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APRESENTACAO

As Ciéncias Biomédicas envolvem diversificadas possibilidades de
atuacbes e diferentes profissionais que buscam atuar em diversas areas
contribuindo para a melhora da saude, tecnologia e qualidade de vida da
populagéo. Diversas pesquisas e feitos nas mais variadas areas com contribui¢des
relevantes relacionados a tematicas como: composicdo dos alimentos,
diagnoéstico, analises clinicas, genética, imunologia, biotecnologia, sanitarista,
patologias, tratamentos, recuperacéo e reabilitacédo, dentre outros, constituem-
se em aptiddes dos profissionais envolvidos com as Ciéncias Biomédicas. Tal
area é composta por diversos recursos, técnicas e profissionais atuantes em
medicina, odontologia, enfermagem, fisioterapia, estética, fonoaudiologia e
outras diversas profissdes da area de saude que de forma conjunta favorecem
a saude global da populagéo. Diversas descobertas biotecnologicas envolvendo
as diversas profissdes que compdem as Ciéncias Biomédicas vém surgindo e
contribuindo cada vez mais para a transformacgéo da sociedade.

Considerando a vasta area de conhecimento que envolve a biomedicina
e as ciéncias biomédicas e sua importante contribuicdo para a sociedade,
a editora Atena lanca o e-book “A BIOMEDICINA E A TRANSFORMACAO
DA SOCIEDADE 3” que traz 19 artigos capazes de fundamentar e evidenciar
algumas das contribuicoes dessa area tdo abrangente, demonstrando algumas
formas de como ela é capaz de transformar e melhorar a vida de todos.

Convido- te a conhecer as diversas possibilidades que envolvem essa
area tao inovadora e abrangente.

Aproveite a leitural

Claudiane Ayres
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RESUMO: Atualmente a integridade do
DNA espermatico vem sendo apontada
como um parametro na avaliagdo do
sémen. Evidéncias clinicas mostram que
homens inférteis tém maior porcentagem de
DNA fragmentado do que homens férteis,
alterando a integridade do material genético
desse gameta. Baseado nisso, nosso
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objetivo foi avaliar se existe relagcéo entre
a fragmentacdo do DNA espermatico com
a concentragdo e motilidade espermética.
As amostras seminais foram analisadas
seguindo o protocolo da Organizagédo
Mundial de Saude. A avaliagéo da
fragmentacéo espermatica seguiu o teste
de dispersao da cromatina (SCD) conforme
fabricante. Apds isso, os pacientes foram
divididos em grupos com motilidade normal
e alterados e cada grupo correlacionados
com indice de fragmentacdo do DNA
espermatico.Em nosso estudo ndo foi
ndo encontrada associacdo quando
correlacionado esses parametros, o que
reforca a hipotese de se tratar de uma
condicdo transitéria, pode haver uma
melhora com o decorrer do tempo, nao
estando associada obrigatoriamente
ao diagnostico de oligozoospermia ou
astenoszoospermia.

PALAVRAS-CHAVE: Fragmentagéo
espermatica, Motilidade, Concentragéo

RELATIONSHIP BETWEEN
SPERM CONCENTRATION AND
MOTILITY WITH THE SPERM DNA
FRAGMENTATION INDEX

ABSTRACT: Actually, the integrity of sperm
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DNA has been identified as a parameter in the evaluation of semen. Clinical evidence shows
that infertile men have a higher percentage of fragmented DNA than fertile men, altering the
integrity of the genetic material of this gamete. Based on this, our objective was to evaluate
there is a relationship between sperm DNA fragmentation and sperm concentration and
motility. Seminal samples were analyzed following the World Health Organization protocol.
The evaluation of sperm fragmentation followed the chromatin dispersion test (SCD)
according to the manufacturer. After that, the patients were divided into groups with normal
and altered motility and each group correlated with sperm DNA fragmentation index.In our
study, no association was found when these parameters were correlated, which reinforces the
hypothesis that it is a transient condition, there may be an improvement over time, not being
necessarily associated with the diagnosis of oligozoospermia or asthenoszoospermia.
Keywords: Sperm Fragmentation, Motility, Concentration

INTRODUCAO

A infertilidade é definida como uma falha na concepc¢éo apresentada por um casal
tentando reproduzir, em um periodo de 12 meses de tentativas. Aproximadamente 15%
dos casais sao inférteis e, entre esses casais, a infertilidade masculina é responsavel por
aproximadamente 40% das causas. Pode ser causada por condicbes como: anormalidades
anatbmicas, genéticas, sistémicas; doengas neurolbgicas; infecgbes; trauma; iatrogenias;
gonadotoxinas e desenvolvimento de anticorpos espermaticos. Em até 50% dos homens
inférteis, a infertilidade é idiopatica. Como a infertilidade masculina pode ser causada
por diversos fatores, até mesmo a mais abrangente avaliagdo incluindo exames fisicos,
sorologicos e hormonais poderia falhar em detectar a etiologia dos disturbios reprodutivos
(Aseroetal, 2014). Ainfertilidade em homens pode ser diagnosticada inicialmente por analise
de sémen. Espermogramas de homens com infertilidade podem revelar muitas condi¢cbes
anormais, quais sejam: azoospermia (auséncia de espermatozoides),oligozoospermia
(reducdo do numero de espermatozoides), teratozoospermia (baixo numero de
espermatozoides com morfologia normal), astenozoospermia (diminuicdo da velocidade
espermatica) e necrospermia (auséncia de vitalidade nos espermatozoides).

O espermograma € uma ferramenta essencial na avaliagdo da infertilidade
masculina, mas ele ainda pode falhar na deteccdo de defeitos espermaticos sutis.
Aproximadamente 15% dos pacientes do sexo masculino com fator de infertilidade tém
espermograma normais e cerca de 30% dos casos de infertilidade masculina ainda nao
sdo diagnosticados (Nieschlag, 2000 citado por Everson et al, 2002) sendo referidos como
infertilidade idiopatica, assim, um diagnéstico definitivo, muitas vezes, néo pode ser feito
como um resultado de uma analise do sémen de base (Centola e Ginsburg, 1996, citado
por Everson et al, 2002).

A anélise do sémen convencional (World Health Organization, 2021) consiste
em medir os parametros seminais classicos, incluindo volume, pH, concentracdo de
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espermatozoides, vitalidade, morfologia e nimero de leucécitos, mas esses parametros
nao revelam por exemplo, a qualidade do DNA espermatico, uma vez que espermatozoides
morfologicamente normais e moéveis podem apresentar altos niveis de fragmentacdo do
DNA. Por isso, mesmo quando todos os pardmetros seminais convencionais e funcionais
sd0 normais, a populacdo de espermatozoides em um ejaculado pode ser subférteis ou
inférteis.

Foi demostrada uma relacéo entre a fragmentacéo espermatica e fertilidade sendo
afirmado que aproximadamente 25% dos homens inférteis apresentam valores elevados de
SDF, assim, a fragmentacéo do DNA espermatico tem sido apontada como um importante
biomarcador do potencial de fertilidade masculina (Spano 2014 e Esteves,2000 e é
considerada um parametro independente e complementar na avaliacédo da qualidade do
sémen com a morfologia, a concentracéo e a motilidade (Everson et al, 2002).

Homens inférteis sdo reportados por ter uma alta fracédo de espermatozoides com
defeitos na cromatina e quebras do DNA em maior quantidade do que o observado em
grupos de homens férteis. Esses defeitos no DNA espermatico podem ter um possivel
efeito negativo nos resultados das técnicas de reproducéo assistida, mas também tem sido
bastante questionado se as técnicas de reprodugéo assistida sdo Uteis para compensar a
pobre qualidade do DNA (Bungum et al 2004).

A SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) que nada mais € do que a avaliagao da
estrutura da cromatina espermatica tem sido uma ferramenta Gtil no diagndstico andrologico
e tem contribuido com um prognéstico para o resultado da fertilidade da fertilizagao in vitro
(FIV) convencional (Everson et al, 1980 citado por Bungum et al 2004).

A partir dai numerosos estudos tém examinado a influéncia de integridade do DNA
de espermatozoides sobre as taxas de gravidez e sugerem que o dano ao DNA do esperma
esta associado com menores taxas de gestagdo natural ou de inseminacgao intra-uterina
(IIU). Embora a gravidez possa ser conseguida com técnicas de reprodugéo assistida com
uma % DFI> 27 (indice de fragmentacao do DNA, ou DFI), a probabilidade de uma gravidez
bem sucedida pode ser reduzida (Boe-Hansen, 2006).

Tem sido comprovado que casais em que o marido tem uma elevada percentagem
de espermatozoides com danos no DNA tém um potencial muito baixo para a fertilidade
natural indicando uma forte associagéo entre o dano de DNA espermético e a falha em
conseguir uma gravidez natural (Evenson et al, 1999; Spano et al, 2000; Loft et al, 2003
segundo Zini e Sigman, 2009).

Larson et al e 2000; Saleh el tal 2003 citado por Bungum et al, 2004 afirmam que
nenhuma gravidez tem sido reportada apés reproducéo assistida in vitro, seja por FIV,
injecdo intracitoplasmatica do espermatozoide (ICSI) quando o DF indice de fragmentacao
do DNA em amostra de sémen foi > 27%.

BENCHAIB et al, 2007, mostrou que a fragmentagédo do DNA do esperma medido de
2 a 5 meses antes do procedimento de reprodugéo assistida € um indicador de progndéstico
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da fertilizagcéo, gravidez e aborto. Verificou que houve uma correlagéo estatistica negativa
entre a taxa de fragmentacdo e as caracteristicas do sémen e uma relacdo negativa
estatisticamente significativa para a fragmentacdo do DNA do esperma e fertilizagcéo,
quando foram comparadas ICSl e FIV.

Com ICSI, uma relacdo negativa estatisticamente significativa foi encontrada entre
a taxa de fertilizacdo e porcentagem de fragmentacéo do DNA do esperma. O risco de nédo
existir transferéncia devido ao bloqueio do desenvolvimento do embrido aumentou quando
a DFI ultrapassou 15% (18,2% para ICSI vs 4,2% para FIV) e risco de aborto quadruplicou
com esse mesmo DFI (37,5% para ICSI vs 8,8% para FIV) (BENCHAIB et al, 2007).

Considerando que a boa qualidade do DNA é, sem dlvida, essencial para a
perfeita transmissdo da informagao genética para a proxima geragao, comprovando que a
fragmentacao do DNA espermatico esta associado a infertilidade masculina e sabendo que
a presenca de altos niveis de fragmentacgéo estreita relacdo com o insucesso gestacional,
podemos utilizar a avaliagdo dos danos de DNA como uma ferramenta potencial para
avaliar as amostras de sémen antes da sua utilizagdo na reprodugéo assistida (Everson et
al, 2002), mas ainda existe a polemica do uso rotineiro de testes de SDF.

OBJETIVO

Investigar a relagdo entre a fragmentagcéo do DNA espermatico com a concentracéo
e motilidade espermatica.

METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado de janeiro de 2020 a marco de 2022, quando foram
analisadas 70 amostras seminais consecutivas de pacientes investigados por infertilidade.
Os pacientes foram encaminhados para investigagdo de infertilidade por ginecologistas,
urologistas ou procura espontanea. Todos os pacientes foram orientados a manter um
periodo de abstinéncia de 48 a 72 horas e coletar suas amostras seminais, por masturbacéo,
dentro de um recipiente plastico estéril. As amostras foram submetidas a liquefacdo a
37°C por 30 minutos, sendo avaliados o0s seguintes parametros seminais: volume seminal,
percentual de motilidade espermatica e concentragdo total de espermatozoides moveis.
O volume do ejaculado foi medido por aspiracdo de toda a amostra com o auxilio de uma
pipeta graduada. Para cada mensuracéo, uma aliquota liquefeita de 10 pL foi inserida em
uma camara de contagem de Makler®. Os pacientes que apresentaram uma concentracdo
espermatica superior a 16 milhdes de espermatozoides/mL ou motilidade progressiva
superior a 30% e morfologia estrita dos espermatozoides superior 4% foram considerados
normais OMS (2021). Para a avaliagcdo da fragmentagdo espermatica utilizamos o teste
de dispersao da cromatina (SCD). A técnica consiste na fixagdo dos espermatozoides em
gel de agarose e na submissdo deles a solugbes de lise para a exposicdo do DNA. O
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espermatozoide com DNA integro fica com um halo expressivo formado em volta da cabeca,
enquanto o espermatozoide com DNA fragmentado apresenta um halo muito pequeno em
volta da cabeca. Seguimos o protocolo sugerido pelo fabricante.

Apbs essa avaliagdo, os pacientes foram divididos em grupos de amostras com
parametros de concentracdo e motilidade normais e alterados e correlacionados com o
teste do indice de fragmentacédo do DNA espermatico.

Os resultados foram representados por média (+ desvio padréo, DP) e os dois
grupos foram comparados utilizando o teste t de Student para amostras independentes.
Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 (a = 5%).

RESULTADOS

Concentragdo espermatica x Fragmentacdo do
DNA espermatico
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Quando analisado a relacdo da concentracdo espermatica com o indice de
fragmentacéo foi observado que a fragmentagédo do DNA espermatico foi maior em amostras
com concentragdo dentro da normalidade, ficando 64% das amostras de concentracéo
normal apresentado alto indice de fragmentacdo espermatica, enquanto as amostras de
baixa concentracédo espermatica, ou seja oligospermicas, a fragmentacéo foi vista apenas
em 24% dos casos analisados sugerindo néo existir relacdo desse parametro com a
concentracéo espermatica. Amostras oligospermicas ndo necessariamente apresentardo
fragmentacéo elevada.

Quando analisado a relagédo da motilidade espermatica com o indice de fragmentacao
foi observado que a fragmentacdo do DNA espermatico foi maior em amostras com
motilidade progressiva reduzida, onde 46% das amostras astenospermicas apresentaram
alto indice de fragmentagcdo espermatica, enquanto as amostras de motilidade normais
apenas 29% apresentaram alto indice de fragmentagéo espermatica.. As amostras de baixa
motilidade apresentarm um maior indice de fragmentacéo, porém nada se pode concluir
pois ndo houve diferenca significativa entre esse indice quando avaliado so amostras
astenospermicas, verificamos que no grupo de astenospermia, 46% das amostras foram
fragmentadas e 54% nao fragmentadass ndo podendo assim ser afirmado existir relacao
negativa entre esses dois parametros.

A concentracédo espermatica ndo mostrou relagdo com o indice de fragmentacéo,
mas amostras de baixa motilidade apresentaram um maior indice de fragmentacao

DISCUSSAO

A analise seminal é amplamente utilizada na avaliagdo do fator masculino da
fertilidade (Guzick et al 2001). Entretanto, a literatura atual ainda & escassa no que tange a
comparacao entre a analise seminal e outros fatores de infertilidade, como por exemplo, a
fragmentagédo do DNA espermatico.

Para que um espermatozoide seja considerado com capacidade de fertilizar,
sua cromatina deve descondensar corretamente apos a fertilizacdo e a presenca de
fragmentacdo do DNA, pardmetro diretamente relacionado com a cromatina, tem sido
associada com a redugéo da capacidade do espermatozoide produzir um embrido viavel
(Everson et al, 1999).

Segundo Zini e Sigman, 2009, uma analise revelou que em populagées com teste
de fragmentacéo normal a taxa de gravidez é estimada em 68%, porém, em teste anormal,
essa taxa cai para 27%. Nesta analise, avaliacdo de danos do DNA do esperma fornece
informacao clinicamente valiosa. Em pacientes de 11U em um estudo relatado por Bungum et
al (2007), a taxa de gravidez em uma populagao de pacientes com teste normal é estimada
em 24% comparada com a taxa prevista de 3% quando o resultado do teste € anormal.

Aproximadamente 25% dos homens inférteis apresentam valores elevados de SDF,

A biomedicina e a transformacgéo da sociedade 3 Capitulo 16

231



mas mesmo o valor dos testes de integridade do DNA espermatico muitas vezes se afirma
ser o maior preditor na previsdo da gravidez esse exame ainda encontra resisténcia a
ser incorporado a rotina de analise inicial. Opositores a sua incorporacdo a analise base,
tem como argumento estudos que mostraram que o teste ndo conseguiu identificar a
infertilidade em 4 de 5 pacientes inférteis porque a sensibilidade do ensaio foi de apenas
19% (Zini e Sigman, 2009).

Segundo Bungum et al 2007 € errado concluir que os casais planejando [IlU deve
primeiro ser testado para a integridade do DNA de esperma pois apesar do resultado da
relacdo desse parametro com impactos na taxa de gravidez apenas 16,6% dos pacientes
teriam se beneficiado a partir do teste, o que o levou a reafirmar se tratar de um teste
de pobre desempenho devido a sensibilidade de apenas 20,7%. E além disso, ndo tem
influenciado quando utilizado a ICSI (Zini e Sigman, 2009).

Dificilmente se pode dizer a um casal para nado proceder com FIV/ICSI porque
eles tém uma alta fragmentacdo do DNA, pois existe sempre a chance de dois tercos
que qualquer gravidez ir a termo. Além disso, por ndo existir comprovada terapias para
melhorar a integridade do DNA na maioria dos pacientes, o resultado do teste ndo mudara
de questéao.

Assim por ser um teste ainda nado incorporado a rotina da avaliagdo inicial do
sémen, toda e qualquer forma de correlacdo da fragmentacao espermatica com os demais
parametros seminais sé&o validos. e sabermos a relacdo do percentual de fragmentacéo
espermatica com parametros microscopicos seminais poderia sem exame adicional poderia
nos orientar em quais condutas laboratoriais tomarmos por ser mais uma informacéo dessa
amostra.

Em nosso estudo, buscamos ver a relagcao da concentracéo e motilidade espermatica
com o indice de fragmentacéo, ndo podendo falar existir relagdo entre esses parametros.
Vimos maior fragmentagéo em pacientes de concentragdo normal estando de acordo com
0 exposto por autores como Centola e Ginsburg, 1996, citado por Everson et al, 2002)
que afirmam ser comum sémen aparentemente normais terem defeitos sutis qual passam
despercebidos em analises seminais basicas como espermograma. E no que diz respeito
a correlacdo motilidade e fragmentacéo, percebemos sim um aumento de amostras
fragmentadas em pacientes astenospermicos ao compararmos com 0S normospermicos
mas vale ressaltar que em analise da fragmentacdo apenas em amostras astenospermicas,
a diferenca néo foi significativa.

CONCLUSAO

Segundo dados da literatura, danos de DNA esta associado com baixas taxas de
gestacédo naturais, inseminagdes intrauterinas (11U) e de fertilizag6es in vitro (FIV), além de
associado com o aumento do risco de aborto em casais que se submetem a ICSI ou FIV
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mas tem se percebido que as técnicas de medir o estado do DNA de células, néo exclui
a presenga de uma subpopulacdo sem danos nesse material de forma a néo justificar a
incorporacgao dos testes de fragmentacao a rotina de analise seminal por reafirmar se tratar
de um teste de pobre desempenho devido a sensibilidade.

Nesse estudo, buscamos ver a relagdo da concentragdo e motilidade espermatica
com a taxa de fragmentacdo, ndo sendo encontrada associacdo quando analisado esse
parametro isoladamente, o que reforca a hipotese de se tratar de uma condigao transitéria,
pode haver uma melhora com o decorrer do tempo, ndo estado associada obrigatoriamente
ao diagnostico de oligozoospermia mesmo assim, toda e qualquer correlagéo de analises
seminais com outros parametros seminais que de alguma forma possa influenciar
negativamente nas taxas de gestacdo e sem para isso necessitar de testes adicionais
séo validos, apesar de nosso estudo nédo ter encontrado relacdo entre baixa concentracéo
espermatica e alto indice de fragmentacdo espermatica, resultados séo validos por nos
orientar na conduta .
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