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Resumo: Este estudo avaliou o indice de Fragmentacdo do DNA de espermatozoides pré- e pos-
processamento seminal e correlacionou com as taxas de fertilizagdo, clivagem e gravidez de casais
submetidos a ciclos de reproducéo assistida utilizando-se a técnica de Injecdo Intracitoplasmatica de
Espermatozoide (ICSI). As amostras utilizadas na ICSI foram processadas pelo método de
centrifugacdo em gradiente descontinuo e utilizadas para a fertilizacdo. Apos a ICSI as amostras pré-
e pos-processadas foram analisadas quanto a integridade da cromatina, morfologia, maturidade e
taxas de fertilizacdo, clivagem e gravidez foram correlacionadas. Os valores foram expressos em
porcentagem e a andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA. Foram analisados 11 ciclos de ICSI,
onde se constatou 54,54% de ocorréncia de gravidez bioquimica e 45,46% de gravidezes que
passaram do 1° trimestre com 1 abortamento. As amostras processadas mostraram um ndmero
superior de espermatozoides com a cromatina fragmentada em relacdo a amostra a fresco, porem com
indices de espermatozoides imaturos diminuidos apds processamento seminal (p=0,0422). As médias
da morfologia foram de 4,0% de formas ovais nos casais que engravidaram e 3,2% nos casais onde
houveram falhas de implantacdo. As médias da fragmentacgdo da cromatina foram de 37,1% nos casais
que engravidaram e 36,2% nos casais onde houveram falhas de implantacdo. As médias de
imaturidade recuperada pés-processamento foram de 2,4% nos casais que engravidaram e 5,6% nos
casais onde houveram falhas de implantacdo. O método de processamento seminal por gradiente
descontinuo deve ser visto com cautela e aplicado caso a caso e a falha de implantacdo pode estar
correlacionada ndo as taxas de fragmentacdo de DNA somente, mas também ao grau de maturidade
do espermatozoide.

Palavras chave: cromatina, espermatozoide, fertilizacdo in vitro (FIV), injecdo intracitoplasmatica
de espermatozoide (ICSI).

The influence of sperm chromatin fragmentation on in vitro fertilization

Abstract: This study evaluated the DNA Fragmentation Index of spermatozoa before and after
seminal processing and correlated it with fertilization, cleavage, and pregnancy rates in couples
undergoing assisted reproduction cycles using the Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) technique.
Samples used in ICSI were processed using the discontinuous gradient centrifugation method for
fertilization. After ICSI, pre- and post-processed samples were analyzed for chromatin integrity,
morphology, maturity, and correlated with fertilization, cleavage, and pregnancy rates. Values were
expressed as percentages, and statistical analysis was performed using ANOVA. Eleven cycles of
ICSI were analyzed, revealing a 54.54% occurrence of biochemical pregnancy and 45.46%
pregnancies that progressed beyond the first trimester with one abortion. Processed samples showed
a higher number of spermatozoa with fragmented chromatin compared to fresh samples, but with
decreased immature spermatozoa indices after seminal processing (p=0.0422). Morphology averages
were 4.0% for oval forms in couples who conceived and 3.2% in couples with implantation failures.
Chromatin fragmentation averages were 37.1% in couples who conceived and 36.2% in couples with
implantation failures. Post-processing recovered immaturity averages were 2.4% in couples who
conceived and 5.6% in couples with implantation failures. The discontinuous gradient seminal
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processing method should be approached cautiously and applied on a case-by-case basis. Implantation
failure may be correlated not only with DNA fragmentation rates but also with the degree of

spermatozoa maturity.

Keywords: chromatin, spermatozoa, in vitro fertilization (IVF), intracytoplasmic sperm injection

(ICS)).

1. Introducao

Infertilidade pode ser definida como a
inabilidade de um casal sexualmente ativo,
sem a utilizacdo de métodos contraceptivos, de
estabelecer gravidez dentro de um ano, periodo
no qual aproximadamente 90% dos casais
conseguem atingir a gestacdo (WHO, 1999).

Reconhecer a causa da infertilidade é
essencial para definicdo de tratamentos
individualizados. Estas podem ser de origem
masculina (35%), feminina (35%) ou de ambos
(20%). Em 10% dos casais ndo se consegue
definir uma causa, sendo definida como
infertilidade sem causa aparente (SHARMA et
al., 2002; COLACO e SAKKAS, 2018).

A Infertilidade é um fendmeno
universal que atinge aproximadamente 15 a
25% dos casais de idade reprodutiva (15-40
anos), independente dos fatores
socioecondémicos ou culturais
(PASQUALOTTO, 2007; HADDAD et al,
2021).

A infertilidade  masculina  esta
associada a espermatogénese em 90% dos
casos. Nos 10% restantes existe uma relacéo
causal com transporte espermatico e alteracdes
das glandulas acessérias do trato genital
masculino (6%), com distlrbios da erecdo
(2%), disturbios da ejaculacdo (1%) e com as
alteragOes funcionais do espermatozoide e do
coito (1%) (DOZORTZEV et al., 1997,
ZEQIRAJ et al, 2018; BEST et al, 2021).

O diagnostico  de infertilidade
masculina depende de wuma avaliacdo
descritiva dos parametros do ejaculado, com
énfase na concentracdo, motilidade e
morfologia dos espermatozoides
(PASQUALOTTO, 2007; ANBARI et al,
2020).

A andlise seminal ou espermograma é
rotineiramente utilizada na avaliagdo do trato
reprodutor masculino e tem como finalidade

avaliar o homem em casais que apds um ano
ndo conseguem engravidar para avaliar o efeito
de agentes gonadotoxicos e terapéuticos que
podem afetar a capacidade reprodutiva do
homem (GUZICK et al, 2001; KARIMI et al,
2020).

A analise seminal pode ser influenciada
por outras variaveis, que refletem diretamente
na metodologia, como por exemplo, tempo de
abstinéncia sexual antes da coleta, o método de
coleta  (masturbacdo, coito utilizando
preservativo apropriado ou obtencdo de
espermatozoides por meio invasivo), 0 tempo
de transporte e a temperatura durante o
transporte e do ambiente onde seré realizado o
exame podem contribuir para essa variagao.
(SCHEFFER et al, 2003; SUN et al, 2018)

Novas técnicas tornaram possiveis a
andlise  estrutural e  funcional do
espermatozoide. Um destes métodos € a
anélise do Indice de Fragmentacdo do DNA
(IFD) do espermatozoide que deve ser
incorporado na rotina para analise de uma das
causas da infertilidade do homem como
método prognostico e diagndstico em
eventuais falhas de implantagdo e aumento de
taxas de abortamento. (ARANHA et al, 2006;
ZAREN et al, 2019).

O DNA integro do espermatozoide
humano é um pré-requisito para que a
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario
ndo sejam comprometidos. Espermatozoides
com DNA fragmentado podem fertilizar um
olcito, gerar um embrido com elevada
qualidade morfoldgica nos primeiros estagios
de desenvolvimento, e levar a falhas de
implantagdo ou abortamento antes do fim do
primeiro trimestre de gestacdo (AHMADI et
al, 1999; MALIC VONCINA et al, 2021).

DNA fragmentado em  excesso
raramente ocorre em homens férteis, mas pode
ser encontrado em 5% dos homens inférteis
com qualidade seminal normal e 25% dos

Unisanta Health Science vol.6 (1) 2022 p. 26 — 34

27



A.C.F. Ibarra, D.S. Vilas Boas

homens inférteis com anélise seminal alterada.
Muitas vezes reversivel, as causas de
fragmentacdo do DNA incluem o uso de
cigarros, algumas patologias, hipertermia,
poluicdo atmosférica, infeccdo e varicocele. A
indicacdo atual para a pesquisa do DNA dos
espermatozoides é a presenca de infertilidade
sem causa aparente. (PASQUALOTTO, 2007;
STEPHEN et al, 2020)

Danos no DNA do sémen podem
ocorrer em pelo menos trés mecanismos
importantes. 1) a condensacdo da cromatina
defeituosa durante a espermiogénese, pode ser
capaz de induzir danos no DNA e exercer um
impacto negativo sobre a fertilidade do homem
(BIANCCHI et al, 1996; SAYLAN e
ERIMSAH, 2019); 2) processos de apoptose
podem ter inicio durante a espermatogénese ou
no transporte dos espermatozoides através do
trato reprodutor masculino (SHEN et al, 2000;
GREEN et al, 2020) e 3) o fator melhor
compreendido até o presente momento como
causador da fragmentacio do DNA ¢é
relacionado ao estresse oxidativo resultantes
de espécies reativas de oxigénio (LOPES et al,
1998; AHLERING et al, 2020).

A estrutura da cromatina do
espermatozoide e as proteinas associadas ao
DNA podem ser mensuradas por Varios
métodos, incluindo o método de Tunnel, teste
do Cometa, coloragdo com laranja de acridina
e mais recentemente utilizando metodologias
associadas a citometria de fluxo (TUREK,
2005; KAAROUCH et al, 2018).

O Teste da Estrutura da Cromatina
Espermética (TECE) foi desenvolvido por
Evenson et al (2002) e é um teste que mensura
a susceptibilidade do DNA nuclear
espermatico a desnaturacdo in vitro induzida
pela exposicdo a acidez (pH=1.2). O DNA
espermatico com cromatina normal néo
desnatura nessas  condicBes, enquanto
diferentes graus de desnaturacdo podem ser
observados se 0 DNA do espermatozoide
estiver fragmentado. Apés o tratamento acido,
0s espermatozoides sdo corados com laranja de
acridina, que se intercala a fita de DNA. A
interpretac@o colorimétrica do teste é igual ao
que é realizado utilizando-se o laranja de
acridina em microscopia de fluorescéncia,

porém, um numero muito maior de células é
analisado (>1 milh&o de espermatozoides) e a
variagdo na intensidade de fluorescéncia
vermelha, que diferencia o grau de
desnaturacdo de cada um dos espermatozoides,
€ mensurado através da técnica de citometria
de fluxo utilizando-se um software especifico
(ALVAREZ, 2003; BLACHMAN-BRAUN et
al, 2020).

O Laranja de acridina possui
propriedades metacromaéticas e intercala-se ao
DNA emitindo fluorescéncia verde quando
liga-se a dupla-hélice de DNA intacta e
fluorescéncia vermelha quando liga-se ao
DNA desnaturado (ROUX et al., 2004;
BORGES et al, 2019).

O grau de condensacdo da cromatina e
outro parametro importante na avaliacdo da
competéncia do espermatozoide e é avaliado
através do uso da citometria de fluxo, que
diferencia as histonas molécula rica em
aminoacidos lisina das protaminas, proteina
ricas em amino&cidos arginina e cisteina
(HOFMANN e  HILSCHLER, 1991;
SACHDEVA et al, 2020).

A fragmentacdo da cromatina e sua
maturidade sdo dois parametros de avaliagcéo
da funcionalidade do espermatozoide que
trazem informaces diferentes. Os resultados
observados a partir do indice de Fragmentac&o
do DNA séo correlacionados aos danos que o
DNA do espermatozoide sofre durante a
espermiogénese enquanto o indice de
maturidade da cromatina esta associado a
eventos de compactacdo, estruturagdo da
cromatina e a maturacdo do espermatozoide,
isto é, a capacidade/competéncia fecundante
do espermatozoide (MAJZOUB et al, 2018;
YANG etal, 2019; TANG et al, 2021).

2. Objetivo

O presente trabalho teve como
objetivos: avaliar a qualidade seminal no dia
do processo de fertilizagdo in vitro quanto a
presenca ou nédo de fragmentacdo e maturidade
do DNA espermatico; correlacionar o IFD com
as taxas de fertilizacdo in vitro, taxa de
clivagem e taxa de gravidez e grau de
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maturidade; correlacionar o IFD com a
morfologia do espermatozoide (incluindo o
grau de maturidade seminal) e comparar o IFD
pré- e pos-processamento seminal.

3. Métodos

Os dados foram coletados no periodo
de maio a outubro de 2008, de pacientes do
sexo masculino que se submeteram a FIV em
uma Clinica de Reproducdo Humana
Assistida, no Municipio de Santos, SP.

O protocolo foi enviado ao Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Santa
Cecilia — UNISANTA e foi iniciado somente
apo6s sua aprovacdo. Este trabalho respeitou
todas as recomendacdes do CNS para
pesquisas envolvendo seres humanos.

Inicialmente os participantes assinaram
0 TCLE para a realizagdo da pesquisa e em
seguida, responderam um questionario com
perguntas relacionadas aos seus habitos diarios
de vida.

Foram selecionados aleatoriamente
para 0 projeto 11 participantes do sexo
masculino com idade média de 37,1 anos de
idade independentemente da qualidade
seminal de suas amostras.

Anélise Seminal e preparo da amostra

A coleta do sémen foi feita na clinica
pelo método de masturbacdo, em frasco esteéril
de plastico, ap6és um periodo de abstinéncia
sexual de 2 a 4 dias. Apo6s a coleta, o sémen foi
incubado por 30 minutos a 37°C .

A amostra seminal foi avaliada
segundo os critérios da OMS (WHO, 1999)
através dos protocolos estabelecidos pela
fabricante Invitrogénese - Biologia do
Desenvolvimento e Reprodugéo Assistida.

O processamento seminal terapéutico
foi realizado pelo método de centrifugacéo e
gradiente descontinuo utilizando o meio
ISOLATE (Irvine Scientific, Sta Ana.
California) seguindo-se as instrugbes do
fabricante: 1ml de sémen + 0,5ml do meio.

O precipitado foi ressuspendido em
meio G-MOPS (Vitrolife - kungsbacka,
Suécia) suplementado com 2,0mL de HSA

(Human Serum Albumina) e centrifugado por
5 minutos a 1850 rpm.

O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido com 1,0mL do
meio. Uma alicota de 10pL foi analisada ao
microscopio de luz (Leitz, modelo 512885)
com a magnificacdo de 200x para verificar
concentracdo e motilidade das células.

Apos a realizagdo da fertilizacdo in
vitro pela teécnica ICSI o sémen fresco
remanescente € o sémem processado foram
alicotados em frascos (criotubos — Corning) de
1,8mL e mergulhados em Nitrogénio liquido a
-196°C para posterior analise da fragmentacéo
da cromatina do espermatozoide.

Foram preparadas 2 laminas através do
método estrito de Kruger (Kruger et al, 1986)
de cada amostra.

Teste da Estrutura da Cromatina
Espermatica (TECE)

As aliquotas de sémen foram
descongeladas em banho maria a 37°C,
diluidas com tampdo TNE (0,15M NacCl,
0,01M Tris-HCI, 0,001M EDTA dissddico,
pH=7,4 e 10% glicerol) em uma concentracao
de 1-2x10° espermatozoides por mL. Aliquotas
de 200uL das amostras diluidas foram
adicionados a 400uL de solucdo de &cido-
detergente (0,08M HCI, 0,15M NaCl, 0,1%
Triton X-100, pH=1,2). Apds 30 segundos, as
células foram coradas pela adigdo de 1,2mL de
solucdo de alaranjado de acridina (AA)
contendo 6ug de AA  (purificado
cromatograficamente; Polysciences,
Warrington, PA, USA) por mL de tampéo
(0,037M &cido citrico, 0,126M Na2HPO4,
0,0011M EDTA dissodico, 0,015M NaCl,
pH=6,0). Trés minutos ap6s o inicio do
processo de coloracdo, as amostras foram
analisadas, utilizando-se um citdmetro de
fluxo FACSCalybur (Becton Dickinson, New
Jersey, EUA). A fluorescéncia verde (FL1) foi
captada através de um filtro “bandpass” de
515-545nm, e a fluorescéncia vermelha (FL3)
foi captada por filtro “longpass” de 650nm.

Os dados foram analisados pelo
programa BD CellQuestTM Pro (BD
Biosciences). A extensdo da desnaturagdo do
DNA foi quantificada pelo pardmetro IFD
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(IFD = nimero de espermatozoides com DNA
desnaturado) dividido pela soma de
espermatozoides com DNA desnaturado e
nativo) (EVENSON et al, 2002).

Ap6s 24 horas da realizagdo do
esfregaco as laminas foram coradas pelo
método panotico répido (Laborclin) seguindo-
se as instrucdes do fabricante para a analise da
morfologia.

O estudo da morfologia dos
espermatozoides foi realizado em microscopio
Modelo N-180M com régua ocular e
magnificacdo de 1000x sob dleo de imerséo.

Avaliacdo dos Resultados das Técnicas
de Reproducdo Assistida

Taxa de gestacdo por transferéncia:
Numero de pacientes gravidas dividido por
nimero de pacientes que realizaram
transferéncia de embrides.

Taxa de gestacdo por ciclo: Numero de
pacientes gravidas dividido pelo nimero de
ciclos realizados.

Taxa de Fertilizacdo: NUmero de
odcitos fertilizados dividido pelo nimero de
odcitos inseminados (FIV ou ICSI).

Taxa de Clivagem: NUmero de odcitos
que sofreram divisdo celular dividido pelo
numero de odcitos fertilizados.

Taxa de implantacdo: NUmero de sacos
gestacionais observados dividido pelo nimero
de embrides transferidos.

Anélise Estatistica

Os valores foram expressos em
porcentagem e a analise estatistica realizada
pelo teste ANOVA utilizando o programa
BioEstat V 1.0.

4. Resultados

Os resultados mostram taxas de
gravidez bioquimica de 54,54% (6/11) e
45,46% de gestacGes que ultrapassaram o
primeiro trimestre sem intercorréncias. Neste
estudo constatou-se que das 11 pacientes
submetidas ao tratamento 5 pacientes néo
engravidaram e em uma paciente ocorreu
abortamento nas primeiras semanas de
gestagdo. Os resultados obtidos foram
tabulados e estdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Analise quantitativa dos aspectos que influenciam o sucesso da gravidez.

Espermatozoide 06citos

; . . Morfologia Taxa Taxa

Pacientes A e R IR e e N;)F)T;; i [ v| T Fertiizagao | civagem GRAVIDEZ
1 28,78%]69,07%| 10x10°] 8x10° | 14,04 ] 1,59 2 0]8]1]8% 100% 100% Positivo
2 9,35% |26,11%) 15x10°%| ox10° | 17,76 ] 6.1 6 115]2]7% 100% 100% Positivo
3 11,82%]19,45%]| 39x10°] 15x10° | 8,49 | 0,93 2 115]0]86% 86% 100% Positivo
4 45,76%|63,68%| 16x10° | 19x10° | 4,94 | 1,58 4 216] 2]60% 60% 100% Positivo
5 16,31%]50,36%| 27x10° ] 20x10° | 14,87 | 1,61 6 2161 2]60% 90% 100% Pasitivo
6 13,79%]25,92%| 26x10° | 16x10° | 13,03 | 2,57 4 1]15]11])171% 80% 100% Positivo
7 50,09%]55,02%| 45x10° | 25x10°% | 6,47 | 1,72 4 112 1]50% 100% 100% Negativo
8 33,83%|33,46%| 6x10° | 1x10° | 12,28 ] 7,71 2 315]9]24% 0% 0% Negativo
9 7,38% | 7,97% | 38x10°] 17x10° | 13,52 ] 1,53 6 0] 3] o |100% 67% 100% | Negativo
10 | 11,07%|38,11%)| 48x10°| 30x10° | 16,32 | 0,96 4 3)2)2]25% 100% 100% | Negativo
11 33,14%]46,23%] 6 spz ]| 500 mil | 30,05 | 15,86 0 0]9] 0 ]100% 89% 100% Negativo

Foram obtidos 90 odcitos no total, com
média de 8,18 odcito por paciente, média de
o0citos maduros de 5,09 por paciente e as
médias das taxas de fertilizag&o e clivagem de
79,27% e 81,81%, respectivamente.

As anélises seminais mostraram médias
de volume de 2,68 mL, concentracdo pre- de
27,54x10%mL de ejaculado e de pos-

processamento  14x10%/mL de ejaculado,
motilidade (A+B) pré de 37,45% e pos
processamento  70,45%. A média de
morfologia observada para estes pacientes foi
de 3,63% para espermatozoides normais.
Depois de estabelecido o padrdo
seminal dos participantes, as amostras de
sémen pré- e pos-processados foram
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submetidos ao TECE pelo método de
Citometria de Fluxo e os resultados obtidos
mostraram uma correlacéo significativa quanto
ao grau de fragmentacio do DNA dos
espermatozoides pré- e pds-processados. Foi

observado que 0s espermatozoides apoOs
processamento seminal apresentavam um grau
de fragmentacdo da cromatina superior ao
sémen fresco como mostrado na figura 1.

Indice de Fragmentacdo do DNA esperméatico das amostras analisadas.

80,00%
70,00% -

60,00% -

50,00% -
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10,00% -
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processadas

9 10 11

Figura 1 — Porcentagem da Fragmentagdo espermatica das amostras pré e pds-processadas.

Conforme descrito na tabela 1 a média
de IFD das amostras pré-processadas foi de
23,75% (£15,2), sendo o indice mais alto de
50,09% e o indice mais baixo de 7,38%. Nas
amostras pds-processadas a média de IFD foi
de 39,58% (+19,1) sendo que o indice mais alto
foi de 69,07% e o indice mais baixo foi de
7,97% (p=0,0422). As médias de IFD pds de
pacientes gravidas foi de 37,10% em relacdo a
36,16% nas pacientes que tiveram falhas de
implantacéo.

Concomitantemente as andlises de
fragmentagéo da cromatina foram analisadas o
grau de imaturidade dos espermatozoides
(CDE) pré- e pos-processamento. Os dados
obtidos desta analise mostrados na tabela 1,
evidenciaram que a média de CDE das
amostras pré-processadas foi de 13,08%
(5,6), sendo que o indice mais alto foi 30,05%
e o indice mais baixo foi 4,98%, a media das
amostras de CDE pos-processadas foi de
3,83% (+4,5), sendo que o indice mais alto foi
de 15,86% e o indice mais baixo foi de 0,96%.

Os resultados apresentados neste
trabalno mostraram que a média de
espermatozoides imaturos recuperados (pos-
processamento) nas amostras que geraram
gravidez foi de 2,39% em relagéo a 5,55% de
espermatozoides imaturos recuperados das

amostras seminais dos casais que nao
engravidaram ou perderam a gestacao.

Ao compararmos a morfologia
espermatica, observou-se uma média de
formas normais de 3,63%. Contudo ao
compararmos 0s casais com gestacdo em curso
em relacdo aos casais que tiveram falhas de
implantacdo ou abortamento as médias
observadas em relagdo a morfologia estrita
foram de 4,0% com gestacao positiva e 3,2%
para os casais com falhas de implantacéo.

5. Conclusoes

O método de processamento seminal
por gradiente descontinuo deve ser visto com
cautela e aplicado caso a caso e a falha de
implantacdo pode ser correlacionada néo
somente as taxas de fragmentacdo de DNA,
mas também ao grau de maturidade do
espermatozoide.
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