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RESUMO

Hiperviscosidade seminal é uma alteracdo macroscopica do sémen, em que ele ndo se
apresenta liquido apds a degradacdo do codgulo seminal. Ocorre em cerca de 11%-32% dos
ejaculados, mas sua etiologia e impacto sobre a fertilidade masculina ainda ndo estdo bem
entendidos. O objetivo deste estudo é avaliar a concentragdo de mucoproteinas e a atividade
de enzimas proteoliticas em plasmas de espermas com viscosidade normal (normoviscosos) e
com viscosidade elevada (hiperviscosos) em amostras férteis e inférteis. Encontramos que a
hiperviscosidade seminal esta associada a infertilidade masculina, caracterizando-se por:
diminuigdo significativa do volume seminal, concentragdo, motilidade e vitalidade de
espermatozoides. Ainda, a concentracdo de neutrofilos se apresenta significativamente
aumentada nas amostras hiperviscosas. O conteldo mucoproteico total se apresentou reduzido
nas amostras hiperviscosas, assim como nas amostras inférteis, indicando grande deficiéncia
de componentes normais presentes no sémen. Esses resultados sugerem que 0 Sémen
hiperviscoso apresenta menor qualidade que o sémen normoviscoso. Na analise proteolitica
sobre caseina houve um aumento de atividade em amostras hiperviscosas férteis. Resultado
semelhante foi encontrado na analise proteolitica sobre gelatina, em que as metaloproteases
apresentam maior atividade em amostras de sémen hiperviscoso e em amostras provenientes
de pacientes inférteis. Analisando proteases mais especificas, como calicreinas, os resultados
demonstraram que as isoformas teciduais apresentam atividade aumentada em amostras
hiperviscosas, ao passo que as isoformas plasmaticas apresentas maior atividade em amostras
hiperviscosas, assim como nas oriundas de pacientes inférteis. Maior atividade de proteases
sugere que a hiperviscosidade seminal ndo é decorrente da caréncia da acdo proteolitica sobre
as proteinas do coagulo seminal. Como o aumento de enzimas proteoliticas esta associado a
processos inflamatdrios e essas enzimas sdo secretadas pela prostata, nds sugerimos que

pacientes com hiperviscosidade seminal apresentam inflamacao na prostata.

Palavras-chave: Hiperviscosidade seminal, infertilidade masculina, calicreina tecidual,

calicreina plasmatica.



ABSTRACT

Hyperviscous semen is a physical alteration wherein seminal plasma adheres strongly to
itself after coagulum degradation. It occurs in 11%-32% of ejaculates; however, its etiology
and its impact on male fertility are not well understood. The aim of this study is to evaluate
mucoproteins content and to measure protease activity in seminal plasma of normoviscous
and hyperviscous samples from fertile and infertile patients. We found association of
hyperviscosity with seminal characteristics of infertility, showing reduced volume, sperm
concentration, motility and vitality. In addition, hyperviscous semen have significant increase
of neutrophils concentration. The mucoprotein content is reduced in hyperviscous and in
infertile samples, indicating deficiency in seminal plasma components in these ejaculates.
These results suggest that hyperviscous semen have low quality when comparing with
normoviscous semen. Caseinolytic analyses showed an increased activity in fertile
hyperviscous semen. A similar result was found in the gelatinolytic analyses, in which
metalloproteases showed an increased activity in hyperviscous and in infertile groups. In a
more specific analysis with kallikreins, the results revealed an increased activity of tissue
kallikreins in hyperviscous semen, and an increased activity of plasmatic kallikrein in
hyperviscous and in infertile samples. The increased protease activity suggests that
hyperviscosity in not due to the lack of seminal coagulum liquefaction. Considering an
increase of proteolytic enzymes is associated with inflammatory process and the proteases are
secreted from the prostate, we suggest that an inflammatory process in the prostate gland is

happening in the patients with hyperviscous semen.

Keywords: Seminal hyperviscosity, infertile men, tissue kallikrein, plasmatic kallikrein.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sémen

O sémen humano é uma secrecdo produzida pelo trato reprodutor masculino e é
constituido por células e plasma seminal. O principal componente celular é o espermatozoide,
que é o gameta masculino. E produzido nos testiculos e estocado nos epididimos até o
momento da ejaculacdo e normalmente representa mais de 95% das células presentes no
esperma. Outros tipos celulares encontrados sdo células imunoldgicas, células germinativas,
células epiteliais e microrganismos (DU PLESSIS; GOKUL; AGARWAL, 2013; JUYENA,;
STELLETTA, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

Ja o plasma seminal representa mais e 95% do volume do sémen e é constituido pela
mistura de secre¢des provenientes das vesiculas seminais (~60% do volume seminal), prostata
(~30%), glandulas bulbouretrais (~5%), epididimos e testiculos (~5%). O plasma seminal tem
a funcdo de controlar o metabolismo dos espermatozoides e de fornecer um ambiente que
suporte a viabilidade dos espermatozoides ao longo dos tratos reprodutores masculino e
feminino. (ANDRADE-ROCHA, 2005; DU PLESSIS; GOKUL; AGARWAL, 2013;
INTASQUI et al, 2015; JUYENA; STELLETTA, 2012; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010)

Vérias moléculas do plasma seminal controlam o metabolismo dos espermatozoides. As
mais conhecidas delas sdo proteinas seminogelinas e seus derivados. As seminogelinas,
quando integras, inibem motilidade e os processos de capacitagdo espermatica. Ja os produtos
de degradacdo das seminogelinas agem nos processos inversos, induzindo vias metabdlicas
que levam ao aumento de motilidade e a capacitacdo espermatica (ANDRADE-ROCHA,
2005; DE LAMIRANDE, 2007)

Para manter a qualidade dos espermatozoides, o plasma seminal apresenta moléculas de
nutricdo, de defesa imunoldgica e de defesa antioxidante. O plasma € rico em frutose, que €
secretada pelas glandulas vesiculares e que formam a principal fonte de moléculas utilizadas
para a producdo de energia nos espermatozoides. Varias substancias também apresentam
atividade antimicrobiana e protegem os espermatozoides de agentes patogénicos que podem
estar presentes nos tratos reprodutores masculino e feminino. Algumas moléculas ja
identificadas s&o: espermicina, lisozima, lactoferrina, produtos de degradagdo das
seminogelinas (ANDRADE-ROCHA, 2005; SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS, 2010)
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Espécies reativas de oxigénio sdo formadas a partir do metabolismo aerébico dos
espermatozoides e, principalmente, dos neutrofilos. O desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes gera o estresse oxidativo que resulta em danos nas membranas celulares dos
espermatozoides devido a presenca de acidos graxos poli-insaturados. Danos nas membranas
prejudicam motilidade, vitalidade e capacidade fecundante dos espermatozoides. O estresse
oxidativo também pode causar danos na integridade do DNA espermatico, resultando em
falha de desenvolvimento embrionario. Durante a espermatogénese, 0s espermatozoides
perdem grande parte da capacidade antioxidante citoplasmética em decorréncia da perda de
grande parte do citoplasma. Assim, eles ficam dependentes da acdo de antioxidantes presentes
no plasma seminal. O plasma seminal é rico em diversas moléculas antioxidantes enzimaticas
e ndo enzimaticas. Os constituintes enzimaticos representam: superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e sistema glutationa peroxidase/redutase (GPX/GSR). Constituintes néo
enzimaticos incluem: glutationa (GSH), vitaminas C e, Zn®" e diversos aminoacidos e
proteinas. (AGARWAL et al., 2014; LAYALI et al., 2015; SICILIANO et al., 2001)

1.2 Infertilidade Masculina

Estima-se que até 20% dos casais tenham dificuldades para engravidar. Atualmente,
sabe-se que o homem tem participacdo conhecida na infertilidade de cerca 50% desses casais
(Figura 1). Infertilidade masculina é decorrente de disfuncdo do sistema reprodutor
masculino, que resulta nos problemas de produgdo dos gametas masculinos, de producdo das
secrecOes ou de transporte dos gametas e secrecGes ao longo do trato reprodutor masculino.
Entretanto, ainda se entende pouco quais sdo 0s mecanismos moleculares que resultam nesses
problemas. (ANDROLOGY AUSTRALIA, 2014; PFEIFER et al., 2015; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010)
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Causas masculinas e femininas juntas 2 7‘%}
. Causas desconhecidas 1 50/0
Causas femininas apenas 3 80/0
Causas masculinas apenas 20(%:}
| ] | | |
0 20 40 60 80 100

Figura 1. Proporcdo das influéncias masculinas e femininas na infertilidade dos casais
inférteis. (ANDROLOGY AUSTRALIA, 2014)

A primeira etapa de investigagdo da infertilidade masculina é o desenvolvimento da
analise do sémen, o espermograma. Nesse exame, parametros seminais que informam sobre a
producdo de espermatozoides nos testiculos, a secrecdo das glandulas sexuais e a integridades
dos dutos que transportam espermatozoides e secrecdes sdo avaliados. (ANDROLOGY
AUSTRALIA, 2014; PFEIFER et al., 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

Os parametros seminais s&o:

- Coagulacdo/liquefacdo, viscosidade, volume, pH, cor, e turbidez espermaticos
(parametros macroscépicos);

- Quantidade total de espermatozoides no ejaculado, concentracdo, motilidade,
morfologia e vitalidade dos espermatozoides, concentracdo de neutrdfilos (parametros
microscopicos).

Analises adicionais podem ser realizadas na amostra seminal, como testes
imunolégicos, microbioldgicos e de biomarcadores.

O Manual de Examinag&o e Processamento do Sémen Humano da Organizagdo Mundial
da Saiude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010) é a principal referéncia para o
desenvolvimento da andlise seminal e diagndstico de fertilidade. Com base em pesquisas
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sobre infertilidade masculina, 0 Manual estabelece apenas seis parametros, sobre os quais se
apresentam informac@es bibliogréficas suficientes para os elencarem como discriminantes no
diagnostico da fertilidade. Pacientes que apresentam um ou mais desses seis parametros com
valores inferiores aos dos limiares estabelecidos, s&o considerados inférteis. Tabela 1
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

Tabela 1. Os pardmetros seminais, com seus respectivos limiares estabelecidos como
referéncia para classificagdo dos pacientes em ferteis ou inférteis, de acordo com o Manual de
Examinacdo e Processamento de Sémen Humano da Organizacdo Mundial da Saude, 5% Ed.
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

Parametro Seminal Valor minimo de referéncia
Volume seminal 1,5mL

Espermatozoides totais no ejaculado 39 x 10°

Concentracdo de espermatozoides 15 x 106/ mL

Motilidade total (progressivos + ndo progressivos) 40 %

Motilidade progressiva 32 %

Vitalidade 58 %

Morfologia normal 4%

Como a analise seminal informa sobre as condic¢des do trato reprodutor masculino, ela
também ¢é utilizada para obter informacdes clinicas a respeito de outros problemas que podem
acometer o sistema. Em especial, € utilizado para informacdes a respeito de infeccdes,
hiperplasia de préstata e cancer de prostata. (ANDRADE-ROCHA, 2005)

1.3 Hiperviscosidade seminal

Os diferentes componentes do sémen (espermatozoides e as varias secregdes) apenas
entram em contato entre si na ejaculacdo. Um dos primeiros resultados dessa mistura é a
formacdo do codgulo seminal para permitir a deposicdo do sémen na regido posterior da
cavidade vaginal. O codgulo seminal é formado pela agregagdo de proteinas secretadas pelas
vesiculas seminais, em decorréncia da interacdo dessas proteinas com fons de Zn?* prostatico.
As principais proteinas envolvidas sdo as seminogelinas | e Il, que sdo as proteinas mais

abundantes do sémen e representam cerca de 50% do conteudo proteico. Algumas funcdes do
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codgulo sobre os espermatozoides: imobiliza os espermatozoides e inibe a capacitacdo
espermatica prematura. (DE LAMIRANDE, 2007; EMAMI et al., 2009; ESFANDIARI et al.,
2014; SUZUKI et al., 2007)

Dentro de um periodo de até 60 minutos, o codgulo é liquefeito na maior parte das
amostras seminais. Algumas amostras apresentam uma liquefacdo tardia (superior a 60 min),
cuja etiologia € desconhecida. A liquefacdo seminal é decorrente da acdo de proteases que
hidrolisam as proteinas do coagulo a peptideos. Varias proteases da familia calicreina (KLK)
participam desse processo. A principal delas é a calicreina 3 (KLK3), também chamada de
antigeno prostatico especifico (PSA), que é secretada pela prostata sob a influéncia de
androgénios e outros fatores. A liquefacdo do sémen resulta na libertacdo dos
espermatozoides e na ativacdo de processos que induzem motilidade e capacitacdo
espermatica. (ANDRADE-ROCHA, 2005; DE LAMIRANDE, 2007; KALINSKA et al.,
2016; SUZUKI et al., 2007; VEVERIS-LOWE et al., 2007)

Ap6s a liquefagdo, o sémen apresenta-se como um liquido homogéneo de baixa
viscosidade. Entretanto, em alguns casos, 0 sémen se apresenta como um liquido
semigelatinoso apos essa liquefacdo do coagulo, cuja consisténcia ndo diminui com o passar
do tempo. A essa caracteristica, denomina-se hiperviscosidade seminal. (DU PLESSIS;
GOKUL; AGARWAL, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

1.4 Diagnéstico da Hiperviscosidade Seminal

Hiperviscosidade € um parametro avaliado no espermograma de rotina nos laboratorios
de infertilidade através do Teste do Fio Seminal. O sémen hiperviscoso caracteriza-se por se
aderir fortemente em si mesmo quando se é feito a tentativa de pipeta-lo. Assim, a analise
para a detecgdo da hiperviscosidade é feita através da pipetagem do sémen: aspira-se 0 sémen
liquefeito com uma pipeta e pipeta-o. Amostras com viscosidade normal gotejam ao sair da
pipeta, enquanto amostras hiperviscosas formam um fio seminal. Figura 2. Alternativamente,
o teste pode ser realizado com uma haste de vidro que € introduzida e retirada da amostra. Em
amostras de viscosidade normal, o sémen ndo fica aderido a haste; ja amostras hiperviscosas,
aderem & haste formando um fio seminal. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)
Essa analise é qualitativa e € estabelecido um limiar de 2 cm do fio seminal para a amostra ser

classificada como hiperviscosa. As amostras hiperviscosas ainda podem ser subclassificadas
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como suave (fio seminal de 2-4cm), moderada (4-6¢cm) ou grave (> 6 cm). (ELIA et al., 2009;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

. -
Figura 2. Avaliacdo da viscosidade seminal através do Teste de Fio. Amostra seminal

liquefeita é aspirada e pipetada. Sémen normoviscoso goteja; sémen hiperviscoso forma um
fio seminal ao ser pipetado. Na foto, amostra hiperviscosa analisada apds incubacéo por 7 h a
37 °C, evidenciando que a hiperviscosidade nao se altera com o tempo.

1.5 Epidemiologia da Hiperviscosidade Seminal

Andrade-Rocha, analisando 2650 espermogramas para investigacdo da infertilidade ou
para investigagdo de problemas urologicos em homens com até 55 anos, encontrou que a
hiperviscosidade é uma das alteragbes dos pardmetros seminais macroscopicos mais
frequentemente encontrado, ocorrendo em 29% dos pacientes. (ANDRADE-ROCHA, 2005)

Em estudos exclusivos com pacientes que realizaram espermograma para investigacao
da infertilidade ou para uso do sémen nas técnicas de reproducao assistida, a epidemiologia da
hiperviscosidade seminal variou de 11-32%. (ELIA et al., 2009; ELZANATY; RICHTHOFF;
GIWERCMAN, 2004, GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993;
GOPALKRISHNAN; PADWAL,; BALAIAH, 2000)
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1.6 Consequéncias da Hiperviscosidade Seminal na Fertilidade

O impacto da hiperviscosidade na fertilidade ainda é pouco entendido. O Manual da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ndo considera como um fator de infertilidade;
entretanto, varios autores tém sugerido que seja um fator contribuinte para a infertilidade
masculina, em decorréncia da sua frequéncia em pacientes considerados inférteis e sua
associacdo com baixa motilidade dos espermatozoides. Com relacdo a baixa motilidade,
inicialmente acreditava-se que era decorrente da maior resisténcia encontrada pelos
espermatozoides num meio de maior viscosidade. Contudo, quando a viscosidade é reduzida
in vitro, os espermatozoides continuam apresentando menor motilidade, sugerindo que fatores
quimicos estdo envolvidos na limitagdo de movimento dos espermatozoides presentes nas
amostras hiperviscosas. Varios autores acreditam que a menor motilidade desses gametas
prejudique na sua movimentacdo dentro do sistema reprodutor feminino, resultando em
infertilidade. (DAW et al., 2011; DU PLESSIS; GOKUL; AGARWAL, 2013; ESFANDIARI
et al., 2008, 2014; GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993; GOPALKRISHNAN;
PADWAL; BALAIAH, 2000; LAYALI et al., 2015; ROSSI et al., 2004; SICILIANO et al.,
2001)

Com relacdo aos demais parametros seminais, alguns autores também encontram que
outros parametros estdo prejudicados em espermas com viscosidade aumentada. Todavia, ndo
h& um consenso entre os estudos, com diferentes caracteristicas seminais sendo relatas como
associadas a hiperviscosidade. (DAW et al., 2011; ESFANDIARI et al.,, 2008, 2014;
GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993; GOPALKRISHNAN; PADWAL;
BALAIAH, 2000; LAYALI et al., 2015; SICILIANO et al., 2001)

Ha trés estudos que analisaram a integridade do DNA em amostras hiperviscosas. Dois
grupos encontraram que o nivel de fragmentacdo de DNA em amostras hiperviscosas se
assemelha ao encontrado nas amostras normoviscosas, nao indicando associacdo da
hiperviscosidade com danos no DNA. Na contraméo desses resultados, Gopalkrishnan et al
encontraram que a cromatina nos espermatozoides de amostras de viscosidade elevada
apresenta integridade significativamente reduzida. (ESFANDIARI et al., 2014,
GOPALKRISHNAN; PADWAL,; BALAIAH, 2000; KUSSLER et al., 2014).

Além das alteragdes nos parametros seminais, sugere-se ainda que a hiperviscosidade
perturbe a acdo normal das moléculas presentes no plasma seminal. Por exemplo, a alta
viscosidade previne a homogeneizagdo dos crioprotetores no esperma e suas interagdes com

0s espermatozoides, resultando em baixissima vitalidade dos espermatozoides de amostras



17

hiperviscosas ap0s a criopreservacdo, quando comparado com espermas de viscosidade
normal. (KERSHAW-YOUNG; MAXWELL, 2012) Assim, acredita-se que 0 meio
hiperviscoso também interfira negativamente na distribuicdo e funcédo das diversas moléculas
do plasma seminal, prejudicando a capacitacdo espermatica, protecdo contra danos oxidativos,
captacdo de frutose, etc. Esse quadro resultaria em espermatozoides de menor qualidade e
menos aptos para a fertilizacdo. (DU PLESSIS; GOKUL; AGARWAL, 2013; ESFANDIARI
et al., 2008; MENDELUK et al., 2000)

1.7 Hiperviscosidade Seminal na Reproducéo Assistida

Essa elevacdo da viscosidade interfere na correta avaliacdo das amostras no
espermograma e dificulta o manuseio e o adequado processamento do sémen para O
desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida. Dessa maneira, espermas hiperviscosos
tém que ser tratados para reducdo da viscosidade antes de manipulados. (BEHR et al., 2009;
KERSHAW-YOUNG; EVANS; MAXWELL, 2012; KERSHAW-YOUNG; MAXWELL,
2012; KUSSLER et al., 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

O Manual da OMS propde trés diferentes métodos, que sdo 0s mesmos sugeridos para
tratar amostras nédo liquefeitas de sémen. S&o eles: completa diluicdo do sémen em meio
fisioldgico (1:1); passagem do sémen em uma agulha calibre 18-19G por cerca de 6-10 vezes;
ou incubacdo do sémen com a enzima de amplo espectro bromelina (5 IU/ml) por 10 min a 37
°C. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

Além da bromelina, outros agentes quimicos ja foram utilizados em sémen humano para
desfazer a hiperviscosidade seminal: a-amilase, a-quimotripsina, tripsina, plasmina, dornase
pancreatica, esputolisina, n-acetil cisteina. O mais sugerido e utilizado dessas enzimas por
autores para desfazer essa hiperviscosidade tem sido a proteinase a-quimotripsina, devido a
sua eficiéncia e maior seguranca. (AVENDANO et al., 2013; CLARKE, 1982; DAW et al.,
2011; EMAMI et al., 2009; MENDELUK et al., 2000) Em animais, ja foram utilizadas as
seguintes enzimas: tripsina, fibrinolisina, hialuronidase, amilase e colagenase. Dessas, a
colagenase é considerada a mais eficiente e mais segura para o0 uso em animal. (BEHR et al.,
2009; BRAVO et al., 2013; CARRETERO et al., 2012; GIULIANO et al., 2010)

Além de diminuirem a viscosidade seminal, alguns estudos encontram que esses
tratamentos podem trazer beneficios ao sémen, como melhorar a motilidade dos

espermatozoides. Além disso, a diminuicdo da viscosidade aumenta 0 sucesso da
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criopreservacdo seminal. A alta viscosidade previne a homogeneizagdo dos crioprotetores no
esperma e suas interagcbes com o0s espermatozoides; tornando extremamente baixo o sucesso
das técnicas de reproducdo assistida com material hiperviscoso criopreservado gque nao teve a
viscosidade diminuida previamente a criopreservacdo. (DAW et al., 2011; ELIA et al., 2009;
GIULIANO et al., 2010; KERSHAW-YOUNG; MAXWELL, 2012)

Entretanto, ha também estudos que perceberam efeitos danosos nos espermatozoides
quando séo passados pela agulha ou incubados com enzimas. Kussler et al encontraram que a
passagem do sémen pela agulha causa um pequeno aumento na fragmentacdo de DNA total
dos espermatozoides (3,8% para 6,3%). Autores que analisaram a seguranca das diversas
enzimas utilizadas relatam que existe um limiar ténue entre efeitos benéficos nos parametros
seminais (aumento de motilidade) e efeitos maléficos (diminuicdo da motilidade e da
vitalidade); e recomendam que o uso de enzimas deve ser feito seguindo protocolos estritos. O
Manual da OMS adverte que o uso da bromelina pode afetar a morfologia e a motilidade dos
espermatozoides, assim como a bioquimica do plasma seminal. Assim, alguns autores
guestionam a seguranca desses tratamentos. (BRAVO; CCALLO; GARNICA, 2000; ELIA et
al., 2009; KUSSLER et al., 2014)

Com relagdo ao uso de sémen hiperviscoso em técnicas de reproducdo assistida, ha
somente trés estudos. Os dois estudos com inseminacgéo intrauterina (I11U) encontraram que a
taxa de gravidez em IIU é semelhante entre casais com esperma hiperviscoso ou com
viscosidade normal. Entretanto, ao acompanhar a gravidez das pacientes, Esfandiari et al
encontraram que a taxa de abortos é maior nos casais que utilizaram sémen hiperviscoso,
reduzindo o sucesso final do tratamento por IIU nessas pacientes. (DAW et al., 2011;
ESFANDIARI; GOTLIEB; CASPER, 2006) No Unico estudo com Fertiliza¢do in vitro (FIV),
foi encontrado que as taxas de fertilizacdo e de gravidez clinica sdo menores no grupo de
pacientes que utilizou espermatozoides de amostras hiperviscosas. (ESFANDIARI et al.,
2008) Esses resultados indicam que, em ambos os tratamentos (11U e FIV), a alteracdo da
viscosidade seminal contribui negativamente para o sucesso das técnicas de reproducgéo

assistida, resultando em menores taxas de nascidos no final dos tratamentos.

1.8 Etiologia da Hiperviscosidade Seminal

A etiologia da hiperviscosidade seminal ainda n&o foi elucidada. Algumas condigcOes

tém sido sugeridas como fatores causantes ou associados a hiperviscosidade seminal, sendo
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eles: alteracdo de biomarcadores dos 6rgdos do trato reprodutor; inflamacao/infecgéo do trato
reprodutor masculino; estresse oxidativo no sémen; mutacdes genéticas; excesso oligoproteico

no sémen; reducdo de proteases seminais.

1.8.1 — Biomarcadores dos érgdos do trato reprodutor

Frutose e fosforo sdo utilizados como biomarcadores de vesiculas seminais; Zn*?, Ca* e
fosfatase &cida, como biomarcadores de prostata; e a-glucosidase, como biomarcador de
epididimo. (ANDRADE-ROCHA, 2005; CARPINO; SICILIANO, 1998; ELZANATY;
RICHTHOFF; GIWERCMAN, 2004; GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993;
SICILIANO et al., 2001). Trés estudos encontraram menor concentragdo de biomarcadores
das glandulas sexuais em pacientes com hiperviscosidade seminal e os autores propdem que a
hiperviscosidade estd associada com disfuncdo das glandulas do trato reprodutor masculino
(ANDRADE-ROCHA, 2005; ELZANATY; RICHTHOFF; GIWERCMAN, 2004;
GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993). Andrade-Rocha, salienta que uma menor
concentracio de Zn*? deve estar alterando a atividade proteolitica das enzimas presentes no
sémen (Zn*? age regulando a atividade de diversas enzimas secretadas pelas vesiculas
seminais), 0 que poderia estar envolvido na etiologia da hiperviscosidade seminal
(ANDRADE-ROCHA, 2005). Além disso, essas disfungdes glandulares estariam resultando
na concentracdo de varios constituintes plasmaticos fora do ideal no plasma seminal,
prejudicando a qualidade dos espermatozoides para a fertilizacdo (GONZALES;
KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993). Embora, outros trés estudos ndo tenham corroborado
esses achados, os estudos que acharam diferenca na composicdo de biomarcadores
apresentam nimero amostral amplo, que pode ter dado mais poder nas analises comparativas.
Andrade-Rocha, por exemplo, analisou amostras de 2650 pacientes. (ANDRADE-ROCHA,
2005; CARPINO; SICILIANO, 1998; FRENETTE; TREMBLAY; DUBE, 1989; SICILIANO
etal., 2001).

1.8.2 - Inflamacé&o/Infeccdo do Trato Reprodutor

Os leucocitos sdo considerados indicadores de inflamacdo no trato reprodutor
masculino. De acordo com o Manual da OMS, concentragdes superiores a 1x10°
neutrofilos/mL inferem inflamagdo no trato reprodutor masculino. A relacdo entre

leucospermia e hiperviscosidade seminal tem resultados contraditérios, com grupos
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encontrando associacdo (FLINT; DU PLESSIS; MENKVELD, 2014; LA VIGNERA et al.,
2012), enquanto outros autores encontraram concentra¢cBes normais de neutrofilos em
amostras hiperviscosas (KUSSLER et al., 2014; MENDELUK, 1999; SICILIANO et al.,
2001)

Dois estudos com analises microbiolégicas no sémen hiperviscoso também tém
resultados divergentes. Enquanto um grupo encontrou resultado positivo entre
hiperviscosidade e infeccdo (decorrente do elevado niumero de colbnias bacterianas em sémen
hiperviscoso), o outro grupo ndo achou essa diferenca. (MENDELUK, 1999; WANG, 2006)

Elia et al encontraram que pacientes que apresentavam hiperviscosidade e infecgédo no
trato genital, quando tém os problemas de infecgdo solucionados em decorréncia do uso de
antibioticos e anti-inflamatorios, a viscosidade elevada também é solucionada em 100% dos
casos. Porém, esse tratamento ndo apresenta eficacia na hiperviscosidade em pacientes que
apresentavam hiperviscosidade sem o quadro de infeccdo, mesmo quando 0s pacientes
apresentam inflamacdo em alguma glandula sexual. Os autores sugerem que infeccdo do
sistema reprodutor pode ser um fator causante de hiperviscosidade num cenario especifico de
hiperviscosidade seminal, e que outros casos de hiperviscosidade sdo decorrentes de outras
causas (ELIA et al., 2009).

1.8.3 - Estresse Oxidativo

O plasma seminal é rico em substancias antioxidantes que compensam a caréncia de
agentes antioxidantes intracelulares nos espermatozoides, decorrente da perda citoplasmatica
durante a espermatogénese. Substancias antioxidantes plasmaticas incluem: as enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e sistema glutationa peroxidase/redutase
(GPX/GSR). Constituintes ndo enzimaticos incluem: glutationa (GSH), vitaminas C e E, Zn?*
e diversos aminoacidos e proteinas. (AGARWAL et al., 2014; FUJII; IMAI, 2014; LAYALI
et al., 2015; SICILIANO et al., 2001)

Os estudos que analisaram estresse oxidativo em plasmas hiperviscosos encontraram
que estresse oxidativo estid associado com o quadro da elevacdo da viscosidade seminal.
Plasmas hiperviscosos apresentam menores capacidades antioxidantes enzimaticas e nao
enzimaticas que os plasmas normoviscosos. Sugerem que a caréncia da capacidade
antioxidante plasmaética resulta em oxidagdes proteica e lipidica, que contribuiriam para o
aumento da viscosidade seminal, provavelmente, alterando as intera¢des intermoleculares dos

constituintes plasmaticos. Estresse oxidativo também pode causar danos na membrana
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plasmatica dos espermatozoides e, possivelmente, danos citoplasmaticos e nucleares. Assim, é
possivel que os espermatozoides de amostras hiperviscosas tenham menor qualidade para a
fertilizacdo. (AYDEMIR et al., 2008; LAYALI et al., 2015; SICILIANO et al., 2001) O
mecanismo que leva a deplecdo antioxidante ndo é conhecido. Um dos estudos sugere que
possa ser decorrente do excesso de leucdcitos, células imaturas e espermatozoides anormais,
que geralmente séo relatados aumentados em amostras hiperviscosas e que séo as trés
principais fontes de espécies reativas de oxigénio (ROS) no sémen. (LAYALI et al., 2015)
Diminuicdo da capacidade antioxidante e estresse oxidativo no sémen sdo observados em
pacientes com varicocele ou com inflamagGes em érgdos do sistema reprodutor, decorrente de
infeccOes ou outras patologias. (AGARWAL et al.,, 2014; FUJII; IMAI, 2014) Mais
investigacOes sdo necessarias para se descobrir 0 que causa a diminuicdo da capacidade

antioxidante e o seu papel na etiologia dos sémens hiperviscosos.

1.8.4 - Fator Genético

O gene CFTR (regulador transmembrana da fibrose cistica) € uma proteina
transmembrana que participa da secrecdo de eletrolitos e agua. Mutacfes genéticas no gene
CRTR estéo relacionadas com alteracdes de viscosidade de secregdes corporais. Uma vez que
CFTR é expresso no trato reprodutor masculino, Rossi et al analisaram se a hiperviscosidade
seminal esta relacionada com mutacdes nas regides polimérficas do gene mais envolvidas
com patologias: T e TG. As frequéncias das variaces Ts e TG12 nos pacientes hiperviscosos
séo maiores do que as encontradas em pacientes normoviscosos, assim como da populagdo em
geral; e essas frequéncias sdo proximas das encontradas em homens com fibrose cistica, que
sdo inférteis devido a auséncia congénita bilateral de vasos deferentes. Os autores concluem
que essas e outras variaces no gene do CFTR podem constituir a base genética da
hiperviscosidade seminal. O genotipo Ts e TG12 poderia reduzir a fungéo da proteina CFTR,
gerando alteracé@o na secrecao de eletrdlitos e agua no trato reprodutor masculino e resultar na
hiperviscosidade plasmatica, que seria proporcional a frequéncia dessas variacdes em cada
paciente (ROSSI et al., 2004). Até o momento, ndo ha outros estudos que buscam entender as

causas genéticas da hiperviscosidade seminal.

1.8.5 — Componente oligoproteico
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Estudos j& mostram que ndo h& associacdo entre hiperviscosidade e concentracdo de
proteinas totais e concentracdo de DNA total no sémen. (CARPINO; SICILIANO, 1998;
MENDELUK et al., 2000)

Em camelideos, alguns autores pesquisaram glicosaminoglicanas (GAGs) podem ser a
causa da hiperviscosidade, ja que as GAGs estdo relacionadas com viscosidade em algumas
secrecBes exocrinas. Esses estudos encontraram que a GAG queratan sulfato apresenta uma
maior concentracdo nas amostras hiperviscosas nesses animais. Entretanto, o tratamento do
sémen com enzimas que degradam GAGs nédo reduz a hiperviscosidade seminal. Assim, 0s
autores sugerem que GAGs provavelmente ndo sdo a causa do aumento da hiperviscosidade
seminal em camelideos (KERSHAW-YOUNG; EVANS; MAXWELL, 2012; KERSHAW-
YOUNG; MAXWELL, 2012)

Por outro lado, varias enzimas proteoliticas ja foram descritas na literatura por terem a
capacidade de reduzir a viscosidade seminal, tanto em seres humanos, como em animais,
sugerindo que o quadro de hiperviscosidade possa ter a participacdo de proteinas especificas.
Mendeluk et al, ao perceberem que tripsina, DTT e a-amilase reduzem a viscosidade seminal
humana, sugerem que proteinas glicosiladas estdo envolvidas na caracteristica da viscosidade
do fluido. Podendo, inclusive, estar ocorrendo a formacdo de complexos oligoproteicos
decorrente de interacBes moleculares diferenciadas no plasma seminal hiperviscoso.
(MENDELUK et al., 2000)

Em alpacas e lhamas, o sémen ja é considerado hiperviscoso quando o fio seminal é
superior a 0,5 cm, pois ja dificulta a manipulacdo seminal. Assim, em torno de 60% das
amostras seminais desses animais sdo consideradas hiperviscosas. (BRAVO et al., 1999;
MOSCOSO, 2002) Nesses animais, um estudo indicou que quando 0s animais com
hiperviscosidade seminal sdo submetidos a remocao das glandulas bulbouretrais, passavam a
ndo apresentar mais o quadro de sémen hiperviscoso. A analise por géis SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) entre as amostras indicou a auséncia de 8
bandas nas amostras ap0s a remoc¢do das glandulas bulbouretrais com tamanhos de 49-254
kDa, indicando a grande mudanca de composi¢cdo que ocorre na caréncia dessas glandulas.
(APICHELA et al., 2014) Além disso, quando espermatozoides sdo coletados no epididimo
desses animais, ndo ha presenca de secrecdo hiperviscosa, sugerindo que a hiperviscosidade
ndo tem origem testicular ou epididimal nesses animais. (MORTON et al., 2010) Um estudo
de protedmica no plasma seminal, identificou a presenca de 89 proteinas, das quais quatro
apresentam diferentes abundancias entre as amostras hiperviscosas e de viscosidade normal.
CD14 (monocyte differentiation antigen CD14), PEBP (phosphatidylethanolamine-binding
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protein) e FUCAL (tissue alpha-L-fucosidase) estdo em concentragdes reduzidas quase que
pela metade nas amostras hiperviscosas; enquanto que Mucina 5B se apresenta cerca de cinco
vezes mais abundante em amostras hiperviscosas. (KERSHAW-YOUNG; MAXWELL,
2012) Mucina 5B é uma mucoproteina (glicoproteina altamente glicosilada) formadora de gel,
que estd presente nas glandulas bulbouretrais e nos sémens desses camelideos, assim como
nas glandulas bulbouretrais e sémens dos seres humanos. Kershaw-Young et al concluem que
é bastante provavel que a hiperviscosidade seminal de alpacas e Ihamas seja atribuida a maior
concentracdo de Mucina 5B no plasma seminal. (KERSHAW-YOUNG; MAXWELL, 2012)

Em rinocerontes, sémens de viscosidade normal e aumentada, assim como biopsias de
préstata, glandulas vesiculares e glandulas bulbouretrais, foram analisadas por géis SDS-
PAGE 2D. As analises detectaram uma banda superior a 250 kDa e pl<3 nas amostras
hiperviscosas, cuja intensidade aumentava proporcionalmente com a hiperviscosidade
seminal; a mesma banda foi detectada nas andlises de glandulas bulbouretrais. O tratamento
para diminuicdo da viscosidade seminal com as enzimas o-amilase e colagenase resultou na
diminuicdo da viscosidade e da deteccdo da banda, que desaparece completamente quando o
sémen é incubado com concentracdes de 0.3 IU/uL de a-amilase ou 0.6 1U/ uL de
colagenase. Os autores ndo conseguiram identificar a proteina e sugeriram que se trata de uma
glicoproteina secretada pelas glandulas bulbouretrais e que estd envolvida no aumento da
viscosidade em sémens de rinocerontes. (BEHR et al., 2009)

Até o momento, o Unico estudo de perfil proteico em seres humanos, analisou sémens
humanos hiperviscosos e de viscosidade por gel SDS-PAGE para extenséo de 10 a 100 kDa e
encontrou distribuicdo de bandas similares. Todavia, além de restringir a analise para
proteinas inferiores a 100 kDa, essa técnica utilizada no estudo ndo é sensivel para detectar
diferencas individuais na composicao proteica. (CARPINO; SICILIANO, 1998)

1.8.6 — Calicreinas (KLKSs)

Calicreinas (do grego pancreas, onde foram isoladas pela primeira vez) sdo duas
familias de serino proteases constituidas por 16 enzimas, a saber: a calicreina plasmatica
(KLKB1), a calicreina tecidual (KLK1) e calicreinas 2 a 15 (KLK 2-15). KLKB1 e KLK1
formam o sistema calicreina-cinina, pois uma de suas propriedades é clivar moléculas de
cininogénio, produzindo cininas, que sdo peptideos envolvidos na inducdo de resposta

inflamatdria. KLKs 2 a 15 ndo apresentam essa atividade cininogénica e, por isso, formam o
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sistema de peptideos relacionados a calicreina. (GAO et al., 2010; KALINSKA et al., 2016;
LUNDWALL; BRATTSAND, 2008)

No trato reprodutor masculino e no sémen estdo presentes KLKB1, KLK1 e 10
peptideos relacionados a calicreinas (KLK 2,3,5,6,7,8,10,11,13 e 14). Essas enzimas sao
sintetizadas na prostata e nos testiculos, e sdo secretadas para o plasma seminal a partir da
prostata. Dessas, a mais estudada é a KLK3, pois é utilizado como biomarcador de cancer de
préstata e, por isso, também é chamada de antigeno prostatico especifico (PSA). Sua funcédo
no sémen é degradar as proteinas que formam o coagulo seminal, resultando na liquefacéo do
sémen. (EMAMI et al., 2009; ESFANDIARI et al., 2014; LUNDWALL; BRATTSAND,
2008; VEVERIS-LOWE et al., 2007)

Dois estudos mensuraram a concentracdo de KLK3 em amostras normoviscosas e
hiperviscosas e encontraram que a concentracdo da enzima é similar entre os grupos. (DUBK;
GAUDREAULT; TREMBLAY, 1989; EMAMI et al., 2009) Esfandiari et al mensurou o
nivel de degradagdo das seminogelinas em plasmas normoviscosos e hiperviscosos e ndo
encontrou alteracdo nos niveis de seminogelinas degradadas, corroborando a ideia de que
hiperviscosidade ndo esta relacionada com KLK3 e outras enzimas proteoliticas, e nem a
caréncia de liquefacdo do coagulo seminal. (ESFANDIARI et al., 2014)

Em um estudo de analise de imunorreatividade para KLK3, foi encontrado que 28% das
amostras hiperviscosas apresenta anticorpos contra KLK3. Num pensamento contrario aos
estudos anteriores, os autores acreditam que amostras hiperviscosas podem ter menor
atividade de KLK3 no plasma, que resultaria em viscosidade aumentada. (CUPPETT;
SIKKA; NAZ, 2017) O que induz a produgéo de anticorpos contra KLK3 nessas amostras ndo
é conhecida, mas um estudo reportou que 33% de pacientes com neoplasia benigna de
préstata também apresentam anticorpos contra KLK3 no soro. Como ndo houve deteccéo
desses anticorpos em pacientes com prostatites ou cancer de préstata, sugerem-se que a
presenca de anticorpos contra KLK3 no paciente esta relacionada com neoplasia benigna de
prostata. (LOKANT; NAZ, 2015)

N&o ha estudo com KLKB1 em sémens hiperviscosos. Quanto as demais KLKs, ha um
estudo que mensurou as KLKs 1-14 presentes no plasma seminal e encontrou que, além da
KLK3, apenas a KLK 11 apresenta concentragdo similar entre amostras normoviscosas e
hiperviscosas. Para as demais KLKs seminais, encontrou concentragfes reduzidas nas
amostras hiperviscosas. Somado ao fato que proteases reduzem a viscosidade seminal in vitro,

sugerem que a hiperviscosidade seminal possa ser decorrente da diminui¢do de enzimas
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proteoliticas, resultando na reducéo da hidrolise de grandes proteinas e complexos proteicos
presentes no plasma seminal. (EMAMI et al., 2009)
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Uma vez que a etiologia da hiperviscosidade seminal e sua influéncia na fertilidade
masculina ainda s&o pouco entendidas, o objetivo deste estudo é analisar parametros seminais
de infertilidade, conteddo de mucoproteinas e atividade de proteases em sémens

hiperviscosos.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar os parametros seminais de infertilidade entre sémens hiperviscosos e

NOrmMovViscosos.

e Comparar o contedo total de mucoproteinas no plasma seminal de amostras

hiperviscosas e hormoviscosas.

e Comparar o perfil de mucinas no plasma seminal de amostras hiperviscosas e

normoviscosas através de SDS-PAGE.

e Comparar a atividade proteolitica de enzimas com atividade caseinolitica e

gelatinolitica no plasma seminal de amostras hiperviscosas e normoviscosas.

e Comparar a atividade proteolitica das calicreinas plasmatica e teciduais no

plasma seminal de amostras hiperviscosas € normoviscosas.
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3. HIPOTESES

Hipdtese nula: sémen hiperviscoso apresenta a mesma concentracdo de mucoproteinas

totais e a mesma atividade de enzimas proteoliticas que sémen normoviscoso.

Hipotese alternativa: sémen hiperviscoso apresenta diferentes concentragfes de

mucoproteinas totais e de atividade de enzimas proteoliticas que sémen normoviscoso.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo observacional realizado com amostras seminais humanas com

viscosidades normal e aumentada.

4.2 Aspectos éticos

O projeto estd aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar
Conceicdo (n° 17-065). Os pacientes participantes concordaram em participar do estudo e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), autorizando a utilizagédo
do sémen e do resultado do espermograma para o0 desenvolvimento da pesquisa (TCLE em

anexo).

4.3 Coleta e Analise seminal

As amostras de sémen utilizadas nesta pesquisa sdo provenientes de pacientes da
Unidade de Reproducdo Humana do Hospital Fémina - Grupo Hospitalar Conceicdo (GHC),
encaminhados para realizar o exame do espermograma.

Critério de inclusdo: pacientes encaminhados para realizar investigacdo da infertilidade
em decorréncia da infertilidade do casal. Fatores de exclusdo: amostras seminais submetidas a
coluna de gradiente de densidade para averiguacdo de capacitacdo espermatica; pacientes
encaminhados para realizar outros procedimentos na Unidade de Reproducdo Humana do
Hospital Fémina: criopreservacdo seminal, Inseminacdo Intrauterina (11U) e Fertilizacdo in
vitro (FIV).

Os ejaculados foram coletados por masturbacdo apds 2 a 7 dias de abstinéncia sexual e
mantidos a 37 °C até o momento da analise seminal. Apds a liquefacdo do sémen, a analise
dos parametros seminais foi realizada de acordo com o Manual da OMS. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010)

Resumidamente, o volume seminal foi mensurado utilizando uma pipeta Pasteur
graduada de 5 mL e o pH foi mensurado utilizando-se fitas indicadoras de pH (Merk, USA).
A viscosidade seminal foi estimada através do teste de fio seminal, onde a amostra é aspirada

por uma pipeta de 5 mL e entdo pipetada. Foi considerada amostra normal, sémen que
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gotejaram ao sair da pipeta; e hiperviscosa, 0s que formam um fio seminal superior a 2 cm.
Em decorréncia da inviabilidade de manipulacdo das amostras hiperviscosas, essas amostras
tiveram sua viscosidade diminuida fisicamente atraves da passagem do sémen por uma agulha
de didmetro 18G acoplada a uma seringa. Sémen hiperviscoso foi aspirado e pipetado
gentilmente repetidas vezes pela agulha até que a viscosidade se reduzisse a normalidade.

Para concentracdo e contagem de neutrofilos, espermatozoides foram analisados ao
microscopio, em camara Makler. Todos os espermatozoides e células redondas presentes no
grid da camara foram contados. Neutrofilos foram identificados no esfregaco em lamina. Para
motilidade, 100 espermatozoides foram contados de forma aleatdria ao microscopio, em
camara Makler, e classificados em mdveis ou ndo moveis. Para a vitalidade, espermatozoides
foram analisados ao microscopio em lamina com eosina; 100 espermatozoides foram
analisados e classificados em vivos ou mortos. Morfologia foi realizado um esfregaco em
lamina, fixados e corados com o uso do kit DiffQuik (Merk, USA); 100 espermatozoides
foram analisados e classificados em normais ou anormais.

Apbs a realizacdo do espermograma, o esperma foi centrifugado a 1200 g, por 20 min,
em temperatura ambiente, para separar plasma seminal de espermatozoides. O plasma seminal
foi criopreservado sem crio-protetor a — 80 °C. Espermatozoides foram descartados seguindo
as regras de descarte de material bioldgico do tipo A3. Antes das anélises, o plasma seminal
foi descongelado e centrifugado a 16000 g, por 30 min, a 4 °C, para remoc¢do de debris

celulares.

4.4 Classificagdo dos Grupos

Com base no teste de fio realizado durante o espermograma, as amostras seminais foram
classificadas em dois grupos: sémen de viscosidade normal (grupo controle) e sémen
hiperviscoso (grupo de estudo).

Para contornar vieses decorrentes da infertilidade, as amostras de cada grupo foram
subdivididas em férteis e inférteis de acordo com a classificacdo estabelecida pelo Manual da
OMS. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010) Resultando em quatro grupos de
estudo: Normoviscosos férteis; Hiperviscosos ferteis; Normoviscosos inferteis; Hiperviscosos

inférteis.

4.5 Quantificagéo proteica e formacao dos pools
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Base Metodoldgica

A quantidade total de proteinas foi realizada seguindo o método colorimétrico do &cido
bicinconinico (BCA). Nessa metodologia, a amostra é incubada com solucdo BCA, que é
constituida por acido bicinconinico, sulfato de cobre (CuSQs, fonte de fons de Cu?*), sddio-
tartrate (estabilizante, que impede que o sulfato de cobre precipite) e bases que mantem o pH
alcalino em 11.25. Em meio alcalino, ions de cobre Cu?* interagem com o nitrogénio presente
nas ligacBes peptidicas e sdo reduzidos de Cu®* a Cu'* (Reacdo de Biureto). Por sua vez, os
fons de Cu'* reagem com moléculas de &cido bicinconinico (1:2) formando um complexo
colorimétrico estavel. A intensidade colorimétrica do complexo é proporcional a concentracao
proteica na amostra e tem absorcdo maxima a 562 nm. A concentracao proteica é determinada
plotando-se os resultados da intensidade colorimétrica da amostra em uma curva com
diferentes concentracdes conhecidas de albumina bovina. (SMITH et al., 1985)

O tempo de incubacdo da reagdo néo é critico e pode ser desenvolvido num intervalo de
2 h a overnight, em temperatura ambiente. A 37 °C, o tempo de incuba¢do pode ser reduzido
para 30 min. O que pode interferir na reacdo é a presenca de fons Cu'* existentes na agua,
guando as amostras sdo diluidas previamente a analise. Para solucionar esse problema, a agua
utilizada deve ser deionizada, que é um processo de remocao de ions utilizando-se colunas de
troca idnica. (SMITH et al., 1985)

Metodologia
O kit acido bicinconinico (catalogo BCA1-1KT) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis,

USA). A concentracdo de proteinas totais no plasma seminal foi dosada utilizando o método
colorimétrico do &cido bicinconinico (BCA) adaptado de Smith et al 1985 (SMITH et al.,
1985). Cada amostra foi diluida 1:80 em &gua deionizada e 20 puL de amostra diluida foi
incubada com 200 uL de solu¢do BCA, por 30 min, a 37 °C, em microplaca de 96 pocos.
Apos a incubacéo, a absorbancia foi mensurada a 540 nm em espectrofotdmetro SpectraMax
(Molecular Devices, Sunnyvale, USA) e a concentracdo foi determinada através de uma curva
com diferentes concentragdes conhecidas de albumina bovina criada em triplicata (0-1000
ug/mL). Ensaio realizado em triplicata.

Esse trabalho faz parte de uma pesquisa maior de protedmica em sémen, em que as
analises estdo sendo realizadas em pools. Assim, ap0os a quantificagdo proteica, foi preparado
um pool para cada grupo. Para cada amostra, foi utilizado um volume que correspondesse a

500 ug de proteina; dessa maneira, cada amostra contribuiu com a mesma quantidade de
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proteinas totais para o pool. Os pools foram quantificados em triplicada usando o mesmo
método de BCA e foram utilizados para as analises.

4.6 Quantificacdo de Mucoproteinas Totais

Base Metodoldgica

Mucoproteinas (ou glicoproteinas acidas) sdo proteinas glicosiladas que se diferenciam
das demais glicoproteinas devido ao grau de glicosilacdo e caracteristicas de solubilidade.
Mucoproteinas apresentam um maior conteldo de carboidratos, que podem representar até
80% do peso molecular; enquanto que glicoproteinas em geral apresentam um contetido de
carboidratos inferior a 4% do peso molecular. Assim, 4% de peso molecular constituido por
carboidratos é rotineiramente utilizado como um limiar de diferencia¢do entre mucoproteinas
e as demais glicoproteinas. Outra caracteristica que as diferenciam é que mucoproteinas sao
solUveis a varios reagentes quimicos, condicdes de pH e temperatura, que causam
desnaturacdo e precipitacdo de glicoproteinas e proteinas ndo glicosiladas. Por exemplo,
solucdes rotineiras utilizadas para precipitacdo proteica e glicoproteica, como etanol, acido
perclérico e acido tricloroacético, e a incubacdo em temperaturas elevadas (incluindo a
fervura) ndo causam dessolubilizacdo e precipitacdo das mucoproteinas. (ANDERSON;
MACLAGAN, 1954; FOURNIER; MEDJOUBI; PORQUET, 2000; JOHANSSON;
SJOVALL; HANSSON, 2013; LUO et al., 2015; WINZLER, 1955)

Em decorréncia dessas diferencas, mucoproteinas totais podem ser isoladas por
precipitacdo seletiva e quantificadas. Inicialmente, precipitam-se proteinas e glicoproteinas da
amostra com a adicdo etanol, ou acidificacdo do meio com &cido perclérico ou acido
tricloroacético ou incubacdo em temperaturas proximas a 100 °C. Apds, as mucoproteinas em
solucdo podem ser mensuradas diretamente no sobrenadante por diferentes técnicas que
avaliam conteudo proteico ou conteudo de carboidratos. Para a eliminacdo de outros tipos
moleculares que podem estar presentes no sobrenadante e que podem causar interferéncia na
mensuracdo (como carboidratos, lipidios e reagentes), as mucoproteinas podem ser
precipitadas com acido fosfotungstico, lavadas e ressuspendidas em um solvente puro para o
desenvolvimento da avaliagio do conteddo mucoproteico. (TECLES; MARTINEZ-
SUBIELA; CERON, 2007; WINZLER, 1955)

Um dos métodos mais utilizados para a quantificacdo de mucoproteinas é por aferigdo
de tirosinas com o reagente de Folin—Ciocalteu. A tirosina apresenta um grupamento fendlico

e o reagente de Folin—Ciocalteu reage com grupamentos fenolicos formando um complexo
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colorimétrico azul, cuja intensidade pode ser determinada entre 640-700 nm. A concentracdo
é determinada plotando-se os resultados da intensidade colorimétrica em uma curva com
diferentes concentracdes conhecidas de tirosina. (ACHARYA; KATYARE, 2004; FOLIN;
CIOCALTEAU, 1927)

Metodologia
O kit Mucoproteinas (Ref. 20) foi obtido da Labtest Diagndstica (Lagoa Santa, MG,

Brasil). O ensaio de quantificacdo de mucoproteinas foi adaptado de Winzler et al 1955 e
consiste no isolamento das mucoproteinas por precipitacdo seletiva, seguida da quantificacao
das mucoproteica atraves da afericao de tirosinas. (WINZLER, 1955) Em microtubos, 100 uL
de amostra contendo 300 ug de proteina sdo incubados com 400 pL acido perclérico 0,75 M,
por 10 min, em temperatura ambiente. As proteinas ndo mucoides sdo sedimentadas por
centrifugacdo a 10.000 rpm, por 10 min. 300 uL do sobrenadante sdo incubados com 50 plL
de acido fosfotungstico 0,017 M por 15 min, em temperatura ambiente. Apos, as
mucoproteinas sdo sedimentadas por centrifugacdo a 3.500 rpm, por 5 min e lavadas com
acido fosfotingstico 0,017 M em agua destilada (20 uL:100 ulL). Para a mensuracao, o pellet
é solubilizado em 200 pL de carbonato de s6dio 0,38 M e ¢é transferido para um poco de uma
microplaca de 96 pocos. Branco consiste de 200 uL de carbonato de sodio 0,38 M. Um
volume de 10 pL de reagente de Folin é adicionado em cada pogo, incluindo o branco, e
incubados por 15 min, a 37 °C. A quantidade de mucoproteina é mensurada a 680 nm em
espectrofotdbmetro SpectraMax (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) e a concentracdo é
determinada plotando-se os resultados em uma curva com diferentes concentracdes
conhecidas de tirosina realizadas em triplicata (0-200 ug/mL). Ensaio realizado duas vezes

em triplicata.

4.7 Eletroforese SDS-PAGE de gradiente

Base Metodol6gica

A eletroforese constitui num processo de migracdo de moléculas carregadas
eletricamente entre dois eletrodos e € utilizada para fracionar misturas de proteinas utilizando-
se um gel de poliacrilamida: Gel de Eletroforese de Poliacrilamida (PAGE). A poliacrilamida
é um polimero sintético constituido por mondmeros de acrilamida que se ligam entre si na

presenca de um catalizador, como o TEMED (tetra-methyl-ethylenediamine). A matriz
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polimérica apresenta poros, que sdo ajustados conforme sua concentracdo e que limitam a
movimentacdo proteica de forma inversamente proporcional ao tamanho molecular.
(BANGA, 1998; SOBIESZEK, 1994)

A separacdo proteica se torna 6tima quando a concentracdo de acrilamida gera poros
adequados para a migracdo diferenciada das moléculas presentes na amostra. Assim, numa
amostra bioldgica, com grande variabilidade das moléculas presentes, um gel que apresenta
um gradiente de concentracbes de acrilamida (aumento progressivo na concentracdo de
poliacrilamida no gel, resultando em diminuicdo progressiva no tamanho dos poros) permite
uma boa resolucdo na separacdo para varios tamanhos de proteinas. (BANGA, 1998;
MARGOLIS; KENRICK, 1967; SOBIESZEK, 1994)

O SDS (sodio-dodecil-sulfato) é um agente desnaturante de carga negativa que causa a
linearizacdo das proteinas e que se liga as proteinas, de forma proporcional ao tamanho
molecular de cada proteina, acrescentando carga negativa a elas. Dessa maneira, 0 SDS torna
as proteinas semelhantes quanto a estrutura (lineares) e quanto ao balango de cargas, e as
proteinas se diferenciam uma das outras apenas com relacdo ao tamanho molecular: SDS-
PAGE. (BANGA, 1998; SOBIESZEK, 1994)

Metodologia
A eletroforese por SDS-PAGE de gradiente foi adaptada de Margolis 1967.

(MARGOLIS; KENRICK, 1967) Resumidamente, um gel de corrida de 6% a 20% de
poliacrilamida foi sobreposto por um gel de empacotamento de 4% poliacrilamida. 75 pg de
proteina de cada pool foi aplicada no gel com 5uL de Tampao de amostra redutor (4% SDS,
20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 125 mM Tris-HCL, B-mercaptoetanol, pH 6.8) e
submetidas a uma diferenca de potencial de 80 V para separacdo proteica. Apds a
eletroforese, o gel foi corado através de incubagdo overnight com solu¢cdo Coomassie Blue
G250 2,5% (Coomassie Blue G250 2,5% [wi/v]; metanol 30%, &cido acético 10% [v/v]) em
temperatura ambiente e com agitacdo. Apos incubacdo, o gel foi lavado com agua destilada e
incubado com solucdo de descoramento (metanol 30%, acido acético 10% [v/v]) até que as

bandas aparecerem (60-90 min)

4.8 Analise de Atividade Enzimatica Proteolitica: atividade caseinolitica

Base Metodolégica
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Azocaseina é substrato para diversas proteases. Essa molécula é formada a partir da
conjugagdo da proteina caseina com o grupamento colorimétrico azo-sulfanilamida, que
apresenta coloracdo amarelo avermelhada e absorcdo maxima a 440 nm. (CHARNEY;
TOMARELLI, 1947; COELHO et al., 2016)

O ensaio se baseia na hidrélise da azocaseina por enzimas presentes na amostra durante
um periodo de incubagdo, em um ambiente com pH e temperatura adequados para a
solubilizacdo do substrato e para a atividade das enzimas presentes na amostra. Moléculas de
azocaseina hidrolisadas durante a reacdo geram como produtos aminoacidos e pequenos
peptideos contendo o grupamento azo-sulfanilamida. Uma vez que a azocaseina integra
precipita em meio acido, a adicdo de acido tricloro acético (TCA) a reacdo resulta na
precipitacdo das moléculas de azocaseina que ndo foram hidrolisadas durante o periodo de
incubacdo e a consequente finalizacdo da reacdo. Essas moléculas precipitadas podem ser
separadas dos produtos da hidrolise por filtragdo ou centrifugacdo, pois os produtos sao
soliveis em TCA e permanecem no sobrenadante sem precipitar. Os produtos formados séo
quantificados colorimetricamente a 440 nm no sobrenadante, informando a atividade
proteolitica caseinase na amostra, pois a quantidade de produtos é proporcional a atividade
enzimética caseinolitica presente na amostra. Os resultados sdo expressos em Abs 440
nm/tempo de incubacdo. (CHARNEY; TOMARELLI, 1947; COELHO et al., 2016)

Metodologia
Azocaseina (catalogo A2765) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). A

atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato foi realizada por ensaio
colorimétrico adaptado de Charney et al 1947. (CHARNEY; TOMARELLI, 1947) Em

microtubos, diferentes concentracdes de proteina (0 - 500 ug) séo diluidas em Tampdo Tris-
HCI 50 mM pH 8.0 ate completar um volume de 83 pL de amostra + tampdo. Branco
constitui de 83 pL de tampdo apenas. As reacGes enzimaticas sdo iniciadas com a adi¢do de
17 uL de azocaseina 2,5% e incubados a 37 °C, por 30 min. Apoés a incubacédo, a reacgao €
finalizada com a adicdo 50 pL de &cido tricloroacético 30% (TCA) e incubagéo a 4 °C, por 30
min. A solucdo é centrifugada a 10.000 rpm por 10 min em temperatura ambiente e 100 uL de
cada sobrenadante é transferido para um poco de uma microplaca de 96 pocos. Ao
sobrenadante, adiciona-se 100 uL de NaOH 1M e a absorbancia é mensurada a 440 nm em

espectrofotdbmetro SpectraMax (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). A atividade é expressa
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em Absorbancia a 440 nm ap0s incubacdo de reacdo de 30 min. Ensaio realizado duas vezes
em triplicata.

4.9 Analise de Atividade Enzimatica Proteolitica: atividade gelanotipica

Base Metodoldgica

Zimografia denota visualizacdo da atividade enzimatica. E uma anélise de atividade
proteolitica que informa: presenca de proteases e quantas variedade de proteases ha em uma
amostra, tamanho molecular das proteases, quantidade dessas enzimas e presenca de
isoformas. (BROWN et al., 1993; HEUSSEN; DOWDLE, 1980; HIBBS et al., 1985; LEBER;
BALKWILL, 1997; VANDOOREN et al., 2013)

O método é baseado na separacdo das enzimas por tamanho molecular e na deteccdo das
enzimas devido sua habilidade de degradar um substrato especifico. A técnica foi
desenvolvida pela primeira vez em 1962, onde a amostra era inicialmente separada por
eletroforese em um gel de poliacrilamida e, apos, as proteinas eram transferidas do gel para
uma membrana contendo um substrato. Heussen 1980 introduziu a copolimerizacéo do gel de
poliacrilamida com o substrato e a consequente incubagdo do gel com um detergente nédo
ibnico para renaturar as proteinas; Hibbs 1985 acrescentou cofatores na incubacao do gel,
acrescentando a deteccdo de metaloproteases no resultado da técnica. (HEUSSEN;
DOWDLE, 1980; HIBBS et al., 1985; VANDOOREN et al., 2013) Dessa maneira, no método
atual, as proteinas sdo inicialmente separadas por tamanho molecular em um gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE), sem uso de agente redutor, para que as pontes de
dissulfeto ndo sejam rompidas. Apos a eletroforese, o gel é incubado com detergente e
cofatores idnicos. O detergente Triton X-100 remove o SDS presente no gel e permite que as
proteinas renaturem-se parcialmente; e o0s cofatores permitem que metaloproteases
apresentem atividade enzimatica. A renaturacdo parcial das proteinas permite que algumas
proteases retomem a sua atividade proteolitica e degradem o substrato presente no local em
que elas se encontram no gel. O gel é corado com Coomassie Blue, tornando-se azul (em
decorréncia da coloracdo do substrato proteico presente em todo o gel) com a presenca de
zonas claras, que sdo as zonas proteoliticas. As zonas proteoliticas sdo regides néo
pigmentadas que contam com presenca de proteases que degradaram o substrato, gerando a
visualizagdo da atividade enzimatica. (BROWN et al., 1993; HEUSSEN; DOWDLE, 1980;
HIBBS et al., 1985; LEBER; BALKWILL, 1997; VANDOOREN et al., 2013) Em amostras

clinicas, ¢ comum a presenca de bandas claras com distor¢des. Isso € provavelmente
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decorrente da presenca de outras proteinas na mesma banda que a protease, resultando na
distribuicdo ndo homogénea da protease dentro da banda. (BROWN et al., 1993)

A técnica é altamente sensivel e permite detectar quantidades de proteases tdo baixas
quanto 32 pg de enzima. A atividade proteolitica pode ser quantificada, pois ha uma relacao
entre area de atividade detectada na zimografia e a quantidade de enzima na amostra. A
relacdo é linear em quantidades inferiores a 1 ng de enzima por zona proteolitica e uma
parabola em quantidades superiores 1 ng de enzima por banda. (BROWN et al., 1993,
LEBER; BALKWILL, 1997; VANDOOREN et al., 2013)

A variedade de enzimas proteoliticas detectadas depende do substrato utilizado. Para
cada tipo de substrato, diferentes enzimas da amostra terdo capacidade de degradar o substrato
utilizado. Os substratos mais utilizados séo: gelatina, caseina e colageno; e esses substratos
tém sido extensamente empregados para deteccdo e estudo de metaloproteases de matriz
extracelular (MMPs). (BROWN et al., 1993; LEBER; BALKWILL, 1997; VANDOOREN et
al., 2013) Plasminogénio pode ser empregado para deteccdo e estudo de enzimas ativadoras
de plasminogénio. (HEUSSEN; DOWDLE, 1980)

A zimografia ndo detecta apenas enzimas ativas in vivo; mas também enzimas que se
encontram inativadas ou inibidas in vivo. Zimogénios apresentam um dominio inibitério que
recobre o sitio catalitico ou que causa uma conformacgdo enziméatica que inibe o sitio
catalitico; desse modo, essas enzimas estdo inativas in vivo. Durante a zimografia, essas
proteinas sdo inicialmente desnaturadas com o SDS-PAGE e, ap0s, sdo renaturadas com o
detergente Triton X-100. Entretanto, a renaturacdo € parcial, suficiente para que o sitio
catalitico apresente atividade, mas insuficiente para que a regido inibitoria do zimogénio
retorne a sua posicdo e conformacdo originais para que iniba o sitio catalitico da enzima.
Dessa forma, as pro-enzimas apresentam atividade na técnica da zimografia e zimogénios sdo
detectados como uma banda de alguns kDa maior que a enzima ativa. Semelhantemente,
enzimas complexadas de forma ndo covalentes com moléculas inibitorios, sdo dissociadas
pelo agente redutor SDS e separadas da enzima durante a eletroforese. Na renaturacdo parcial,
as interagdes das enzimas com as moléculas inibitdrias ndo sdo refeitas e essas enzimas
também apresentaram atividade na zimografia. Por conseguinte, a zimografia detecta,
caracteriza e quantifica proteases que estdo ativas, inativas e inibidas presentes em uma
amostra in vivo. (BROWN et al., 1993; VANDOOREN et al., 2013)

Metodologia
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A andlise de atividade enzimatica proteolitica utilizando gelatina como substrato foi
realizada por zimografia adaptado de Heussen et al 1980 e Hibbs et al 1985. (HEUSSEN;
DOWDLE, 1980; HIBBS et al., 1985) Resumidamente, um gel de corrida 8% poliacrilamida
e 1% de gelatina foi sobreposto por um gel de empacotamento de 4% poliacrilamida. 90 pg de
proteina de cada amostra foi aplicada no gel com 5ulL de Tampé&o de amostra ndo redutor (4%
SDS, 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 125 mM Tris-HCL, pH 6.8) e submetidas a
uma diferenca de potencial de 80 V para separacdo proteica. Apos a eletroforese, o gel foi
incubado com Tampé&o Triton X-100 2,5% (Triton 2,5%, CaCl> 5 mM, ZnCl, 1 mM, Tris-HCI
50 mM, pH 7.5) 2x por 30 min, seguida por uma lavagem (10 min) e uma incubacéo
overnight com Tampao Triton X-100 1,0% (Triton 1,0%, CaCl, 5 mM, ZnCl, 1 mM, Tris-
HCI 50 mM, pH 7.5). Todas as incubac6es ocorreram sob agitacdo, em temperatura ambiente.

O gel foi corado através de incubacdo overnight com solucdo Coomassie Blue G250
2,5% (Coomassie Blue G250 2,5% [w/v]; metanol 30%, &cido acético 10% [v/v]) em
temperatura ambiente e com agitacdo. Apos incubacdo, o gel foi lavado com agua destilada e
incubado com solucdo de descoramento (metanol 30%, &cido acético 10% [v/v]) até que as

bandas aparecerem (60-90 min).

4.10 Analise da Atividade Enzimatica de Calicreinas

Base Metodoldgica

Calicreinas sdo serino proteases quimotripsina-like/tripsina-like. KLKs plasmaética e
quase todas as teciduais apresentam residuo negativo de asparagina no sitio ativo, assim, tém
afinidade para clivar em residuos com cadeias laterais com carga positivas, como arginina e
lisina, de forma semelhante a tripsina. Entretanto, KLK3 apresenta residuos hidrofébicos no
sitio ativo e cliva com afinidade residuos hidrofébicos, como tirosina, triptofano e
fenilalanina, uma atividade semelhante a quimotripsina. (KALINSKA et al., 2016)

A andlise de atividade de calicreinas se baseia no uso de substratos sintéticos
especificos para KLKs. O substrato S-2302 é especifico para KLKB1 e o substrato S-2266 ¢
especifico para KLKs teciduais tripsina-like. Uma vez que KLK3 apresenta atividade
quimotripsina-like, ele ndo age sobre o substrato S-2266. O substrato, ao ser clivado, libera o
produto cromogéneo p-nitroanilina (pNA). A diferenca de absorbancia entre o substrato
original e o produto formado é monitorado a 405 nm, A intensidade, decorrente do acimulo
do produto, aumenta com tempo de forma proporcional a atividade enzimatica. (CLAESON et
al., 1978)
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Tabela 2. Substratos S-2302 e S-2266 utilizados nas analises de calicreinas.

Substrato Sequéncia, férmula, sitio de clivagem

S-2302  H-D-Prolina-L-Fenilalanina-L-Arginina-p-Nitroanilina Dihidrocloreto
H-D-Pro-Phe-Arg-pNA-2HCI
Prolina-Fenilalanina-Arginina-

S-2266  H-D-Valina-L-Leucina-L-Arginina-p-Nitroanilina Dihidrocloreto
Val-Leu-Arg-pNA-2HCI
Valina-Leucina-Arginina-

Metodologia
Para essa analise, substratos sintéticos de calicreina plasmatica S-2302 (H-D-Prolyl-L-

phenylalanyl-L-arginine-p-nitroaniline dihydrochloride) e calicreinas teciduais S-2266 (H-D-
Valyl-L-leucyl-L-arginine-p-Nitroaniline dihydrochloride) foram obtidas da Chromogenix
(Mildo, Italia).

O ensaio foi adaptado de Claeson et al 1978. (CLAESON et al., 1978) Em cada poco da
placa de 96 pocos, 100 ug de proteina seminal é incubado em um volume final de 90 uL com
Tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7.5, a 37 °C, por 30 min, para estabilizacdo da temperatura.
Apos a incubacdo, as reagdes sdo iniciadas com a adicdo de 10 pL de substrato S-2302 ou
substrato S-2266 (0,2 mM) em cada pog¢o. A quantidade de produto p-nitroanilina é
mensurada a 405 nm por 30 min, a cada 14 seg, em espectrofotbmetro SpectraMax
(Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Ensaio realizado duas vezes em triplicata.

4.11 Andlise Estatistica

Dados foram analisados utilizando analysis of variance (ANOVA) para distribuicao
normal e Kruskal-Wallis para distribuicdo ndo normal. Comparagdo entre dois grupos foi
realizada utilizando teste T de Student para distribuicdo normal e teste Mann-Whitney para
distribuicdo ndo normal. Foi considerado significativo p < 0,05. Analises estatisticas foram

realizadas usando SPSS 18 ou GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS

Os resultados desse estudo serdo apresentados na forma de um artigo submetido a

revista “Andrology”.



40

TISSUE AND PLASMATIC KALLIKREINS DEMONSTRATE ALTERDED
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SUMMARY

Hyperviscous semen is a physical alteration wherein seminal plasma adheres strongly to
itself after coagulum degradation. It occurs in 11%-32% of ejaculates; however, its etiology
and its impact on male fertility are not well understood. The aim of this study is to evaluate
mucoproteins content and to measure protease activity in seminal plasma of normoviscous
and hyperviscous samples from fertile and infertile patients. We found association of
hyperviscosity with seminal characteristics of infertility, showing reduced volume, sperm
concentration, motility and vitality. In addition, hyperviscous semen have significant increase
of neutrophils concentration. The mucoprotein content is reduced in hyperviscous and in
infertile samples, indicating deficiency in seminal plasma components in these ejaculates.
These results suggest that hyperviscous semen have low quality when comparing with
normoviscous semen. Caseinolytic analyses showed increased activity in fertile hyperviscous
semen. A similar result was found in the gelatinolytic analyses, in which metalloproteases
showed increased activity in hyperviscous and in infertile groups. In a more specific analysis
with kallikreins, the results revealed an increased activity of tissue kallikreins in hyperviscous
semen, and increased activity of plasmatic kallikrein in hyperviscous and in infertile samples.
The increased protease activity suggests that hyperviscosity in not due to the lack of seminal
coagulum liquefaction. Considering an increase of proteolytic enzymes is associated with
inflammatory process and the proteases are secreted from the prostate, we suggest that an
inflammatory process in the prostate gland is happening in the patients with hyperviscous

semen.
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INTRODUCTION

In the fresh human ejaculate, vesicular proteins form a coagulum that entraps the sperm
cells. Up to 60 minutes, proteolytic prostatic enzymes cleave the seminal clot, turning the
semen to a liquefied fluid with low viscosity and releaising the sperm cells. (ESFANDIARI et
al., 2014; YOSHIDA et al., 2008) However, in some men, the liquefied semen shows a semi
gelatinous aspect called hyperviscosity, which differs from non-liquefied semen because its
stickiness does not change with time. (EMAMI et al.,, 2009; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010)

Hyperviscosity is detected during diagnose of male infertility and assisted reproduction
techniques by gently pipetting the semen with a Pasteur pipette. Normal sample leaves the
pipette in small discrete drops, whereas hyperviscous semen form a thread longer than 2 cm,
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010) The hyperviscous semen is treated physically
or chemically; because it impairs manipulation for diagnosis or its use for intra-uterine
insemination (IUI) and in vitro fertilization (IFV), and it decreases cryopreservation success.
(ESFANDIARI et al., 2008; KERSHAW-YOUNG; MAXWELL, 2012)

Hyperviscosity is one of the most common macroscopic alteration in semen, and its
prevalence has been recorded between 11-32%. (ANDRADE-ROCHA, 2005); (ELIA et al.,
2009; GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993; GOPALKRISHNAN; PADWAL;
BALAIAH, 2000) However, the biophysical alteration and physiological etiology of this
increased viscosity is not completely identified.

Hyperviscous semen is associated with reduced sperm motility that probably impair
normal sperm progression through the female genital tract. It is most likely that low motility
is not only resulted by the trapping effect of the increased viscosity, but also due to alterations
on the seminal plasma composition. Andrade-Rocha showed that fructose and zinc are at low
concentration in hyperviscous semen. Fructose is the main source of energy for the sperm,
and zinc regulates sperm motility and enzymes activities in semen. (ANDRADE-ROCHA,
2005; YOSHIDA et al., 2008) In addition, hyperviscous semen have an impairment of both
enzymatic and non-enzymatic antioxidative molecules, resulting in lipid peroxidation and

protein oxidation. Both damages on sperm reduces membrane function, consequently, sperm
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motility and fertilization capacity. (AYDEMIR et al.,, 2008; LAYALI et al., 2015;
SICILIANO et al., 2001) Furthermore, two studies have reported that the use of hyperviscous
semen in assisted reproduction therapies results in poor success outcome in both 1UI and IVF
procedures. (ESFANDIARI et al., 2008; ESFANDIARI; GOTLIEB; CASPER, 2006)

Mucoproteins are high glycosylated proteins that have a higher content of carbohydrates
than the most glicoproteins (up to 80% of the molecular weight). In addition, they are soluble
in many acidic solutions that precipitate low carbohydrate’s content glycoproteins and non-
glycoside proteins. (BOLTIN et al., 2013; JOHANSSON; SJOVALL; HANSSON, 2013;
TECLES; MARTINEZ-SUBIELA; CERON, 2007) One mucoprotein family is the mucin
family, which is present in many exocrine secretions and it is involved in physical, chemical e
immunity functions. Some mucoproteins have gel-forming properties that are responsible for
increasing viscosity in a variety of body secretions. (JOHANSSON; SIOVALL; HANSSON,
2013) So far, there is few knowledge about these components and their abundance in semen.

Proteases regulates physiological processes by determining protein folding and
function. They are aberrantly expressed or under-regulated during many pathological
conditions. (MADALA et al., 2010) The matrix metalloproteinase (MMP) family are zinc
dependent proteolytic enzymes capable of degrading extracellular matrix components. Some
substrates they cleave include collagens, fibronectin, laminin, aggregans, and elastin. In vitro,
some of them also have the ability to degrade gelatin. They participate in multiple
physiological process in the body as well as pathological process such as platelet aggregation,
inflammation and neoplasia. (HADLER-OLSEN; WINBERG; UHLIN-HANSEN, 2013)

Kallikreins (KLKSs) are chymotrypsin/trypsin-like serine protease constituted by two
families: plasmatic and tissue KLKs. The one member Plasmatic KLK (KLKB1) family
release kinins from kininogens, which has a main role in inflammatory process in the body.
The tissue KLKs comprises 15 enzymes named KLK 1-15. They participate in diverse
physiological roles including kinins formation from kininogens cleavage, and extracellular
matrix degradation. The KLKs are the most abundant enzymes in semen and are most known
because of their action in clot lyses. (KALINSKA et al., 2016) Nevertheless, there is no
measurements of the activity of these enzymes in hyperviscous semen.

Thereby mucoproteins and proteases are potential targets for understanding semen
hyperviscosity. The aim of this study is to investigate 1) total mucoproteins content; 2) gel-
forming mucin content through 1D protein profile; 3) protease activity against casein and
gelatin 4) KLKs activity in seminal plasma of fertile and infertile normoviscous and

hyperviscous semen.
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MATERIALS AND METHODS

Ethical approval

This is an observational study with men undergoing semen analysis for infertility
investigation at the Human Reproduction Unit of the Conceicdo Hospital Group (GHC). The
Research Ethics Committee board of the GHC approved this study (approval no. 17-065). All
included patients provided informed written consent priory participation.

Semen Samples Analysis

Semen samples were obtained by masturbation into a sterile plastic container after 2 -
7 days of ejaculatory abstinence. After liquefaction, samples were examined according to the
World Health Organization 2010 Manual for analyses of the seminal parameters. Seminal
viscosity was determined during the spermogram by pipetting the semen and analyzing the
thread formation. Ejaculates with a thread formation above 2 cm were consider hyperviscous
semen. After the semen examination, seminal plasma was separated from cell through
centrifugation at 1200 g for 20 minutes and was directly frozen at -80 °C until the analysis.
Before the first analyses, seminal plasma was thawed and centrifuged at 16,000 g for 1 hour at

4 °C to remove any cellular debris.

Study Design

Samples were divided into two groups depending on viscosity: normoviscosity and
hyperviscosity. In each group, samples with all the seminal parameters above the cut off
values determined by World Health Organization 2010 Manual were classified as fertile
(sperm concentration > 15x10%/mL, total sperm number > 39 x108, ejaculate volume > 1.5
mL, motility > 32%, morphology > 4%, and vitality > 58%). Those samples with one or more
parameters below these cut offs were classified as infertile samples. Therefore, the samples
were divided in four final groups.

In addition, only samples that had similar seminal parameters were used for pooling

and the analyses. Samples from Fertile Normoviscous group were matched up with samples
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from Fertile Hyperviscous group, and samples from Infertile Normoviscous group were
matched up with samples from Infertile Hyperviscous group. Non-fitted samples and
azospermic samples were excluded. This was stablished to try to isolate the study parameter
(viscosity), and avoid bias from other parameters in the results, because some studies have
already shown a difference in the seminal plasma protein diversity and concentration
according to seminal parameters variations. (HERWIG et al., 2013)

Total protein concentration and pools

Total protein concentration in the seminal plasma was evaluated using the
bicinchoninic acid (BCA) protein assay according to Smith at el 1985. BCA kit (catalogue
BCAL1-1KT) was obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Quantification was
performed incubating 20 uL of sample with 200 uL of BCA solution for 30 min at 37 °C in a
96-well microplate. After incubation, the absorbance was read at 540 nm using a SpectraMax
spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Total protein concentration was
calculated using a quantification standard curve of different concentrations of bovine serum
albumin (0-1000 ug/mL) generated in triplicate. Only matched up samples were quantified.
Each sample was quantified in triplicate.

After protein quantification, samples of the same group were pooled, taking care that
each sample contribute with the same amount of total protein to the final pools (500 ug).
These pools were quantified in triplicate using the same bicinchoninic acid protein assay, and

they were used for all the following analyses.

Total Mucoprotein Quantification

Total mucoprotein concentration was adapted from Winzler et al 1955, using a
Mucoproteins kit (catalogue 20) obtained from Labtest Diagnostica (Lagoa Santa, MG,
Brazil). (WINZLER, 1955) In microtubes, 100 uL of sample containing 300 ug of protein
was treated with 400 uL of 0.75 M perchloric acid for 10 min in ambient temperature for non-
mucoid protein precipitation. After centrifugation for 10000 rpm for 10 min, 300 pL of
supernatant was treated with 50 uL of 0,017 M phosphotungstic acid for 15 min in ambient
temperature for mucoid protein precipitation. After centrifugation for 3500 rpm for 5 min,

mucoprotein precipitate was washed once with 20 pL of 0.017 M phosphotungstic acid in 100
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uL of distilled water, thoroughly drained, and dissolved in 200 uL of 0.38 M sodium
carbonate. The solution was transferred to 96-well microplate and incubated with 10 uL of
Folin-Ciocalteu reagent for 15 min at 37 °C. After incubation, the absorbance was read at 680
nm using a SpectraMax spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Total
mucoprotein concentration was calculated using a quantification standard curve of different
concentrations of tyrosine (0-200 ug/mL) generated in triplicate. Results represent the mean

values of two experiment performed in triplicate.

Gradient SDS-PAGE electrophoresis

Gradient SDS-PAGE was developed as described by Margolis 1967 with some
modification. (MARGOLIS; KENRICK, 1967) Briefly, a 6%-20% polyacrylamide gel was
overlaid with a 4% polyacrylamide stacking gel. 75 pg of protein from each pool sample was
loaded with a reducing sample buffer (4% SDS, 20% glycerol, 0,01% bromophenol blue, 125
mM Tris-HCL, B-mercaptoethanol, pH 6.8), and run at 80 V for protein separation until the
dye reaches the gel base. Coomassie Blue G250 (methanol 30% and acetic acid 10%) and
distained in the same solution without Coomassie Blue until the appearance of the bands (60-
90 min).

Assay for azocaseinolytic activity

Azocasein (catalogue A2765) was obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Protease activity was measured according to Charney et al 1947 with some modification.
(CHARNEY; TOMARELLI, 1947). Different protein concentration from each sample (0 -
500 ng) were mixed with Tris-HCI 50 mM pH 8.0 buffer until a final volume of 83 puL in
microtubes. Blank had only buffer (83 uL). Enzymatic reactions were started by addition of
17 uL of azocasein 2.5% and incubated at 37°C for 30 min. After incubation, the reaction was
stopped by the addition of 50 uL of trichloroacetic acid 30% (TCA) and incubated at 4°C for
30 min. The reaction mixture was centrifuged at 10.000 rpm for 10 min at room temperature,
and 100 uL of each supernatant was transferred to a 96-well microplate. To the supernatant, it
was added 100 pL of NaOH 1 M, and its absorbance was read at 440 nm using a SpectraMax

spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Activity was expressed in terms of
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Absorbance at 440 nm at the time of 30 min of incubation. Results represent the mean values

of two experiment performed in triplicate.

Assay for gelatinolytic activity

Gelatin zymography was developed as described by Heussen et al 1980 with some
modification. (HEUSSEN; DOWDLE, 1980) Briefly, 8% polyacrylamide and 1% gelatin
running gel was overlaid with a 4% polyacrylamide stacking gel. 90 ug of protein from each
pool sample was loaded with a non-reducing sample buffer (4% SDS, 20% glycerol, 0,01%
bromophenol blue, 125 mM Tris-HCL, pH 6.8), and run at 80 V for protein separation until
the dye reaches the gel base. After electrophoresis, gel was soaked in Triton X-100 2.5%
(Triton 2,5%, CaCl, 5 mM, ZnCl; 1 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7.5) twice for 30 min,
followed a brief wash in Triton X-100 1.0% (Triton 1,0%, CaCl, 5 mM, ZnCl, 1 mM, Tris-
HCI 50 mM, pH 7.5) in which the gel was thereafter incubated overnight. All incubations
were on shaker at room temperature. The gel was then stained overnight with shaking at room
temperature with 0.5% (w/v) Coomassie Blue G250 (methanol 30% and acetic acid 10%) and
distained in the same solution without Coomassie Blue until the appearance of the bands (60

min).

Assay for kallikrein activity

Synthetic substrates for Human plasma kallikrein S-2302 (H-D-Prolyl-L-phenylalanyl-
L-arginine-p-nitroaniline dihydrochloride) and Human tissue Kallikrein S-2266 (H-D-Valyl-
L-leucyl-L-arginine-p-Nitroaniline dihydrochloride) were purchased from Chromogenix
(Milan, Italy). Assays were adapted for 96-well microplate as described by Claeson et al
1978. (CLAESON et al., 1978) 100 pg of seminal plasma protein was incubated at 37°C, in a
final volume of 90 pl of Tris-HCI 20 mM pH 7.5 buffer for temperature stabilization. After 30
min, enzymatic reactions were started by addition of 10 pL of the chromogenic substrate
S2302 or S-2266 (0.2 mM). The amount of p-nitroaniline produced by the enzymatic reaction
was monitored at 405 nm in intervals of 14 s for 30 min using a SpectraMax
spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Activity is expressed in terms of
Absorbance at 405 nm by time of incubation. Results represent the mean values of two

experiment performed in triplicate.
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Statistical analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance and a Kruskal-Wallis test for
normal and non-normal distribution, respectively. Comparison between two groups was made
using Student’s t-test and the Mann-Whitney U-test for normal and non-normal distribution,
respectively. A value of p < 0.05 was considered. Statistical analyses were carried out using
SPSS 18 or GraphPad Prism 5.

RESULTS

Seminal Analyses

This study evaluated 59 seminal samples from men who attended the Human
Reproduction Unit of GHC for infertility investigation between May and November of 2017.
The prevalence of the hiperviscosity in the population evaluated was 33.89% (20 samples).
Hyperviscosity did not change over time. Aliquots of hyperviscous semen incubated up to 7
hours did not change their viscosity, neither at ambient temperature, nor at 37 °C. Semen
samples with high viscosity showed significantly lower semen volume, sperm concentration,
total sperm in the ejaculate, sperm motility, and sperm vitality. In addition, it showed a
significantly higher concentration of neutrophils. These results are summarized in Table 1.
There were no differences in respect to men’s age, semen pH, and sperm morphology
between the groups (Data not shown). When separating the groups in Fertile and Infertile,
there was a higher prevalence of infertile men in the Hyperviscous group (65%) than in the

Normoviscous group (20.5%). Table 2.

Table 1. Seminal parameters in normoviscous and hyperviscous semen

Parameter Normoviscous Hiperviscous P Value

N. of samples 39 (66.11%) 20 (33.89%)

Semen volume (mL) 2.74+1.24 2.05+1.18 0.035
Sperm concentration (10%/mL) 99.98 + 83.34 64.74 £ 97.61 0.016
Total Esperm (10°) 265.94 +285.14  115.91 + 150.97 0.007
Sperm motility (%) 65.44 £ 18.72 4753+ 2331 0.004
Sperm vitality (%) 78.83+11.47 69.83 + 18.61 0.010
Neutrophils (10¢/mL) 0.06 £0.16 0.71£1.76 0.013

Values are expressed as mean £ SD. P<0.05



48

Table 2. Prevalence of fertility in the normoviscous and hyperviscous semen groups

Normoviscous Hyperviscous
Fertile 77% (30) 30% (6)
Infertile 20.5% (8) 65% (13)
Azospermic (Infertile) 2.5% (1) 5% (1)
Total 100% (39) 100% (20)

Note: Values are in percentage (number of samples).

Study samples and Protein concentration

From 59 initial samples, 36 samples were included for the following analyses because

of the seminal parameters matched up between the groups, and showed no significative

difference between normoviscous and hyperviscous fertile groups, and between normoviscous

and hyperviscous infertile groups. This way, the only difference between these groups is the

viscosity. In addition, there was no difference in the total protein concentration in the samples

among the groups. Table 3.

Table 3. Seminal parameters in the four groups of study

Fertile Fertile Infertile Infertile

Normoviscous Hyperviscous  Normoviscous  Hyperviscous
N. of samples 11 6 7 12
Semen volume (mL) 2.71+0.82 2.96 +1.36 210+1.22 1.64 £0.81
Sperm concentration (10%/mL) 117.00+61.97  109.16 +72.33  73.48+90.44 47.21+112.18
Total Esperm (10°) 291.78 £111.78 255.11+ 10456 101.01+97.72 58.01+ 134.99
Sperm motility (%) 69.90 + 12.16 64.16 £11.92  4757+2721 3521+21.74
Sperm vitality (%) 84.27+7.76 80.91 +6.96 68.60+17.18  59.51+ 19.66
Neutrophils (10¢/mL) 0.06 £0.16 0.13+0.14 0.02+0.04 0.32+£0.52
Protein Concentration (mg/mL) 67.30 £13.90 51.67 £ 10.05 63.16 £17.70  63.65+30.71
Pool Protein Concent. (mg/mL) 34.686 32.195 40.107 36.259

Values are expressed as mean £ SD. P<0.05

Mucoprotein

Mucoproteins were analyzed through total mucoprotein content and gradient SDS-

PAGE gel. The quantification of the total mucoprotein content revealed that hyperviscous

semen has no increased content of mucoprotein. In contrast, it tends to be lower in the fertile

hyperviscous group, and it is significantly lower in the infertile hyperviscous group (Figure

1). In addition, there was a significant reduce in the total mucoprotein content when
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comparing fertile and infertile samples (fertile normoviscous x infertile normoviscous, p <
0.01; fertile hyperviscous x infertile hyperviscous, p < 0.01)

Concerning to the mucins, the gradient electrophoretic analysis showed a similar
protein pattern in hyperviscous and normoviscous samples. There were no apparent difference
in the pattern around the molecular weights corresponding to the gel-forming mucins (> 200
kDa). The well-visualized bands are 150 kDa, 78 kDa, 70 kDa, 50 kDa, 43 kDa, 30 kDa, 18
kDa, and 15 kDa.

mm Normovicosity
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Fig. 1. Total mucoprotein content in human seminal plasma. Proteins (300 pg) from four
seminal plasma groups had mucoproteins precipitated by selectively precipitation and its
content measured.
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Fig. 2. One dimensional gel electrophoresis of human seminal plasma. Proteins (75 pg) from
four seminal plasma pools were electrophoresed in 6-20% SDS-PAGE gel. Lane 1: molecular
weight standards. Lane 2: Fertile Normoviscous group; Lane 3: Fertile Hyperviscous group;
Lane 4: Infertile Normoviscous group; Lane 5: Infertile Hyperviscous group.

Caseinolytic and Gelatinolytic activities

General protease activities were analyzed using azocasein and gelatin substrates. The
colorimetric analyses of caseinolytic activity showed an increase activity in fertile
hyperviscous semen when comparing with fertile normoviscous semen. There was no
difference in the infertile groups (Fig. 3). Gelatin zymography of human seminal plasma
revealed seven main proteases labelled sequentially by numbers from the lowest molecular
weight to the highest (Fig.4). The seven proteases were present in the four groups. The major
protease activity was the number 1 and its intensity does not change among the four groups.
The weakest band was the number 6 and its intensity did not change among the four groups
either. However, all the other proteases varied in intensity when comparing the fertile
normoviscous group with fertile hyperviscous group, being stronger at the hyperviscous

groups. Between the infertile group there were no difference in intensity of these bands, but
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the intensity of the bands were also stronger in these groups when comparing with the fertile

normoviscous group.
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Fig. 3. Caseinolytic proteinase activity in human seminal plasma. Different protein
concentration from the four seminal plasma groups were incubated with azocasein for 30 min.
Absorbance of the products were read at 440 nm. (A) Fertile Normoviscous group and Fertile
Hyperviscous group. (B) Infertile Normoviscous group and Infertile Hyperviscous group.
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Fig. 4. Zymogram of gelatinolytic activity in human seminal plasma. Proteins (90 pug) from
four seminal plasma group were electrophoresed in an 8% SDS-PAGE 1% gelatin gel. Seven
bands of proteinase activities were detected and numbered 1-7. Lane A: Fertile Normoviscous
group; Lane B: Fertile Hyperviscous group; Lane C: Infertile Normoviscous group; Lane D:
Infertile Hyperviscous group.



Kallikrein activity

In the analyses of Kallikrein activity, the activity of both tissue kallikrein and
plasmatic kallikrein were significantly increased in hyperviscous semen when comparing with
normoviscous semen. This higher activity was present in both fertile and infertile groups. (Fig
6). In addition, there was an increase of the plasmatic kallikrein activity in infertile samples

when comparing with the fertile samples. (Fig 7)
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Fig. 5. Kallikrein activity in human seminal plasma. Proteins (100 pg) from seminal plasma
were incubated with specific substrates for tissue and plasmatic KLKs for 30 min.
Colorimetric products were read at 440 nm. (A) Activity of tissue KLKs. (B) Activity of

plasmatic KLK.
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Fig. 6. Plasmatic kallikrein activity in human seminal plasma. Proteins (100 pg) from seminal
plasma were incubated with specific substrates for plasmatic KLKs for 30 min. Colorimetric

products were read at 440 nm. (A) Normoviscosity. (B) Hyperviscosity.
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DISCUSSION

The seminal analyses showed an association of hyperviscosity with seminal
characteristics of infertility. Low volume is related with low secretion of prostate and
vesicular glands, that together accounts for 90% of the seminal volume; low sperm
concentration is a result of spermatogenesis dysfunction in the testis; low motility and vitality
are associated with both testis and secretion glands problems. (ANDRADE-ROCHA, 2005;
JUYENA,; STELLETTA, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010) In addition,
neutrophils concentration was significantly increased in hyperviscous semen. Neutrophils
increase is an indication of inflammation or neoplasia in the reproduction system. Neutrophils
are also the main source of reactive oxygens species (ROS) in semen, which might result in
oxidative stress. Sperm cells are rich in polyunsaturated fatty acids, this way, they are
susceptible to oxygen-induced damage, that can cause dysfunctions on cytoplasmic
membrane, and hence, motility and other membrane functions. (AGARWAL et al., 2014)
Altogether, these results indicate that hyperviscous semen is a low quality semen that
probably results in reduced fertilization capacity.

The total mucoprotein quantification showed a tendency in reduced content of these
molecules in hyperviscous samples, and a significantly reduce in infertile samples. This
alteration also indicates the lower quality of the seminal plasma in hyperviscous semen,
because seminal plasma molecules have important roles in a variety of processes over the
sperm, like sperm capacitation and protecting sperms against toxins and pathogens. This way,
alteration in the content of seminal components cause negative influence on the seminal
plasma role over the sperm cells. (GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993;
JUYENA; STELLETTA, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010) One
possibility for this reduction is sexual glands dysfunction. Sexual glands are responsible for
the majority of secretion on semen. Biomarker analyses show decreased secretion of these
glands in infertile samples that results in reduced sperm quality, in parameters like motility
and viability. (VICKRAM et al., 2016) This same biomarker has been found to be reduced in
hyperviscous semen as well, indicating dysfunction in the glands secretion in this group of
patients. (ANDRADE-ROCHA, 2005; ELZANATY; RICHTHOFF; GIWERCMAN, 2004)
Other possibility is an increase of degradation by proteases. Semen is rich in proteolytic

enzymes and it is possible that some enzymes have the ability to degrade mucoproteins and
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are presenting in an increased level of activity in hyperviscous semen as well. Our results
showed a higher activity of protease enzymes in infertile and in hyperviscous seminal plasma.

Gel-forming mucins are a group of mucoproteins that has the characteristic of increase
the secretions’ viscosity in gastrointestinal and respiratory systems. (BOLTIN et al., 2013;
JOHANSSON; SJIOVALL; HANSSON, 2013) Three of them (MUC5, MUCAC, MUC6) are
present in the masculine reproductive system, and they have molecular weights above than
250 kDa. (RUSSO et al., 2006) In animals, MUC5 concentration showed correlation with
increased semen viscosity. (KERSHAW-YOUNG; MAXWELL, 2012) However, in our
study, the 1D gradient SDS-PAGE gel was not able to detect the gel-forming mucins band.
Probably, the mucins have no high concentration as PSA and albumin, which can be
visualized at the 1D gel.

The well-visualized bands in the SDS-PAGE gel represent the most abundant protein
present in seminal plasma semen: 78 kDa band (lactoferrin), 70 kDa band (albumin), 50 kDa
band (prostatic acid phosphatase, PAP), 43 kDa band (clusterin and Zn-a-2-glycoprotein), 30
kDa band (prostate specific antigen, PSA), and 20-10 kDa (semenogelin I and II’s products of
degradation). (FUNG et al., 2004) An earlier study had shown that the protein distribution in
SDS-PAGE gel between 10 — 100 kDa is similar between normoviscous and hyperviscous
seminal plasma samples. (CARPINO; SICILIANO, 1998) Here, we found no differences in
the patterns of protein distribution in 1D SDS-PAGE gel above 100 kDa as well.

We found a difference in the caseinolytic activity between normoviscous and
hyperviscous seminal plasma of the fertile groups, indicating that hyperviscosity is associated
with alteration of the activity of some enzymes in semen. Yin et al developed seminal protein
separation by gel filtration chromatography and the protease activity towards casein was
found in a range of molecular weight from 10 to 70 kDA. (YIN et al., 1990). A known source
of the caseinolytic enzymes in semen is the prostate gland; and pathologies affecting the
prostate change the profile of the caseinolytic enzymes in the prostate secretion. (WILSON et
al.,, 1993) This way, an alteration of these enzymes in hyperviscous semen can be an
indication of alteration of the physiology of the prostate gland. In the infertile groups, there
were no differences between the groups, but probably the infertility alterations are causing
alteration of the activities of theses enzymes as well, similar to what was seen in the
gelatinolytic activity analysis.

Previous studies have shown that gelatinolytic assay with seminal plasma detects
matrix metalloproteases (MMPs). (METAYER et al., 2002; SHIMOKAWA KI et al., 2002)
We found that, although all the groups showed the same bands, five band were more intense



55

in hyperviscous fertile group than in normoviscous fertile group. This result indicates that
hyperviscosity is characterized by alterations in secretion and activity of MMPs. These five
bands were also more intense in infertile groups, both hyperviscous and normoviscous,
indicating that infertility also alters the amount and activity of these enzymes. Yin et al have
already analyzed enzyme activity in normoviscous and hyperviscous sample through gelatin
zymography and they found that both groups have the same bands patterns on the gel.
However, they did not compare the intensity of the bands, because they developed different
incubation protocols to maximize activity of individual proteinase to optimize their detection.
(YIN et al., 1990).

Previous studies have also shown that MMPs secretion and activation are stimulate by
tissue KLKs. (GAO et al., 2010; KALINSKA et al.,, 2016) Our study revealed that
hyperviscous semen from both fertile and infertile groups had a significant increase in tissue
KLKs activity. This way, we suggest that the increase of metalloproteases in hyperviscous
semen is a consequence of the higher tissue KLKSs activity in these samples.

Normoviscous infertile group has the same five bands with higher activity seen in the
hyperviscous group when comparing with normoviscous fertile group. Tentes et al had
previously found that oligospermic samples have increased concentration of MMP9, but no
alteration on MMP2 content, indicating that alteration of the seminal parameters influences in
the MMP content and activity. (TENTES et al., 2007) Our infertile samples are characterized
with a mix of seminal parameters alteration, and not only low spermatozoon concentration,
that can explain the more prominent alteration on the metalloproteases content, resulting in an
increase of more than one type of them. The mechanism that is responsible for this increasing
is different from the one seen in hyperviscous semen, because there is no tissue KLK
increased activity in the normoviscous infertile samples.

The tissue KLK analyses revealed that the activity of these KLKSs is increased
exclusively in hyperviscous samples. The source of these enzymes on semen is the prostate
gland, this way it is possible that an increased seminal activity can be inferring an
inflammation process in this gland. In the opposition to our results, Emami et al have found
that tissue KLKs are present in the same or at low concentration in hyperviscous semen.
(EMAMI et al., 2009) One explanation for this can be an alteration in the regulator factors’
concentration, resulting in increased activator factors or decreased inhibitor factors
concentration. In fact, Andrade-Rocha have found that zinc ion, an tissue KLK inhibitor
prevenient from the prostate, shows a reduced concentration in hyperviscous semen.
(ANDRADE-ROCHA, 2005)
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Although this analyses did not detect the chymotrypsin-like KLK3, which is the main
enzyme involved in the clot degradation, other tissue KLKSs also have the ability of degrading
the coagulum. (KALINSKA et al.,, 2016; VEVERIS-LOWE et al., 2007) An increased
activity of tissue KLK becomes likely that the proteins involved in the coagulum are been
degraded. This indicates that semenogelins and other clot proteins are probably not
participating of the hyperviscosity status. Also, semen’s incubation at 37 °C for 7 h gave
enough time for proteins to clot, but this incubation did not alter the viscosity characteristics
of the hyperviscous semen, also indicating that degradation of the proteins clot is not involved
in the hyperviscosity characteristic. Esfandiari et al analyzed the semenogelin degradation in
hyperviscous semen, and they did not find any difference with the level of semenogelin
degradation seen in normoviscous seminal plasma. (ESFANDIARI et al., 2014)

Plasmatic kallikrein is present in testis and prostate. In the prostate, it is expressed in
ducts’ and acinis’ epithelial cells, been the source of the enzyme in semen. In the testis, its
expression is 4 times higher than in prostate, but the enzyme is only expressed in Leydig cells,
and its presence is absent in the seminiferous tubules. (FINK et al., 2007; NETH et al., 2001)
Our analyses showed that KLKB1 is significantly more active in hyperviscous semen.
Considering KLKB1 has a role in inducing inflammation, its increased activity in
hyperviscous semen is one more indication of inflammatory response happening in the
prostate.

Additionally, there was an increase in the KLKB1 activity in the infertile groups,
when comparing with the fertile ones. Since, this increase is not along with tissue KLK in
infertile normoviscous semen, one hypothesis is that the KLKBL1 in these samples are coming
from the testis. One characteristic of infertile’s sample is a dysfunction in the spermatogenesis
that results in reduced sperm cell in the semen. This way, the testicular alteration that is
resulting spermatogenesis dysfunction may also promotes testicular damages, resulting in
overflow of the enzymes from interstice to the seminiferous tubules. The other hypothesis is
the damage in the testis is releasing activator factors to the lumen, therefore activating the
KLKB1 secreted by the prostate. Independently of the molecular mechanism, the differential
activity between fertile and infertile seems to be associated with testicular dysfunction. This

way, it could be investigated as a potential biomarker of testis dysfunction.

CONCLUSION
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Our study found decreased seminal parameters, mucoprotein composition, and
increase enzymes activities in hyperviscous semen, indicating dysfunction in the normal
physiology of the male reproduction system in these patients. The increase of the
metalloprotease and Kkallikreins activities suggest an inflammation process in the prostate
gland of the patients with hyperviscous semen. In addition, these enzymes have the capacity
of degrading extracellular matrix, suggesting that seminal coagulum liquefaction is not
lacking. Besides that, plasmatic kallikrein revealed an increased activity in infertile samples,

which should be more investigated for its use as a biomarker of testis function.
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6 DISCUSSAO

6.1 Analise seminal

Anélises do espermograma mostram que a hiperviscosidade seminal esta associada com
menor qualidade seminal, apresentando varios pardmetros seminais de fertilidade masculina
significativamente inferiores e abaixo dos limiares normais de fertilidade. Um dos parametros
foi a motilidade, onde varios autores notificaram a associacéo da hiperviscosidade com menor
motilidade. Porém, com rela¢do aos demais parametros seminais, os resultados de associacdo
sdo controversos (CARPINO; SICILIANO, 1998; ELZANATY; RICHTHOFF;
GIWERCMAN, 2004; GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993; LAYALI et al.,
2015; ROSSI et al., 2004; SICILIANO et al., 2001). Neste estudo, encontramos que volume
seminal, concentracdo de espermatozoides, espermatozoides totais do ejaculado e vitalidade
também estdo reduzidos em sémen hiperviscoso. Reducdo do volume estd associado com
menor secrecdo das glandulas da prostata e das vesiculas seminais, que juntas respondem a
90% do volume seminal. Menor quantidade de espermatozoides indica que o quadro de
hiperviscosidade estd associado com problemas testiculares, que estdo resultando em falhas na
espermatogénese. Motilidade e vitalidade reduzidas estdo associados tanto com problemas na
espermatogénese, quanto a disfuncbes nas secre¢des das glandulas sexuais, ja que
constituintes dessas secre¢fes agem no metabolismo e na manutencdo da viabilidade dos
espermatozoides. (ANDRADE-ROCHA, 2005; ANDROLOGY AUSTRALIA, 2014;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Neutréfilos sdo os leucdcitos predominantes no sémen. Aumento de neutréfilos pode
resultar em baixa qualidade dos espermatozoides, pois neutrofilos sdo as principais fontes de
radicais livre que prejudicam membranas, DNA e motilidade dos espermatozoides.
(AGARWAL et al., 2014). Além disso, aumento de neutrofilos esta associado com quadro de
inflamacgdo no sistema reprodutor masculino (AUSMEES et al., 2014) Nas amostras deste
estudo, sémens hiperviscosos apresentam concentra¢fes significativamente maiores desses
granulécitos que sémens de viscosidade normal: 0,7x10° neutr6filos em hiperviscosos, contra
0,06x10® em normoviscosos. De acordo com o Manual de Examinagio e Processamento de
Sémen Humano da OMS (5% Ed), concentragdo de 1x108/mL de neutréfilos é o limiar entre
normal e quadro de inflamacéo no trato reprodutor. Nos espermas avaliados, duas amostras
apresentavam concentragdes acima desse limiar e ambos eram hiperviscosos; e as demais

amostras hiperviscosas apresentam concentracdes abaixo desse valor. Entretanto, o grupo
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hiperviscoso continuou apresentando concentragdes significativamente maiores de
granuldcitos, mesmo quando as duas amostras leucospérmicas foram removidas das anélises
(Dado n&o mostrado). O proprio Manual afirma que o valor de 1x108/mL de neutréfilos pode
ndo ser o mais adequado como limiar de indicador de inflamacéo e varios autores encontram
associacdo com inflamagdo em concentragdes inferiores ao limiar. Ausmees et al encontraram
que um limiar de 0,35x10%mL de neutrofilos discrimina pacientes com alteragéo inflamatéria
prostatica. (AUSMEES et al., 2013, 2014; SHARMA et al., 2013; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010) Em nosso estudo, esse limiar separa amostras normoviscosas de
hiperviscosas, levando-nos a sugerir que algum tipo de inflamagéo possa estar ocorrendo no
trato reprodutor masculino nos pacientes com sémen hiperviscoso.

Assim, os resultados dos espermogramas desse estudo encontram associacdo entre
hiperviscosidade e parametros seminais caracteristicos de infertilidade, indicando que sémens
hiperviscosos apresentam menor qualidade para alcancar a fertilizacdo. Além disso, a maior

infiltracdo de neutréfilos no sémen sugere inflamacéo no trato reprodutor masculino.

6.2 Mucoproteinas

Mucoproteinas (ou glicoproteinas acidas) constituem uma grande variedade de proteinas
altamente glicosiladas, que se diferenciam das demais glicoproteinas por sua maior
composicdo de carboidratos e por diferencas de solubilidade em meios acidos (TECLES;
MARTINEZ-SUBIELA; CERON, 2007; WINZLER, 1955). Mucoproteinas sdo secretadas
por todos os d6rgaos e dutos do sistema reprodutor masculino; todavia, pouco se sabe sobre a
diversidade dessa composicdo mucoproteica seminal e qual a funcdo dessas moléculas no
sémen (RUSSO et al., 2006). Na analise de quantificacdo de mucoproteinas totais no sémen,
houve uma diminuicdo do conteudo total mucoproteico nas amostras hiperviscosas, sendo que
essa diminuicao foi significativa quando comparado normoviscoso infértil com hiperviscoso
infértil. Diminuigé@o do conteido mucoproteico também esta associada com infertilidade, pois
também houve uma reducdo significativa quando foi comparada amostra fértil x infértil.
Embora ndo se conhega as func¢Bes dessas moléculas, essa grande diferenca de composicéo
possivelmente esta resultando em um impacto negativo na qualidade seminal dessas amostras,
pois as duas principais fungdes dos componentes do plasma seminal sdo manter a viabilidade
dos espermatozoides e controlar o metabolismo desses gametas. (DU PLESSIS; GOKUL,;
AGARWAL, 2013)
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Duas hipoteses sdo levantadas para essa diminuicdo mucoproteica. A primeira hipétese
€ que esta ocorrendo uma menor secrecao desses componentes mucoproteicos em pacientes
com sémen hiperviscoso e em pacientes inférteis. Alguns autores encontraram que sémens
hiperviscosos apresentam menor concentracdo de alguns biomarcadores de prostata e
vesiculas seminais. Eles sugerem que, nesses pacientes, pode estar ocorrendo disfuncdo na
secrecdo dessas glandulas. (ANDRADE-ROCHA, 2005; ELZANATY; RICHTHOFF;
GIWERCMAN, 2004; GONZALES; KORTEBANI; MAZZOLLI, 1993) Quadros de
infertilidade também se caracterizam por apresentar alteracfes no trato reprodutor masculino
que resultam em menor secrecdo de componentes plasmaticos, explicando a menor
concentracdo de mucoproteinas nas amostras desses pacientes. (VICKRAM et al., 2016;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

A segunda hipGtese é que enzimas com capacidade mucoprotease possam estar
presentes em maior concentracdo ou estar apresentando uma maior atividade enzimética nas
amostras hiperviscosas nas dos pacientes inférteis. Essa hiptese vem a partir dos resultados
das andlises proteoliticas desenvolvidas neste estudo, em que amostras hiperviscosas e
amostras de pacientes inférteis apresentam maior atividade de algumas proteases. Uma maior
quantidade e atividade de enzimas com capacidade mucoprotease, pode estar resultando em
reducdo do contetdo total das glicoproteinas acidas. Essa hipotese pode ser analisada através
da mensuracao da atividade de enzimas como tripsina e a-amilase no plasma seminal.

Como ha pouco conhecimento sobre a composicdo de mucoproteinas seminais, mais
estudos devem ser desenvolvidos para se identificar quais sdo essas glicoproteinas &cidas que
compdem o0 sémen e que estdo reduzidas nos quadros de hiperviscosidade seminal e de
infertilidade seminal. Esse conhecimento auxiliara a entender que disfungdes estdo ocorrendo

no sistema reprodutor masculino e como isso esta afetando a qualidade seminal.

Um grupo de mucoproteinas presente no sémen é o das mucinas, que Sao as
mucoproteinas mais estudadas no corpo. Elas estdo presentes em diversas secre¢fes exocrinas
corporais e revestindo mucosas dos tratos gastrointestinal, respiratdrio, urinario e reprodutor.
Apresentam como funcges: protecdo fisica de lubrificacdo, protecdo quimica contra agentes
acidos e toxicos, e protecdo imunoldgica inata de barreira e aprisionamento de patdgenos.
Elas se caracterizam por apresentam repeticdes em tandem da sequéncia dos aminoacidos de
serina-prolina-treonina, que geram sitios de glicosilacdo, e o contetdo total de carboidratos
representa 80% do peso molecular. (BOLTIN et al., 2013; JOHANSSON; SJOVALL;
HANSSON, 2013; RUSSO et al., 2006). Mucinas sdo bastante estudas nos sistemas
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digestorio, respiratdrio e reprodutor feminino. No trato gastrointestinal humano, inflamacdes
agudas causam aumento da secrecdo de mucinas gel-forming, induzidas tanto por fatores
imunolodgicos, quanto pelos patdgenos. Entretanto, em infecgdes cronicas, ocorre deplecéo
dessas mucoproteinas. Esse quadro é principalmente em decorréncia da danificacdo e morte
das células secretoras de mucinas. Outro fator que também influencia na diminuicdo € a
secrecdo de glicosidades e proteases microbianas com capacidade mucinolitica (BOLTIN et
al., 2013; KIM; HO, 2010).

Existem 21 moléculas diferentes de mucinas, das quais 5 sdo gel-forming. As mucinas
gel-forming se caracterizam por formarem multimerizagGes, que resultam em aumento da
viscosidade das secrecfes em que estdo presentes. Sdo elas, MUC2, MUC5B, MUC5AC,
MUC6, MUC19 (BOLTIN et al., 2013; JOHANSSON; SJOVALL; HANSSON, 2013;
RUSSO et al.,, 2006) Estudos em alpacas e lhamas revelaram que sémens hiperviscosos
apresentam um conteddo de MUC5B cinco vezes maior que os sémens de viscosidade
normal, e que a remocgdo das glandulas bulbouretrais, de onde séo secretadas, resulta na
normalizacdo da viscosidade seminal nos animais que apresentavam hiperviscosidade
seminal. Esses estudos sugerem que a elevacdo do contetdo de MUCSB esta envolvido no
amento da viscosidade no sémen (APICHELA et al., 2014; KERSHAW-YOUNG;
MAXWELL, 2012). No trato reprodutor masculino, Russo et al 2006 fez analises para
deteccdo de 14 mucinas no trato reprodutor masculino, na qual incluiu as 5 mucinas gel-
forming. Detectou a presenca de 10 mucinas, das quais 3 sdo gel-forming: MUC5B,
MUCS5AC, MUCES. Identificou que a MUCS5B é secretada pelas glandulas bulbouretrais; e as
MUCS5AC e MUCG6 sdo secretadas por diversos tecidos do sistema, incluindo prostata e
vesiculas seminais. Essas trés mucinas foram caracterizadas por apresentaram tamanhos
moleculares superiores a 250 kDa no sémen (RUSSO et al., 2006).

Embora o resultado de mucoproteinas totais tenha mostrado diminui¢cdo do contetdo
mucoproteico total em amostras hiperviscosas, alguns constituintes individuais (como as
mucinas gel-forming) podem estar com suas concentragdes elevados nas amostras
hiperviscosas. Assim, analise de gradiente SDS-PAGE 1D foi realizada para ver a
possibilidade de visualizar a banda das mucinas nas amostras; ja que proteinas com altas
concentragfes no plasma seminal formam bandas bastante intensas nessa analise. Entretanto,
a técnica ndo foi sensivel para a deteccdo dessas mucinas e ndo houve visualizacdo de
nenhuma banda com tamanho de 250 kDa ou mais. A maior banda visualizada nos géis

apresentava 150 kDa.
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Algumas estratégias que podem ser tomadas para se tentar detectar essas mucinas
futuramente sdo citadas a seguir. Aumentar a quantidade de proteina utilizada na eletroforese;
pois aqui nesse estudo foram utilizados 75 pg, outros artigos desenvolveram essa técnica
utilizando 200 pg de proteina. Desenvolver coloracdo de prata, que tem maior sensibilidade
que a coloracdo de Coomassie blue e possibilita a deteccdo de proteinas com menor
concentracdo. Desenvolver SDS-PAGE bidimensional, que permite a utilizacdo de
quantidades muito maiores de proteina (500 ng) e uma separacgdo proteica adicional por ponto
isoelétrico, que resulta num resultado mais sensivel e discriminativo. Porém, as técnicas mais
sensiveis e especificas para a deteccdo dessas mucinas sdo o desenvolvimento de ELISA ou
Western Blot com anticorpos especificos para essas mucinas gel-forming (FUNG et al., 2004;
MAO et al., 2013; WANG et al., 2014).

O perfil de distribuicdo proteica no gel 1D também nédo evidenciou nenhuma grande
alteracdo na distribuicdo das bandas entre amostras normoviscosas e hiperviscosas. Carpino et
al ja haviam feito ama analise por SDS-PAGE para extensdo de 10 a 100 kDa e relataram néo
ter encontrado diferenca na distribuicdo das bandas entre amostras normoviscosas e
hiperviscosas nessa extensdo (CARPINO; SICILIANO, 1998). Aqui, encontramos que acima
de 100 kDa também ndo ha diferencas de bandas nessa técnica. As bandas mais intensas
encontradas no gel séo principalmente de: 140 kDa (desconhecido); 78 kDa: lactoferrina; 70
kDa: Albumina; 50 kDa: precursor de fosfatase acida prostatica; 43 kDa: clusterina e Zn-a.-2-
glicoproteina; 30 kDa: PSA; 20-10 kDa: produtos de degradacdo de Seminogelinas | e Il
(FUNG et al., 2004).

6.3 Proteases

Proteases sdo enzimas que clivam ligacOes peptidicas, controlando a acdo e fungédo das
proteinas no corpo. Muitas dessas enzimas tém atividade finamente controlada através de
cascatas de ativacdo, semelhante ao visto na cascata de ativacdo dos fatores de coagulagdo
sanguinea. Elas estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos essenciais dos organismos,
por exemplo, na regulacéo do ciclo celular e proliferacdo, crescimento e diferenciacao celular,
migracdo celular, sinalizagdo celular, apoptose, homeostasia tecidual, inflamagéo tecidual,
apresentacdo de antigenos, liberacdo de citocinas, fagocitose, estre outros. Assim, problemas
na expressao ou no controle da atividade das proteases estdo relacionadas com diversas

patologias, incluindo infeccBes e neoplasias. Entretanto, muitos estudos ainda devem ser
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feitos para entender a acdo das proteases nas patologias, pois muitos dos substratos
fisiol6gicos dessas enzimas ainda sdo desconhecidos. (CERA, 2009; MADALA et al., 2010).

Proteases sdo classificadas em seis classes com base no residuo presente no sitio
catalitico, que ataca a ligacdo peptidica. As classes e suas propor¢des sdo: metaloproteases
(34%), serina proteases (30%), cisteina proteases (26%), acido aspartico proteases (4%),
treonina proteases (5%) e glutamato proteases (1%) (HEDSTROM, 2002; MADALA et al.,
2010; NEITZEL et al., 2010).

Diferentemente das demais classes, as metaloproteases apresentam um jon de Zn?* que
ataca a ligacdo peptidica, ao invés de um residuo. Exemplo de metaloproteases sdo as
metaloproteases de matriz (MMPs) que estdo envolvidas na degradagéo de matriz extracelular
em processos fisioldgicos e patologicos. (MADALA et al., 2010; NEITZEL et al., 2010).

Serina proteases apresentam uma serina como residuo nucleofilico que ataca a ligacao
peptidica. Além da serina, outros dois residuos agem na acgdo proteolitica formando a triade
catalitica, sendo a triade mais frequente formada por: Asp102-His57-Ser195. Outros residuos
participam da formacao do sitio ativo gerando cargas e pontes que resultam na especificidade
enzimatica. Quimotripsina-like/tripsina-like é o subgrupo mais abundante de serina proteases.
Quimotripsina-like apresenta residuos hidrofébicos no sitio ativo da enzima, assim, clivam
com maior afinidade residuos com cadeias laterais hidrofobicas, como fenilalanina, triptofano
e tirosina. Tripsina-like apresentam residuos negativos no sitio ativo, assim, clivam com
maior afinidade em residuos com cadeias laterais positivas, como arginina e lisina. Exemplo
de serina proteases sao as calicreinas, que sao tripsina-like; exceto a calicreina KLK3, que é
quimotripsina-like (CERA, 2009; HEDSTROM, 2002; KALINSKA et al., 2016; MADALA
etal., 2010; NEITZEL et al., 2010).

6.3.1 - Analise Caseinolitica

H& poucos estudos que analisaram atividade caseinolitica no sistema reprodutor
masculino, tanto em seres humanos, como em animais (CEJKO et al., 2016; THURSTON et
al., 1993; WILSON et al., 1993; YIN et al., 1990). Prostata é o principal local de sintese e
secrecdo das caseinases presentes no sémen. Diversas bandas enzimaticas (26 bandas) ja
foram detectadas em zimografia de caseina com secrecao prostatica, com tamanhos entre 10 —
150 kDa. Metade das enzimas foram identificadas como sendo metaloproteases ou serina
proteases e a frequéncia das enzimas identificadas se altera em diferentes quadros de

patologia prostatica (WILSON et al., 1993). Em plasma seminal humano, estudos com
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separacdo proteica por cromatografia revelaram que caseinases apresentam tamanhos entre 10
— 70 kDa, sendo que a maior parte da atividade caseinase se encontra em torno do tamanho
molecular de 35 kDa (YIN et al., 1990).

Nossa analise de atividade caseinolitica encontrou diferenca nessa atividade entre as
amostras férteis normoviscosas e hiperviscosas, com aumento de atividade enzimatica nas
amostras hiperviscosas. Uma vez que prostata é a fonte dessas enzimas no sémen e
diversidade de caseinases se altera em patologias envolvendo a prostata; hipotetizamos que a
alteracdo de atividade caseinolitica em sémen fértil hiperviscoso pode inferir alteracdo da
fisiologia normal dessa glandula. Entre as amostras inférteis ndo houve diferenca. Uma
hipotese é que, como infertilidade é resultante de multiplas causas que geram alteracbes no
sistema reprodutor masculino, € possivel que as alteracdes moleculares resultantes da
infertilidade possam estar mascarando as alteracdes caseinoliticas no sémen hiperviscoso.

Para se compreender mais as alteracdes caseinoilicas que estdo ocorrendo em sémens
hiperviscosos, pode-se desenvolver zimografia utilizando caseina como substrato. A técnica
ird informar quantas variedades de enzimas caseinolitica estdo presentes na amostra com
diferentes viscosidades, com seus respectivos tamanhos e quantidades. (VANDOOREN et al.,
2013) Na zimografia, as classes enzimaticas podem ser identificadas através da adigdo de
inibidores especificos no tampdo de renaturacdo proteica ap0s a eletroforese (Tampdo Triton
X100). As bandas que somem com a incubacdo do inibidor, indicam que a enzima pertence a
classe de enzimas inibidas por aquele inibidor. Os dois inibidores mais utilizados nessa
técnica sdo: EDTA (inibidor de metaloproteases) e benzamidina (inibidor de serina proteases)
(CEJKO et al., 2016; METAYER et al., 2002; WILSON et al., 1993). O uso de inibidores
especificos de serina protease e metaloproteases na zimografia podem ser utilizados para
classificacdo das caseinases encontradas, dando mais informacdes sobre as caseinases

seminais.

6.3.2 - Analise Gelatinolitica

Em nosso estudo foram detectadas 7 bandas com tamanhos que variam de 15 kDa a
quase 200 kDa. Outros estudos com plasma seminal humano ja reportaram até 12 bandas em
zimografia de gelatina, que foram caracterizadas como sendo da classe das metaloproteases
(MMPs) de origem prostatica (BAUMGART et al., 2002; SHIMOKAWA KI et al., 2002;
TENTES et al., 2007; YIN et al., 1990). Duas dessas bandas ja foram identificadas como
sendo a MMP2 (zimogénio, 72 kDa; e MMP2 ativa, 67 kDa) (SHIMOKAWA KI et al.,
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2002). Em nossa andlise, as bandas 5 e 4 apresentam tamanhos similares a essas,
provavelmente indicando serem a MMP2.

Nossas analises encontraram que as sete bandas detectadas nas amostras normoviscosas,
estdo também presentes nas amostras hiperviscosas. Porém, nas amostras férteis, cinco dessas
bandas apresentaram aumento de concentracdo nos plasmas hiperviscosos, incluindo as
bandas 4 e 5 que representam a MMP2. Yin et al analisaram amostras hiperviscosas por
zimografia de gelatina e relataram que as amostras hiperviscosas apresentam as mesmas
guantidades de bandas que as amostras normoviscosas. Entretanto, eles ndo compararam a
intensidade das bandas entre amostras normoviscosas e hiperviscosas, porque cada gel foi
submetido a diferentes tempos de incubagdo para maximizar a visualizacdo das bandas,
criando viés de intensidade para a comparacdo (YIN et al., 1990). Nosso estudo corrobora que
0 numero de bandas distintas se mantém em amostras hiperviscosas, e também indica um
aumento na quantidade de MMPS. Uma vez que as MMPs do plasma seminal sdo secretadas
pela prostata, esse aumento da atividade das gelatinases sugere alteracdo prostatica nos
pacientes com sémen hiperviscoso.

Uma das vias conhecidas que leva a secrecdo e ativacdo de MMPs na prostata é
regulada por calicreinas teciduais. Em estudos in vitro com células prostaticas viu-se que, a
adicdo de KLKs teciduais ativas no meio resulta em aumento proporcional de secrecdo e
ativacdo de MMPs pelas células cultivadas (GAO et al., 2010; SOTIROPOULOU,;
PAMPALAKIS, 2010). Nas analises com KLK teciduais do nosso estudo, houve um amento
significativo de atividade de KLKSs teciduais nas amostras hiperviscosas. Assim, sugerimos
que o aumento de atividade de KLKs teciduais pode estar induzindo aumento da secregédo e
ativacdo das MMPs na préstata dos pacientes com sémen hiperviscoso.

Ambas amostras inférteis normoviscosa e hiperviscosa também apresentaram uma
maior atividade enzimatica que o normoviscoso fértil em nossa analise, indicando que tanto a
hiperviscosidade, como a infertilidade estdo associados com alteragdes prostaticas. Entretanto,
nessas amostras, 0 aumento da concentracdo dessas enzimas deve ser por outra via, pois a
atividade KLKSs teciduais ndo se mostrou aumentada nas amostras inférteis normoviscosas. O
aumento de atividade gelatinolitica nessas amostras inférteis normoviscosas corrobora com 0s
achados de Tentes et al, que encontraram que amostras normoviscosas oligospérmicas
apresentam maior atividade de bandas que representam MMP9, quando comparadas com
amostras normoviscosas de concentracdo normal. (TENTES et al., 2007) Diferentemente do
nosso estudo, eles ndo encontraram diferenca de atividade nas bandas referentes a MMP2.

Uma explicacdo possivel é que em nossas amostras inférteis estdo presentes outras alteragdes
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seminais, aléem da oligospermia. Dessa maneira, é possivel que astenospermia e menor
vitalidade estejam associadas com maiores alteracGes na préstata do que sé a oligospermia,

resultando na alteracdo na quantidade de mais MMPs.

6.3.3 - Atividade de calicreinas

Calicreina (do grego pancreas) foi o nome dado em 1930 para duas enzimas isoladas no
pancreas, nomeadas de calicreina plasmatica (KLKB1) e calicreina tecidual (KLK1). Em
1980, descobriu-se mais duas calicreinas em seres humanos (KLK2 e KLK3) e no ano 2000,
encontraram genes para as calicreinas KLKs 4 a 15. Hoje, estdo classificadas como duas
familias: plasmatica e tecidual. A familia plasmatica apresenta apenas uma proteina
(codificada no cromossomo 4) que é chamada de calicreina plasmatica (KLKB1). A familia
tecidual engloba as demais 15 enzimas (codificadas no cromossomo 19) e sdo nomeadas de
KLK 1 a 15. KLKB1 e KLK1 formam o sistema calicreina-cinina, pois uma de suas
propriedades é clivar moléculas de cininogénio, produzindo cininas, que sdo peptideos
envolvidos em inducdo de resposta inflamatdria. KLKs 2 a 15 ndo apresentam essa atividade
cininogénica e, por isso, formam o sistema de peptideos relacionados a calicreina.
(KALINSKA et al., 2016; LUNDWALL; BRATTSAND, 2008).

As KLKs teciduais sdo glicoproteinas serina proteases quimotripsina-like/tripsina-like,
com tamanhos entre 30-40 kDa. As KLKSs teciduais apresentam residuo negativo de
asparagina no sitio ativo, assim, tém afinidade para clivar em residuos com carga positivas,
como arginina e lisina, de forma semelhante a tripsina. A excecdo, ¢ a KLK3, que tém
residuos hidrofobicos no sitio ativo e cliva com afinidade residuos hidrofébicos, como, uma
atividade semelhante a quimotripsina (KALINSKA et al., 2016; LUNDWALL,
BRATTSAND, 2008).

No trato reprodutor masculino, KLKs teciduais estdo presentes majoritariamente na
préstata, de onde sdo secretadas para o sémen. Das 15 KLKSs teciduais existentes, 11 estdo
presentes no plasma seminal: KLK1 e KLK 2,3,5,6,7,8,10,11,13 e 14. (VEVERIS-LOWE et
al., 2007). A maioria das KLKs apresenta concentragdes inferiores a 1 mg/L no plasma
seminal; todavia, a KLK3 se diferencia por ter uma alta concentracdo seminal, variando de
500 a 3000 mg/L. A principal funcdo da KLK3 é degradar as proteinas que formam o coagulo
seminal (seminogelinas I e I1), resultando na liquefagdo do sémen. (EMAMI et al., 2009;
SUZUKI et al., 2007; VEVERIS-LOWE et al., 2007).
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As KLKs desempenham vérias fun¢des. Uma funcéo que todas as calicreinas teciduais
tém em comum é degradar proteinas de matriz extracelulares. Alguns substratos conhecidos
sdo: colagenos I-1V, fibrinogénio, fibronectina, vibronectina, seminogelina, laminina, e-
caderina, gelatina, matrigel. KLKs também estimulam secrecéo e ativacao de outras enzimas;
por exemplo, metaloproteases de matriz (MMPs), que também sdo enzimas que degradam
matriz extracelular. A KLK1 também cliva cininogénio de baixo peso molecular gerando
cininas que induzem inflamacdo (sistema calicreina-cinina) (COSTA-NETO et al., 2008;
DIAMANDIS; YOUSEF, 2001; GAO et al.,, 2010; LUNDWALL; BRATTSAND, 2008;
SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS, 2010).

A expressdo das KLKSs é regulada por esteroides e a atividade enzimatica das KLKs é
regulada em varios niveis, incluindo regulacdo transcricional (splicing alternativo, que gera
zimogénios normais que podem ser ativados ou zimogénios truncados que ndo conseguem ser
ativados) e regulagdo pds-traducional (zimogénio, enzima ativa, enzima complexada a
inibidores, enzima degradada). A ativacdo de um tipo de KLK envolve a ativacao por parte de
outros tipos de KLKs e também de proteases de outras familias. Acredita-se que, tanto na
préstata, como no sémen, a ativacao das calicreinas ocorra na forma de cascata de regulacéo,
semelhante ao visto na coagulagdo sanguinea (DIAMANDIS; YOUSEF, 2001; KALINSKA
et al., 2016; SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS, 2010; VEVERIS-LOWE et al., 2007). A
atividade dessas enzimas também é controla por inibi¢cdo. Dois inibidores conhecidos no
sémen sdo: Inibidor de Proteina C (PCI) e Zn?*. O PCI é secretado pelas vesiculas seminais,
controla a atividade de KLKSs e sua atividade pode ser findada através de sua prote6lise pela
KLK3. fons de Zn?* sio secretados pela prostata e sua atividade inibitdria sobre as calicreinas
é regulada através de sua biodisponibilidade entre Zn?* livre e Zn?* ligado a proteinas de
matriz extracelular presentes no sémen. (KALINSKA et al., 2016; SUZUKI et al., 2007).

Nesse estudo foi utilizado um substrato para KLK que apresenta arginina no sitio de
clivagem, assim, o substrato tem especificidade para as calicreinas do tipo tripsina-like,
excluindo-se 0 KLK3 (KALINSKA et al., 2016). A analise de atividade de KLK tecidual
revelou que a atividade dessa enzima estd aumentada nas amostras hiperviscosas gquando
comparado com amostras normoviscosas. Esse resultado foi encontrado tanto em amostras
férteis, como nas inférteis. A fonte de KLKs teciduais no sémen é a proéstata; assim, uma
explicagcdo para 0 maior aumento da atividade dessas enzimas pode ser decorrente de um
quadro de inflamacéo prostética, resultando numa maior ativacéo dessas enzimas.

Emami et al encontraram que a concentracdo da maioria das KLKs teciduais esta

reduzida em plasmas seminais hiperviscosos, em relacdo a plasmas normoviscosos (EMAMI
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et al., 2009). A explicacdo para uma maior atividade pode ser um balango entre os fatores que
induzem atividade e os fatores que inibem atividade de KLKSs, que no sémen hiperviscoso esta
tendendo para uma maior ativagdo. Andrade-Rocha, por exemplo, encontrou que o Zn?*, um
inibidor prostatico de KLKSs, apresenta menor concentracdo nas amostras hiperviscosas.
(ANDRADE-ROCHA, 2005).

Muitos autores sugerem que aumento da viscosidade seminal possa ser decorrente de
uma liquefacdo incompleta do coagulo seminal devido a uma reducéo de proteases. Embora o
KLK3, que é a principal enzima que degrada as seminogelinas, ndo seja detectado nesse
ensaio, outras KLKs também tém atividade proteolitica sobre as proteinas do coagulo, como
as KLKs 4,5,6,8,13 e 15 (KALINSKA et al., 2016; VEVERIS-LOWE et al., 2007). Nesse
estudo foi encontrado uma maior atividade das proteases MMPs e KLKs teciduais tripsina-
like, sugerindo que € pouco provavel que esteja havendo caréncia na degradacéo das proteinas
de matriz extracelular seminal. Essa ideia é corroborada com os estudos de Esfandiari et al,
que analisou os niveis de degradacdo de seminogelinas e ndo encontrou menor nivel de
degradacdo dessas proteinas em amostras hiperviscosas com relacdo as normoviscosas
(ESFANDIARI et al., 2014).

Como KLK3 é uma enzima quimotripsina-like, sua atividade pode ser detectada através
do uso de outro substrato especifico para KLK3: S-2586, Chromogenix. Como perspectiva,
essa analise poderia ser desenvolvida no sémen hiperviscoso para corroborar a teoria de que a

hiperviscosidade seminal ndo € decorrente da deficiéncia de liquefacdo do coagulo seminal.

A KLK plasmatica (KLKB1) é uma serina protease tripsina-like que participa do
processo inflamatdrio através da clivagem de cininogénio de alto peso molecular, produzindo
a cinina bradicinina, peptideo pré-inflamatorio que induz vasodilatacdo, edema e infiltracdo
leucocitaria. KLKB1 também apresenta outra via pro-inflamatoria, através da ativacdo do
receptor ativado por proteases (PAR), que estimula a expressao da enzima da ciclo-oxigenase
2 (COX2), resultando na sintese de prostaglandinas E a partir de acido araquidonico.
Prostaglandina E € um lipidio pré-inflamatério, que também induz vasodilatagdo, edema,
infiltracdo leucocitaria. Adicionalmente, KLKB1 também ativa neutrofilos e o sistema
completo. Cininases sdo as enzimas que finalizam as acdes das cininas, degradando-as.
(COSTA-NETO et al., 2008; FINK et al., 2007; HAYAMA et al., 2016; NETH et al., 2001).

Na corrente sanguinea, KLKB1 também participa das cascatas de coagulagdo e
fibrindlise sanguinea, ativando fatores de coagulacéo e plasminogénio. KLKBL é ativada pelo

Fator XII e por contato com proteinas negativas do endotélio vascular, em locais de dano. A
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principal fonte de KLKB1 sanguineo é o figado. (HAYAMA et al., 2016; LUNDWALL;
BRATTSAND, 2008; NETH et al., 2001).

No sistema reprodutor masculino, KLKB1 é encontrada na préstata e nos testiculos. Os
testiculos se destacam por ser o quarto 6érgdo do corpo com a maior quantidade de transcritos
pra KLKB1, com uma expressdo correspondente a cerca de 10% da expressdo hepatica. A
enzima esta presente nas células de Leydig (citoplasma e nucleo) do intersticio testicular e
estd ausente nos tubulos seminiferos. A producdo de cininas nos testiculos resulta em um
aumento de fluxo sanguineo e aumento do metabolismo das células de Sertoli, estimulando a
espermatogénese. Na préstata, onde a expressdo é de 2,5% da expressdo hepatica, a enzima
esta presente nas células epiteliais dos &cinos e dutos prostaticos, sendo a fonte das enzimas
no sémen. O papel de cininas no plasma seminal ainda ndo é bem entendido. (FINK et al.,
2007; NETH et al., 2001; SCHILL; MISKA, 1992; SHIBAHARA et al., 2001; SIEMS et al.,
2003; VEVERIS-LOWE et al., 2007).

Cininogénios de alto e baixo peso molecular estdo presentes no trato reprodutor
masculino e no plasma seminal. Cininases estdo presentes na membrana das células de Sertoli,
nas membranas de espermatides e espermatozoides, e também no plasma seminal, sendo
provenientes da prostata (MONSEES; MISKA; SCHILL, 1996; SCHILL; MISKA, 1992;
SHIBAHARA et al., 2001). Em amostras inférteis, cininases presentes na membrana
citoplasmatica dos espermatozoides estdo com a atividade aumentada e ha uma relacdo
inversamente proporcional entre motilidade e atividade das cininases na membrana do
espermatozoide. Incubacdo do sémen com inibidores de cininases ou incubacdo com cininas
resultam em aumento de motilidade. O mecanismo do aumento da motilidade ndo é
conhecido, pois espermatozoides ndo apresentam receptores para cininas Bl e B2.
(SHIBAHARA et al., 2001; SIEMS et al., 2003; VEVERIS-LOWE et al., 2007).

Em nosso estudo, a enzima KLKB1 apresentou atividade significativamente elevada nas
amostras hiperviscosas, tanto férteis como inférteis. Uma vez que KLKB1 participa da
inducdo inflamatoria e é secretada pela prostata, o aumento de atividade em amostras
hiperviscosas é mais um fator que sugere alteracdo da prostata do tipo inflamatoria.

Adicionalmente, as analises mostraram que, ao se comparar os grupos férteis com os
grupos inférteis, também houve um aumento significativo da atividade de KLKB1 nas
amostras inférteis. Como o aumento de KLKB1 nas amostras normoviscosas inférteis ndo foi
acompanhado de um aumento de KLKs teciduais, presume-se que esse aumento de atividade
seja decorrente de problemas de origem testicular. Amostras inférteis caracterizam-se por

menor concentracdo de espermatozoides no sémen, indicando problemas na espermatogénese.
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E possivel que a alteragdo fisioldgica testicular que estd promovendo a reducdo da
espermatogénese, também esteja causando aumento da atividade de KLKB1. Embora a
expressao dessa enzima seja 4x maior nos testiculos que na préstata, o Unico estudo que
realizou imuno-histoquimica nos testiculos, ndo detectou a presenca de KLKB1 nos tubulos
seminiferos, inferindo-se que ndo haja secre¢do da enzima em um testiculo saudavel. (FINK
et al., 2007; NETH et al., 2001) Uma explicacdo que pode ser sugerida é que, em pacientes
inférteis, danos testiculares estariam resultando no extravasamento dessas enzimas para a luz
tubular, causando o aumento de atividade detectado no plasma seminal desses pacientes.
Outra hipétese, é que a disfuncdo que esta resultando na falha da espermatogénese esta
causando um aumento de fatores de ativacdo de KLKBL1. Esses fatores seriam secretados no
plasma seminal e ativariam KLKBL1 secretadas pela préstata. Independente do mecanismo,
aumento de KLKB1 parece indicar problema testicular. A possibilidade de haver uma
atividade diferencial de KLKB1 entre testiculo saudavel e alterado poderia ser investigado,

para a possibilidade de uso como biomarcador de disfungdes testiculares.

KLKs teciduais e KLKB1 apresentaram maior atividade em amostras hiperviscosas,
apontando para uma disfuncdo prostatica nesses pacientes com sémen hiperviscoso. Ainda,
uma rota sugerida é que o aumento de atividade das KLKs teciduais na prostata esta
estimulando a secrecdo e atividade de metaloprotease de matriz (MMP). Tanto a KLKs
teciduais, quanto as MMPs promovem degradacdo da matriz extracelular e devem estar
alterando a fisiologia normal da glandula.

No sémen, o aumento de atividade proteolitica pode estar resultando em hidrolises
indesejadas das outras proteinas do plasma e de componentes moleculares de membrana nos

espermatozoides, possivelmente prejudicando a qualidade desses gametas.

6.4 Patologias da prostata

As principais patologias que acometem a prostata sdo: neoplasia maligna de prostata,
hiperplasia de préstata e prostatites. As neoplasias malignas e a hiperplasia de prostata estdo
associadas com o envelhecimento, acometendo homens com mais de 50 anos. Ja as prostatites
podem ocorrer em homens de todas as idades. (AUSMEES et al., 2013, 2014; SFANOS;
MARZO, 2012) Em nosso estudo, pacientes com viscosidade aumentada apresentavam média

de idade de 37 anos (25 e 56 anos), enquadrando esses pacientes estdo casos de prostatite.



74

Prostatite consiste de inchaco da prostata decorrente de inflamacdo e pode ser dividida
em quatro tipos: bacteriana aguda, bacteriana crénica, ndo bacteriana sintomética (sindrome
da dor pélvica crénica, CPPS) e ndo bacteriana assintomatica. As prostatites bacterianas
representam cerca de 10% dos casos notificados, sdo causados principalmente pelos agentes
Escherichia coli e Enterococcus spp, e sdo tratadas com administragdo de antibidticos. A
CPPS representa 90% dos casos notificados, tem causa desconhecida e sdo de dificil
tratamento. J& a prostatite ndo bacteriana assintomatica tem prevaléncia desconhecida, ja que
ndo gera desconforto para o paciente procurar ajuda meédica. Sua etiologia e seu impacto na
fertilidade masculina também sdo desconhecidos e, quando descoberta, ndo é realizado
tratamento. (AUSMEES et al., 2013, 2014; SFANOS; MARZO, 2012)

Elia et al encontrou que pacientes com sémen hiperviscoso e com infeccdo bacteriana
no trato reprodutor masculino (detectada por cultura seminal e biograma, resultado positivo >
10° UFC/mL) tiveram os problemas de infeccéo e hiperviscosidade seminal solucionados com
a administracdo de antibidticos e anti-inflamatérios. Entretanto, em pacientes que
apresentavam hiperviscosidade sem infeccdo bacteriana, o tratamento foi insatisfatério. (ELIA
et al.,, 2009) Esses achados indicam que infeccdo é um fator envolvido no quadro de
hiperviscosidade seminal e que a normalizacdo da fisioldgica do trato restaura o parametro de
viscosidade normal. Esse estudo também indica que alteragdes ndo infecciosas também estdo
envolvidas com a hiperviscosidade. No nosso estudo, foram identificadas que proteases de
origem prostatica apresentam maior atividades em sémen hiperviscosos, indicando mudancas
na fisiologia da préstata. Deste modo, sugerimos que alguns pacientes possam estar
apresentando 0s quadros de prostatites bacterianas e outras prostatites ndo-bacterianas
assintomaticas.

Para entender o quadro de inflamagdo que esta ocorrendo no sistema reprodutor dos
homens com hiperviscosidade seminal, mais estudos devem ser realizados. Uma estratégia
seria analisar outros biomarcadores de inflamag@o no plasma seminal e caracterizar melhor a
alteracfes que estdo ocorrendo. Exemplos de marcadores de inflamagdo que podem ser
analisados por ELISA sdo: fator de transcri¢cdo nuclear NF-«xB, prostaglandinas, citocinas pro-
inflamatorias (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, 1I-8, IL-12, TNF-a, IFN-y) e citocinas anti-
inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-pB). (BRENNER et al., 2014)
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo encontrou que hd um decréscimo significativo dos parametros seminais
e do conteddo mucoproteico total nas amostras hiperviscosas; assim como um aumento na
atividade das enzimas proteoliticas nesses sémens hiperviscosos. Esses resultados indicam
que estd ocorrendo uma disfungdo das atividades fisioldgicas no trato reprodutor masculino.
Essas alteracfes no sistema reprodutor envolvem o aumento de atividade de metaloprotease,
calicreinas teciduais e calicreinas plasmaticas que sdo secretadas pela prostata, sugerindo um
processo inflamatdrio da glandula prostatica nos pacientes com hiperviscosidade seminal.
Aléem disso, como essas enzimas tém atividade proteolitica sobre proteinas de matriz
extracelular, acreditamos que a hiperviscosidade seminal ndo seja decorrente da caréncia de
liguefacdo do coagulo seminal. Adicionalmente, a atividade enzimatica diferencial da

calicreina plasmatica deve ser investigada para uso como biomarcador de disfuncao testicular.
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