed 2,5 uL de Temed

*0,1g APS para 1 mL de agua Milli Q.

3) Preparo da amostra:
2x treatment buffer (tamp&o de amostra + azul de bromofenol):
Reagentes [Final] Volume ou massa
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,125 M 2,5 mL (2500 pL)
10% SDS 4% 4mL



Glicerol 20% 2mL

Azul de bromofenol 0,02% 2mg

Agua Completar para 10 mL
No momento do uso colocar Beta-mercaptoetanol (5%)

A partir dos dados obtidos do BCA, fazer as contas para obter 50 ug de proteina

por pogo:

[média] de proteina na amostra x 80 (no BCA diluiu para 80 uL de agua

50 ug x 1000/ resultado obtido acima = resultado em pl

Para a solucéo final: mesmo volume de treatment buffer e amostra diluida em
agua:
Ex.: 1,43 pl de amostra de plasma + 13,57 pl de agua+ 15 pl de 2x treatment

buffer = 30 ul no total.

Ap0ss o preparo das amostras aquecé-las em banho seco a 100°C por 5 minutos
e logo apos esse tempo colocar as amostras no gel. Colocar 5 yL do marcador de
massa no primeiro pogo (ex: Full range Rainbow) e nos demais colocar 15 uL de

amostra.

4) Solugao de eletroforese para SDS-PAGE (10X electrophoresis running
buffer):

Reagentes [Final] V ou massa

Tris 0,25M 30,29
Glicina 1,92M 144 g
Agua Completar para 1L

No momento do uso, adicionar 150 mL da solugéo, 1,5 g de SDS e completar
o volume para 1,5L de agua. Assim, a solugao de trabalho tera concentracao final de
0,025 M Tris, 0,192 M de glicina, 0,1% SDS.



5) Corrida:

Fazer a eletroforese com a tensao de 50 V e 400 mA (corrente livre) por 30 minutos

e, depois subir para 150V e 400mA.

6) Transferéncia para membrana de nitrocelulose:

Para fazer a solugao de Towbin Buffer (solugao de transferéncia), utilizar 50 mL
da solucéo para SDS-PAGE (10x electrophoresis running buffer), 0,5 g de SDS e
completar o volume para 400 mL de agua, apos agitar a solugao, passar para uma

proveta e completar o volume para 500 ml de metanol.

Colocar na geladeira para a transferéncia. Transferéncia de 1h e 30 minutos a
25V/200mA

ApOs a transferéncia colocar a membrana de nitrocelulose em um frasco com
20 mL de TTBS 1x por 5 minutos em Shaker.

Transferir deste recipiente para outro com 20 mL de blocking buffer por 1h no
shaker (temperatura ambiente) ou overnight (geladeira). (Blocking buffer 3%: 1,5 g de
BSA + 50 ml de TTBS).

7) Anticorpos:

Diluir o anticorpo primario, de acordo com as recomendagdes do fabricante, em
blocking buffer; Agitar em shaker overnight a 4 °C na geladeira ou por 2h em
temperatura ambiente; Apds esse tempo fazer 3 lavagens de 10 minutos cada em
TTBS (20 mL);

Diluir o anticorpo secundario, de acordo com o fabricante e com o tipo de ECL
a ser utilizado, em blocking buffer e agitar em shaker por 1h; apds esse tempo

fazer 3 lavagens em TTBS de 10 minutos cada.

8) Leitura + ECL:



Corar com ECL (500 pl de sol. A + 500 ul de sol. B) por 1 minuto. Apods a leitura
a membrana pode ser lavada por 5 minutos com TTBS e ser deixada para secar e

ser congelada, para utilizar novamente.



