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Resumo 
 

Objetivo: A composição do plasma seminal pode refletir alterações testiculares 
importantes causadas pelo tabagismo. Sendo assim, a análise da composição 
proteica do plasma seminal tornase um recurso de avaliação dessas alterações. 
Portanto  o  objetivo  desse  estudo  foi  avaliar  proteínas  do  plasma  seminal  de 
homens tabagistas relacionadas à inflamação, ao complexo inflamassomo e às 
heatshock  proteins.  Métodos:  Este  trabalho  foi  dividido  em  3  estudos.  No 
estudo  1,  amostras  seminais  de  59  pacientes  controle  e  39  tabagistas  foram 
utilizadas. Após a coleta e liquefação do sêmen, uma alíquota foi utilizada para 
a análise seminal e o volume remanescente foi centrifugado para a separação 
do plasma seminal. Este foi então utilizado para a avaliação dos níveis seminais 
das proteínas sugeridas, por Western blotting: S100A9 para o grupo tabagista e 
a  SCGB2A1  para  o  grupo  controle.  No  estudo  2,  amostras  seminais  de  37 
pacientes controle e 41 tabagistas foram utilizadas. Após a coleta e liquefação 
do  sêmen,  uma  alíquota  foi  utilizada  para  a  análise  seminal  e  o  volume 
remanescente  foi  centrifugado  para  a  separação do  plasma  seminal.  Este  foi 
então utilizado para a avaliação dos níveis seminais das proteínas do complexo 
inflamassomo,  por  Western  blotting  (ASC,  NLRP3,  Pannexin1,  P2X7),  e  das 
citocinas, por ELISA (Caspase1, IL18 e IL1β). No estudo 3, amostras seminais 

de  30  pacientes  controle  e  31  tabagistas  foram  utilizadas.  Após  a  coleta  e 
liquefação do sêmen, uma alíquota foi utilizada para a análise seminal e o volume 
remanescente  foi  centrifugado  para  a  separação do  plasma  seminal.  Este  foi 
então utilizado para a avaliação da expressão de heat shock proteins (HSP) pelo 
ensaio  Multiplex.  Resultados:  No  estudo  1,  o  nível  seminal  das  proteínas 
S100A9 e SCGB2A1 estava aumentado no grupo tabagista. No estudo 2, o nível 
seminal  da  proteína  ASC  e  da  citocina  IL18  estava  aumentado  no  grupo 
tabagista.  As  proteínas  NLRP3,  Pannexin1,  P2X7,  bem  como  as  citocinas 
Caspase1 e IL1β não diferiram entre os grupos. No estudo 3, o grupo tabagista 

apresentou uma diminuição nos níveis seminais de HSP 90 alpha. Conclusão: 
As  proteínas  do  plasma  seminal  de  homens  tabagistas  refletem  o  perfil 
inflamatório presente nesses pacientes. 
 
Palavraschave: tabagismo; infertilidade masculina; inflamação; proteínas,  
heatshock proteins 
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Abstract 
 

Objective: The composition of seminal plasma may reflect significant testicular 
changes caused by smoking. Thus, the analysis of the protein composition of the 
seminal plasma becomes a resource to evaluate these alterations. Therefore, the 
objetive of this study was to evaluate seminal plasma proteins in smokers related 
to inflammation, inflammasome complex and heatshock proteins. Methods: This 
study was divided into three studies. In study 1, seminal samples from 59 controls 
and 39 smokers were used. After semen collection and liquefaction, an aliquot 
was used for the seminal analysis and the remaining volume was centrifuged for 
seminal  plasma  separation.  Seminal  plasma  was  then  used  to  evaluate  the 
seminal  levels of  the proteins suggested, by Western blotting: S100A9  for  the 
smoking group and SCGB2A1 for the control group. In study 2, seminal samples 
from 37 control patients and 41 smokers were used. After semen collection and 
liquefaction,  an  aliquot  was  used  for  the  seminal  analysis  and  the  remaining 
volume was centrifuged for seminal plasma separation. Seminal plasma was then 
utilized to evaluate the seminal levels of the inflammasome complex proteins by 
Western  blotting  (ASC,  NLRP3,  Pannexin1,  P2X7)  and  cytokines  by  ELISA 
(Caspase1,  IL18  and  IL1β).  In  study  3,  seminal  samples  from  30  control 
patients and 31 smokers were used. After semen collection and liquefaction, an 
aliquot  was  used  for  the  seminal  analysis  and  the  remaining  volume  was 
centrifuged for seminal plasma separation. Seminal plasma was then utilized to 
evaluate  the expression of  heat  shock proteins  (HSP) by  the Multiplex assay. 
Results:  In  study  1,  seminal  levels  of  S100A9  and  SCGB2A1  proteins  was 
increased in the smoking group. In study 2, seminal levels of ASC protein and IL
18 cytokine was increased in the smoking group. The NLRP3, Pannexin1, P2X7 
proteins, as well as the Caspase1 and IL1β cytokines did not differ between the 

groups. In study 3, the smoking group showed a decrease in the seminal levels 
of HSP 90 alpha. Conclusion: The seminal plasma proteins of smokers reflect 
the inflammatory profile present in these patients. 
 

Keywords: smoking; male infertility; inflammation; proteins; heatshock proteins 
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INTRODUÇÃO 
 

A  infertilidade é definida como ausência de gravidez em um casal que 

mantém  relações  sexuais  frequentes  bem  distribuídas  ao  longo  do  ciclo 

menstrual e sem o uso de qualquer método contraceptivo, por no mínimo um ano 

(1).  Cerca  de  10%  a  15%  dos  casais  em  idade  reprodutiva  apresentam 

problemas de  infertilidade, sendo que o  fator masculino está presente em até 

50% dos casos (2).  

Dentre  os  principais  fatores  etiológicos  de  infertilidade  masculina,  têm 

recebido especial destaque aqueles  relacionados aos  fatores ambientais e ao 

estilo de vida, como poluição, etilismo, sedentarismo e tabagismo (3). Segundo 

a Organização Mundial da Saúde, um terço da população com idade superior a 

quinze anos utiliza o cigarro no mundo. O tabagismo está associado a diversos 

riscos ao corpo humano e sabese que, em homens e mulheres, este afeta a 

saúde reprodutiva mais intensamente que o álcool ou a cafeína  (4). No Brasil, 

18,1% da população masculina com mais de 18 anos é  tabagista, sendo que 

5,4% dos homens fumam 20 ou mais cigarros por dia (5). Portanto, chamase a 

atenção  para  o  tabagismo,  pois  ele  pode  constituir  de  fato  um  efeito 

epidemiológico na infertilidade masculina. 

O  cigarro  possui  efeito  prejudicial  na  qualidade  seminal  resultando  na 

diminuição da concentração de espermatozoides e na porcentagem de células 

com motilidade progressiva e morfologia normal (6–11). O tabagismo também é 

associado a um aumento nos níveis de fragmentação do DNA (9,10,12–14) e a 

uma diminuição na atividade mitocondrial dos espermatozoides, bem como a um 

aumento na peroxidação lipídica seminal (9). Além disso, ele também pode afetar 

a espermatogênese por alterar a concentração de hormônios reprodutivos (15), 

como a  testosterona, LH e o FSH, sugerindo que os componentes do cigarro 

podem  atuar  como  disruptores  endócrinos  (16,17).  Ainda,  o  tabagismo  já  foi 

relacionado  à  elevação  na  frequência  de  aneuploidias  (18)  e  defeitos  de 

protaminação  em  espermatozoides  (19)  e  ao  aumento  da  concentração  de 

citocinas no plasma seminal de pacientes  inférteis  (20). Outros estudos ainda 

demonstram que as citocinas podem estar associadas a fragmentação de DNA 

(21). 
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Todavia,  apesar  de  observarmos  uma  baixa  qualidade  funcional  dos 

espermatozoides em diferentes situações, os mecanismos moleculares e as vias 

pósgenômicas  por  meio  dos  quais  o  tabagismo  se  associa  à  diminuição  da 

qualidade  seminal  ainda  não  estão  esclarecidos.  Em  tabagistas,  algumas 

alterações  no  perfil  proteômico  do  plasma  seminal  de  homens  com    e  sem 

varicocele foram encontradas em relação a homens não tabagistas (9,22). Este 

tipo de estudo é caracterizado por não partir de um alvo (untargeted) ou de uma 

via  específica  (unbiased),  mas  de  utilizar  uma  abordagem  que  permite  a 

visualização do proteoma de uma maneira completa. Com isso, estes estudos 

geram uma  lista de proteínas a partir de uma pergunta biológica  (dirigida por 

hipóteses) ao mesmo tempo que geram novas hipóteses (23). 

O plasma seminal constitui o componente líquido do sêmen e é composto 

por lipídeos, proteínas, açúcares e metabólitos, essenciais para o metabolismo 

celular  (24).  As  proteínas  estão  presentes  abundantemente  em  uma 

concentração  que  varia  entre  3555  g/L  (33)  e  o  estudo  delas  é  de  grande 

importância,  já    que estas podem se  ligar ao espermatozoide e atuar na sua 

sobrevivência  (26,27),  na  regulação  da  motilidade  (36–38),  da  capacitação 

(35,39),  da  resposta  imune  no  trato  reprodutivo  feminino  (40),  transcrição  e 

compactação da cromatina (33,34),  na fusão do espermatozoide com o oócito 

(35,36)  e  no  desenvolvimento  embrionário  (37).  As  principais  funções  das 

proteínas  do  plasma  seminal  são  ligação  ao  espermatozoide  e/ou  oócito, 

atividade catalítica e transdução do sinal (25,38).  

O proteoma, conjunto de proteínas expressas por um genoma, tem sido 

de  grande  importância  para  identificar  e  validar  potenciais  marcadores 

moleculares  que possam  implementar  condições diagnósticas  (39).  A  maioria 

das  proteínas  do  plasma  seminal  se  originam  nas  vesículas  seminais  e  na 

próstata e cerca de 11% da composição proteica é proveniente dos testículos e 

epidídimos  (40).  Assim,  o  proteoma  do  plasma  seminal  reflete  diretamente  a 

espermatogênese e a maturação no epidídimo. Portanto, é possível hipotetizar 

que  alterações  nesses  processos  causadas  pelo  tabagismo  podem  alterar  a 

composição  proteica  do  plasma  seminal.  Além  disso,  devido  à  inflamação 

sistêmica causada pelo tabagismo (41), a secreção de proteínas pelas glândulas 

sexuais  masculinas  também  pode  estar  alterada,  refletindo  em  alterações no 

plasma seminal.  
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Baseado nessas informações, um estudo anterior do nosso grupo realizou 

a análise proteômica do plasma seminal de homens tabagistas comparados a 

homens  não  tabagistas.  Foram  identificadas  422  proteínas,  das  quais  1  era 

exclusiva e 27 hiperexpressas no grupo controle e 6 estavam hiperexpressas no 

grupo tabagista. Naquele estudo, a análise do enriquecimento funcional permitiu 

observar enriquecidas as  funções de  imunidade  inata e  resposta ao estresse. 

Então, a partir dessas proteínas foi realizada a estatística multivariada, e com as 

15 principais proteínas do modelo nós realizamos a análise discriminante. Como 

resultado  dessa  análise,  a  proteína  S100A9  foi  capaz  de  predizer  o  grupo 

tabagista  e  a  MammaglobinB  foi  capaz  de  predizer  o  grupo  controle  (14). 

Portanto,  como  desdobramento  daquele  estudo,  algumas  perguntas 

permaneceram:  

1.  Como essas proteínas foram geradas pela abordagem shotgun, esses 

resultados de diferença quantitativa podem ser confirmados? 

2.  Qual o papel da imunidade inata no perfil inflamatório seminal desses 

pacientes? 

3.  Os pacientes apresentam algum tipo de resposta seminal ao efeito do 

tabagismo? 

Portanto, dividimos este trabalho em três estudos, com foco na população 

masculina tabagista: análise confirmatória de proteínas seminais  inflamatórias, 

expressão  de  mediadores  inflamatórios  no  plasma  seminal  e  avaliação  dos 

níveis de expressão de heat shock proteins no plasma seminal. 
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ESTUDO 1 

 
Análise confirmatória de proteínas 

seminais inflamatórias em tabagistas 
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1 INTRODUÇÃO  
Com a mudança no estilo de vida da população mundial nos últimos 40 

anos, dados de que o meio ambiente pode afetar a saúde reprodutiva masculina 

têm recebido destaque, principalmente fatores como a obesidade, o tabagismo, 

etilismo e a poluição (3). Estudos sobre os efeitos do tabagismo na qualidade 

seminal  ainda  apresentam  resultados  controversos,  e  embora  muitos 

demonstrem  relação  entre  o  tabagismo  e  diminuição  da  concentração, 

morfologia  e  motilidade  dos  espermatozoides,  (9,13,15,42,43)  outros  não 

observam essa relação (16,44,45). Ademais, devemos reforçar que, apesar de 

os  testes  laboratoriais  comuns  avaliarem  a  qualidade  do  sêmen  e  trazerem 

informações  iniciais  importantes, nenhum pode  informar com especificidade e 

sensibilidade se um homem é ou não fértil  (46). Sendo assim, o uso de novas 

abordagens  e  tecnologias  tem  sido de  grande  importância  na  tentativa  de  se 

esclarecer  novos  mecanismos  associados  a  alterações  no  plasma  seminal. 

Alterações nos mecanismos  funcionais  (celulares)  já  foram descritas,  (12,47), 

porém os mecanismos moleculares ainda necessitam ser complementados para 

o melhor entendimento dessas vias (48). Diversos estudos demonstraram uma 

relação entre  infertilidade e alterações no proteoma (49–54) assim como uma 

associação com a qualidade funcional de espermatozoides (55,56). 

Nesse contexto, um estudo anterior do nosso grupo realizou a análise do 

perfil  proteômico  do  plasma  seminal  em homens  tabagistas  (22).  Os homens 

foram divididos em dois grupos: controles não tabagistas e pacientes tabagistas. 

Após a coleta, as amostras foram utilizadas para a realização do espermograma 

e da análise proteômica do plasma seminal. Com os resultados da comparação 

do  perfil  proteômico  do  plasma  seminal  entre  os  grupos,  foram  selecionadas 

duas proteínas diferencialmente expressas, descritas no quadro 1. 

 
Quadro  1.  Proteínas  diferencialmente  expressas  no  plasma  seminal  de 
homens  tabagistas,  encontradas  após  análise  proteômica  e  análise 
estatística multivariada. 

Grupo controle  Grupo tabagista 
UniProt 

AC 
Nome da proteína 
(Nome do gene) 

UniProt 
AC 

Nome da proteína 
(Nome do gene) 

O75556  MammaglobinB (SCGB2A1)  P06702  Protein S100A9 
(S100A9) 
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Como as técnicas de proteômica shotgun possuem uma capacidade de 

identificação  de  peptídeos  e  proteínas  com  elevada  confiança,  mas  as 

informações  de  quantificação  apresentam  variação  excessiva  (em  torno  de 

30%),  são  necessários  estudos  confirmatórios  utilizando  técnicas  clássicas, 

como o Western blotting. Com essa avaliação confirmatória, é possível construir 

uma  relação  entre  a  expressão  dessas  proteínas  no  plasma  seminal  e  o 

tabagismo  (57,58).  Com  isso,  novos  métodos  não  invasivos  de  análise  da 

qualidade  seminal  poderão  ser  desenvolvidos  na  tentativa  de  identificar 

precocemente algum dano no sêmen desses pacientes expostos a algum tipo de 

agente externo,  como o abordado neste estudo. Ou ainda, elucidar possíveis 

mecanismos pelos quais o tabagismo altera o perfil proteômico seminal. Sendo 

assim,  a  hipótese  do  deste  estudo  é  de  que  essas  duas  proteínas  seminais 

possuem seus níveis alterados em homens tabagistas. 
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2 OBJETIVOS 

O  objetivo  deste  estudo  foi  analisar  os  níveis  seminais  das  proteínas 

S100A9 e MammaglobinB em tabagistas. 
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3 MÉTODO 

3.1 Pacientes 

Este  estudo  foi  realizado  no  Departamento  de  Cirurgia,  Disciplina  de 

Urologia da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e foi aprovado pelo 

Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  dessa  Universidade 

(CAAE:43590015.7.0000.5505).  Todos  os  homens  incluídos  neste  estudo 

assinaram  o  termo  de  consentimento  livre  e  esclarecido.  Este  estudo  foi 

financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq), por meio de bolsa de doutorado (processo número 140995/20161). 

Foi realizado um estudo transversal incluindo pacientes com idade entre 

20  e  50  anos  que  procuraram  o  Laboratório  de  Andrologia  do  Setor  de 

Reprodução Humana da Disciplina de Urologia, Departamento de Cirurgia, da 

Universidade  Federal  de  São  Paulo  (UNIFESP).  As  coletas  seminais  foram 

realizadas após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) pelos pacientes. Os pacientes foram divididos em dois grupos: pacientes 

tabagistas e pacientes controle.  

Durante a avaliação clínica dos pacientes ou voluntários,  realizada por 

médicos do setor, um questionário foi preenchido para cada indivíduo, incluindo 

dados  sobre  estilo  de  vida,  índice  de  massa  corpórea  (IMC),  presença  ou 

ausência  de  varicocele  e  histórico  médico. A  varicocele  foi  diagnosticada  por 

exame físico, incluindo palpação escrotal em sala com temperatura (>23 °C) e 

iluminação adequadas, com o homem em posição ortostática. Na presença de 

varicocele, esta foi classificada de acordo com Dubin e Amelar (59) em: grau I 

(dilatação do cordão espermático palpável apenas com a manobra de Valsalva), 

grau II (dilatação do cordão espermático facilmente palpável, demonstrandose 

acentuado  enchimento  venoso  durante  a  manobra  de  Valsalva)  ou  grau  III 

(dilatação  volumosa  do  cordão  espermático  facilmente  visualizada  e  ectasia 

intensificada  durante  manobra  de  Valsalva).  Com  base  nesse  questionário, 

foram  selecionados  os  indivíduos  que  participaram  deste  estudo,  os  quais 

coletaram  as  amostras  seminais  por  masturbação,  com  dois  a  cinco  dias  de 

abstinência ejaculatória e em recipientes de polipropileno estéreis (60). 
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Para o grupo controle, foram selecionados homens com volume ejaculado 

≥ 1,5 mL, concentração de espermatozoides ≥ 15x106/mL de sêmen, motilidade 

progressiva ≥ 32%, morfologia estrita ≥ 4% e concentração de leucócitos inferior 

a  1x106/mL  de  sêmen.  Para  o  grupo  tabagismo,  foram  incluídos  apenas 

indivíduos que usavam ao menos 10 cigarros por dia. Os fatores de exclusão 

para  ambos  os  grupos  foram:  obesidade,  varicocele,  histórico  de  febre  num 

período  de  noventa  dias  anterior  à  coleta  do  sêmen,  evidências  de  infecção 

urogenital, uso de drogas de abuso e histórico de câncer e  cirurgias no  trato 

urogenital ou endocrinopatias. 

 

3.2 Desenho experimental 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Desenho experimental do estudo 1  Análise confirmatória de proteínas 
seminais inflamatórias em tabagistas. 

 

Amostra seminal 
59 controles 
39 tabagistas 

Análise seminal 
(OMS, 2010) 

Volume 
remanescente 

Centrifugação 
800 xG, 30 minutos 

Armazenamento  
20 °C 

Western blotting 
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Após  a  liquefação,  uma  alíquota  do  sêmen  foi  submetida  ao 

espermograma  convencional,  realizada  no  Laboratório  de  Andrologia  da 

UNIFESP, de acordo com as recomendações da Organização Mundial da Saúde 

de 2010  (1).  O  volume  restante das  amostras  foi  encaminhado  ao  Centro de 

Pesquisa em  Urologia  da  UNIFESP para  realização  da  parte  experimental. A 

amostra  foi  centrifugada  a  800  xG  por  30  minutos  e  o  plasma  seminal 

sobrenadante foi congelado sem adição de crioprotetores e mantido a 20 °C até 

o  momento  da  quantificação  das  proteínas.  No  momento  das  análises,  as 

amostras foram centrifugadas a 16.000 xG por uma hora a 4 ºC para remover o 

restante dos debris celulares. Todos os reagentes utilizados neste estudo foram 

adquiridos da Sigma (SigmaAldrich, Missouri, EUA), a não ser quando descrito.  

 

3.3 Análise das proteínas 

Para  a  análise  das  proteínas  associadas  ao  tabagismo,  foi  utilizada  a 

técnica  de  Western  blotting.  Primeiramente,  foi  realizada  a  quantificação  de 

proteínas  totais  do  plasma  seminal  de  cada  amostra,  utilizando  o  método  de 

Ensaio de Proteína BCA  (Ácido Bicinconínico   Método de Lowry modificado) 

(61). Esse método consiste na reação das ligações peptídicas das proteínas do 

plasma  seminal  reduzindo  os  íons  cobre  presentes  na  solução  de  sulfato  de 

cobre (II) adicionada à amostra, de maneira temperaturadependente. Assim, a 

quantidade de cobre reduzido é proporcional à quantidade de proteína presente 

na  amostra.  Posteriormente,  duas  moléculas  de  ácido  bicinconínico  são 

responsáveis pela quelação de cada íon cobre reduzido, formando um complexo 

de  coloração  roxa,  produto  solúvel  em  água,  o  qual  pode  ser  medido  por 

absorbância  a  562  nm  (61).  Para  isso,  primeiramente,  a  solução  de  ácido 

bicinconínico  (SigmaAldrich)  foi  misturada  à  solução  de  sulfato  de  cobre(II) 

(SigmaAldrich), na proporção de 50:1 (v:v). Então, 200 µL dessa solução foram 

adicionados  aos  poços  de  uma  microplaca,  aos  quais  25  µL  das  amostras 

diluídas em água na proporção de 1:80 (v:v)  foram adicionados, em triplicata. 

Uma curva padrão contendo diferentes concentrações de albumina sérica bovina 

(BSA, 0 a 1.000 µg/mL, SigmaAldrich),  também foi adicionada, em duplicata. 

Então,  a  reação  ocorreu  por  trinta  minutos  a  37  °C  em  banhomaria.  A 

quantificação  foi  imediatamente  realizada por espectrofotometria, em  leitor de 
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microplaca  (ELx800  Absorbance  Microplate  Reader,  BioTek  Instruments, 

Vermont,  EUA)  em  um  comprimento  de  onda  de  540  nm.  As  amostras  que 

apresentaram  coeficientes  de  variação  maior  do  que  5%  foram  quantificadas 

para assegurar uma maior precisão na quantificação. 

Após a quantificação, um volume correspondente a 50 µg de proteínas foi 

homogeneizado com água para a obtenção de um volume final de 7,5 µL, que 

foi diluído no mesmo volume (v:v) de tampão de amostra (0,125 M TrisHCl pH 

6,8, 4% [p:v] SDS, 20% [v:v] glicerol, 5% [v:v] Betamercaptoetanol, 0,02% azul 

de bromofenol), totalizando 15µL de solução que foi utilizada para a eletroforese 

em gel de poliacrilamida. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100 
oC por cinco minutos, e adicionadas a um gel de poliacrilamida (SDSPAGE) a 

4% para o stacking gel e a 10% para o  running gel. Como marcador de peso 

molecular, utilizamos o SeeBlueTM Plus2 Prestained Protein Standard, de 3 a 

198 kDa. 

 A separação das proteínas foi realizada através de eletroforese a 50 V e 

400  mA  por  trinta  minutos,  em  sistema  de  eletroforese  digital  (mini  VE,  GE 

Healthcare BioSciences,  Nova  Jersey,  EUA).  Após  esse  tempo, a  tensão  foi 

alterada para 150 V, com corrente livre (400 mA), até as amostras atingirem o 

final do gel (aproximadamente duas horas e quinze minutos. 

Em seguida, as proteínas foram transferidas dos géis para as  membranas 

de  nitrocelulose  (GE  Healthcare  BioSciences)  em  sistema  úmido  (mini  VE 

Blotter,  GE  Healthcare  BioSciences)  por  uma  hora  e  trinta  minutos  a  4  ºC, 

utilizandose corrente de 200 mA e tensão de 25 V. Então, as membranas foram 

lavadas com TPBS (Phosphate Buffered Saline [137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 

mM  Na2HPO4;  1,8  mM  KH2PO4],  Tween  20  0,05%  (v:v))  por  cinco  minutos  e 

bloqueadas com solução de bloqueio (3% BSA [p:v] [VWR Life Science, Ohio, 

EUA] em TPBS), sob agitação, por uma hora a temperatura ambiente. 

Em  seguida,  as  amostras  foram  incubadas  por  duas  horas,  em 

temperatura  ambiente,  com  os  anticorpos  primários  específicos  para  as 

proteínas estudadas, diluídos em solução de bloqueio, lavadas por três vezes de 

dez minutos cada com TPBS. Em seguida,  foram  incubadas com o anticorpo 

secundário conjugado à enzima peroxidase, diluído em solução de bloqueio, por 

uma hora em temperatura ambiente, seguido de três lavagens de dez minutos 
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cada,  com  TPBS.  Todas  as  etapas  foram  realizadas  sob  agitação  constante. 

Para cada anticorpo foram padronizadas as seguintes concentrações: 

  AntiS100A9 (SAB2500903, Sigma): solução de bloqueio com BSA 

3% em TPBS; anticorpo primário na concentração de 0,5 μg/mL; 

anticorpo secundário antiIgG de cabra, na concentração 1:20000 

(v:v) (A5420, Sigma).  

  AntiSCGB2A1  (HPA034584,  Sigma):  solução  de  bloqueio  com 

BSA 3% em TPBS; anticorpo primário na concentração 1:325 (v:v); 

anticorpo secundário antiIgG de coelho, na concentração 1:20000 

(v:v) (A0545, Sigma). 

 

Para  a  detecção  por  quimioluminescência,  foi  utilizado  o  reagente 

Enhanced chemiluminescence (ECLTM Western blotting Detection Reagents, GE 

Healthcare),  para  a  posterior  revelação  por  meio  do  analisador  de 

quimioluminescência ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare). Para a análise das 

bandas,  foi  utilizado  o  software  ImageQuant  TL  7.0  (GE  Healthcare  Life 

Sciences, Reino Unido). Quando a proteína apresentou mais de uma banda no 

Western  blotting,  essas  foram  analisadas  separadamente  e  tanto  os  valores 

individuais de cada banda quanto a soma de todas as bandas foram utilizados 

para a análise estatística. 

Para a  incubação de outro anticorpo na mesma membrana, o anticorpo 

anterior foi removido das membranas, por meio da adição de solução de stripping 

(RestoreTM  PLUS  Western  Blot  Stripping  Buffer,  por  trinta  minutos  em 

temperatura ambiente sob agitação constante), seguido de lavagem com PBST 

(1x10 minutos). Então, as membranas foram novamente bloqueadas, incubadas 

com  o  anticorpo  de  interesse,  reveladas  e  analisadas,  como  descrito 

anteriormente.  Para  avaliar  se  a  remoção  dos  anticorpos  foi  eficiente,  uma 

membrana  foi  bloqueada,  incubada  apenas  com  o  anticorpo  secundário  e 

revelada por quimioluminescência. 

Para normalização dos dados, foi utilizado o total de proteínas de cada 

amostra, a fim de se obter um aspecto quantitativo do Western blotting, devido a 

variações experimentais e biológicas  (62,63). Para  isso, as membranas foram 

coradas com Ponceau S solution (SigmaAldrich) por um minuto em agitação e 

lavadas  com  água  milliQ  até  a  remoção  da  coloração  de  fundo.  Então,  as 
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membranas  foram  digitalizadas  no  ImageQuant  LAS4000  (GE  Healthcare)  e 

analisadas no software ImageQuant TL 7.0 (GE Healthcare). A densidade total 

de  cada  amostra  foi  utilizada  para  a  normalização.  Assim,  para  que  tanto 

variações  intra  quanto  intermembranas  fossem  corrigidas,  foi  calculado  um 

fator  de  correção  (FC)  do  total  de  proteínas  para  cada  membrana  (cálculo 

descrito abaixo). Então, o valor do total de proteínas de cada amostra foi dividido 

pelo FC da sua membrana.  

 

𝐹𝐶𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎

=
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑒𝑚 𝑡𝑜𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑒𝑚 𝑡𝑜𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑠 𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎𝑠
 

 

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑜 =  
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐹𝐶𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎
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3.4 Análise estatística 

Para  a  análise  estatística,  foi  utilizado  o  software  PAWS  (SPSS)  18.0. 

Primeiramente, foi realizada a análise estatística descritiva dos dados seminais 

de  cada  amostra.  Para  a  comparação  destas  variáveis  entre  os  grupos, 

primeiramente, foi avaliada a normalidade da distribuição dos dados pelo teste 

de  KolmogorovSmirnov.  Os  grupos  foram  comparados  pelo  teste  de  Mann

Whitney. 

Para a análise dos níveis  seminais das proteínas, o  total  corrigido das 

proteínas  S100A9  e  SCGB2A1  foi  multiplicado  pelo  volume  seminal  de  cada 

amostra,  a  fim  de  obter  a  concentração  das  proteínas  no  plasma  seminal 

(u.a./mL) quanto o nível total de proteínas no ejaculado (u.a. no ejaculado). Os 

valores corrigidos de cada proteína foram transformados pela raiz quadrada, pois 

possuíam valores resultantes de menores ordens de grandeza. A normalidade 

da distribuição dos dados de cada proteína foi avaliada, utilizandose o teste de 

KolmogorovSmirnov.  A  proteína  S100A9  foi  comparada  pelo  teste  de  Mann

Whitney s e a proteína SCGB2A1, pelo teste t de Student. Para todos os casos, 

um alfa de 5% foi adotado.  
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4 RESULTADOS  

Os dados seminais de todos os pacientes estão descritos na Tabela 1. No 

total, cinquenta e nove pacientes foram incluídos no grupo controle, e  trinta e 

nove  no  grupo  tabagista.  O  grupo  tabagista  apresentou  uma  menor 

concentração  e  contagem  total  de  espermatozoides,  quando  comparado  ao 

grupo controle (p=0,047 e 0,013). 
 

Tabela 1. Idade e qualidade seminal de tabagistas e controles incluídos no estudo. 

  Controle 
(n=59) 

Tabagista 
(n=39) 

p 

Idade (anos)       
Mediana; IQ  33,0; 7,0  33,0; 7,0  0,626 
Q1Q3  29,036,0  30,737,0   

Volume ejaculado (mL)       
Mediana; IQ  3,5; 1,6  3,3; 2,0  0,444 
Q1Q3  2,84,4  2,44,2   

Concentração de espermatozoides (milhões/mL)       
Mediana; IQ  69,2; 70,0  50,9; 71,4  0,047 * 
Q1Q3  40,0111,3  25,192,6   

Contagem total de espermatozoides (milhões)       
Mediana; IQ  241,2; 193,4  168,6; 170,10  0,013* 
Q1Q3  158,4342,4  82,5245,2   

Motilidade progressiva dos espermatozoides (%)       
Mediana; IQ  55,0; 14  53,5; 20  0,343 
Q1Q3  45,059,0  40,060,0   

Motilidade não progressiva dos espermatozoides (%)       
Mediana; IQ  5,0; 5,0  5,0; 2,0  0,503 
Q1Q3  4,08,0  4,06,0   

Imotilidade dos espermatozoides (%)       
Mediana; IQ  40,0; 13,0  42,0; 21,0  0,226 
Q1Q3  36,049,0  36,056,2   

Morfologia dos espermatozoides (% normais)       
Mediana; IQ  6,0; 3,0  5,0; 5,0  0,135 
Q1Q3  5,08,0  4,08,5   

Células redondas (milhões/mL)       
Mediana; IQ  1,0; 1,5  0,9; 1,1  0,881 
Q1Q3  0,41,9           0,51,5   

Neutrófilos (milhões/mL)       
Mediana; IQ  0,0; 0,1  0,0; 0,2  0,057 
Q1Q3  0,00,1  0,00,1   

* Diferença significativa (p<0,05). 
IQ: intervalo interquartil 
Q1: quartil 1 
Q3: quartil 3 
 



16 
 

 
 

Tabela 2: Análise dos níveis seminais da proteína S100A9 nos grupos controle e tabagista. Grupos foram 
comparados pelo teste de MannWhitney. 

  Controle 
(n=59) 

Tabagista 
(n=39) 

p 

S100A9 70 kDa % prot total       

Mediana; IQ  0,7 x 104; 2,6 x 104  1,7 x 104; 2,8 x 10 4  0,108 

S100A9 62 kDa % prot total       

Mediana; IQ  1,2 x 10 4; 4,2 x 10 4  3,7 x 10 4; 6,3 x 104  0,099 

S100A9 49 kDa % prot total       

Mediana; IQ  1,9 x 10 4; 3,2 x 10 4  3,3 x 10 4; 14,2 x 10 4  0,120 

S100A9 70 + 62 + 49 kDa % prot total       

Mediana; IQ  5,7 x 10 4; 9,9 x 10 4  11,1 x 10 4; 15,2 x 10 4  0,015 

S100A9 70 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Mediana; IQ  4,8 x 10 2; 0,1  9,2 x 10 2; 0,1  0,243 

S100A9 62 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Mediana; IQ  7,0 x 10 2; 0,2  14,2 x 10 2; 0,4  0,215 

S100A9 49 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Mediana; IQ  11,1 x 10 2; 0,2  15,8 x 10 2; 0,6  0,156 

S100A9 70 + 62 + 49 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Mediana; IQ  35,7 x 10 2; 0,6  66,6 x 102; 1,0  0,038 

S100A9 70 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Mediana; IQ  15,0 x 102; 0,6  30,8 x 10 2; 0,6  0,219 

S100A9 62 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Mediana; IQ  22,6 x 102; 1,0  67,3 x 10 2; 1,2  0,192 

S100A9 49 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Mediana; IQ  46,0 x 10 2; 0,9  63,4 x 102; 2,5  0,108 

S100A9 70 + 62 + 49 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Mediana; IQ  1,0; 2,7  2,2; 5,0  0,023 

* Diferença significativa (p<0,05). 
IQ: intervalo interquartil 
u.a.: unidades arbitrárias 
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Tabela 3: Análise dos níveis seminais da proteína MammaglobinB nos grupos controle e tabagista. Grupos 
foram comparados pelo teste de t de Student. 

  Controle 
(n=59) 

Tabagista 
(n=39) 

p 

MammaglobinB 49 kDa % prot total       

Média; DP  3,6 x 104; 3,2 x 104  3,6 x 104; 3,9 x 104  0,820 

MammaglobinB 38  kDa % prot total       

Média; DP  8,1 x 104; 7,6 x 104  9,1 x 104; 6,8 x 104  0,343 

MammaglobinB 17 kDa % prot total       

Média; DP  1,9 x 104; 2,6 x 104  3,2 x 104; 3,1 x 104  0,021 

MammaglobinB 49+38+17 kDa % prot total       

Média; DP  13,7 x 104; 9,7 x 104  16,0 x 104; 9,5 x 104  0,239 

MammaglobinB 49 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média; DP  2,6 x 101; 2,6 x 101  2,1 x 101; 2,4 x 101  0,343 

MammaglobinB 38  kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média; DP  5,2 x 101; 5,6 x 101  5,3 x 101; 4,8 x 101  0,841 

MammaglobinB 17 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média; DP  1,1 x 101; 0,9 x 101  1,8 x 101; 1,9 x 101  0,042 

MammaglobinB 49+38+17 kDa (u.a./mL no 
sêmen) 

     

Média; DP  8,9 x 101; 6,4 x 101  9,2 x 101; 6,8 x 101  0,913 

MammaglobinB 49 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média; DP  9,6 x 101; 1,14  7,8 x 101; 0,9  0,387 

MammaglobinB 38  kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média; DP  1,8; 2,1  1,9; 1,9  0,817 

MammaglobinB 17 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média; DP  3,8 x 101; 3,4 x 101  6,3 x 101; 7,0 x 101  0,045 

MammaglobinB 49+38+17 kDa (u.a./mL no 
ejaculado) 

     

Média; DP  3,1; 2,5  3,3; 2,6  0,892 

* Diferença significativa (p<0,05). 
DP: desvio padrão 
u.a.: unidades arbitrárias 
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Com  relação  aos  dados  de  Western  blotting,  a  proteína  S100A9  foi 

avaliada em quarenta e oito pacientes do grupo controle e vinte e nove pacientes 

do grupo tabagista. Essa proteína apresentou três bandas diferentes na análise 

por Western blotting, uma com 70 kDa, outra com 62 kDa e outra com 49 kDa 

(Figura 2). A concentração das bandas  individuais não apresentou diferenças 

entre  os  grupos.  Porém,  a  soma  das  três  bandas,  tanto  para  os  valores 

corrigidos, quanto para os valores no plasma seminal (por mL) e por seu nível 

total no ejaculado, apresentaramse maiores no grupo tabagista (p= 0,015, 0,038 

e 0,023), corroborando os dados obtidos na análise proteômica shotgun. 

Para os dados da proteína MammaglobinB, foram avaliados quarenta e 

oito pacientes do grupo controle e vinte e sete do grupo tabagista. Essa proteína 

apresentou três bandas diferentes na análise por Western blotting, uma com 49 

kDa,  outra  com  38  kDa  e  outra  com  17  kDa  (massa  esperada)  (Figura  3).  A 

concentração da banda de 17 kDa apresentouse maior no grupo tabagista, tanto 

para os valores corrigidos, quanto para os valores no plasma seminal (por mL) e 

por  seu  nível  total  no  ejaculado  (p=  0,021,  0,042  e  0,045).  Para  as  demais 

bandas  individuais, não houve diferenças entre os grupos, bem como a soma 

das  três bandas,  tanto  para os  valores  corrigidos,  quanto  para  os  valores  no 

plasma seminal (por mL) e por seu nível total no ejaculado. 
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Figura 2.  Análise dos níveis seminais da proteína S100A9 nos grupos controle e  tabagista.  Imagem dos  resultados de  Western 
blotting, analisados por quimioluminescência. Boxplot da porcentagem de proteína total, concentração no sêmen (valor por mL de 
sêmen) e do nível total no ejaculado (concentração multiplicada pelo volume ejaculado). u.a.  – unidades arbitrárias; *  diferença 
estatisticamente significativa; ° outlier (p<0,05, teste de MannWhitney). 
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p=0,099 
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p=0,192 
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p=0,156 

p=0,108 

p=0,015 

p=0,038 

p=0,023  * 

* 
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Figura 3. Análise dos níveis seminais da proteína SCGB2A1 nos grupos controle e tabagista.  Imagem dos resultados de 
Western blotting, analisados por quimioluminescência. Boxplot da porcentagem de proteína total, concentração no sêmen 
(valor por mL de sêmen) e do nível total no ejaculado (concentração multiplicada pelo volume ejaculado). u.a.  – unidades 
arbitrárias; *  diferença estatisticamente significativa; ° outlier (p<0,05, teste t de Student).

Mammaglobin-B 
49 kDa 
38 kDa 

17 kDa 

p=0,820 

p=0,343 

p=0,387 

p=0,343 

p=0,817  p=0,892 p=0,045 

p=0,913 p=0,042 p=0,841 

p=0,021  p=0,239 * 

* 

* 
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5 DISCUSSÃO  

 

Levandose  em  consideração  as  alterações  seminais  encontradas  em 

pacientes tabagistas, o espermograma ainda é o principal teste realizado para 

iniciarmos  a  avaliação  sobre  alterações  de  fertilidade,  e  mais  recentemente 

alguns testes que avaliam a função dos espermatozoides têm ganhado espaço 

(64,65). Este estudo procurou entender os mecanismos moleculares associados 

às alterações encontradas no sêmen de homens tabagistas.  

Em estudo anterior (14), verificamos que homens tabagistas apresentam, 

no plasma seminal, composição proteica associada a mecanismos inflamatórios 

e  à  função  imune,  caracterizada  principalmente  pela  proteína  S100A9.  Essa 

proteína  pertence  ao  grupo  das  proteínas  ligadoras  de  Ca2+  que  possuem  o 

domínio EFhand, e estão expressas principalmente em macrófagos, mastócitos 

e  neutrófilos  (66).  Esta  proteína  ligase  a  receptores  próinflamatórios  como 

TLR4 e RAGE, essenciais na cascata de iniciação e amplificação da inflamação 

(67), além de estar presente em diversos tipos de tumores (68). A liberação de 

S100A9 pode exercer diversas funções, como a regulação da homeostase do 

cálcio  envolvida  na  fosforilação  de  proteínas,  rearranjo  do  citoesqueleto  e 

migração  celular.  Ainda,  é  uma  proteína  quelante  de  zinco,  podendo  inibir  a 

atividade de enzimas zincodependentes, como as metaloproteinases (69–71). 

A ligação desses metais, como o zinco e o cobre, na presença do cálcio,  modula 

a  mudança  conformacional  da  S100A9,  promovendo  mudanças  estruturais 

importantes, levando à formação de dímeros ou tetrâmeros (72), como os que 

acreditamos  haver  encontrado  neste  estudo.  Concentrações  insuficientes  de 

cálcio aumentam a quantidade de S100A9 local, na tentativa de ocupar o maior 

número de receptores possíveis, quelando o maior número de metais disponíveis 

(73).  Evidências  indicam  que  este  é  o  principal  mecanismo  de  atuação  da 

S100A9 na inibição do crescimento tumoral, juntamente com a apoptose (74). 

Algumas  modificações  póstraducionais  já  foram  descritas  para  essa 

proteína, como a fosforilação e a Snitrosilação, que podem alterar sua função 

(75). No primeiro caso, a fosforilação (adição de grupos fosfato a resíduos de 

serina,  treonina  ou  tirosina)  da  proteína  S100A9  resulta  na  inibição  da 

polimerização da tubulina (76,77). Essa é uma importante modificação, visto que 
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a  tubulina  é  o  principal  componente  do  citoesqueleto  do  flagelo  dos 

espermatozoides  (78),  podendo  levar  a  alterações  no  padrão  de  motilidade 

espermática.  No  segundo  caso,  Jia  e  colaboradores  descreveram  a  proteína 

S100A9  como  uma  transnitrosilase  (79),  ou  seja,  uma  proteína  que  sofre  S

nitrosilação e  também  induz  esse  processo  em outras proteínas.  O  processo 

descrito para essa proteína é extremamente inovador, uma vez que apenas dez 

proteínas com ação de Snitrosilases foram identificadas até o momento (80). A 

Snitrosilação é a modificação póstraducional dependente de óxido nítrico (NO), 

o qual é covalentemente  ligado ao grupo tiol  livre das cisteínas, gerando o S

nitrosotiol (Snitrosoproteínas). Esse é um dos principais mecanismos de ação 

biológica  do  NO,  que  participa  em  diversas  vias  de  sinalização,  como  a 

diferenciação, o desenvolvimento e a morte celular (81). Sendo a S100A9 uma 

transnitrosilase, sua ação pode regular a função de outras proteínas, uma vez 

que este processo pode mediar uma ação tóxica ou protetora, dependendo do 

mecanismo de ação da proteína alvo (80). 

A  ligação  da  S100A9  aos  receptores  RAGE  já  foi  demonstrada  em 

cascatas de sinalização inflamatórias presentes em tumores de próstata, mama, 

pâncreas e pulmão  (82). A ativação desse  receptor  tem sido considerada um 

evento chave no processo inflamatório e alguns estudos o utilizaram como um 

alvo terapêutico; seu bloqueio demonstrou melhorar o tratamento para diabetes, 

doenças neurodegenerativas e alguns tipos de câncer (83–85). Ainda, a ligação 

do complexo formado pela S100A9 com os receptores TLR4 pode resultar em 

um feedback positivo autócrino, levando a um loop das reações de amplificação 

de fatores inflamatórios, como citocinas e quimiocinas (67,86,87).  

Alterações  na  expressão  da  proteína  S100A9  já  foram  associados  à 

NADPH oxidase. A hiperexpressão dessa proteína leva ao aumento da atividade 

da NADPH oxidase, aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) (HOCl, H2O2 e NO) (88). O aumento excessivo e não fisiológico das ERO 

está intimamente ligado com a fragmentação de DNA dos espermatozoides (89). 

Sendo  assim,  podemos  sugerir  que  níveis  aumentados  dessa  proteína  no 

plasma seminal  refletem o estado  inflamatório  testicular presente em homens 

tabagistas. 

A  outra  proteína  avaliada  no  presente  estudo  foi  a  SCGB2A1 

(mammaglobinB,  lipophilinC,  lacryoglobin).  Essa  proteína  foi  inicialmente 
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descrita  como  uteroglobina  por  ter  sido  identificada  em  células  uterinas  de 

coelhos,  e  mais  atualmente  já  foi  encontrada  na  lágrima,  tireóide,  testículo, 

próstata e ovário (90). Mais tarde, com a descoberta de sua presença em outros 

tipos celulares e secreções, sua classificação foi unificada, passando a integrar 

o  grupo  das  secretoglobinas  (91,92).  Diversos  estudos  demonstram  que  as 

secretoglobinas são proteínas multifuncionais, apresentando propriedades anti

inflamatórias/imunomodulatórias.  Essa  proteína  parece  inibir  a  atividade  da 

fosfolipase  A2  (93)  e  ainda  atuar  como  sequestrante  de  moléculas  como 

progesterona  (94),  retinoides  (95),  fosfolípedes,  prostaglandinas  (96)  e  até 

bifenilos policlorados (composto caracterizado como disruptor endócrino) (97). A 

MammaglobinB  é  o  principal  componente  da  prostateína,  uma  proteína 

secretória presente no fluido prostático de ratos (98). A expressão da prostateína 

tem a função de ligação a esteroides, mantendo um nível relativamente alto de 

andrógenos no ambiente prostático (99). Ela também possui ação antioxidante 

e  imunosupressiva  (100),  protegendo  o  espermatozoide  no  trato  reprodutor 

feminino (101). Análises por espectrometria de massas  identificaram proteínas 

análogas a prostateína em humanos (90,102), corroborando a presença dessa 

proteína  no  plasma  seminal.  Todas  essas  atividades  são  reguladas 

essencialmente por hormônios esteroides e, apesar dessa proteína não possui 

uma função fisiológica clara, alguns estudos já identificaram polimorfismos em 

genes associados a doenças inflamatórias e autoimunes (103–105). 

A  MammaglobinB  possui  uma  massa  de  aproximadamente  17  kDa  e 

pode  ser  encontrada  em  forma  de  dímeros,  pois  pode  se  agrupar  com  a 

SCGB1D1  (92,106).  Em  nosso  trabalho,  pudemos  encontrar  a  presença  da 

proteína tanto com a massa esperada como em uma massa de 38 kDa, sugestiva 

de ser a forma dimerizada de aproximadamente 34 kDa. Em um estudo anterior 

essa  proteína  foi  encontrada  exclusivamente  no  grupo  controle,  por  meio  da 

técnica de espectrometria de massas (14), fato em desacordo com os resultados 

confirmatórios obtidos no presente estudo, em que verificamos maiores níveis 

no grupo tabagista.  

Análises  proteômicas  labelfree  são  técnicas  que  buscam  visualizar  a 

composição de proteínas em uma dada amostra de interesse, de uma maneira 

abrangente.  Esse  tipo  de  análise  envolve  diversas  etapas,  incluindo  a 

homogeneização  e  extração  de  proteínas,  desnaturação,  digestão  e  a 
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espectrometria de massas em si (107). Geralmente, esse tipo de ferramenta gera 

um volume de dados difícil de serem separados de ruído artefatual da técnica 

sem o uso de programas específicos (108). Sendo assim, para que essa grande 

quantidade  de  dados  gere  informações  relevantes,  há  a  necessidade  de 

padronizarmos  as  análises  dos  dados,  de  acordo  com  as  normas  Human 

Proteome  Organization  (HUPO)  (109).  Ainda  assim,  os  resultados  gerados 

costumam apresentar coeficientes de variação altos, em torno de 33%, mesmo 

utilizando  equipamentos  considerados  estáveis,  como  o  utilizado  em  nosso 

estudo de proteômica (110). Portanto, resultados de experimentos de proteômica 

nem  sempre  são  corroborados  por  técnicas  confirmatórias,  como  o  Western 

blotting. 

Sendo assim, níveis aumentados dessa proteína no plasma seminal de 

homens tabagistas podem refletir a tentativa do trato reprodutor masculino em 

controlar alterações ligadas a concentração de hormônios locais, bem como de 

eliminação de agentes estressores.  
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6 CONCLUSÃO 
 

O  tabagismo  está  associado  a  uma  elevação  dos  níveis  seminais  de 

S100A9 e MammaglobinB, o que  indica a presença de atividade  inflamatória 

seminal. 
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ESTUDO 2 

 
Expressão de mediadores inflamatórios no 

plasma seminal de homens tabagistas 
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1 INTRODUÇÃO 
 

As  interleucinas1  (IL1)  e  IL1β são citocinas próinflamatórias,  que 

ativam a resposta imunológica e a inflamação (111). Ainda, induzem a produção 

de  espécies  reativas  ao  oxigênio,  levando  à  peroxidação  lipídica  e  à 

fragmentação de DNA dos espermatozoides (20). Semelhante às IL1 e IL1β, 

IL18 é responsável pela indução de células T e natural killer, essenciais para a 

resposta a  infecções  (112,113).  Níveis  aumentados  de  interleucina18  (IL18) 

podem refletir danos ao sêmen, e consequentemente infertilidade (114).  

As  IL1β e IL18  são  produzidas  a  partir  do  complexo  inflamassomo 

(Figura 4).  Inflamassomos são complexos macromoleculares aptos a servirem 

como  plataformas  para  ativação  de  citocinas  inflamatórias.  Esse  complexo  é 

formado por um receptor citosólico do tipo NLR, por um domínio recrutador de 

caspase (ASC) e pela prócaspase1 (forma inativa) (115). Esse complexo pode 

ser ativado por uma série de  fatores  (116,117), principalmente pelo efluxo de 

potássio para o meio extracelular, ativando assim os  receptores panexina1 e 

P2X7. Ao ativar o complexo inflamassomo são produzidas caspase1, IL1β e IL

18,  que  são  liberadas  para  o  meio  extracelular  após  sua  produção.  Essa 

liberação  de  citocinas  pode  resultar  na  piroptose,  a  morte  celular  não 

homeostática,  regulada  pela  lise  celular,  e  considerado  um  mecanismo  de 

defesa chave  contra patógenos (118). 

Em um estudo recente foi demonstrado que o complexo inflammasomo é 

responsável pela baixa motilidade dos espermatozoides presente em pacientes 

com  lesão  medular  (119).  Isso  foi  verificado  quando  a  proteína  ASC  foi 

bloqueada in vitro, e a motilidade dos espermatozoides aumentou. Além disso, 

níveis  aumentados  das  proteínas  do  inflamassomo,  ASC  (domínio  do 

recrutamento  de  caspase),  caspase1,  de  IL1β e IL18    estão  presentes  no 

plasma seminal de homens com lesão medular, quando comparados a pacientes 

controle (119).  
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Figura 4. Complexo inflamassomo. Monie, 2013 (120). 
 

 

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que o plasma seminal 

de  homens  tabagistas  apresenta  aspectos  inflamatórios  importantes  (22,52). 

Esse  perfil  inflamatório  seminal  –  ainda  não  completamente  elucidado  em 

homens  tabagistas  –  pode  explicar  as  alterações  funcionais  dos 

espermatozoides  observadas  nesses  pacientes  (9,22).  Como  o  complexo  do 

inflamassomo  participa  do perfil  inflamatório  seminal,  hipotetizamos  que  seria 

uma via por meio da qual o tabagismo poderia levar a alterações seminais.  
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2 OBJETIVO 

Investigar se os níveis de citocinas inflamatórias e dos componentes do 

inflamassomo estão alterados no plasma seminal de homens tabagistas. 
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3 MÉTODO 

3.1 Pacientes 

Este estudo foi desenvolvido entre julho de 2017 e janeiro de 2018 no The 

Miami  Project  to  Cure  Paralysis,  Miller  School  of  Medicine,  da  University  of 

Miami, sob orientação da Dra. Nancy Brackett e  foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa dessa Universidade (CAAE: 43590015.7.0000.5505). Todos 

os homens incluídos neste estudo assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido. Este estudo foi financiado pela Coordenação de Aperfeiçoamento 

de Pessoal de Nível Superior – Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior 

(CAPESPDSE) por meio de bolsa de estágio em pesquisa no exterior (processo 

88881.132658/201601). 

Um estudo transversal foi realizado incluindo homens com idade entre 20 

e  50  anos  que  procuram  o  Setor  de  Reprodução  Humana  da  Disciplina  de 

Urologia,  Departamento  de  Cirurgia,  da  UNIFESP  para  investigação  de 

infertilidade  conjugal  ou  como  voluntários  de  pesquisa.  Foram  incluídos  37 

homens controles e 41 tabagistas exclusivamente de cigarros.  

Durante a avaliação clínica dos pacientes ou voluntários,  realizada por 

médicos do setor, um questionário foi preenchido para cada indivíduo, incluindo 

dados  sobre  estilo  de  vida,  índice  de  massa  corpórea  (IMC),  presença  ou 

ausência  de  varicocele  e  histórico  médico. A  varicocele  foi  diagnosticada  por 

exame físico, incluindo palpação escrotal em sala com temperatura (>23 °C) e 

iluminação adequadas, com o homem em posição ortostática. Na presença de 

varicocele, esta foi classificada de acordo com Dubin e Amelar (59) em: grau I 

(dilatação do cordão espermático palpável apenas com a manobra de Valsalva), 

grau II (dilatação do cordão espermático facilmente palpável, demonstrandose 

acentuado  enchimento  venoso  durante  a  manobra  de  Valsalva)  ou  grau  III 

(dilatação  volumosa  do  cordão  espermático  facilmente  visualizada  e  ectasia 

intensificada  durante  manobra  de  Valsalva).  Com  base  nesse  questionário, 

foram selecionados os indivíduos incluídos neste estudo, os quais coletaram as 

amostras  seminais  por  masturbação,  com  dois  a  cinco  dias  de  abstinência 

ejaculatória e em recipientes de polipropileno estéreis (60). 

Para o grupo controle, foram selecionados homens com volume ejaculado 

≥ 1,5 mL, concentração de espermatozoides ≥ 15x106/mL de sêmen, motilidade 
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progressiva ≥ 32%, morfologia estrita ≥ 4% e concentração de leucócitos inferior 

a  1x106/mL  de  sêmen.  Para  o  grupo  tabagismo,  foram  incluídos  apenas 

indivíduos que usavam pelo menos 10 cigarros por dia. Os fatores de exclusão 

para  ambos  os  grupos  foram:  obesidade,  varicocele,  histórico  de  febre  num 

período  de  noventa  dias  anterior  à  coleta  do  sêmen,  evidências  de  infecção 

urogenital, uso de drogas de abuso e histórico de câncer e  cirurgias no  trato 

urogenital ou endocrinopatias. 

 

3.2 Desenho experimental 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Desenho experimental do estudo 2. Expressão de mediadores inflamatórios no 
plasma seminal de homens tabagistas 
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Após  a  liquefação,  uma  alíquota  do  sêmen  foi  submetida  ao 

espermograma  convencional,  realizada  no  Laboratório  de  Andrologia  da 

UNIFESP, de acordo com as recomendações da Organização Mundial da Saúde 

de 2010 (1). O volume restante das amostras foi  imediatamente encaminhado 

ao Centro de Pesquisa em Urologia da UNIFESP. A amostra foi centrifugada a 

800  xG  por  30 minutos  e  o  plasma  seminal  sobrenadante  foi  congelado  sem 

adição de crioprotetores e mantido a 20 °C até o momento da quantificação das 

proteinas  e  da  análise  das  citocinas.  As  amostras  foram  enviadas  para  a 

Universidade de Miami,  onde  foi  realizada as análises por  Western blotting e 

ELISA. No momento das análises, as amostras foram centrifugadas a 16.000 xG 

por uma hora a 4 ºC para remover o restante dos debris celulares. 

 

 

3.3 Análise por Western blotting 

 
Para  análise  das  proteínas  do  inflamassomo,  foi  utilizada  a  técnica  de 

Western blotting.  Inicialmente, foi  realizada a quantificação de proteínas  totais 

do plasma seminal de cada amostra, utilizando o método de Ensaio de Proteína 

BCA (Ácido Bicinconínico  Método de Lowry modificado), descrito no estudo 1 

(61).  

Para  a  análise  por  Western  blotting,  todos  os  reagentes  e  softwares 

utilizados  foram  da  Biorad  (Laboratories  California,EUA.),  a  não  ser  quando 

descrito. Um volume de plasma seminal correspondente a 50 µg de proteínas de 

cada indivíduo foi homogeneizado com água para a obtenção de um volume final 

de 7,5 µL, que foi diluído em igual volume (7,5 µL) de  tampão de amostra 2x 

Laemmli  sample  buffer  (65,8 mM TrisHCl  pH  6,8;  26,3%  (w/v)  glicerol;  2,1% 

Dodecil  Sulfato  de  Sódio  (SDS);  0,01%  azul  de  bromofenol;  355  mM  2

mercaptoetanol). Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C por cinco 

minutos  e  adicionadas  a  um  gel  de  SDSPolyacrylamide  Gel  Electrophoresis 

(PAGE)  MiniPROTEAN  TGX  Stainfree,  com  concentração  gradiente  de 

poliacrilamida de 420%. Como marcador de peso molecular, foi utilizada uma 

mistura 1:1 do Precision Plus Protein unstained e Precision Plus Protein All Blue.  
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A separação das proteínas foi realizada por meio de eletroforese a 300 V 

e 400 mA por  trinta e cinco minutos, em sistema de eletroforese digital  (Mini

Protean  Vertical  Electrophoresis  Cell).  Após  a  eletroforese,  os  géis  foram 

equilibrados em solução de transferência por 15 minutos. Após esse período, os 

géis foram ativados no analisador de uv/quimioluminescência (ChemiDoc Touch) 

por 45 segundos.   Em seguida, as proteínas  foram transferidas dos géis para 

membranas de nitrocelulose (0,2 μm) em sistema úmido (mini TransBlot Cell) 

por uma hora a 4 ºC, utilizandose corrente de 400mA e tensão de 100 V. Então, 

as membranas foram novamente colocadas no analisador para a obtenção das 

imagens referentes à quantidade total de proteínas (stainfree) por 45 segundos. 

Então,  as  membranas  foram  lavadas  com  Phosphate  Saline  Tween  20 

(TPBS,137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4) por 5 

minutos  e  bloqueadas  com  solução  de  bloqueio  (3%  BSA  em  TPBS),  sob 

agitação, por uma hora a temperatura ambiente. 

Em  seguida,  as  amostras  foram  incubadas  por  duas  horas,  em 

temperatura  ambiente,  com  os  anticorpos  primários  específicos  para  as 

proteínas estudadas, diluídos em solução de bloqueio, lavadas por três vezes de 

dez minutos cada com TPBS. Em seguida,  foram  incubadas com o anticorpo 

secundário conjugado à enzima peroxidase, diluído em solução de bloqueio, por 

uma hora em temperatura ambiente, seguido de três lavagens de dez minutos 

cada,  com  TPBS.  Todas  as  etapas  foram  realizadas  sob  agitação  constante. 

Para cada anticorpo foram padronizadas as seguintes concentrações: 

  ASC  (AB3607,  Millipore):  solução  de  bloqueio  com  BSA  3%  em 

TPBS; anticorpo primário na concentração 1:1000 (v:v); anticorpo 

secundário  antiIgG  de  coelho,  na  concentração  1:20000  (v:v) 

(12348, Millipore).  

  Pannexin 1 (ab124131, Abcam): solução de bloqueio com BSA 3% 

em TPBS; anticorpo primário na concentração 1μg/mL; anticorpo 

secundário  antiIgG  de  coelho,  na  concentração  1:20000  (v:v) 

(12348, Millipore).  

  NLRP3 (ab98151, Abcam): solução de bloqueio com BSA 3% em 

TPBS; anticorpo primário na concentração 1:3000 (v:v); anticorpo 

secundário  antiIgG  de  coelho,  na  concentração  1:20000  (v:v) 

(12348, Millipore).  
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  P2X7R (ab48871, Abcam): solução de bloqueio com BSA 3% em 

TPBS; anticorpo primário na concentração 1,25μg/mL; anticorpo 

secundário  antiIgG  de  coelho,  na  concentração  1:20000  (v:v) 

(12348, Millipore).  

 

Para  a  detecção  por  quimioluminescência,  foi  utilizado  o  reagente 

Enhanced  chemiluminescence  (ECL  PrimeTM  Western  blotting  Detection 

Reagents, GE Healthcare), para a posterior revelação por meio do analisador de 

quimioluminescência ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare). Para a análise das 

bandas,  foi  utilizado  o  software  ImageQuant  TL  7.0  (GE  Healthcare  Life 

Sciences, Reino Unido). Quando a proteína apresentou mais de uma banda no 

Western  blotting,  essas  foram  analisadas  separadamente  e  tanto  os  valores 

individuais de cada banda quanto a soma de todas as bandas foram utilizados 

para a análise estatística. 

Para a  incubação de outro anticorpo na mesma membrana, o anticorpo 

anterior foi removido das membranas, por meio da adição de solução de stripping 

(RestoreTM  PLUS  Western  Blot  Stripping  Buffer,  por  trinta  minutos  em 

temperatura ambiente sob agitação constante), seguido de lavagem com PBST 

(1x10 minutos). Então, as membranas foram novamente bloqueadas, incubadas 

com  o  anticorpo  de  interesse,  reveladas  e  analisadas,  como  descrito 

anteriormente.  Para  avaliar  se  a  remoção  dos  anticorpos  foi  eficiente,  uma 

membrana  foi  bloqueada,  incubada  apenas  com  o  anticorpo  secundário  e 

revelada por quimioluminescência. 

Para normalização dos dados, foi utilizado o total de proteínas de cada 

amostra, a fim de se obter um aspecto quantitativo do Western blotting, devido a 

variações experimentais e biológicas  (62,63). Para  isso, as membranas foram 

coradas com Ponceau S solution (SigmaAldrich) por um minuto em agitação e 

lavadas  com  água  milliQ  até  a  remoção  da  coloração  de  fundo.  Então,  as 

membranas  foram  digitalizadas  no  ImageQuant  LAS4000  (GE  Healthcare)  e 

analisadas no software ImageQuant TL 7.0 (GE Healthcare). A densidade total 

de  cada  amostra  foi  utilizada  para  a  normalização.  Assim,  para  que  tanto 

variações  intra  quanto  intermembranas  fossem  corrigidas,  foi  calculado  um 

fator  de  correção  (FC)  do  total  de  proteínas  para  cada  membrana  (cálculo 
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descrito abaixo). Então, o valor do total de proteínas de cada amostra foi dividido 

pelo FC da sua membrana.  

 

𝐹𝐶𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎

=
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑒𝑚 𝑡𝑜𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑒𝑚 𝑡𝑜𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑠 𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎𝑠
 

 

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑜 =  
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐹𝐶𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎
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3.4 Ensaio ELISA 

Os  níveis  de  Caspase1,  IL1β e IL18  foram  mensurados  no  plasma 

seminal pelo método de ELISA (Enzymelinked immunosorbent assay) (119), e 

os  passos  foram  seguidos  como  descrito  pelo  fabricante  (R&D  Systems  – 

Códigos:  DCA100,  DBP180  e  DLB50).  Todos  os  reagentes  e  anticorpos 

utilizados  nestes  experimentos  estavam  contidos  no  kit  do  fabricante  (R&D 

Systems). Desta forma, primeiramente, foi adicionado 100 µL de plasma seminal 

e da curva padrão na microplaca de 96 poços. A concentração da curva padrão 

contendo concentrações conhecidas do antígeno, em duplicata, foi adicionada a 

cada placa, assim como um controle negativo, contendo apenas o diluente do 

kit. Para a citocina  IL1β foi utilizada uma curva padrão entre 0 pg/mL e 125 

pg/mL. Para a citocina IL18 foi utilizada uma curva padrão entre 0 pg/mL e 1000 

pg/mL. Para a citocina Caspase1, foi utilizada uma curva padrão entre 0 pg/mL 

e 400 pg/mL. 

Então,  a  placa  foi  incubada  por  uma  hora  e  meia,  em  temperatura 

ambiente, no escuro e, após esse procedimento, os poços foram lavados três 

vezes  com  400  µL  de  tampão  de  lavagem  para  a  retirada  do  tampão  de 

revestimento. Em seguida, a placa foi incubada por duas horas, em temperatura 

ambiente, no escuro, com os anticorpos específicos para cada interleucina de 

interesse. Após incubação, a solução foi retirada e os poços foram lavados três 

vezes  com  tampão  de  lavagem.  Em  seguida,  foram  adicionados  200  µL  do 

anticorpo  secundário  conjugado  a  peroxidase,  por  trinta  minutos,  em 

temperatura ambiente e no escuro. Após a incubação, a solução foi retirada e os 

poços foram  lavados  três vezes com tampão de  lavagem. Por  fim, 200 µL de 

solução  contendo  peróxido  de  hidrogênio  e  tetrametilbenzidina  foram 

adicionados em cada poço, como substrato para a peroxidase. A reação ocorreu 

por trinta minutos, seguido da adição de 50 µL de solução 2N de ácido sulfúrico 

para cessar a reação. Para todas as citocinas, a quantificação foi realizada por 

espectrofotometria em leitor de microplaca em um comprimento de onda de 450 

nm  (Omega,  BMG  Labtech).  A  concentração  dos  níveis  de  citocinas  foi 

determinado  em  pg/mL  a  partir  de  uma  curva  padrão,  criada  para  cada 

interleucina. 
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3.5 Análise estatística 

 

Para  a  análise  estatística,  foi  utilizado  o  software  PAWS  (SPSS)  18.0. 

Primeiramente, foi realizada a análise estatística descritiva dos dados seminais 

de  cada  amostra.  Para  a  comparação  destas  variáveis  entre  os  grupos, 

primeiramente, foi avaliada a normalidade da distribuição dos dados pelo teste 

de  KolmogorovSmirnov.  Os  grupos  foram  comparados  pelo  teste  de  Mann

Whitney. 

Para a análise dos níveis  seminais das proteínas, o  total  corrigido das 

proteínas do complexo inflamassomo (ASC, Pannexin 1, NLRP3 e P2X7R) foi 

multiplicado pelo volume seminal de cada amostra, a fim de obter a concentração 

das proteínas no plasma seminal (u.a./mL) quanto o nível total de proteínas no 

ejaculado  (u.a.  no  ejaculado).  Os  valores  corrigidos  de  cada  proteína  foram 

transformados  pela  raiz  quadrada,  pois  possuíam  valores  resultantes  muito 

pequenos  (entre  0  e  1).  A  normalidade  da  distribuição  dos  dados  de  cada 

proteína foi avaliada, utilizandose o teste de KolmogorovSmirnov. A proteína 

Pannexin 1 (bandas de massa 25 kDa e 80 kDa) foi comparada pelo teste de 

MannWhitney e as demais proteínas, pelo  teste  t de  Student. Para  todos os 

casos, um alfa de 5% foi adotado. 

Para a análise dos níveis seminais de citocinas, os valores obtidos foram 

multiplicados  pelo  volume  seminal  de  cada  amostra,  a  fim  de  obter  a 

concentração das citocinas no plasma seminal (pg/mL) quanto o nível total de 

citocinas  no  ejaculado  (pg  no  ejaculado).  Os  valores  de  IL18  foram 

transformados  pela  raiz  quadrada,  pois  possuíam  valores  resultantes  de 

menores  ordens  de  grandeza.  Os  valores  de  Caspase1  e  IL1β foram 

transformados aos seus valores logarítmicos, pois possuíam valores resultantes 

de maiores ordens de grandeza (acima de 10). Os grupos foram comparados 

pelo teste t de Student. Para todos os casos, um alfa de 5% foi adotado.  
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4 RESULTADOS  
Os  dados  das  características  individuais  e  clínicas  dos  indivíduos 

recrutados para esse estudo estão apresentados na Tabela 2. Os homens não 

apresentaram diferenças quanto a idade, volume, motilidade, concentração de 

neutrófilos e células redondas. Os tabagistas apresentaram menor concentração 

(p=0,009),  contagem  total  (p=0,004)  e  morfologia  (p=0,018)  dos 

espermatozoides quando comparado ao grupo controle. 

Para  os  dados  de  Western  blotting,  a  proteína  ASC  apresentou  duas 

bandas diferentes, uma com 50 kDa e outra com 20 kDa (massa esperada). O 

grupo tabagista apresentou uma menor concentração de ASC 20kDa no plasma 

seminal (p=0,037) quando comparado ao grupo controle (Figura 6). Não foram 

observadas diferenças nos níveis totais, concentração no plasma seminal e no 

ejaculado.  

A proteína Pannexin1 apresentou duas bandas diferentes, uma com 80 

kDa e outra com 25 kDa. Não foram encontradas diferenças dessa proteína nos 

níveis  totais,  concentração  no  plasma  seminal  e  no  ejaculado  (Figura  7).  A 

proteína  NLRP3  apresentou  uma  banda  de  118  kDa  (massa  esperada).  Não 

foram encontradas diferenças dessa proteína nos níveis totais, concentração no 

plasma  seminal  e  no  ejaculado  (Figura  8).  A  proteína  P2X7  apresentou  uma 

banda de 31 kDa (massa esperada). Não foram encontradas diferenças dessa 

proteína  nos  níveis  totais  (p=0,683),  concentração  no  plasma  seminal  e  no 

ejaculado (Figura 9). 

Para  os  dados  de  ELISA,  não  foram  encontradas  diferenças  na 

concentração no plasma seminal e no ejaculado para a Caspase1 (Figura 10). 

Para a IL18, a concentração no plasma seminal e no ejaculado apresentouse 

aumentada quando comparada ao grupo controle (p=0,005, 0,019) (Figura 11). 

Para  a  IL1β, não foram encontradas diferenças  na  concentração  no  plasma 

seminal e no ejaculado (Figura 12). 
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Tabela 4: Idade e qualidade seminal de tabagistas e controles incluídos no estudo. 

  Controle 
(n=37) 

Tabagista 
(n=41)  p 

Idade (anos)       
Mediana;IQ  33,0; 7,0  33,0; 6,0  0,362 
Q1Q3  31,037,5  30,736,5   

Volume ejaculado (mL)       
Mediana;IQ  3,7; 1,3  3,6; 1,8  0,730 
Q1Q3  3,24,5  2,54,4   

Concentração de espermatozoides 
(milhões/mL)       

Mediana;IQ  65,3; 51,7  39,5; 49,8  0,009* 
Q1Q3  37,987  25,380,5   

Contagem total de espermatozoides 
(milhões)       

Mediana;IQ  205,2; 243,7  164,7;153,6  0,004* 
Q1Q3  149,7335,3  86,6246,6   

Motilidade progressiva dos 
espermatozoides (%)       

Mediana;IQ  57,0; 14,0  54,0; 15,0  0,613 
Q1Q3  46,058,0  39,756,5   

Motilidade não progressiva dos 
espermatozoides (%)       

Mediana;IQ  5,0; 3,0  4,0; 3,0  0,395 
Q1Q3  4,07,0  4,06,0   

Imotilidade dos espermatozoides (%)       
Mediana;IQ  37,0; 12,0  42,0; 12,0  0,473 
Q1Q3  36,050,0  38,257,5   

Morfologia dos espermatozoides (% 
normais)       

Mediana;IQ  6,0; 3,0  5,0; 4,0  0,018* 
Q1Q3  4,08,0  3,06,5   

Células redondas (milhões/mL)       
Mediana;IQ  1,0; 1,4  1,1; 1,3  0,685 
Q1Q3  0,41,8  0,72,7   

Neutrófilos (milhões/mL)       
Mediana;IQ  0,1; 0,2  0,2; 0,5  0,279 
Q1Q3  0,00,1  0,00,2   

* Diferença significativa (p<0,05). 
IQ: intervalo interquartil 
Q1: quartil 1 
Q3: quartil 3 
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Tabela 5: Análise dos níveis seminais da proteína ASC nos grupos controle e tabagista. Grupos foram 
comparados pelo teste de t de Student. 

  Controle 
(n=37) 

Tabagista 
(n=41) 

p 

ASC 50 kDa % prot total       

Média; DP  2,8 x 103; 2,6 x 103  3,5 x 103; 2,5 x 103  0,197 

ASC 20 kDa % prot total       

Média; DP  6,2 x 103; 9,1 x 103  4,4 x 103; 4,2 x 103  0,505 

ASC 50+20 kDa % prot total       

Média; DP  1,0 x 102; 1,0 x 102  0,8 x 102; 0,5 x 102  0,783 

ASC 50 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média; DP  2,3; 2,4  2,4; 2,2  0,831 

ASC 20 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média; DP  5,2; 7,6  2,2; 2,1  0,037 

ASC 50+20 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média; DP  7,8; 9,1  4,9; 3,3   0,502 

ASC 50 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média; DP  9,1; 10,1  8,4; 7,9  0,880 

ASC 20 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média; DP  20,2; 28,4  9,2; 9,4  0,054 

ASC 50+20 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média; DP  30,2; 35,9  18,6; 14,5   0,442 

* Diferença significativa (p<0,05). 
DP: desvio padrão 
u.a.: unidades arbitrárias 
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Tabela 6: Análise dos níveis seminais da proteína Pannexin1 nos grupos controle e tabagista. Grupos 
foram comparados pelo teste de MannWhitney. 
  Controle 

(n=37) 
Tabagista 

(n=41) 
p 

Pannexin1 80 kDa % prot total       

Mediana; IQ  3,3 x 104; 9,2 x 104   2,8 x 104; 14,6 x 104  0,851 

Pannexin1 25 kDa % prot total       

Mediana; IQ  11,6 x 104; 28,7 x 104  18,6 x 104; 75,5 x 104  0,686 

Pannexin1 80+25 kDa % prot total       

Mediana; IQ  5,9 x 102; 5,0 x 102  6,8 x 102; 8,0 x 102  0,253 

Pannexin1 80  kDa (u.a./mL no sêmen)       

Mediana; IQ  0,3; 0,6  0,2; 0,7  0,643 

Pannexin1 25 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Mediana; IQ  1,1; 2,9  0,6; 3,1  0,829 

Pannexin1 80+25 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Mediana; IQ  2,0; 2,5  1,7; 4,5  0,778 

Pannexin1 80 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Mediana; IQ  1,4; 2,8  1,1; 3,1  0,953 

Pannexin1 25  kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Mediana; IQ  4,1; 10,5  2,2; 13,9  0,975 

Pannexin1 80+25 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Mediana; IQ  7,6; 7,7  6,6; 23,5  0,952 

* Diferença significativa (p<0,05). 
IQ: intervalo uinterquartil 
u.a.: unidades arbitrárias 
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Tabela 7: Análise dos níveis seminais das proteínas NLRP3 e P2X7R nos grupos controle e tabagista. 
Grupos foram comparados pelo teste t de Student. 
  Controle 

(n=37) 
Tabagista 

(n=41) 
p 

NLRP3 118 kDa % prot total       

Média;DP  1,4 x 103; 0,9 x 103  1,7 x 103; 1,3 x 103  0,201 

NLRP3 118 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média;DP  0,9; 0,4  1,2; 1,1  0,537 

NLRP3 118 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média;DP  4,1; 2,5  3,8; 2,6  0,841 

P2X7R 31 kDa % prot total       

Média;DP  4,2 x 103; 2,6 x 103  5,3 x 103; 5,1 x 103  0,683 

P2X7R 31 kDa (u.a./mL no sêmen)       

Média;DP  2,8; 1,8  2,7; 2,2  0,611 

P2X7R 31 kDa (u.a./mL no ejaculado)       

Média;DP  11,4; 7,8  11,2; 10,9  0,600 

* Diferença significativa (p<0,05). 
DP: desvio padrão 
u.a.: unidades arbitrárias 
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Tabela 8: Análise dos níveis seminais da caspase1, interleucina 18 e interleucina 1 β nos grupos controle e 
tabagista. Grupos foram comparados pelo teste t de Student. 
  Controle 

(n=37) 
Tabagista 

(n=41) 
p 

Caspase1 (pg/mL no sêmen)       

Média;DP  40,7; 34,0  51,1; 41,2  0,207 

Caspase1 (pg/mL no ejaculado)       

Média;DP  149,7; 140,7  172,5; 93,7  0,139 

IL18 (pg/mL no sêmen)       

Média;DP  36,3; 46,1  55,0; 35,4  0,005 

IL18 (pg/mL no ejaculado)       

Média;DP  154,4; 206,7  204,7; 143,7  0,010 

IL1β (pg/mL no sêmen)       

Média;DP  72,6; 51,4  77,8; 95,7  0,319 

IL1β (pg/mL no ejaculado)       

Média;DP  297,7; 239,2  316,5; 498,4  0,355 

* Diferença significativa (p<0,05). 
DP: desvio padrão 
u.a.: unidades arbitrárias 
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Figura 6. Análise dos níveis seminais da proteína ASC nos grupos controle e tabagista. Imagem 
dos resultados de Western blotting, analisados por quimioluminescência. Boxplot da porcentagem 
de proteína total, concentração no sêmen (valor por mL de sêmen) e do nível total no ejaculado 
(concentração  multiplicada  pelo  volume  ejaculado).  u.a.  –  unidades  arbitrárias;  *    diferença 
estatisticamente significativa; ° outlier (p<0,05, teste de t de Student). 

 

ASC 
50 kDa 

20 kDa 

p=0,197  p=0,505 

p=0,831  p=0,037 

p=0,880  p=0,054 

p=0,783 

p=0,502 

p=0,442 
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Figura 7. Análise dos níveis seminais da proteína Pannexin1 nos grupos controle e tabagista. Imagem dos 
resultados de Western blotting, analisados por quimioluminescência. Boxplot da porcentagem de proteína 
total,  concentração  no  sêmen  (valor  por  mL  de  sêmen)  e  do  nível  total  no  ejaculado  (concentração 
multiplicada pelo volume ejaculado). u.a. – unidades arbitrárias; *  diferença estatisticamente significativa; ° 
outlier (p<0,05, teste de MannWhitney). 

Pannexin-1 
80 kDa 

25 kDa 

p=0,851  p=0,686 

p=0,829 

p=0,953 

p=0,643 

p=0,975 

p=0,253 

p=0,778 

p=0,952 
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Figura 8.  Análise dos níveis seminais da proteína NLRP3 nos grupos 
controle  e  tabagista.  Imagem  dos  resultados  de  Western  blotting, 
analisados  por  quimioluminescência.  Boxplot  da  porcentagem  de 
proteína  total,  concentração no sêmen  (valor por mL de sêmen) e do 
nível  total  no  ejaculado  (concentração  multiplicada  pelo  volume 
ejaculado).  u.a.  –  unidades  arbitrárias;  *    diferença  estatisticamente 
significativa; ° outlier (p<0,05, teste de t de Student). 

 
 
 

NLRP3  118 kDa 

p=0,201 

p=0,537 

p=0,841 
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Figura  9.  Análise  dos  níveis  seminais  da  proteína  P2X7R  nos  grupos 
controle  e  tabagista.  Imagem  dos  resultados  de  Western  blotting, 
analisados  por  quimioluminescência.  Boxblot  da  porcentagem  de 
proteína  total,  concentração no sêmen  (valor por mL de sêmen) e do 
nível  total  no  ejaculado  (concentração  multiplicada  pelo  volume 
ejaculado).  u.a.  –  unidades  arbitrárias;  *    diferença  estatisticamente 
significativa; ° outlier (p<0,05, teste de t de Student). 
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p=0,600 
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Figura 10. Análise dos níveis seminais da citocina Caspase1 
nos grupos controle e tabagista. Boxplot da concentração no 
sêmen (valor por mL de sêmen) e do nível  total no ejaculado 
(concentração  multiplicada  pelo  volume  ejaculado).  u.a.  – 
unidades  arbitrárias;  *    diferença  estatisticamente 
significativa; ° outlier (p<0,05, teste de t de Student).  

 
 
 
 
 
 
 

p=0,207 

p=0,139 
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Figura 11. Análise dos níveis seminais da citocina IL
18  nos  grupos  controle  e  tabagista.  Boxplot  da 
concentração no sêmen (valor por mL de sêmen) e do 
nível  total  no  ejaculado  (concentração  multiplicada 
pelo volume ejaculado). u.a. – unidades arbitrárias; *  
diferença  estatisticamente  significativa;  °  outlier 
(p<0,05, teste de t de Student).  

 
 
 
 
 
 
 

p=0,005 

p=0,01
9  * 

* 



50 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 12. Análise dos níveis seminais da citocina IL
1β nos grupos controle e tabagista. Boxplot  da 
concentração no sêmen (valor por mL de sêmen) e do 
nível  total  no  ejaculado  (concentração  multiplicada 
pelo volume ejaculado). u.a. – unidades arbitrárias; *  
diferença  estatisticamente  significativa;  °  outlier 
(p<0,05, teste de t de Student).  

p=0,319 

p=0,355 
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5 DISCUSSÃO  
 

O plasma seminal possui a importante função de nutrir do e transportar o 

gameta  masculino  e  também  de  modular  a  função  e  a  interação  dos 

espermatozoides com o trato  reprodutor  feminino, especialmente com relação 

aos  componentes  do  sistema  imune,  tanto  masculino  quanto  feminino  (121), 

Nesse contexto de  imunomodulação, o plasma seminal possui uma variedade 

de moléculas que regulam esse  sistema, como as citocinas (interleucinas 1 α, 

2, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 17, 18 e 23), fator de necrose tumoral (TNFα), 

quimiocinas (IL8), fatores de crescimento (TGFα e β), dentre outros (122,123). 

Nesse  contexto,  devemos  considerar  a  atuação  dessas  substâncias  não 

somente em condições de desequilíbrio, mas também em situações fisiológicas 

normais.  

No  testículo,  as  citocinas  e  os  outros  reguladores  imunológicos  são 

produzidos  principalmente  pelas  células  somáticas,  incluindo  as  células  de 

Sertoli e Leydig, e estão envolvidas na  regulação da espermatogênese  (124). 

Porém,  alguns  estudos  demonstram  que  a  produção  dessas  citocinas  pode 

ocorrer  nas  glândulas  acessórias  do  sistema  reprodutor  masculino,  como  a 

próstata  e  vesícula  seminal,  bem  como  no  epidídimo  (125–128).  A  liberação 

dessas citocinas é regulada pelas células presentes no trato genital masculino, 

incluindo os macrófagos, monócitos, linfócitos, células dendriticas, pela resposta 

a antígenos e patógenos e pela inflamação crônica (129).  

As citocinas não atuam isoladamente, mas sim em conjunto com outras 

citocinas, formando complexos, que podem amentar a toxicidade local gerando 

hiperrespostas.  Um  exemplo  é  a  IL18  em  associação  à  IL12,  que  já  foram 

caracterizadas  como  importantes  fatores  na  geração  da  peroxidação  lipídica 

seminal,  culminando  em  maiores  níveis  de  fragmentação  de  DNA  no 

espermatozoide  (130).  A  atuação  dessas  citocinas  próinflamatórias  e  a 

consequente  redução  de  citocinas  antiinflamatórias  também  já  foi  descrita, 

podendo ser mais um modelo de resposta ao estímulo externo (131). 

O processo inflamatório no trato reprodutor masculino pode causar dano 

testicular, obstrução e ainda afetar a função do espermatozoide. A secreção de 

citocinas é o primeiro sinal de alerta gerado pelo sistema imune no combate à 

inflamação ou infecção. As quimiocinas atuam em sinergismo com células como 
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os leucócitos, atraindoos para o local de ação, gerando uma resposta intensa 

ou até crônica  (132). Macrófagos e neutrófilos no  local da  inflamação  liberam 

espécies reativas de oxigênio, além de citocinas e outros fatores de regulação 

imunológica, os quais já foram associados a danos no espermatozoide. Alguns 

autores  sugerem  que  a  leucocitospermia  seja  um  indicativo  de  infecção  das 

glândulas  acessórias  masculinas,  caracterizada  principalmente  por  níveis 

aumentados de IL1β e IL18 (133). Ainda, esses tipos celulares associados à 

resposta imune, como monócitos e macrófagos, bem como neutrófilos e células 

dendríticas  podem  expressar  receptores  para  componentes  do  complexo 

inflamassomo, um importante regulador da resposta imune inata (134). 

Um  estudo  anterior  do  nosso  grupo  identificou  um  painel  de  proteínas 

diferencialmente expressas em homens tabagistas, além de identificar funções 

celulares  e  moleculares  enriquecidas  no  plasma  seminal  (14).  Dentre  as 

principais,  podemos  destacar  aquelas  associadas  a  resposta  inflamatória 

(ativação  do  complemento,  regulação  de  citocinas  e  apresentação  e 

processamento  de  antígenos).  De  maneira  geral,  pois,  o  sêmen  de  homens 

tabagistas apresenta um aspecto inflamatório. Um estudo proposto por Zhang et 

al. (119) verificou a presença do complexo inflamassomo no sêmen de pacientes 

com lesão medular, através da mensuração de citocinas inflamatórias (caspase 

1, IL18 e IL 1β) e do ASC. Este estudo demonstrou que, nestes pacientes, essas 

citocinas e o ASC estavam aumentados nos pacientes com lesão medular. Este 

aumento poderia ser o responsável pela infertilidade desses pacientes, causada 

principalmente  pela  baixa  motilidade  (135).  No  presente  estudo,  levando  em 

consideração  o  aspecto  inflamatório  do  plasma  seminal,  hipotetizamos  que 

pacientes  tabagistas  poderiam  apresentar  esses  níveis  de  moléculas 

inflamatórias aumentados. 

No presente estudo, foram verificados níveis diminuídos da proteína ASC 

e aumentados da IL18 no plasma seminal de homens tabagistas. O aumento de 

IL18 e a diminuição do ASC, mas não de outros componentes do inflamassomo 

indica que, possivelmente, sua ativação possa ter ocorrido por meio da via não 

canônica (136,137). Essa via leva a ativação da caspase11 (caspase 4 e 5 em 

humanos) ou caspase8, independente do recrutamento da prócaspase1 (138). 

A ativação da caspase8 em leucócitos requer a presença do ASC e do NLRP3, 

regulando  a  maturação  da  IL1β. Já em células epiteliais, foi descrito que a 
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secreção  da  IL18  necessita  da atividade  da  caspase4  e  é  independente  da 

caspase1.  Experimentos  realizados  por  siRNA  knockdown  com  depleção  de 

caspase1  demonstraram  que  todos  os  níveis  de  IL18  secretados  foram 

derivados  da  atividade  da  caspase4  (138).  A  IL18  é  sintetizada  como  um 

precursor  inativo  de  23  kDa,  que  requer  uma  clivagem  por  uma  caspase 

inflamatória ativa para obter sua forma ativa de 18 kDa. Sua função é promover 

a ativação de células natural killer e T, bem como a liberação de interferon 𝛾, 

aumentando os níveis de moléculas de adesão celular, síntese de óxido nítrico 

e  produção  de  quimiocinas;    diferentemente,  temos  a  IL1β, que recruta 

neutrófilos para o local da inflamação (139). Os principais locais de IL18 ativa 

são  os  macrófagos  e  as  células  dendríticas,  porém  sua  forma  inativa  é 

constitutiva de células epiteliais. Uma propriedade única da IL18 é a indução de 

Fas  ligante  (140),  cuja  presença  já  foi  demonstrada  pelo  nosso  grupo  em 

adolescentes  com  varicocele  e  com  baixa  concentração  de  espermatozoides 

(141).  A  caspase4  é  capaz  de  clivar  a  IL18  (142)  no  mesmo  local  de 

processamento  da  caspase1  (143),  ativando  o  inflamassomo  e 

consequentemente  a  piroptose,  uma  forma  de  morte  celular  mediada  por 

inflamação  (144).  Porém,  esse  mecanismo  ainda  necessita  de  mais 

experimentos  para  ser  completamente  elucidado,  uma  vez  que  os  trabalhos 

disponíveis avaliaram esse mecanismo em células intestinais ou em macrófagos. 

No presente estudo não encontramos níveis aumentados de NLRP3 no 

plasma  seminal  de  homens  tabagistas.  A  NLRP3  participa  da  família  dos 

receptores NLR, que compreende cinco subfamílias, das quais a NLRC e NLRP 

são as melhores caracterizadas. Sabese que a ativação da NLRP3 ocorre na 

presença  de  PAMPS    Padrões  Moleculares  Associados  a  Patógenos 

(substâncias  microbianas  que  estimulam  a  imunidade  inata,  como  os  ácidos 

nucleicos,  proteínas,  lipídeos  de  parede  celular  e  carboidratos)  e  DAMPS   

Padrões  Moleculares  Associados  a  Danos  (são  substâncias  endógenas 

produzidas  ou  liberadas  por  células  mortas  ou  danificadas  causadas  por 

infecções) (145). Porém, ainda não foram elucidados os mecanismos pelas quais 

as outras NLR são ativadas.  

Um  estudo  identificou  a  ativação  do  complexo  inflamassomo 

independentemente da Nalp 3 (inserida na família das NLR) mas dependente do 

ASC  (146),  demonstrando  que  este  complexo  possui  inúmeras  formas  de 
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ativação. A ativação do NLRP3 é mediada pela Pannexin1, um canal formador 

de  poro  que  facilita  a  liberação  de  ATP  e  íons  potássio.  O  ATP  liberado  via 

Pannexin1 ativa o receptor de purina P2X7, resultando em um efluxo adicional 

de  potássio  (147).  No  presente  estudo  não  foram  encontrados  níveis 

aumentados dessas proteínas, corroborando o fato de que a via dependente de 

NLRP3 pode não estar ativada em tabagistas. Um outro estudo realizado com 

camundongos  knockout  para  Caspase1  verificou  que  a  NLRP1b  e  a  NLRC4 

induzem  apoptose  em  macrófagos  e  células  epiteliais  ,dependentemente    de 

ASC e caspase8.Interessantemente, esse processo resultaem apoptose e não 

na piropoptose, característica clássica do complexo inflamassomo (148). 

Sendo assim, podemos sugerir que a  inflamação presente no plasma 

seminal de homens tabagistas pode ativar o complexo inflamassomo por meio 

da via nãocanônica, mediada pela caspase11, independente de uma proteína 

acopladora (ASC), com posterior liberação de IL18. 
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6 CONCLUSÃO 
Os  resultados  permitem  concluir  que  há  atividade  do  complexo 

inflamassomo  no  plasma  seminal  de  tabagistas,  indicando  a  atividade  da 

imunidade inata. 
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ESTUDO 3 

Avaliação dos níveis de expressão de 
heat shock proteins no plasma seminal de 

homens tabagistas 
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1 INTRODUÇÃO 

A maturação correta do espermatozoide depende da perda, modificação 

e/ou remodelamento de proteínas no espermatozoide, em resposta a estímulos 

do meio, incluindo o trato reprodutor feminino (149). Por meio da aplicação de 

novas  tecnologias  moleculares  de  análise  bioquímica  e  proteômica,  muitas 

dessas proteínas  têm sido  identificadas. Dentre estas,  as proteínas da classe 

das chaperonas parecem ter um papel indispensável em todos os processos de 

maturação e capacitação espermática (150). 

As Heat shock proteins (HSP) são uma família de proteínas conservadas 

e que possuem um papel importante na homeostase celular e proteção contra 

agentes  estressores  externos.  Estas  proteínas  são  conhecidas  como 

chaperonas, ou seja, proteínas que auxiliam outras proteínas,  e sua expressão 

está  geralmente  associada  a  elevações  de  temperatura,  estresse  físico  ou 

químico, infecções por diversos patógenos, drogas, dentre outros fatores (151); 

entretanto, há HSPs constitutivas, podendo participar de processos fisiológicos, 

e sua expressão está menos suscetível à indução por estresse térmico (152). As 

HSP  são  categorizadas  de acordo  com o  seu  tamanho, e a  família  das  HSP 

incluem as HSP 70, HSP 27, HSP 60, HSP 90 e HSP 100. A atuação dessas 

chaperonas está  intrinsicamente  ligada à  prevenção  do  dobramento  incorreto 

das proteínas, bem como da aceleração do seu dobramento para exercer sua 

função corretamente (153).  

Alguns  estudos  sugerem  que  as  HSP  são  proteínas  reguladoras  do 

sistema imunológico inato e adaptativo, podendo ser encontradas em diversos 

tipos  celulares  e  tecidos  (154).  Algumas  HSP,  como  a  60  são  normalmente 

encontradas  nas  mitocôndrias  e  estão  expressas  nos  estágios  iniciais  da 

espermatogênese, principalmente nas espermatogônias  (155). Esta expressão 

parece  desaparecer  nos  estágios  posteriores  da  espermatogênese, 

reaparecendo após a passagem dos espermatozoides pela cauda do epidídimo 

(156).  Estas  heat  shock  proteins  são  responsáveis  pelo  transporte  e 

remodelamento das proteínas. Já a HSP 70 está associada à ligação a peptídeos 

que foram recentemente sintetizados ou que foram desnaturados, prevenindo a 

agregação e permitindo, assim, que estas se remodelem para uma forma ativa 

(157). A HSP 90 é uma das chaperonas mais abundantes e está presente de 1 
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a 2 % do total de proteínas, e está geralmente associada a HSP 70, prevenindo 

a  agregação  e  melhorando  o  dobramento  das  proteínas  (158).  Ainda,  esta 

proteína é um alvo para a fosforilação de tirosina, extremamente importante no 

processo de capacitação espermática (159). Por fim, as HSP 27 parecem atuar 

ativamente na espermiogênese; seu papel principal está na mediação entre os 

filamentos  de  actina  do  citoesqueleto  e  o  formato  celular,  atuando  na 

polimerização da actina (160). 
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2 OBJETIVO 

Verificar se o tabagismo altera a os níveis de expressão de heat shock 

proteins (HSP) no plasma seminal. 
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3 MÉTODO 

3.1 Pacientes 

Este  estudo  foi  realizado  no  Departamento  de  Cirurgia,  Disciplina  de 

Urologia da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e foi aprovado pelo 

Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  dessa  Universidade  (CAAE 

número43590015.7.0000.5505).  Todos  os  homens  incluídos  neste  estudo 

assinaram  o  termo  de  consentimento  livre  e  esclarecido.  Este  estudo  foi 

financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq),  por  meio  de  bolsa  de  doutorado  (processo  número  

140995/20161). 

Foi realizado um estudo transversal incluindo pacientes com idade entre 

20  e  50  anos  que  procuraram  o  Laboratório  de  Andrologia  do  Setor  de 

Reprodução Humana da Disciplina de Urologia, Departamento de Cirurgia, da 

Universidade  Federal  de  São  Paulo  (UNIFESP).  As  coletas  seminais  foram 

realizadas após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) pelos pacientes. Os pacientes foram divididos em dois grupos: controle 

(n=35) e tabagistas (n=31). 

Durante a avaliação clínica dos pacientes ou voluntários,  realizada por 

médicos do setor, um questionário foi preenchido para cada indivíduo, incluindo 

dados  sobre  estilo  de  vida,  índice  de  massa  corpórea  (IMC),  presença  ou 

ausência  de  varicocele  e  histórico  médico. A  varicocele  foi  diagnosticada  por 

exame físico, incluindo palpação escrotal em sala com temperatura (>23 °C) e 

iluminação adequadas, com o homem em posição ortostática. Na presença de 

varicocele, esta foi classificada de acordo com Dubin e Amelar (59) em: grau I 

(dilatação do cordão espermático palpável apenas com a manobra de Valsalva), 

grau II (dilatação do cordão espermático facilmente palpável, demonstrandose 

acentuado  enchimento  venoso  durante  a  manobra  de  Valsalva)  ou  grau  III 

(dilatação  volumosa  do  cordão  espermático  facilmente  visualizada  e  ectasia 

intensificada  durante  manobra  de  Valsalva).  Com  base  nesse  questionário, 

foram selecionados os indivíduos deste estudo, os quais coletaram as amostras 

seminais por masturbação, com dois a cinco dias de abstinência ejaculatória e 

em recipientes de polipropileno estéreis (60). 
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Para o grupo controle, foram selecionados homens com volume ejaculado 

≥ 1,5 mL, concentração de espermatozoides ≥ 15x106/mL de sêmen, motilidade 

progressiva ≥ 32%, morfologia estrita ≥ 4% e concentração de leucócitos inferior 

a  1x106/mL  de  sêmen.  Para  o  grupo  tabagismo,  foram  incluídos  apenas 

indivíduos que usavam pelo menos 10 cigarros por dia. Os fatores de exclusão 

para  todos  os  grupos  foram:  obesidade,  histórico  de  febre  num  período  de 

noventa dias anterior à coleta do sêmen, evidências de infecção urogenital, uso 

de  drogas  de  abuso  e  histórico  de  câncer  e  cirurgias  no  trato  urogenital  ou 

endocrinopatias. 

 

3.2 Desenho experimental 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 13. Desenho experimental do estudo 3. Avaliação dos níveis de expressão 
de heat shock proteins no plasma seminal de homens tabagistas. 

 

 

Amostra seminal 
35 controles 
31 tabagistas 

Análise seminal 
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Após  a  liquefação,  uma  alíquota  do  sêmen  foi  submetida  ao 

espermograma  convencional,  realizada  no  Laboratório  de  Andrologia  da 

UNIFESP, de acordo com as recomendações da Organização Mundial da Saúde 

de 2010 (1). O volume restante das amostras foi  imediatamente encaminhado 

ao  Centro  de  Pesquisa  em  Urologia  da  UNIFESP  para  realização  da  parte 

experimental. A amostra foi centrifugada a 800 xG por 30 minutos e o plasma 

seminal sobrenadante foi congelado sem adição de crioprotetores e mantido a 

20 °C até o momento da análise por multiplex. No momento das análises, as 

amostras foram centrifugadas a 16.000 xG por uma hora a 4 ºC para remover o 

restante dos debris  celulares.  O sobrenadante,  então,  foi  retirado e utilizados 

para as análises. 

 

3.3 Análise da expressão de proteínas por ensaio Multiplex 

Inicialmente,  realizamos  a  quantificação  de  proteínas  totais  do  plasma 

seminal de cada amostra, utilizando o método de Ensaio de Proteína BCA (Ácido 

Bicinconínico  Método de Lowry modificado) (61) como descito no estudo 1.  

Para  este  estudo,  cinco  biomarcadores  proteicos  foram  analisados  por 

Multiplex:  HSP27  (Total),  HSP27  (pS78/pS82),  HSP60,  HSP70  (HSP72),  e 

HSP90  alpha  (Millipore  kit  48615MAG).  Após  a  quantificação  pelo  BCA,  um 

volume  correspondente  a  4 μg/mL de plasma seminal foi utilizado para as 

análises das Heat Shock Proteins (HSPs). O protocolo seguiu as instruções do 

fabricante e todos os reagentes descritos são parte do kit do MAGPIX. 

Para a detecção das HSPs no plasma seminal, foi adicionado 50 μL de 

Assay  Buffer  em  cada  poço  de  uma  placa  de  96  poços.  A  placa  foi,  então, 

colocada em shaker por 10 minutos, em temperatura Para a detecção das HSPs 

no plasma seminal, foi adicionado 50 μL de Assay Buffer em cada poço de uma 

placa de 96 poços. A placa foi, então, colocada sob agitação por 10 minutos, em 

temperatura  ambiente  (2025  °C).  O  Assay  Buffer  foi  decantado  e  o  volume 

residual  foi  removido  da  placa  por  inversão  em  um  papel  toalha  absorvente. 

Foram adicionados 25 μL da suspensão de HSP Panel Magnetic beads (1X) em 

todos os poços e 25 μL de HeLa Cell Lysate Unstimulated, 25 μL de HeLa Cell 

Lysate HS/Ars and 25 μL de Assay Buffer em seus respectivos poços. Ainda, um 

volume de 25 μL de amostra diluída em Assay Buffer (em uma concentração fina 
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de 4 μg/mL) foi adicionado nos poços correspondentes. A placa foi, então, 

incubada overnight (1618 horas), a 4°C, sob agitação (600800 rpm) e ao abrigo 

da luz. 

Após a  incubação,  o separador magnético  foi acoplado à placa por 60 

segundos, para que as beads, controles e amostras decantem. Após a lavagem 

da placa com Assay Buffer por duas vezes,  foram adicionados 25 μL de HSP 

Panel, Biotin (1X) (anticorpo de detecção) em cada poço, e a placa foi mantida 

sob agitação por 1 hora, em temperatura ambiente. O separador magnético foi 

acoplado  novamente,  por  60  segundos,  para  que  as  beads  e  o  anticorpo  de 

detecção decantem. Então, 25 μL StreptavidinPhycoerythrin foram adicionados 

em  todos  os  poços  e  a  placa  foi  incubada  sob  agitação  por  15  minutos,  em 

temperatura ambiente. Então, 25 μL do Amplification  Buffer  (1X)  foram 

adicionados em cada poço e a placa foi novamente incubada sob agitação, por 

15  minutos  em  temperatura  ambiente.  O  separador  magnético  foi  acoplado 

novamente, por 60 segundos, para que as beads, StreptavidinPhycoerythrin e 

o Amplification Buffer decantem. Foram adicionados 150 μL de Assay Buffer para 

ressuspender  as  beads  e  a  placa  foi  mantida  sob  agitação  por  5  minutos.  A 

leitura da placa foi feita pelo equipamento MAGPIX® (Millipore) e o xPONENT 

software. 

 

3.4 Análise estatística 

Para  a  análise  estatística,  foi  utilizado  o  software  PAWS  (SPSS)  18.0. 

Primeiramente, foi avaliada a normalidade da distribuição dos dados com o teste 

de  KolmogorovSmirnov.  Variáveis  que  não  apresentaram  distribuição  normal 

dos dados foram transformadas aos seus valores logarítmicos anteriormente à 

realização  da  análise  univariada.  Para  as  variáveis  que  mesmo  após  a 

transformação  não  apresentaram  distribuição  normal,  utilizamos  o  teste  de 

MannWhitney.  Os  grupos  foram  comparados  pelo  teste  t  de  Student  para 

amostras  não  pareadas  e  pelo  teste  MannWhitney  para  as  variáveis 

porcentagem  de  espermatozoides  não  progressivos,  células  redondas, 

neutrófilos e contagem total de espermatozoides. Para todos os casos, um alfa 

de 5% foi adotado.  
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4 RESULTADOS  

Os  dados  da  análise  estatística  descritiva  das  análises  seminal,  bem 

como da expressão de proteínas estão descritos nas Tabelas 3 e 4. Para os 

dados da análise seminal, o grupo tabagista apresentou menor concentração de 

espermatozoides  (p=0,004),  menor  contagem  total  de  espermatozoides 

(p<0,001),  menor  motilidade  progressiva  (p=0,018),  maior  porcentagem  de 

espermatozoides imóveis (p=0,012) e menor porcentagem de espermatozoides 

morfologicamente normais (p=0,014).  

Com  relação  a  expressão  de  heat  shock  proteins,  somente  a  HSP  90 

alpha apresentouse diminuída no grupo tabagista (p=0,014). 
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Tabela 9: Idade e qualidade seminal de tabagistas e controles incluídos no estudo 

 

Controle 
(n=35) 

Tabagista 
(n=31)  p 

Volume ejaculado (mL)       
Média; DP  3,8; 1,45  3,3; 1,37  0,191 
IC 95%  [3,3  4,3]  [2,8  3,8]   

Concentração de espermatozoides (milhões/mL)       
Média; DP  106,0; 80,6  56,5; 46,2  0,004* 
IC 95%  [78,3  133,7]  [39,5  73,5]   

Contagem Total de espermatozoides (milhões)       
Mediana; IQ  306,4; 230,4  126,0; 190,9  <0,001* 
Q1Q3  218,0409,6  62,0243,6   

Motilidade progressiva dos espermatozoides (%)       
Média; DP  51,4; 9,8  43,3; 15,6  0,018* 
IC 95%  [48,0  54,8]  [37,6  49,1]   

Motilidade não progressiva dos espermatozoides (%)       
Mediana; IQ  5,0; 4,0  4,0; 3,0  0,495 
Q1Q3  4,07,5  4,06,5   

Imotilidade dos espermatozoides (%)       
Média; DP  42,8; 9,7  50,8; 14,2  0,012* 
IC 95%  [39,5  46,2]  [45,6  56,0]   

Morfologia dos espermatozoides (%)       
Média; DP  7,0; 2,6  5,1; 3,4  0,014* 
IC 95%  [6,1  7,9]  [3,8  6,3]   

Células redondas (milhões/mL)       
Mediana; IQ  0,9; 1,3  0,9; 1,8  0,274 
Q1Q3  0,41,6  0,62,2   

Neutrófilos (milhões/mL)       
Mediana; IQ  0,0; 0,0  0,0; 0,2  0,113 
Q1Q3  0,00,0  0,00,1   

* Diferença significativa (p<0,05). 
 IQ: Intervalo interquartil 
 Q1: Primeiro quartil 
 Q3: Terceiro quartil 
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Tabela  10:  Expressão  das  proteínas  HSP  27  (total),  HSP 
(pS78/pS82),  HSP  60,  HSP  70  e  HSP  90  alpha  nos  grupos 
controle e tabagista.  

  Controle (n=35)  Tabagista (n=31)  p 
HSP 27 (total)       

Média; DP  157,0; 138,1  313,6; 1117,4  0,292 
IC 95%  [108,8  205,2]  [0,0  723,5]   

HSP 27 (pS78/pS82)       
Média; DP  157,4; 168,0  335,5; 440,7  0,100 
IC 95%  [71,0  243,8]  [0,0  1430,4]   

HSP 60       
Média; DP  4,9; 3,3  6,8; 14,4  0,504 
IC 95%  [3,7  6,14]  [0,0  14,5]   

HSP 70 (HSP 72)       
Média; DP  12,1; 7,8  26,2; 98,7  0,467 
IC 95%  [9,4  14,8]  [0,0  65,2]   

HSP 90 alpha       
Média; DP  37,4; 45,7  15,9; 13,1  0,014* 
IC 95%  [21,6  53,1]  [11,0  20,8]   

* Diferença significativa (p<0,05). 
DP  Desvio Padrão 
IC 95%  Intervalo de confiança de 95% da média 
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5 DISCUSSÃO  
  

Células podem responder a uma variedade de estímulos, fisiológicos ou 

não,  sintetizando  proteínas  conhecidas  como  Heat  Shock  Proteins  (HSP).  A 

indução  da  expressão  dessas  moléculas  protege  as  células  de  uma  gama 

enorme  de  agentes  estressores,  como  o  estresse  térmico,  agentes 

quimioterápicos, subnutrição, radiação e inflamação. Inicialmente o estudo das 

HSP mostrou sua ação como chaperonas corretoras do dobramento errôneo de 

proteínas,  acelerando  seu  redobramento  e  renaturação  (161).  Porém,  mais 

recentemente  as  HSP  têm  demonstrado  sua  função  antiapoptótica, 

independente de sua habilidade como chaperona (162). 

A função regulatória das HSP depende de sua habilidade em interagir com 

outras  proteínas  ou  polipeptídeos.  Alguns  estudos  demonstram  que  essas 

proteínas regulam os processos de apoptose em resposta a diversos estímulos. 

A inibição da proteólise e da atividade de caspases já foi descrita para a HSP 

70, bem como a regulação da morte celular mediada pelo citocromo c pela HSP 

27 (163,164). 

Com relação ao estudo das Heat Shock Proteins no plasma seminal, este 

estudo identificou níveis diminuídos da HSP 90 alpha no grupo tabagista. A HSP 

90 alpha é uma proteína citosólica e não necessária para o dobramento de novo 

de  proteínas,  mas  facilita  a  maturação  final  de  proteínas  clientes,  como  as 

proteínas quinases, fatores de transcrição e receptores de hormônios esteroides 

(165). A HSP 90 alpha é induzida sob condições de estresse, e sua ligação a 

nucleotídeos  regula  sua  conformação,  essencial  para  o  equilíbrio  dinâmico 

necessário para sua função (166,167).  

O estudo dessa proteína em camundongos knockout demonstrou que, a 

ausência  do  gene  HSP  90aa1  provoca  a  esterilização  completa  do  animal, 

prejudicando a meiose provavelmente por danificar a dinâmica da formação dos 

microtúbulos. Esse defeito parece ser uma associação do gene HSP90aa1 e o 

CDC2  (quinase  reguladoras  das  fases  G2/M).  Essa  isoforma  parece  ser 

extremamente  necessária  na  primeira  etapa  da  espermatogênese,  e  sua 

ausência  não  é  compensada  pela  isoforma  beta  da  HSP90.  Na  ausência  da 

HSP90 alpha, a parada da meiose na  fase de paquíteno gera uma perda de 
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células germinativas, resultando em túbulos seminíferos vazios e um tamanho 

testicular  reduzido  (168). Essa proteína  também forma  interações  importantes 

com  proteínas  nucleares,  essenciais  para  o  transporte  de  histonas,  do 

citoplasma  de  espermatócitos  primários  para  o  núcleo,  regulando  a  meiose  I 

(169).  

As  HSP  presentes  no  citosol  de  células  somáticas  possuem  inúmeras 

funções.  Porém,  uma  grande  variedade  dessas  proteínas  são  expressas  nos 

espermatozoides, sugerindo sua participação na função correta do gameta (170–

172). Um estudo demonstrou que a HSP90 alpha está presente na junção entre 

a cabeça e a peça intermediária do espermatozoide, indicando sua importância 

no espermatozoide ejaculado e não somente nas fases iniciais da gametogênese 

(173).  A  junção  entre  a  cabeça  e  a  peça  intermediária  do  espermatozoide  é 

chamada  de  envelope  residual  nuclear  e  contém  restos  citoplasmáticos, 

incluindo  chaperonas,  e  é  o  local  de  armazenamento  de  cálcio  nos 

espermatozoides  (174).  A  presença  da  HSP90alpha  nessa  região  pode 

caracterizala como uma proteína constituinte do envelope residual, relacionada 

a homeostase do cálcio. Ademais, um estudo recente demonstrou que a inibição 

da HSP90 afeta o influxo de cálcio em espermatozoides humanos capacitados, 

demonstrando sua importância no processo de fertilização (175). A inibição da 

HSP90 também demonstrou diminuir a motilidade, a hiperativação e a reação 

acrossômica em espermatozoides humanos. Ainda, os níveis de HSP90alpha 

estavam  diminuídos  em  pacientes  oligoastenozoospérmicos  (173).  Podemos 

associar esses resultados com os do presente estudo, o qual verificamos uma 

menor concentração e motilidade dos espermatozoides no grupo tabagista. 

Mais  recentemente  o  estudo  das  Heat  Shock  Proteins  como 

imunomoduladoras  tem ganhado destaque, uma vez que estão presentes em 

algumas  doenças  autoimunes  e  câncer  (176).  O  sistema  imune  consiste  na 

imunidade inata e na adaptativa. A inata fornece a primeira linha de defesa contra 

microorganismos e consiste em mecanismos de defesa celulares e bioquímicos 

que estão preparados para reagir aos produtos de microorganismos e células 

lesionadas, dentre outros fatores. Os principais componentes dessa imunidade 

são os neutrófilos, macrófagos, células dendríticas, natural killer (NK), proteínas 

do  sistema  complemento  e  outros  mediadores  da  inflamação.  A  imunidade 

adaptativa  é  caracterizada  pela estimulação  repetida  do  sistema  imune  a um 
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agente agressor, o que aumenta em magnitude e capacidade defensiva em cada 

exposição, desenvolvendo uma adaptação à infecção (177). 

 A  HSP90  α é predominantemente citosólica, porém pode também 

apresentarse  na  superfície  celular,  em  condições  fisiológicas  ou  de 

desequilíbrio/doenças  (178–181),  facilitando  o  dobramento  e  a  atividade  de 

receptores  nas  células  Nk  e  nos  linfócitos  T  (176).  A  expressão  de  células 

apresentadoras  de  antígenos,  resultante  do  estímulo  do  sistema  imune, 

concomitantemente com moléculas coestimulatórias (CD80/86) leva à ativação 

das  citocinas  que  iniciam  o  recrutamento  das  células  respondedoras  Nk  e  T, 

potencializando o efeito reparador da agressão (182–184). 

A  forma  intracelular  da  HSP90  ligase  a  proteínas  antigênicas  que 

facilitam o processamento para a formação de peptídeos. Esses peptídeos são 

apresentados  ao  MHC  de  classe  I  ou  II  pela  HSP  90  (176).  Já  a  forma 

extracelular  ligase  a  substratos  dos  peptídeos  antigênicos  e  interage  com 

receptores de superfície, que facilitam a captura do complexo HSP90antígeno 

por endocitose. Após a internalização dos antígenos, a HSP facilita a passagem 

dos  peptídeos  para  a  degradação  pelo  proteassoma.  Após  a  clivagem  em 

pequenos  peptídeos,  estes  são  transportados  para  o  retículo  endoplasmático 

e/ou  complexo  de  Golgi  (185).  Portanto,  a  HSP  90  facilita  a  mediação  da 

apresentação de antígenos às células da imunidade inata (186). 

Como  no  presente  estudo  o  nível  seminal  de  HSP  90  alpha  estava 

diminuído, deste resultado surgem duas principais possibilidades a se discutir. 

Por um lado, poderseia hipotetizar que os níveis mais baixos devemse a uma 

maior atividade da HSP 90 extracelular em captar peptídeos antigênicos para 

resposta  imune.  Como  no  tabagismo  há  incremento  no  recrutamento  de 

leucócitos  (12),  essa  hipótese  serve  para  explicar  os  efeitos  observados  em 

tabagistas  –  a  saber,  diminuição  de  motilidade  e  aumento  de  alterações 

funcionais dos espermatozoides.  

Contudo, uma segunda hipótese a ser  considerada é a de que o nível 

reduzido de HSP 90 devase a alteração em sua expressão ou secreção. Nesse 

caso, poderseia  discutir  que  os  eventos  adversos  causados pelo  tabagismo 

também gerariam alteração na expressão de proteínas dessas vias, assim como 

observado em outras vias (14). Interessantemente, a forma citosólica da HSP90 

é secretada via exossomos, que são pequenas vesículas derivadas da própria 
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célula  e  que  são  liberadas  por  diversos  tipos  celulares  em  vários  fluidos 

biológicos (187). Essas microvesículas são liberadas para o espaço extracelular, 

podendo juntarse com lisossomos para degradar proteínas, podem armazenar 

temporariamente  alguma  substância  importante  e  fundirse  com  a  membrana 

plasmática (152,188). Esse transporte de substâncias mediado pelos exossomos 

pode  modular  a  atividade  de  outras  células,  tornandose  uma  importante 

ferramenta  no  controle  da  resposta  celular  (189).  A  alteração  de  proteínas 

exossomais  em  amostras  seminais  já  foi  demonstrada  em  alguns  estudos 

(190,191). 

Sendo  assim, podemos  hipotetizar  que  os  pacientes  tabagistas  podem 

apresentar um prejuízo na formação dos espermatozoides, podendo impactar na 

concentração, motilidade e morfologia, assim como demonstrado no presente 

estudo.  Ainda,  esses  pacientes  podem  apresentar  uma  resposta  imunológica 

prejudicando a apresentação e o processamento de antígenos. 
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6 CONCLUSÃO 

 
Os resultados permitem concluir que o  tabagismo está associado a uma 

redução dos níveis seminais de Heat Shock Protein 90 alpha, o que indica uma 

desregulação do mecanismo homeostático de resposta ao estresse. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Estudos  que  utilizam  a  abordagem  proteômica  têm  recentemente 

ganhado visibilidade na tentativa de usar essa tecnologia como uma ferramenta 

para  entender  os  mecanismos  moleculares  que  regulam  diversas  condições 

biológicas. As proteínas são moléculas que  regulam a dinâmica do  indivíduo, 

seja  em  seu estado  fisiológico  ou mediante  estresse.  Sendo  assim, o  estudo 

dessas moléculas em seu ambiente, bem como dos mecanismos pelos quais 

elas participam, tornase essencial para o entendimento da condição estudada, 

como é o foco do presente estudo. 

O tabagismo como condição clínica na população masculina tem grande 

importância mundial,  pois  a  maioria  dos  homens  que  fumam  estão  em  idade 

reprodutiva. Ainda, o foco do estudo nesses pacientes é uma forma de entender 

como ambas as condições podem estar associadas. Portanto, este trabalho teve 

como enfoque o estudo dos mecanismos moleculares seminais associados ao 

tabagismo. Para isso, um estudo anterior do nosso grupo que realizou a análise 

proteômica  do  plasma  seminal  de  homens  tabagistas  comparados  com 

controles, verificou que homens que fumam apresentam um perfil de proteínas 

diferente de homens não  tabagistas, e esse perfil  reflete essencialmente uma 

atividade  imunológica  exacerbada,  caracterizada  pela  hiperexpressão  de 

proteínas inflamatórias e que participam do sistema imune inato.  

A base do raciocínio por meio do qual a presente tese foi delineada, pois, 

foi a de que o tabagismo leva a um estado seminal inflamatório, e desviado da 

homeostase.  Pode  ser  demonstrado  esse  mesmo  mecanismo  em  outras 

populações estudadas para a infertilidade masculina. Em homens sobreviventes 

de lesão à medula espinhal, há um incremento na produção de proteínas ligadas 

à  resposta  imune  inata  (119). Em adultos e adolescentes com varicocele, um 

estado seminal  inflamatório  já  foi demonstrado, bem como um  incremento na 

atividade  imune  inata  (49–51,65,192),  em  algo  que  discutimos  ser  uma 

homeorese  –  um  desvio  do  estado  homeostático  para  um  estado  alterado 

equilibrado. Ainda, homens com elevação na taxa de fragmentação de DNA dos 

espermatozoides, e homens portadores de tumores de células germinativas de 

testículo também apresentam atividade inflamatória elevada no sêmen. 
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  De  maneira  geral,  os  resultados  da  presente  tese  conduzem  a  esse 

raciocínio. O proteoma observado do plasma seminal apresenta alterações, em 

que duas proteínas com características de atuação na resposta  imune inata e 

em atividade inflamatória estão particularmente desviadas em fumantes. Essas 

proteínas, interessantemente, participam de diversos mecanismos fundamentais 

para os espermatozoides, como na  regulação do metabolismo do Cálcio, que 

participa da capacitação e da reação acrossômica (70). 

Em  seguida,  observamos  uma  elevação  nos  níveis  seminais  de 

interleucina 18 – uma interleucina inflamatória seminal. Nos mesmos pacientes, 

demonstramos que a via de ativação parece ser a  via do  inflamassomo NLR

dependente, vez que os níveis de ASC também estavam elevados. Com isso, o 

tabagismo emula, no sêmen, o que é observado em homens com lesão medular 

– o aspecto inflamatório decorrente de elevada resposta imune inata. 

Por fim, uma importante via de proteínas de resposta ao estresse, com 

participação  no  sistema  seminal  (150)  não  estava  elevada.  Esse  resultado 

demonstra  que,  ao  menos  nos  tabagistas  deste  estudo,  que  eram  fumantes 

crônicos (como o tabagismo se expressa na população, de maneira geral), os 

mecanismos  de  hiperexpressão  de  proteínas  da  família  das  Heat  Shock 

Proteins não estão presentes. Por outro lado, a HSP 90 estava diminuída, o que 

pode decorrer de atividade inflamatória e imune aumentada. 

Com  os  resultados  aqui  apresentados,  podemos  caminhar  com  certa 

firmeza na direção de afirmar que o sêmen de homens tabagistas é inflamatório, 

com resposta imune inata aumentada. Dentre os próximos passos que podemos 

lucubrar a partir de nossos resultados, certamente um é o de identificar o tecido 

de  origem  dessa  resposta  inflamatória  seminal.  Como  o  plasma  seminal  é 

composto por secreções seminíferas, epididimárias, deferenciais, bem como das 

glândulas  sexuais  (próstata,  vesículas  seminais  e  glândulas  bulbouretrais), 

identificar o tecido de origem pode auxiliar no entendimento dos pontos de maior 

atuação do tabagismo. Ademais, podese pensar, com isso, em métodos para 

reverter os (ou proteger dos) efeitos do tabagismo no sêmen, com o intuito de 

melhorar a qualidade dos espermatozoides. Outro passo é o de se verificar como 

a resposta inflamatória seminal se comunica com os espermatozoides. Como há 

intensa  troca  de  informações  entre  os  espermatozoides  e  as  células  do 
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epidídimo, é de interesse que se demonstre como a inflamação pode perturbar 

essa troca, e quais as consequências disso. 

Por obvio, parar de fumar é o melhor primeiro passo. Mas seríamos de 

grande ingenuidade de considerarmos isso real e certo para toda a população. 

Os  resultados  do  presente  estudo,  pois,  podem,  além  do  esclarecimento  à 

comunidade  científica  dos  pontos  acima  elencados,  contribuir  para  elevar  o 

arsenal de informações à disposição do poder público para propor políticas de 

conscientização da população quanto aos danos do tabagismo.  
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