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RESUMO

CUNHA, Gisele dos Santos Pessanha. Avaliacao da técnica de separacao
magnética celular para selecao de espermatozoides e implementacao no
Centro de Infertilidade e Medicina Fetal do Norte Fluminense. Rio de Janeiro,
2020. Dissertacao (Mestrado Profissional em Formacao para a Pesquisa Biomédica)
— Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2020.

Introducdo: As técnicas de reproducdo assistida atualmente tém um papel
importante na gestao de infertilidade. A possibilidade de selecionar espermatozoides
com DNA danificado, para ser utilizado durante essas técnicas vem despertando
grande interesse e preocupacao da comunidade cientifica. Atualmente, varios
métodos para selecionar espermatozoides de melhor qualidade sao estudados. O
uso da técnica de separacdo celular magnética-Anexina V (MACS) vem sendo
estudado como um método ndo invasivo para reduzir os niveis elevados de
espermatozoides com DNA danificado. Objetivo: Avaliar a técnica de separagao
magnética para selecionar espermatozoides e implementar seu uso na rotina do
laboratério de Reprodugdo Humana Assistida do Centro de Infertilidade e Medicina
Fetal do NF. Métodos: Participaram deste estudo 40 pacientes do Servigo de
Medicina Reprodutiva do Hospital Escola Alvaro Alvin/Centro de Infertilidade e
Medicina Fetal do Norte Fluminense, no periodo de maio de 2018 a janeiro de 2020.
Os pacientes que cumpriram os critérios de inclusao do estudo foram divididos em 2
grupos de forma randomizada, sendo o grupo controle (G1) sem aplicacdo da
técnica MACS e grupo (G2) utilizando a técnica MACS. Resultados: Observamos
diminuicado consideravel na contagem de espermatozoides com DNA fragmentado
no grupo G2, apresentando 38,5% de fragmentacéo inicial em oposicdo a 11,27%
apdés o uso da técnica MACS (P<0,05). Conclusdao: A técnica de separacao
magnética celular mostrou que, de fato, combinada com a técnica de processamento
seminal swim-up é eficaz na reducdo do indice de fragmentacdo do DNA

espermatico e aplicavel a pratica clinica.

Palavras-chave: infertilidade masculina, espermatogenese, swim-up, separacao
celular magnética (MACS).



ABSTRACT

CUNHA, Gisele dos Santos Pessanha. Evaluation of the magnetic cell selection
technique for sperm selection and implementation at the Norte Fluminense
Infertility and Fetal Medicine Center. Rio de Janeiro, 2020. Dissertation
(Professional master's in training for biomedical research) - Biophysics Institute
Carlos Chagas Filho, Federal University of Rio de Janeiro, 2020.

Introduction: Assisted reproduction techniques currently play an important role in
infertility management. The possibility of selecting sperm, with damaged DNA, to be
used during these techniques has aroused great interest and concern in the scientific
community. Currently, several methods for selecting better quality sperm have been
studied. The use of the Magnetic Cell Separation-Annexin V technique has been
studied as a non-invasive method to reduce high levels of sperm with damaged DNA.
Objective: To evaluate the technique of magnetic separation to select sperm and
implement its use in the routine of the Assisted Human Reproduction laboratory of
Centro de Infertilidade e Medicina Fetal do NF. Methods: 40 patients from the
Reproductive Medicine Service of Hospital Escola Alvaro Alvin / Centro de
Infertilidade e Medicina Fetal do NF participated in this study, from May 2018 to
January 2020. Patients were randomly divided into 2 groups, with the control group
(G1) without applying the MACS technique and the experiment group (G2) using the
technique. Results: We observed a considerable decrease in fragmentation in the
G2 group, with 38.5% of initial fragmentation as opposed to 11.27% after the MACS
technique (P <0.05).Conclusion: The technique of magnetic cell separation showed
that, in fact, combined with the seminal swim-up processing technique, it is effective
in reducing the sperm DNA fragmentation index and applicable to clinical practice.

Keywords: male infertility, spermatogenesis, swim-up, magnetic cell
separation (MACS).
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1 INTRODUCAO

A infertilidade é um problema de saude publica que acompanha, de maneira
direta, o desenvolvimento social e econémico de uma sociedade. Esse fato pode ser
comprovado nos relatérios do censo de 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) que demonstram nitida queda da fecundidade no Brasil (IBGE,
2010). Desde o nascimento do primeiro “bebé de proveta”, o desenvolvimento das
técnicas de diagnéstico da infertilidade vem sendo aprimorado, principalmente as
que dizem respeito & contribuicdo do fator masculino na infertilidade. O fato dos
espermatozoides poderem ser facilmente estudados, em contraste com o o6vulo,
durante a fase de diagnostico, contribui para o avango rapido de métodos de
diagnéstico e/ou tratamento das alteragbes que envolvem os espermatozoides.
Esses estudos resultam em conhecimento e valorizagdo da importancia do fator
masculino no processo reprodutivo assistido, antes concentrado na mulher. Essa
nova abordagem é refletida na epidemiologia da infertilidade: antes, as causas
femininas correspondiam 4 mais da metade das causas descritas, e as causas
masculinas a mais ou menos um tergo. Hoje, é consenso que ambas dividem,
igualmente, a incidéncia dos problemas associados a infertilidade (RODRIGUEZ,
2010; SIMON, et al.2013).

As técnicas de reproducao assistida (TRA), que incluem a fertilizacao in vitro
(FIV) e injecao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSl), atualmente sdo as
mais usadas para tratamentos de infertilidade. As taxas de sucesso destas técnicas
dependem de uma variedade de fatores incluindo a integridade estrutural e funcional
dos gametas (SIMOPOULQOU, et al, 2016).

O estudo do sémen humano é realizado através do espermograma, utilizando
parametros definidos pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) como a motilidade,
concentracdo e morfologia (EVENSON et al., 1999, WHO, 2010). Metodologias e
técnicas atuais empregadas no campo da andrologia podem ser melhoradas pela
adicao de novos testes para avaliar e selecionar o sémen (SPANO, 2003). Varios
estudos apontam para o papel do estresse oxidativo no dano do DNA espermatico e
promocao de apoptose como eventos moleculares independentes ou interligados em
homens inférteis, que estdo associados a diversas manifesta¢cdes clinicas e

laboratoriais. A incidéncia de DNA espermatico fragmentado no ejaculado humano
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estd documentado, em particular, nos homens com esperma de qualidade pobre
(AGARWAL, 2003). Erros durante o processo de empacotamento da cromatina tém
mostrado correlacdo com resultados reprodutivos negativos: diminuicdo da
fertilidade dos casais apOs a relagdo sexual, taxa de fertilizacdo baixa apéds FIV e
ICSI, desenvolvimento de embrides com alteragbes genéticas e maior incidéncia de
aborto (AGARWAL, 2003).

O risco de selecionar espermatozoides, com DNA danificado, para ser
utilizado durante a ICSI vem despertando grande interesse e preocupacao da
comunidade cientifica. Essa preocupacao se deve as consequéncias na qualidade
dos embrides, nos resultados dos tratamentos de fertilizacdo assistida e nos fetos
resultantes (AGARWAL, et al. 2016).

Atualmente, varios métodos de selecao de espermatozoides de melhor
qualidade para o uso nas TRA vém sendo desenvolvidos. Esses métodos de sdo
baseados em diversos fatores, como por exemplo, a utilizagcdo de técnicas baseadas
na morfologia espermatica. A injegdo intracitoplasmatica de espermatozoides
selecionados morfologicamente (IMSI) é uma dessas técnicas e consiste em
selecionar e capturar diretamente espermatozoides com baixo nimero de vacuolos e
nucleo morfologicamente normal através de um microscopio com sistema de
micromanipulacao e um sistema de ampliacdo de 6300x (PETERSEN et al. 2019;
BARTOOQV et al. 2002).

Outro tipo de técnica baseada na selecao da membrana externa espermatica
vem sendo avaliada e utilizada na rotina de laboratérios de RA. Um dos métodos
baseados nessa selecdo esta associado ao acido hialurénico, um dos principais
componentes da matriz extracelular, que envolve o complexo cumulus-o6cito (COC)
(DANDEKAR et al.,, 1992) e o0s espermatozoides que seguem uma
espermatogénese e maturacdo adequada possuem locais de ligacdo ao acido
(CAYLI et al., 2003; HUSZAR et al., 2006). Diversos estudos com resultados
variados mostraram o uso dessa selecao. Nasr-Esfahani e colaboradores em 2008,
utilizando placas revestidas com acido hialurénico observaram uma relagdo inversa
significativa entre a porcentagem de espermatozoides ligados ao acido e deficiéncia
de protamina, fragmentacio do DNA e morfologia anormal dos
espermatozoides. Razavi et al. 2010 obtiveram resultados que mostravam que o0s



16

espermatozoides recuperados das placas revestidos com acido possuem 0 mesmo
nivel de fragmentacdo de DNA que os nado selecionados (Nasr-Esfahani et al. 2008).

Recentemente, o uso da técnica de separacado celular magnética (MACS, do
inglés, magnetic-activated cell sorting) método baseado na membrana externa, vem
sendo estudado como um método ndo invasivo para reduzir os niveis elevados de
espermatozoides em apoptose (GLANDER, 2005). MACS-Anexina V € um
procedimento de separagdo magnética de células que consiste em esferas
superparamagnéticas biodegradaveis que separam espermatozoides mortos e
apoptoticos, uma vez aplicados sobre uma coluna sao expostos a um forte campo
magnético. Durante a separacdo magnética, a fracado que é retida e identificada
como anexina V positiva, enquanto a fracdo que corresponde aos espermatozoides
nao apoptéticos, que eluiu através da coluna é conhecida como anexina V negativa
(MILTENY, 1990; GRUNEWALD & PAASCH, 2013).

Esta técnica permite a selecdo de uma amostra enriquecida de
espermatozoides nao-apoptoéticos que podem entdo ser usados para ICSI. A
separagdo magnética dos espermatozoides oferece vantagens tais como:
simplicidade de operacdo, especificidade e sensibilidade proporcionada pela
utilizacdo de reagentes imunoespecificos (TROYA & ZORRILLA, 2015).

MACS-Anexina V pode remover eficazmente espermatozoides apoptéticos,
no entanto, existem outros componentes no ejaculado, tais como leucécitos e restos
de plasma que devem ser removidos. Por conseguinte, existe uma necessidade de
combinar com a MACS-Anexina V outras técnicas de preparacdo, tais como
centrifugacdo em gradiente de densidade e swin-up (TROYA & ZORRILLA, 2015).

1.1 Espermatozoide

Os espermatozoides (figura 1), gametas masculinos, s&o células

especializadas que possuem a capacidade de transmitir informacéo genética.

Sao anatomicamente constituidos por cabeca e cauda. A cabeca é
constituida pelo nucleo e pela vesicula acrossémica, que contém as enzimas

hidroliticas necessarias para o processo de penetragcdo no o06cito e na zona
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pelucida, e pelo citoesqueleto. A cauda é constituida por quatro partes: pega de
conexao, peca intermediaria, local de concentracdo de mitocOndrias necessérias
para produgédo de energia utilizada durante a corrida até o odcito, peca principal e
peca terminal (BUCAR, 2014).

Wesioula acrossdmica
(U acrossomal

Calbeaga
Mideo haploidse
A
Peca intermediaria
\ Mitoctndrias
Membrarna plasmatica
Cauda

Flagelo

10 pm

Figura 1: Esquema anatémico espermatozoide. Fonte: Alberts, 52 edi¢éo.

1.2 ESPERMATOGENESE

A gametogénese masculina denominada espermatogénese, uma sequéncia
de eventos onde ha o desenvolvimento dos espermatozoides a partir das células
germinativas primordias, chamadas de espermatogonias, dentro dos tubulos
seminiferos (CHOCU et al.,, 2012; XIAO et al., 2013). Seu inicio ocorre na
puberdade e se da de maneira continuada e repetida durante toda a vida do
homem. Todo o processo, desde a maturacdo e diferenciacdo das espermatogonias
até a espermiogénese, processo em que milhdes de espermatozoides se

diferenciam e alcangam maturidade, dura entre 72 e 74 dias (AIRES, 2012).

Os tubulos seminiferos sdo envolvidos por um tecido conjuntivo que abrigam
as células de Leydig que tém como funcdo secretar os hormbnios sexuais
testosterona e estradiol. Os tubulos seminiferos sdo associados as células de
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Sertoli, essas estao unidas por jungcbes do tipo ocludentes (WEINBAUER et al.,
2010). A unido das células de Sertoli forma a barreira hemato-testicular que funciona
impedindo quer as células do sistema imunolégico tenham contato com as células
germinais diferenciadas, espermatozoides. (KOPERA et al., 2010). Essas mesmas
células possuem outras fungdes como secretar fatores de crescimento e proteinas
que irdo estimular o processo de espermatogénese e fagocitar células apoptéticas
(WEINBAUER et.al., 2010).

Durante a espermatogénese os espermatozoides que se diferenciam a partir
das espermatogonias movimentam-se em dire¢cdo ao lumen do tubulo seminifero
enquanto amadurecem, apds uma série de mitoses seguidas de meiose | e Il. Cada
espermatogonia dara origem a 4 espermatozoides (AGARWAL, 2012).

O processo de espermatogénese (figura 2) ocorre em trés fases: fase
proliferativa; fase meiotica, e espermiogénica (CHOCU et al.,, 2012). Na fase
proliferativa, as espermatogonias sofrem uma série de ciclos replicativos do DNA e
mitoses. Primeiro, as espermatog6nias entram na interfase, ocorrendo o crescimento
celular e a sintese de DNA. A fase S € a mais significativa do processo de replicagéo
antes de passar para a fase meittica. Na fase S do ciclo celular no momento da
replicacdo do DNA ha a necessidade de proteger as células germinativas, para
manutencao da sobrevivéncia da espécie, contra altas taxas de mutacao (GUNES et
al., 2015).

Na fase meiotica, os espermatdcitos possuem genoma dipldéide que €
reduzido a espermatides hapléides. Na terceira fase as espermatides diferenciam-se
em espermatozoides (GUNES et al., 2015).

Do ponto de vista endécrino, o processo de espermatogénese é dependente
de um feedback negativo cldssico que envolve interagdes no eixo hipotalamo-
hipéfise-gbnadas (O’DONNELL et.al.,, 2006). O horménio luteinizante (LH) e o
horménio foliculo estimulante (FSH) sdo os principais reguladores do processo
(O'DONNELL et.al.,, 2006). Esses horménios sao produzidos pela glandula
adenohipoéfise e sdo liberados na corrente sanguinea, essa liberacdo ocorre em
resposta a um estimulo produzido pelo horménio liberador de gonadotrofina (GnRH)
liberado pelo hipotalamo (O’'DONNELL et al., 2006).
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Figura 2: Espermatogénese. Fonte: Adaptado de Cleveland Clinic Center for Medical Art &
Photography © 2014. All Rights Reserved.
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1.3 Danos no DNA espermatico

Para producdo de espermatozoides movéis normais € primordial que o DNA
espermatico esteja integro (de ROOIW & RUSSELL, 2000; MAHMOUD, 2012;
MENEZO et al., 2010). Para identificar a origem dos danos ao DNA, diversos
estudos foram propostos. Através desses identificou-se trés teorias principais, onde
o dano pode ser causado por fatores como: espécies reativas de oxigénio,
empacotamento anormal da cromatina e o processo de apoptose acarretam danos
ao DNA espermatico (AGARWAL et al., 2012, 2014A, 2014B, 2014C).

1.3.1 Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas altamente reativas que
contém oxigénio (AITKEN et al., 1998). As ROS podem ser causadas por fontes
exdégenas como: exposi¢ao a raios X, luz ultravioleta, tabagismo, herbicidas, abuso
de alcool, estresse cronico, e poluicdo do ar e por fontes endégenas como: processo
de respiracdo celular e sistemas enzimaticos (MENEZO et al., 2010).
Concentragdes altas de ROS ocasionam além de dano no DNA, a perda de
motilidade espermatica e diminuicdo do potencial de fertilizagdo (AITKEN et al.,
1992; TAMBURRINO et al., 2012). Diferentes estudos evidenciaram que entre 20 a
88% dos homens considerados subférteis apresentaram alta concentracdo de ROS
no sémen (AGARWAL et al., 2014a, 2014b).

1.3.2 Empacotamento da Cromatina Espermatica

O empacotamento da cromatina espermatica € um procedimento critico e
necessario para organizar na pequena cabeca do espermatozoide uma grande
quantidade de DNA. Considerado um mecanismo regulador que exige modificacoes
que necessitam da substituicdo de 90-95% de histonas por protaminas tornando o
espermatozoide eficaz para realizar o processo de fertilizacdo que requer diversos
eventos fisioldgicos, tais como, a corrida ao longo de todo o sistema reprodutor
feminino, a ligacdo a zona pelucida e a penetragao no oécito (TORREGROSA et al.,
2006).
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As protaminas sao proteinas ricas em arginina localizadas no nucleo e
produzidas durante os estagios avangados da espermatogénese. O processo de
protaminacdo da cromatina espermatica atua facilitando a compactacdo do nucleo
para que aconteca a motilidade dos espermatozoides e protege o genoma
espermatico contra a oxidagdo e moléculas do sistema reprodutivo feminino
(TORREGROSA et al., 2006).

O dano ao DNA espermatico tem demonstrado ser uma causa importante de
infertilidade, pois esta diretamente relacionado a transmissdao de alteracGes
genéticas para prole. Entre as principais causas de dano no DNA espermatico estao
anomalias na condensacdao da cromatina relacionadas com o processo de
maturacao do espermatozoide, rupturas na cadeia dupla do DNA, anomalias
cromossémicas tais como aneuploidias e reordenacao (RODRIGUEZ et al., 2010).

1.3.3 Apoptose

A apoptose, definida como morte celular que ocorre de forma programa e
controlada geneticamente, € essencial para o desenvolvimento do processo de
espermatogénese (GUNES et al., 2015). Nesse processo a apoptose atua de duas
formas: limitando o crescimento da populacdo de células germinativas e
proporcionando a quantidade ideal de células de Sertoli (AITKEN & BAKER, 2013).
Apesar da morte celular programada ser um mecanismo fisiolégico que obijetiva
eliminar as células excessivas durante a proliferacdo e/ou eliminar células
potencialmente nocivas, algumas vezes alguns espermatozoides que estao
destinados a esse processo conseguem escapar € chegar ao ejaculado, esse
processo é denominado apoptose abortiva (AITKEN & BAKER, 2013, SAKKAS et al,
1999a).

Uma populacdo contendo espermatozoides remanescentes de uma apoptose
abortiva e que apresentam morfologia anormal, fungéo bioquimica irregular ou danos
no DNA, podem contribuir com DNA danificado para as prdéximas geracdes devido
ao aumento da utilizagao da técnica ICSI (GUNES et al, 2015).
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1.4 Fragmentacao do DNA espermatico e a infertilidade masculina.

A fragmentacdo do DNA espermatico € um dano que pode ocorrer tanto no
DNA nuclear quanto no mitocondrial. Esse dano pode ocorrer durante todas as fases
do desenvolvimento do espermatozoide e sdo ocasionados pelos mecanismos de
apoptose abortiva; mal empacotamento da cromatina; fragmentagdo induzida por
ROS, exposicéo a téxicos ambientais e radio/quimioterapia (SAKKAS & ALVAREZ,
2010).

Os espermatozoides que apresentam morfologia e motilidade normais podem
possuir o DNA espermatico danificado. Este fato explica o porqué um alto nimero de
mulheres apresentarem problema para conceber apesar de nao apresentarem
qualquer causa de infertilidade. (AITKEN et al., 2014).

Atualmente a fragmentacdo do DNA espermatico vem sendo estudada como
marcador de infertilidade masculina. Homens considerados inférteis apresentam
niveis de fragmentagdo do DNA espermatico mais elevado do que aqueles
considerados férteis (CHOHAN et al., 2006).

Para analisar a integridade do DNA espermatico sdo utilizados testes que
detectam o nivel de fragmentacdo da cadeia de DNA. Dentre os testes utilizados
estdo: o teste eletroforese em gel célula unica (COMET) ou o teste TUNEL; o teste
ensaio da estrutura da cromatina espermatica (SCSA) que avalia a estrutura da
cromatina dos espermatozoides e o teste cromomicina A3 (CMA3) que avalia os
niveis de protaminagéo e compactagao da cromatina dos espermatozoides.

O teste TUNEL é baseado na incorporacdo de nucleotideos deoxiuridina
trifosfatados (dUTP), marcados com isocianato de fluoresceina (FITC), nas
extremidades 3'OH das cadeias de DNA fragmentadas, numa reacdo enzimatica
mediada pela enzima transferase deoxinucleotidil terminal (GAVRIELI et al., 1992).
Através da citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia os nucleotideos que
foram incorporados emitem um sinal fluorescente, essa emissdo indica que ha
fragmentacdo do DNA, caso ocorra, a auséncia da emisséo fluorescente indica que
0 espermatozoide nao esta fragmentado. Quanto mais intenso o sinal de
fluorescéncia emitido maior sera o grau de fragmentacdo. Dentre as vantagens
apresentadas por essa técnica esta o fato de permitir a deteccdo ao mesmo tempo
de cortes nas cadeias simples e duplas do DNA (SHAMSI et al., 2008; ZINI &
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SIGMAN, 2009).

O teste COMET quantifica e analisa individualmente a resposta de cada
célula em relagdo aos danos do DNA, essa andlise é realizada de forma sensivel e
rapida. Essa técnica possui algumas desvantagens como a presencga residual de
RNA nas amostras e a descondensagéo incompleta da cromatina que pode interferir
na revelacao dos cortes (SHAMSI et al., 2008).

O teste SCSA é baseado na inducéo da desnaturacao acida do DNA seguida
de coloracdo metacromatica com laranja de acridina. Esse € um método simples,
porém dispendioso (SHAMSI et al., 2008).

O teste CMA3 é baseado na utilizagcdo de um fluorocromo permitindo a
identificagdo de anomalias no empacotamento da cromatina dos espermatozoides
(BUCAR, 2014).

Estudos com esses testes demonstraram que danos no DNA espermatico
afetam os resultados reprodutivos, com isso se tornou necessario melhorar as taxas
de sucesso nas técnicas de reproducdo assistida e foram criados métodos nao
invasivos de selegéo espermatica sem danos no DNA (HENKEL, 2012).

1.5 Fragmentacao do DNA espermatico e perda gestacional.

A ocorréncia de um aborto antes de 12 semanas de gestacao define a perda
gestacional precoce. As aneuploidias embrionarias estao entre as causas mais comuns
do aborto, no entanto estimasse que 50% das perdas gestacionais espontdneas
continuam sem explicacdo (ESQUERRE-LAMARE et al. 2018).

As falhas na capacidade de concepcao natural e os abortos recorrentes podem
ter relacdo com aumento no dano do DNA espermatico (CARRELL et al. 2003; SPANO
et al.2000). Estudos demonstram que o tipo de dano no DNA espermatico sera
determinante para causar o aborto. Danos sutis conseguem ser reparados pelos oécitos
apoés a fertilizagdo, porem se o0 o6cito nao for capaz de corrigir esse dano, ir4 acarretar
danos no desenvolvimento embrionario, falha de implantacdao e aborto espontaneo
(MCQUEEN et al.2019).

Alguns estudos sugerem que o aumento nos danos do DNA esperméatico estao
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relacionados ao chamado efeito paterno tardio que ira ocorrer durante a ativacdo da
expressao genética masculina e com isso pode originar um aborto espontaneo
(TESARIKet al.2004).

1.6 Separacgao Celular Magnética (MACS)

A técnica separagao celular magnética (MACS) é um método desenvolvido
para selecionar espermatozoides livres de dano no DNA espermatico. E baseada na
deteccao, através da proteina anexina V, da fosfatidilserina (PS, do inglés
Phosphatidylserine) no folheto externo da membrana citoplasmatica do
espermatozoide. Essa afinidade entre a PS e anexina v permitiu 0 desenvolvimento
dessa técnica que separa os espermatozoides viaveis daqueles que estdao em
apoptose (GRUNEWALD & PAASCH, 2013).

A fosfatidilserina € um fosfolipido de membrana presente em membranas
citoplasmaticas. A membrana plasméatica é composta por uma bicamada de
fosfolipidos dispostos de forma assimétrica. A variedade dos fosfolipidos na
membrana confere sua caracteristica de fluidez. Quando a PS € exposta, a
superficie da membrana ira atuar como sinal de reconhecimento dos macréfagos
que estao expressando receptores de PS, e dessa forma, promove a eliminacao das
células em apoptose (SAID et al., 2008).

A exposigcao da PS pode acontecer a baixos niveis e de forma reversivel sob
condicoes de estresse, ndo significando apoptose. A exposicdo da PS pode ser
utilizada para avaliar células que estejam em risco de morte celular (NADALINI,
2014).

A Anexina V é uma proteina ligante natural. Essas proteinas séo
caracterizadas por terem capacidade de se ligarem a superficie de fosfolipidos de
carga negativa de forma reversivel e dependente de célcio (Ca?*) (BARROSO et.al.,
2000). A Anexina V esta localizada intracelularmente, no citosol. Pode ser expressa
em diversos tipos celulares como: cardiomidcitos, endotélio vascular, eritrocitos,
trombaocitos, linfécitos, células gliais, astrocitos, oligodendrécitos, células de
Schwann, hepatocitos, células da mucosa bréonquica, condrocitos e osteoblastos
(PAASCH et al., 2003).
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Na pratica, a técnica MACS baseia-se em incubar os espermatozoides em
uma suspensdo de microsferas super paramagnéticas (microbeads) ligadas a
proteina anexina-V. No periodo de incubagédo, as microsferas irdo se ligar aos
espermatozoides com PS externalizadas (figura 3).

p— Anexina V

™ Fosfatidilserina (PS)

D : Mebrana Plasmatica
Apoptotic cell

Anexina V adicionada ao Morte celular apoptodtica e ‘

meio. externalizacao da OS.

A I Healthy cell

Nas células em apoptose, ocorre
exposicao da PS na superficie
extracelular, conduzindo a ligacdo da
Anexina V.

Em células saudaveis, a PS
localiza-se na superficie
intracelular da membrana, nao
havendo ligacdo da Anexina V.

Figura 3: Esquema ligacéo anexina V e fosfatidilserina. Fonte: Adaptado de IncuCyte®

Apobs o tempo de incubacao, a suspensao de espermatozoides € passada por
uma coluna acoplada a um ima (figura 4). Ap6s passarem pela coluna, sao
originadas duas populacbes de espermatozoides, que sdo denominadas fracao
positiva, e que contém os espermatozoides retidos na coluna, ou seja, 0s
espermatozoides com DNA danificado e a fracdo negativa contendo
espermatozoides com DNA intacto que passam pela coluna (GRUNEWALD &
PAASCH, 2013).

Em TRA a técnica MACS vem sendo utilizada associada as técnicas cléassicas
de preparacdo espermatica: centrifugacdo por gradientes de densidade e swim-up
(SAID et al. 2006).

A primeira gravidez clinica utilizando a técnica MACS foi documentada em
2008, em um estudo que analisou as considerando as taxas de fertilizacao,
clivagem, gravidez e implantacdo. Os espermatozoides demonstraram melhora nas
caracteristicas morfoldgicas, porém nao avaliou o indice de fragmentacdo do DNA
antes e depois da separacdo magnética (DIRICAN et al.2008). Apesar do resultado
da gravidez clinica, surgiram preocupacbes em relagdo ao uso da técnica
juntamente com as técnicas de fertilizagao, diversos estudos foram realizados para
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sanar as preocupacgoes, em um desses estudos foi utilizada a microscopia eletrénica
de transmiss&o, demonstrando que a fracdo que seria utilizada para fertilizacao nao
continha as microesferas aderidas a membrana plasmatica dos espermatozoides
(PAASCH et al. 2003).

O uso da técnica MACS com as técnicas de preparagao espermatica antes da
ICSI, se mostra benéfico para homens considerados inférteis, resultando em
melhores taxas de sucesso (SAID et al.2008). Alguns estudos mostram que o
potencial de penetracdo do espermatozoide € melhorado apds a utilizacao da
técnica MACS, indicando que a mesma possui beneficios quando utilizado na TRA
(SUN et al. 1997; HOST et al. 2000; BUNGUM et al. 2004). Diversos autores relatam
uma melhora na taxa de fertilizacdo, na qualidade embrionaria e na taxa de
gestacao (GIL, et al.2013; ROMANY et al.2010; GRUNEWALD et al. 2009; AZIZ et
al.2007).

Figura 4: Esquema Separagao celular magnética (MACS). Fonte: Tahir Beydola.

1.7  Técnicas de Preparacao Espermética

As técnicas de preparacdo espermatica sdo utilizadas para selecionar os
espermatozoides que se apresentam morfologicamente normais e com alta
motilidade (WHO, 2010).

A técnica de centrifugacédo por gradientes de densidade (figura 5) pode ser
realizada tanto com gradientes continuos como descontinuos. Essa técnica consiste
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na colocagao do ejaculado no topo dos gradientes e submeté-lo a centrifugacéao,
durante a centrifugacdo, os espermatozoides com alta motilidade se movem
ativamente em direcdo ao sedimento, e aqueles com baixa motilidade ou iméveis
ndo conseguem passar pelas barreiras entre os gradientes resultando em um pellet
rico em espermatozoides altamente méveis (GORUS & PIPELEERS, 1981).

A técnica de Swim-up é baseada no movimento ativo dos espermatozoides
através do meio de cultura. Apds o periodo de incubagao, os espermatozoides que
conseguem migrar ativamente até a superficie sdo os que possuem melhor
morfologia e motilidade (WHO, 2010).

Volpes e colaboradores em 2016 avaliaram as melhores técnicas de
preparacdo seminal e observaram que a técnica swim-up mostra uma menor taxa de
fragmentagcdo do DNA espermatico quando comparada a técnica de gradiente de
densidade. No gradiente de densidade, a sele¢éo é baseada no peso molecular das
células e com isso ndo garante uma boa selegcdo em relagdo a taxa de fragmentagéo
(VOLPES et al., 2016).

@ Centrifugacdo por 20 minutos @
= a 1600rpm =

Sémen Plasma Seminal

N

Restos celulares

Espermatozoides imdveis
anormais

Fase superior 45%

=

Interfase

Fase inferior

Espermatozoides moveis vidveis
90% P

i

Figura 5: Esquema técnica centrifugagao por gradiente de densidade. Fonte: Adaptado de
Tahir Beydola.
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Ghaleno e colaboradores em 2014 afirmaram em seu estudo que a
fragmentagdo do DNA nas amostras seminais processadas por gradiente de
centrifugacao foi maior quando comparada a swim-up (GHALENO et al., 2014).

-

Incubar por 60 minutos: a 372C

Camada de espermatozoides
vidveis

Amoaostra de sémen
liquefeito

lavagem de sémen.
S¥

!

- )
Meio de cultura de |

Camada de espermatozoides
ndo vidveis

Figura 6: Esquema técnica swin-up. Fonte: Tahir Beydola

2. JUSTIFICATIVA

MACS - Anexina V é considerada como um sistema de separacao flexivel,
rapido e simples para a separacao de células. Além disso, 0os espermatozoides
exibem manifestacbes de apoptose reduzidas, incluindo fragmentacdo de DNA.
Neste contexto, a MACS- Anexina V pode ser considerada como uma técnica de
selecdo Uunica, que complementa os protocolos convencionais de preparagao

seminal.

3. OBJETIVO

Avaliar se a técnica de separagdo magnética para selecionar espermatozoides

aumenta a qualidade dos espermatozoides obtidos.
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3.1 Obijetivos Especificos

e Confirmar a eficacia da técnica de separacao celular magnética.

e Eliminar e/ou minimizar a possibilidade de fertilizacdo com espermatozoides
danificados.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Desenho do estudo

Participaram deste estudo pacientes do Servico de Medicina Reprodutiva do
Hospital Escola Alvaro Alvin/Centro de Infertilidade e Medicina Fetal do Norte
Fluminense, no periodo de maio de 2018 a janeiro de 2020. A aprovagao pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa (anexo 1), ocorreu no dia 29 de abril de 2018
de acordo com as atribuicdes definidas na Resolucdo CNS n? 466 de 2012 e na
Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, numero CAAE: 78044017.5.0000.5524.

Os pacientes que buscaram pelo tratamento de reprodugédo assistida foram
avaliados pelo médico que solicitou 0 exame de andlise do indice de fragmentacao
espermatica. Esse exame € solicitado quando o paciente tem histérico de doencga
que altere a fragmentacéo, exposicao laboral, como por exemplo, pacientes que
trabalham expostos a agentes quimicos, calor excessivo entre outros fatores. No
momento em que compareceu para realizar o exame o estudo foi explicado e
proposta a participacao.

Os critérios de inclusdo foram apresentar indice de fragmentagdo de DNA
espermatico acima de 20%, aceitar assinar o termo de consentimento livre
esclarecido (TCLE) (anexo 2). Foram excluidos do estudo os que ndo cumpriram os

critérios de incluséo.
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Excluidos
N=10
3 - ndo assinaram TCLE
7 - fragmentagdo < 20%

Participantes
N=40

Analise da fragmentacgao
do DNA espermatico

Grupo experimental
(G2)
N=15

Grupo controle (G1)
N =15

Separacgao celular
magnética - Anexina V

Analise da fragmentacdo
do DNA espermatico

Figura 7: Desenho do estudo.

Durante o periodo de desenvolvimento do estudo, 40 pacientes foram
recrutados, desses somente 30 atenderam os critérios de inclusdo. Foram excluidos
do estudo sete pacientes que apresentaram indice de fragmentacao do DNA abaixo
de 20% e trés que ndo aceitaram assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido e foram excluidos do estudo. Os 30 pacientes que cumpriram os critérios
de inclusao foram divididos aleatoriamente por sorteio em dois grupos: grupo 1 (G1)
controle, composto por 15 participantes onde foi realizado somente o teste para
diagnosticar a fragmentacdo do DNA espermatico e grupo 2 (G2), formado por 15
participantes onde apds o teste para diagnosticar a fragmentacdo do DNA
espermatico foi aplicada a técnica MACS-Anexina V e feita uma segunda analise do
indice de fragmentacdo do DNA espermatico para aferir novamente a taxa de
fragmentacgéo (figura 7).
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4.2 Avaliacdo da qualidade de vida dos participantes

Para analisar a qualidade de vida dos participantes e se os mesmos eram
expostos a algum fator ambiental e/ou laboral, foi solicitado que respondessem a um
questionario (Anexo 3). O questionéario foi aplicado no dia que os participantes
fizezram os exames diagnésticos de analise seminal. As perguntas estavam
relacionadas a fatores que podem influenciar na fertilidade masculina, tanto na
qualidade espermatica como na fragmentacdo do DNA espermatica. Dentre os
fatores encontra-se: idade, comorbidades, habitos de qualidade de vida (alimentacao
saudavel, pratica de atividade fisica, ingestao de bebida alcodlica, uso de drogas

ilicitas, fumo), exposi¢cao a algum fator laboral, uso de medicamentos.

4.3 Analise Seminal

Os parametros seminais foram analisados conforme Manual OMS, 2010. O
sémen foi coletado, em frasco universal para coleta estéril previamente identificado
com os dados do paciente, através de masturbacao, estando o paciente em periodo
de abstinéncia sexual de 2 a 7 dias como recomendado pelo Manual da OMS, 2010.
Apoés a coleta, o sémen foi colocado em banho maria (Evelab B.M EV: 015) por um
periodo de 15 a 60 minutos para que fosse atingida sua liquefacdao, apos esse
periodo foi realizada uma analise macroscopica, foi avaliada a concentragao, através

da camara de Makler, motilidade e morfologia, pH e cor.

4.4 Andlise do indice de fragmentacdo do DNA espermatico.

Para a analise do indice de fragmentagdo do DNA espermatico (SDF) foi
utilizada a técnica de dispersao da cromatina do DNA espermatico (SCD), quando o
DNA esta intacto, sem fragmentacédo, sdo produzidos nucledides com largos halos das
alcas do DNA dispersa, quando o DNA estd fragmentado, os nucledides néo
apresentam o halo disperso ou o halo € minimo (figura 8). Essa técnica foi aplicada
utilizando o Kit Halosperm G2 para deteccao de fragmentacdo de DNA (Halotech®).
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Figura 8: Lamina de halosperm. Aumento de 200x. 1- Halos grandes representam espermatozoides
com DNA integro, 2 - halos pequenos representam espermatozoides com DNA fragmentado, 3 —
auséncia de halo representa espermatozoides com DNA degradado. Fonte: Centro de Infertilidade e
Medicina Fetal do NF.

Um tubo eppendorf® contendo 100ul de agarose foi colocado a temperatura
de 95-100°C por 5 minutos, apos esse tempo o tubo foi transferido para banho maria
mantido a 37°C e deixado por 5 minutos. Foram adicionados 50 ul do sémen no
eppendorf® e misturado gentilmente. Uma gota de 8 pl da mistura de sémen com
agarose foi depositada no centro do poco da lamina pré- tratada do kit e coberto com
uma laminula de vidro para formagao de um microgel. A Iamina foi colocada em uma
superficie previamente resfriada e colocada dentro do refrigerador a 4°C por 5
minutos. As etapas seguintes foram realizadas a temperatura ambiente (22°C).

Apbs os 5 minutos, a laminula foi retirada e adicionada pelo tempo de 7
minutos a solugcédo desnaturante. Apds esse tempo, a lamina foi vertida em um papel
toalha para retirada da solugéo desnaturante e acrescentada a solucéo de lise, para
remover proteinas nucleares, e incubado por 20 minutos. Em seguida, a solugéo foi
retirada e a lamina foi coberta com agua destilada por 5 minutos, para lavagem. A
etapa seguinte foi a desidratagcdo da amostra, a lamina foi coberta com alcool 70%
por 2 minutos, seguido de alcool 100% por mais 2 minutos, em seguida, foi
descartado o alcool e a lamina foi colocada para secagem a temperatura ambiente.

Apos a secagem, a lamina passou pela etapa de coloragao, foi adicionada a solugao
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de coloragdo eosina, por 7 minutos. Descartada essa solucdo, foi colocada a
coloragao tiazina, por 7 minutos, a lamina foi deixada a temperatura ambiente para
secagem por 1 hora. Apds esse periodo, realizou-se a analise através da contagem
de 500 espermatozoides.

O indice de fragmentagdo foi calculado dividindo o numero de
espermatozoides com DNA fragmentado pelo numero total de espermatozoides
contados e multiplicado por 100 para expressar o valor em porcentagem.

SDF (%) = 100 x N° de espermatozoides com DNA fragmentado
N° de espermatozoides contados

4.5Preparo do sémen para Separagcao molecular magnética (MACS-Anexina V)

4.5.1 Processamento Seminal: Swim-up

Apo6s andlise macroscopica do sémen e a contagem da concentragdo
espermatica, uma aliquota foi separada para analise do indice de fragmentagéo do
DNA espermatico e o volume restante foi submetido a técnica de swim-up para
capacitagao dos espermatozoides. O volume foi colocado em um tubo vacutainer e
foi colocado o mesmo volume de meio de cultivo HTFm (Irvine Scientific®) formando
uma proporcao 1:1, o tubo foi centrifugado por 20 minutos a 150g. Apds a
centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e adicionado 500ul de meio de cultivo
HTFm (Irvine Scientific®), o tubo foi colocado em banho Maria a 37°C por 40
minutos para ocorrer a migragao dos espermatozoides. Apds esse tempo, foi feita

uma contagem dos espermatozoides do sobrenadante.

4.5.2 Célculo de espermatozoides apoptdticos

Com a contagem dos espermatozoides (Cl) realizada no sémen preparado
apds swim-up, foi calculado o nimero de espermatozoides apoptéticos (CA) a partir
do resultado prévio da fragmentagcdo do DNA esperméatico, multiplicando CI pela
porcentagem de espermatozoides apoptéticos (AP%).

CA =Cl x AP%,
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Sabendo o CA, foi calculado o volume de amostra (VA) de ressuspensao de

espermatozoides que foi utilizado para passar na coluna.

VA= 107/ CA x 1000

4.5.3 Preparo da coluna

As micropérolas fornecidas com o Kit de reagentes foram incubadas a 37°C.
Foi preparada uma aliquota de 5 ml do tampéao de ligacao (Miltenyi®).

ApoOs o processamento seminal (swim-up) 1ml de tampao de ligagao 1x
(Miltenyi®) foi adicionado na aliquota de espermatozoides (VA) e centrifugado por
5minutos a 500g, apds, o sobrenadante foi descartado com cuidado para deixar o
pellet intacto e adicionado 100 pl das micropérolas (Miltenyi®). Essa mistura foi
transferida para um poco de uma placa de 96 pocgos (Falcon®) e incubado por 20
minutos em agitacdo constante (aparelho Shaker de movimento circular a 100 rpm)
a temperatura ambiente, 2 minutos antes de terminar o tempo de incubagéo, a
coluna MS (Miltenyi®) foi preparada e hidratada com 500 pl de tampéo de ligagao 1x
(Miltenyi®).

Terminada a agitagdo da amostra foi adicionado 500ul de tampéao de ligagao
1x (Miltenyi®) essa mistura foi colocada na coluna e eluiu pela for¢a da gravidade, e
coletada em um tubo contendo 500ul de tampéao de ligagcdo 1x (Miltenyi®). Foram
feitas duas lavagens na coluna com 500ul de tampéo de ligagéo 1x (Miltenyi®).

Terminada a passagem na coluna, a amostra coletada foi centrifugada a 500¢g
por 5 minutos sendo o sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso em 1 ml de
meio HTFm (Irvine Scientific®).

Em seguida, foi feito uma nova avaliagdo do indice de fragmentacdo do DNA
espermatico nas amostras para observar se ocorreu a diminuicdo do indice de

fragmentagéo.
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4.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste t ndo pareado apds constatadas as
pressuposicées de distribuicAo normal (teste de D’Agostino & Pearson) e de
homogeneidade das variancias (teste F) (tabela 1). O teste de distribuicdo normal
dos dados de concentragdo espermética foi significativo, o que foi corrigido depois
de retirar um dado discrepante identificado pelo gréafico de boxplot (Figura 9).

Os dados das variaveis Grupo 2 e os dados da comparagéo entre G1 e G2
apos separacao, nao atenderam a pressuposicao de homogeneidade das variancias.
Os dados da variavel Grupo 2 foram submetidos ao teste de Wilkoson pareado e os
dados da comparacao entre G1 e G2 apo6s separagao foram analisados pelo test t
nao pareado com correcao de Welch. Valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos para todos os testes. As andlises foram realizadas
utilizando o software Graphpad Prims® versao 6.01 para Windows.

Tabela 1. Valor de P obtidos pelos testes para distribuicdo normal (D’Agostino & Pearson) e

homogeneidade das variancias (teste F).

Varidveis analisadas Teste d:ez’régﬁstino & Te,? te
Idade dos pacientes NS NS
IMC NS NS
Morfologia NS NS
Concentracao Espermatica NS* NS
Motilidade NS NS
Fragmentacao NS NS
Grupo 2 NS o
Comparacao Grupo1 e Grupo 2 apés separacéo NS eE

Significancia 5%. *Nao significativo depois de retirado um dado discrepante. ***Valor de
significancia 0.0001. **** valor de significancia <0.0001.
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Figura 9. Boxplot dos dados de concentragdo espermatica.

5 RESULTADOS

O perfil e os parametros seminais dos participantes sdo monstrados na
Tabela 2. A idade média dos participantes da pesquisa foi de 35,4 anos no grupo 1 e
36,6 anos no grupo 2. Os valores médios do indice de massa corporal (IMC) foi de
28,2 no grupo 1 e 26,0 no grupo 2. Nessas variaveis analisadas nao foi encontrada
diferenga estatistica entre os grupos (p > 0,05).

A fragmentagcdo do DNA apresentou valores semelhantes em ambos os
grupos 36,2 % (grupo 1) 1e 38,5 (grupo 2) (p > 0,05). Para analise da morfologia, foi
utilizado o Critério estrito de Tygerberg (kruger), que considera como valor dentro da
normalidade 4% de um total de pelo menos 100 espermatozoides analisados quanto
ao formato e tamanho de cabeca, anomalias na peca intermediaria e tamanho e
disposicdo da cauda, ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os valores
analisados no grupo 1 (39,3) e no grupo 2 (45,8). Quanto a motilidade foi averiguada
a motilidade progressiva, para esse parametro foram avaliados espermatozoides
com progressiva linear rapida (A) e progressiva linear lenta (B), foi obtida uma
equiparidade nos valores desse parametro em ambos os grupos, 37,7 no grupo 1 e
38,0 no grupo 2. O grupo 1 apresentou um maior valor, porém sem diferenca
estatistica, de concentracao espermatica em milhées por ml 46,1 vs 34,6 no grupo 2
(p > 0,05).
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Tabela 2. Perfil e parametros seminais dos participantes selecionados para o estudo.

Parametros seminais Grupo 1 Grupo 2 Valor

de P

ldade média (anos) 35,4 +0,8 (33.5-37.3) 36,6 +1,4 (33.6-39.7) 0,48
IMC 28,2+1,3 (25.2-31.2)  26,0+0,9 (24.0-28.0) 0,20°
Fragmentacdo (%) 36,2+2,9 (30.0-42.5) 38,5426 (32.8-44.2) 0,570
Morfologia (%) @ 39,243,0 (32.8-45.7)  45,8+4,1(37.0-54.6) 0,21°¢
Concentragao (108/ml) 46,1£10,5(21.7-55.0)  34,6+6,6(20.2-48.9) 0,36°

Motilidade progressiva (%) ®  37,745,4(26.0-49.4)  38,0+4,7(27.9-48.0) 0,97

Os valores encontram-se expressos em média + desvio padrdo e entre parénteses o intervalo de
confianga 95%. Para avaliar a significancia estatistica foi utilizado p < 0,05. ®morfologia analisada de
acordo com Critério estrito de Tygerberg (Kruger); ®motilidade grau A (progressiva linear rapida) e B
(progressiva linear lenta); ¢ one-way-ANOVA; ¢ Teste t.

Foi avaliado se o participante era exposto a algum fator ambiental ou habito
da qualidade de vida que afetasse o nivel de fragmentacdo do DNA espermatico
(figura 10). Em ambos os grupos, os participantes relataram consumo de alcool,
sendo 40% dos participantes do grupo 1 e 27% do grupo 2, esse consumo ocorreu
de 1 a 2 vezes por semana. Quanto ao uso de drogas ilicitas e cigarros, nenhum dos
participantes fez uso. Nos dois grupos, os participantes relataram fazer uso de
alimentacdo saudavel, 60% no grupo 1 e 53% no grupo 2. Dentre as atividades
fisicas exercidas, em ambos 0s grupos foi observada a pratica de musculagcdo com
frequéncia de 5 vezes na semana, seguida de corrida de 2 a 3 vezes na semana,
alguns relataram a combinagdo de atividades fisica como futebol, corrida e
musculagéo, sendo no grupo 1 um maior numero de participantes (67%) praticantes
de exercicios fisicos. Avaliando os fatores de exposi¢ao laboral no grupo 1 houve
maior porcentagem de participantes que trabalhavam com embarque e exposicéo a
calor (27%), agente quimico (47%) quando comparado ao grupo 2 onde 13%
embarcaram, 20% foram expostos ao calor e 27 % a agente quimico. Dos
participantes do grupo 1, 33 % foram acometidos por caxumba e 7% foram
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acometidos por varicocele enquanto no grupo 2, 27 % tiveram caxumba e 20%

varicocele.
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Figura 10: Porcentagem de participantes de cada grupo de estudo que relatou exposicdo aos
diversos fatores ambientais e/ou habitos de vida que afetam fragmentagao do DNA espermatico.

Na tabela 3 sdo apresentados os valores do indice de fragmentagédo do DNA
espermatico dos participantes do grupo 2 antes e apOs a separacdo molecular
magnética. Pode-se observar uma diminuicdo consideravel da fragmentagao.
Comparando os valores médios do indice de fragmentacdo antes da separacao
molecular (38,53) averiguasse que apds a separagdo molecular (11,27) todas as
amostras tiveram o indice de fragmentacdo do DNA espermatico abaixo do valor
limite de 20%, havendo uma diferencga estatistica significativa (Tabela 3).
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Tabela 3. Fragmentagdo do DNA espermatico (porcentagem) do grupo 2 antes e apds a separagao

celular magnética.

PACIENTES Fragmentacao Fragmentacao
GRUPO 2 antes separacao apoés separacao Valor de P
molecular molecular
magnética magnética
1 58% 6%
2 31% 10%
3 36% 12%
4 49% 13%
5 26% 14%
6 50% 16%
7 28% 12%
8 33% 9%
9 32% 15%
10 32% 13%
11 46% 10%
12 26% 9%
13 36% 4%
14 44% 13%
15 51% 13%
Média fragmentagao 38,583 +2,6 11,27 £0,8 <0,0001

Os valores encontram-se expressos em média * desvio padréo.

Na figura 11 sdo demonstrados os valores de porcentagem do indice de
fragmentacdo do DNA espermatico dos participantes do grupo 1 e do grupo 2 apés a
separacdo celular magnética. Pode-se observar que ocorreu uma diminuicdo
consideravel da fragmentacdo havendo uma diferenca estatistica altamente

significativa (p < 0,0001).
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Figura 11: indice de fragmentacdo do DNA espermatico do grupo 1 e do grupo 2 apés a separacio
molecular magnética. **** Demonstra diferenca altamente estatistica. (p<0.0001).

6 DISCUSSAO

Atualmente, cerca de 50% dos casos de infertilidade sdo atribuidos a fatores
masculinos (LOPES et al., 2019). Com o desenvolvimento tecnolégico, na area da
reproducao assistida, tem se tornado possivel superar a incapacidade dos
espermatozoides em fertilizar os odcitos, sendo necessaria menor quantidade dos
mesmos para levar a gravidez por FIV ou ICSI, sendo fundamental selecionar
espermatozoides saudaveis (LOPES et al., 2019).

Na fertilizacdo natural, dos milhdes de espermatozoides liberados no
ejaculado, somente uma centena chegara até o odcito (HINO et al., 2016). Durante
essa caminhada, os espermatozoides sdo selecionados e os capacitados e com
caracteristicas morfologicas e genéticas adequadas para o processo de fertilizagéo
conseguirdo concluir a caminhada (PEREZ-CEREZALES et al., 2017). Ja para uso
nos tratamentos de reproducao assistida, diversos estudos demonstram que nao ha
uma metodologia eficaz para selecionar os espermatozoides. Esse fato € relevante,
pois, as técnicas de fertilizagdo ignoram a selegédo espermatica in vivo, utilizando
apenas fatores subjetivos de morfologia. Com isso, ha um risco aumentado de

fertilizar os o6citos com espermatozoides defeituosos, levando a falha no tratamento
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(FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2008).

Nos ultimos anos, os TRA vém sendo cada dia mais utilizados, e avaliar a
fertilidade tanto feminina quanto a masculina se faz necessario. Para avaliagdo da
infertilidade masculina, a andlise do sémen é o teste mais importante, mas nao
fornece informagdes sobre todas as fungdes do espermatozoide, nem é suficiente
para prever o potencial de fertilidade masculina e a probabilidade de sucesso do
tratamento (GUZICK, et al. 2001). Além disso, os padrdes para valores normais na
andlise de sémen nao refletem os valores médios, mas sao determinados utilizando
0s 5% inferiores como um ponto de corte. Em outras palavras, € o padrdo minimo
para a gravidez. De fato, 15% dos pacientes com infertilidade masculina apresentam
resultados normais na andlise do sémen (AGARWAL et al.2005).

Apesar do aumento na procura pelas TRA, as taxas de gravidez e de bebé
em casa, que sao os resultados esperados, permanecem baixas. Atribui-se a essas
baixas taxas, ndo somente a falta de pesquisas em terapias a nivel molecular para
infertilidade masculina (HFEA, 2008; De MOUZON et al., 2010), como também o
envelhecimento da populacdo e diversas mudangas no estilo de vida, que resultam
no continuo aumento da infertilidade (DUPAS & CHRISTINE-MAITRE, 2008; POVEY
& STOCKS, 2010).

Atualmente, diversas pesquisas apontam a qualidade espermatica e as altas
porcentagens de espermatozoides com DNA danificado como dois dos fatores
criticos para os resultados reduzidos nos TRA. Nos casais que tratam a infertilidade
é observado que, se o homem tem um alto indice de fragmentagdo do DNA
espermatico, um dos principais objetivos do tratamento sera diminuir esse indice,
seja por modificacbes no estilo de vida, tratamento com antioxidantes ou uso de
técnicas acessoérias (KIM, 2018). Esses objetivos sdo necessarios, pois, o DNA
espermatico integro é essencial para que as informacdes genéticas sejam
transmitidas de forma precisa. A integridade da cromatina € o parametro mais
estudado rotineiramente dentre as caracteristicas. Os danos na cromatina
espermatica afetam o desenvolvimento embrionario e estao relacionados com aborto
e defeitos no nascimento (BALASURIYA et al, 2011; BUNGUM et al. 2011; EBNER
et al.,, 2011; FREOUR et al., 2010). Essa integridade pode ser prejudicada por
diversos fatores dentre eles as espécies reativas de oxigénio (ROS) (SAKKAS &
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ALVAREZ, 2010).

As ROS afetam ndao somente a integridade da cromatina, mas também a
barreira hemato-testicular e a membrana plasmatica do espermatozoide (HA et. al,
2011). Algumas comorbidades e/ou fatores ambientais, laborais e habitos de estilo
de vida influenciam nos niveis de ROS e consequentemente nos niveis de
fragmentacdo do DNA espermatico (SABETI, et. al, 2016).

Nos resultados do presente estudo, foi avaliado se os participantes eram
expostos a algum fator ambiental, laboral, habitos de vida ou alguma comorbidade
que poderiam afetar os niveis de ROS, podendo ser considerado fator causal das
alteracoes nos niveis de SDF. Em ambos os grupos estudados, mais de 50% dos
participantes relataram que praticavam atividade fisica e faziam uso de uma
alimentacdo saudavel o que é primordial para diminuicdo dos ROS. Porém, em
ambos 0s grupos, foi observado que o indice de massa corporal dos participantes
estava na faixa do sobrepeso. O peso elevado e a obesidade sdo causadores de
infertilidade masculina, pois desregulam as vias endocrinas e aumentam os niveis
seminais de ROS (KASHOU, et. al, 2012). Além do IMC elevado, os participantes
também eram expostos a outros fatores que prejudicam desde a espermatogénese
ao aumento dos niveis de ROS, causando danos na cromatina.

Dentre outros fatores na qual os pacientes avaliados foram expostos estao,
por exemplo, fatores laborais, exposicao ao calor e a agentes quimicos. Sabe-se
gue dentre as praticas laborais, existem substancias que podem influenciar a saude
através da inalagdo, contato dérmico, entre outros e afetam negativamente a
fertilidade. (CHALUPKA & CHALUPKA, 2010). Slevan et al. (2000) e Rubes et al.
(2005) avaliaram os efeitos da poluicdo do ar na fertilidade masculina e observaram
que os homens expostos a algum tipo de poluicdo, como, por exemplo, agentes
quimicos, apresentam maior porcentagem de anormalidades espermaticas e
aumento na fragmentacdo do DNA. Em algumas profissées, como as profissdes
offshore (embarque), 0s homens sdo expostos a metais pesados tais como chumbo,
mercurio, aluminio entre outros e também expostos ao calor. Chalupka & Chalupka
(2010) e Sikka & Wang (2008) relataram que a exposicao a metais pesada afeta o
eixo hipotalamo-hipéfise causando alteragbes na qualidade espermatica e pode
interromper a espermatogénese. Outros causadores de danos espermaticos sao as
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comorbidades como varicocele e caxumba. No grupo experimento (G2) 20%
participantes apresentaram varicocele sugerindo ser a causa dos niveis altos de
fragmentagédo. Atualmente 15% a 20% dos homens com problemas de fertilidade
sao diagnosticados com varicocele (FRENCH, et. al, 2008). Pasqualotto et al. (2008)
observaram que homens com varicocele possuem niveis elevados de ROS no

sémen e menor capacidade antioxidante total.

O consumo de alcool é um exemplo de habito de vida que influencia a
fertilidade. Dentre os participantes do estudo, foi observado que 40 % do G1 e 27 %
do G2 fazem uso de alcool de 1 a 2 vezes por semana, apesar de ser considerado
uso moderado, a quantidade de alcool ingerida nao foi quantificada. Ja € sabido que
uso de alcool em idade reprodutiva reduz os niveis de antioxidantes e interfere no
mecanismo de defesa antioxidante prejudicando o metabolismo e gerando radicais
livres reativos e téxicos (SAALU,2010). Anderson e colaboradores descrevem que o
alcool aumenta os niveis de ROS, reduz a concentragdo espermatica, afeta a
morfologia e motilidade progressiva (ANDERSON et al, 2010). Ao afetar a qualidade
espermatica, o alcool, indiretamente, também reduz as taxas de sucesso da FIV e
aumenta o indice de aborto (MELDRUM et al, 2016; NICOLAU, et. al, 2014).

Com o risco aumentado, devido a exposi¢éo, aos diversos fatores prejudiciais
a qualidade espermatica e integridade da cromatina, a analise da fragmentacao do
DNA espermatico tem se tornado essencial para avaliar a infertilidade masculina. Os
diversos testes de fragmentacdo do DNA espermatico medem a qualidade do
espermatozoide como um transportador de DNA e, portanto, se torna mais
significativo do que os parametros avaliados nas analises seminais tais como
espermograma (IRVINE et al. 2000).

Além das avaliacbes diagnésticas da infertilidade masculina, também, se
fazem necessarias a utilizacdo de técnicas que auxliem a selecionar
espermatozoides de melhor qualidade para serem utilizados durante as técnicas de
fertilizaco in vitro. E essencial a utilizagdo de técnicas integradas e ndo somente os
métodos de processamento seminal que fazem uma mimetizacdo da capacitacao
espermatica natural. Dentre os diversos métodos de processamento seminal,
utilizados atualmente, nao ha consenso sobre o mais adequado. Os métodos mais
utilizados sao: o gradiente de concentracdo de densidade e o swim-up, que sao
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baseados na migragcdo ou separagdo dos espermatozoides selecionandos pela
morfologia e motilidade espermatica. Nos diversos protocolos de estudos que
avaliam a integridade do DNA espermatico apds a utilizacdo dessas técnicas,
observasse uma maior tendéncia da utilizacdo do gradiente de concentragcdo de
densidade, porém nao ha evidéncias que essa seja a melhor técnica (OSEGUERA-
LOPEZ et al.2019). Estudos demonstram que a técnica do swim-up permite isolar
espermatozoides méveis e com morfologia normal e é mais eficiente em recuperar
espermatozoides com cromatina mais integra (OEHNINGER et al., 1990; LACHAUD
et al., 2004). Zini et al. (2001) relataram, que espermatozoides processados pela
técnica swim-up possuiam menor taxa de desnaturagdo do DNA quando
comparados com espermatozoides processados pela técnica de gradiente de
concentragao de densidade. Spano e colaboradores e Younglai e colaboradores
demonstraram que swim-up pode melhorar alguns dos parametros relacionados ao
ensaio da estrutura da cromatina e ndo induz danos no DNA do esperma (SPANO et
al. 1999 e YOUNGLAI et al., 2001). Os resultados, encontrados por esses autores,
corroboram com a escolha da técnica swim-up como a técnica de processamento
seminal utilizada no presente estudo.

A fertilizacdo baseada somente nas técnicas de processamento seminal nao
elimina a possibilidade de utilizar espermatozoides imaturos ou com DNA danificado.
Podendo ser considerado como a causa das baixas porcentagens do
desenvolvimento embrionario e das altas taxas de falha de implantacdo. Ademais,
homens com problemas de fertilidade podem apresentar morfologia normal, porém,
com fragmentacdo do DNA (AVENDANO & OEHNINGER, 2011). Com o obijetivo de
garantir a qualidade dos espermatozoides utilizados nos TRA, vem sendo utilizado
juntamente com as técnicas de processamento seminal métodos de selecdo
baseados na morfologia espermatica e nas caracteristicas da membrana externa
(OSEGUERA-LOPEZ et al.2019). O uso do método de selecdo magnética, usando
microesferas conjugadas com proteina anexina V, € capaz de separar
espermatozoides com translocagcdo de PS para a membrana, especificamente
aqueles espermatozoides com membranas danificadas, que é uma manifestacao de
dano no DNA espermatico (TROYA & ZORRILLA, 2015).

Diversos estudos demonstram sua eficacia na redugcdo dos niveis de
fragmentacdo do DNA espermatico (HERRERO et. al,2012; LOSADA et. al, 2012).
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Entretanto, alguns questionamentos sao levantados, sobre sua eficicia, devido a
presenca de uma pequena porcentagem de espermatozoides com DNA
fragmentado, ap6s passarem pela separagdo. A presenca dessa fracdo de
espermatozoides com DNA danificado, pode ser explicado, pelo fato de ocorrer
variagbes nos marcadores apoptoticos (MARTINEZ et al. 2018). A técnica MACS
seleciona espermatozoides, baseada no processo de translocacao da fosfatidilserina
na membrana plasmatica, sendo esse processo um marcador precoce de
apoptose,porém nao € o unico marcador de apoptose, relacionado a fragmentacao
do DNA (SAKKAS e ALVAREZ2010). Fraczek e colaboradores em 2015,
observaram em seu estudo, que os marcadores apoptéticos, como a anexina V,
quando associados a espermatozoides, com DNA fragmentado, podem ou nao, ter
sua expressao ativada quando passam pela coluna magnética, isso, também,
auxiliaria na explicagdo da existéncia da pequena populacdo de espermatozoides
com dano no DNA, apés a separacgéo.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a técnica de separagéo
magnética MACS ANEXINA V foi capaz de reduzir a proporcdo do indice de
fragmentagdo do DNA espermatico, na tabela 2 ¢é possivel observar
comparativamente a reducao que ocorreu na amostra seminal dos 15 participantes
do grupo experimento. Nossos resultados demonstram que ocorreu uma diminuigao
média de 38,5 % antes do uso da técnica para 11,2 apds a separacao. Apos a
separagao, todas as amostras, de espermatozoides, apresentaram o indice de
fragmentacdo entre 6 % e 16%, aumentando a possibilidade de selecionar
espermatozoides saudaveis para serem utilizados na fertilizagdo. MACS anexina V
tem sido considerado um sistema rapido e simples para separacdo de
espermatozoides com dano na cromatina. Uma caracteristica de suma importancia
da técnica é ser um método relativamente barato que pode ser aplicado de modo
facil em laboratérios de reproducado humana assistida (SAID et al. 2008).

A combinacao de MACS com swim-up é capaz de entregar espermatozoides
com uma melhor qualidade de viabilidade, morfologia e apresentam uma melhor
qualidade na cromatina. Com base nos resultados do presente estudo, MACS pode
ser considerado uma técnica de separacdao que complementa os protocolos
convencionais de preparacao de espermatozoides.
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7 CONCLUSAO

A técnica de separagdo magnética celular — MACS ANEXINA V combinada
com a técnica de processamento seminal swim-up € um método eficaz na redugéo
do indice de fragmentagdo do DNA espermatico.

8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A técnica de separacdo magnética celular — MACS ANEXINA V esta sendo
implantada na rotina do Servico de Medicina Reprodutiva do Hospital Escola Alvaro
Alvin/Centro de Infertiidade e Medicina Fetal do Norte Fluminense. Com a
implantagao da técnica, iniciaremos uma nova etapa do estudo, com o objetivo de
analisar se havera melhora da taxa de fertilizacao, nos casos onde a principal causa
de infertilidade seja o fator masculino, ocasionado pelo alto indice de fragmentagéo
do DNA espermatico.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Parecer Consubstanciado de aprovacao da pesquisa pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa.

COMISSAQ NACIONAL DE -~ PMlataformo

ETICA EM PESQUISA LBrari
. -

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

|
DADDS DO PROJETS DE PESGUISA

Titulo da Pesguisa: Avsliacdo da viabilidade da téonica de separagdo
magnatica de espermatozdides {Anexing Vi na rotina de
laboratdrios de Reproducas Humana Assistida.

F!!l'l]k.'lﬂdﬂ!’! Frangisog Ak {ml ezl

Area Temdatica: Reproduciic Humana (pesguisas gue 5 ooupan com o
funcionaments do aparatha reprodutor, procriacio e fatores gue
afetam a sadde reprodutiva de humancs, sendo gue nassas
pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa’ todog
os que forem afetados pelos procedimentos delas):

iReproducdo as.sus.ﬁda'ﬁ

(Manipulacdo de gametas, pré-embrides, embrides & felo?);
Versdo: 4
CAAE: THG4IL T 0 342

Imugicuigde Propesesce: UENTRO DF ESTUSS B PESGLUISAS DR WILS0N PARS

Puirocinader Principsals Fauncienss Proprk

DANG S DO PARECER

Nemare do Parecer: 2037507

Consideragdes Finais a critério da COMEP:

Diante do expesio, a Comissao Macional de Etica em Pezaguisa - Conep, de acordo
com-as stribscdes definidas na Reschugio CHNS n? 4688 de 2012 & na MNoma
Operacional n® 001 de 2013 do CNS. manifesis-se pela aprovacdo do projeio de
pesguisa  proposto.

Situacio: Profocolo aprovado.

ERgEnige IHT VY
Bl s
Msnlcipia: |
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

COMISSAD
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-
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ANEXO 2 -
Esclarecido.

Termo de Consentimento Livre e

CEFENY « CENTRO OE ESTUDUDEE PESQLUIRA DR WIELSON-FAEE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Wocod estz sendo convidado para participar de uma pesguisa sobre uma técnics de
separagan de espemmatizoades. Exta pesquisa tem como objstivo desenvolver um protocalo
& comprovar 3 eficicia da tecnica gnpEna ' pars ser wilizade em pacientes disgnosticados
com gigoasienaspena, (concentragso baixa de espermatozoides & movimentacao lenta) &
com 5o disponibilizar wma técmica de tratsmento do s8men, wisando meforar o
resultados doz tratamentos e reduzir 35 complicagbes causadas pelas  aleracdes
moleculares dos espermistozoides como o stomamento. Esca técnica ja 2 utiizada em
diversos paises, neis o5 espermaiozoides que possuem o DMA espermatico danificado
serao separados daqueles que ndo possuent o ONA danificado, antes de serem utifizados
para fertzar os dwulos,

E=ta pesquisa foi avaliada = aprovada pelo Comité de Elica’ s Pesguisa em Serss
Huranos do ISECEMSA & pels ComissZo Macional de Elics em Pesquisa [COMEF] que
tem como ohjetvo fazer & avaiacio éfica de qualguer projeto de pasquisa envolvendn seres
humanos, desde Sue esie esfeja conforme padries metodoldgicos e cientficos
reconbecidos.

Garantimos que as informagdes obtidas através dessa pesquisa serso confidencias
£ 33Eeguramaos o sigilo sobre sua padicpacio. O dados nie serdo divulgados de forma a
possibilitar sua idenfificacdo. Nao s=rd srmazenada nenhuma amosira do matenal coletado
2 ulitizado pars analise.

M&o havera nenhum custo adicions! por paricpar dessa pesguisa assim como
nenhurm recebimanio finsnceino.

“oroés receberSo uma cdpia deste termo onde consta o telefone e o endersgo
institicional do pesquisador principal e do CEP, podende tirar suas duvidas sobre o proisto
= SU3 participacdo, agora ou 3 qualguer momento. Em caso de duwidas voods podem
contatar o pesquizador responsavel atraveés do endereco Rua Bardo 43 Lagoa Dourada
408 2*  andar, pelo  telefons {22} 273409078 ramal X ow pele email
Iaboratonof@centrodeinfartiidade.corbr  Cu o CEP através do enderepo Rua Sahador
Corres, 129, Cantro, pelo tefefons (223 2726-2727 ou pelo amai] cepsecsnssi@gmail.com

Declare gue entendi o5 objetives, rscos & beneficios de minha participagdo na
pesguisa e concondo em participar,

Farticipants Assinatura

Pesguisador Responsaved
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ANEXO 3 - Questionario qualidade de vida e
fertilidade masculina

Pezsquisa Qualidade de vida e fertilidade masculina

Idade: anos
Peso: kg
Altura: mi

Tem filhos?[_| Sim [] Méo

Fez vasectomia? [ Sim [_] Méc

Teve caxumba? [ Sim[_] W&o

Teve griptorquidia. (testiculo prese)? ] Sim[] Mée

Faz uso de medicamentos controlados? I:l SimD Mo

Se sim, por guanto tempo?

Faz uso de anabolizantes? [ ] Sim [ | M&g

Se sim, por guanto tempo?
Faz uso de drogas ilicitas? [ 5im [_] M&o
Faz uso de dlcool? [ ]Sim [ MEe

Se sim, quantas vezes por semana’

Faz uso de cigarre? [ |Sim []M&c

Se sim, quantos ao dig?

Faz atividade fisica? [_] Sim [_] M&o

Cual? CQuantas vezes por semang?

Trabalha em local com exposigdo a agentes quimicos? [ |Sim [ Méo
Trabalha em local com exposigio ao caler? [ Sim [ M&e
Trabalha ou ja trabalhou em plataformas de embarque? |:| Sim |:| (WL

Considera-se fazer uso de uma alimentagdo saudavel, ricas em frutas e
vegetais? [ |Sim [ | M&o

J4& fez cirurgia bariatrica {de redugdo do estémago)? [ Sim[_] M&o

61






