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RESUMO

INTRODUGAO: As atuais linhas de orientagdo recomendam a utilizacdo do espermograma como
exame chave no estudo da infertilidade masculina, contudo, esta avaliagdo apresenta limitacdes
importantes que colocam em causa o seu poder diagndstico. Para além disso, ndo existem cut-
offs validados para os parametros avaliados no espermograma que permitam prever o sucesso
do tratamento com Técnicas de Reproducdo Medicamente Assistida. Como tal, existe uma
necessidade de investigar novos biomarcadores mais precisos e com maior potencial para

diagnosticar infertilidade e prever o desfecho do tratamento.

OBJETIVOS: Analisar as mais recentes evidéncias sobre o papel da Taxa de Fragmentac¢do do
Acido Desoxirribonucleico Espermatico na pratica clinica e avaliar o potencial da utilizacio deste

biomarcador como ferramenta de diagndstico e auxiliar na selecdo de tratamentos.

METODOLOGIA: Foi realizada uma pesquisa eletrdnica de artigos cientificos publicados nos
ultimos 10 anos com recurso ao motor de pesquisa avancada da PubMed, utilizando diferentes
combina¢Oes entre as expressdes: Sperm DNA Fragmentation, Sperm DNA damage, DNA
Fragmentation Index, Male infertility, Assisted Reproductive Technology e Assisted Reproductive

Techniques.

RESULTADOS: Foram observados niveis significativamente mais elevados da Taxa de
Fragmentacdo do Acido Desoxirribonucleico Espermatico nos individuos inférteis em contraste
com individuos férteis. Comparativamente ao espermograma, o poder diagndéstico deste
biomarcador demonstrou ser superior, apresentando simultaneamente menor variabilidade
entre medicBes. Niveis mais elevados de fragmentacdo da cromatina espermatica foram
também associados a menor sucesso do tratamento com Técnicas de Reprodug¢do Medicamente
Assistida, tendo as técnicas in vitro apresentado melhores resultados comparativamente a
Insemina¢do Intrauterina. Para valores de fragmentagdo superiores a 30%, a Injegdo
Intracitoplasmatica de Espermatozdides demonstrou ser o tratamento com melhores

resultados.

CONCLUSAO: A Taxa de Fragmentagdo do Acido Desoxirribonucleico Espermatico podera ser um
importante novo biomarcador a utilizar na pratica clinica em complemento ao espermograma,
auxiliando o clinico na realizagdo do diagndstico e tomada de decisdes. Investiga¢des futuras
deverdo focar-se na realiza¢do de estudos controlados e randomizados com populagées bem

definidas, que permitam confirmar as associa¢des observadas.

PALAVRAS-CHAVE: DNA Fragmentation, Male Fertility, Assisted Reproductive Techniques



ABSTRACT

BACKGROUND: The current guidelines recommend the use of the Semen Analysis as the key
exam in the assessment of male infertility, however, it has important limitations that call into
question its diagnostic power. Furthermore, there are no validated cut-offs for the parameters
evaluated in the Semen Analysis that allow to predict the success of the treatment with Assisted
Reproductive Medicine Techniques. Therefore, there is a need to research new and more
precise biomarkers with increased potential to diagnose infertility and to predict the outcome

of the treatment.

AIM OF THE STUDY: To analyse the most recent evidence on the role of the Sperm
Deoxyribonucleic Acid Fragmentation in clinical practice and to evaluate the potential of the use

of this biomarker as a diagnostic tool and to assist in the treatment selection.

METHODS: An electronic research of articles published in the last ten years was conducted using
PubMed'’s advanced search engine using different combinations of the expressions: Sperm DNA
Fragmentation, Sperm DNA damage, DNA Fragmentation Index, Male infertility, Assisted

Reproductive Technology and Assisted Reproductive Techniques.

RESULTS: Significantly higher levels of Sperm Deoxyribonucleic Acid Fragmentation were
observed in infertile individuals in comparison to fertile ones. Compared to the Semen Analysis,
the diagnostic power of this biomarker was superior and simultaneously presented less
variability in successive measurements. Higher levels of sperm chromatin fragmentation were
also associated with lower success of the treatment with Assisted Reproductive Medicine
Techniques, with in vitro techniques showing better results compared to Intrauterine
Insemination. For fragmentation values higher than 30%, Intracytoplasmic Sperm Injection

proved to be the treatment with better results.

CONCLUSION: The Sperm Deoxyribonucleic Acid Fragmentation may be an important new
biomarker to be used in clinical practice in addition to the Semen Analysis, helping the clinician
making better diagnosis and deciding better treatments. Future research should focus in
conducting new controlled and randomized studies with well-defined populations to confirm

the associations observed.

KEY-WORDS: DNA Fragmentation, Male Fertility, Assisted Reproductive Techniques
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INTRODUCAO

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), Infertilidade pode ser definida
clinicamente como uma patologia reprodutiva na qual um casal é incapaz de atingir uma
gravidez apds pelo menos um ano de rela¢des sexualmente desprotegidas. Dados estatisticos
apontam para que aproximadamente 15% dos casais sejam considerados inférteis globalmente,
podendo a infertilidade ser resultado de fatores masculinos ou femininos isoladamente, ou de
uma combinacdo de ambos. O que se verifica epidemiologicamente é que em até 40% dos casos
o elemento masculino estd implicado na origem da infertilidade do casal, sendo este mesmo o
responsdvel Gnico em 20-30% dos casos.??

O diagndstico de infertilidade masculina é realizado através de uma analise de sémen
convencional, para além de uma importante histéria clinica e exame fisico. A analise de sémen
visa, de uma forma geral, avaliar o potencial fértil do individuo, através de uma analise
quantitativa, qualitativa e morfolégica dos espermatozéides ejaculados. Em 2010, a OMS
publicou a 52 edi¢do de um manual de procedimentos? criado com o intuito de padronizar a
avaliacdo espermadtica a nivel internacional, o qual é atualmente utilizado como referéncia nas
linhas de orientacdo Europeias e Americanas. Apesar deste manual apresentar valores de
referéncia padronizados, estudos demonstraram que os parametros avaliados rotineiramente
carecem de poder diagndstico de potencial fértil,>® devendo ser utilizados como medida de
calculo de risco e ndo como marcadores diagndsticos de infertilidade puros. De facto, o que se
verificou foi que existe uma sobreposicdo em até 15% dos casos, nos quais homens com
espermograma dito normal sdo diagnosticados como inférteis,” casos denominados de
infertilidade inexplicada. O comprometimento do potencial diagndstico desta andlise pode ser
devido a vdrios fatores: por um lado estda demonstrado a existéncia de variabilidade
interlaboratorial na avaliagdo do sémen, resultado em parte da fraca adesdo as normas
publicadas pela OMS e falta de controlo de qualidade na realizacdo dos protocolos
padronizados;”® por outro lado, verificou-se também a existéncia de variabilidade nas amostras
colhidas quer entre individuos diferentes, resultado de variacdes bioldgicas e étnicas, quer entre
o proprio individuo em analises realizadas em diferentes momentos no tempo, resultado de
variagOes fisioldgicas no fluido ejaculado. Esta variabilidade observada coloca em causa a
existéncia de cut-offs estritos estabelecidos para os diferentes pardmetros capazes de definir
fertilidade ou infertilidade.’ Para além disso, estudos referem que os mesmos pardmetros,
mesmo estando inalterados, ndao permitem afirmar a total funcionalidade de um
espermatozdide, dessa forma nado refletindo a totalidade dos processos fisioldgicos envolvidos

nos fendmenos reprodutivos.!® Atualmente, dado a comprovacdo das caréncias apresentadas



pela andlise de sémen convencional, verifica-se um maior interesse na investigacdo a nivel
molecular do espermatozdide em procura de novos biomarcadores com potencial diagnédstico,
com especial destaque para o estudo da cromatina espermatica e dos possiveis defeitos desta,
nomeadamente a sua fragmentagdo. A Fragmenta¢do do Acido Desoxirribonucleico (ADN)
Espermatico consiste na alteragao genética mais comumente detetada na avaliagdo genética
dos espermatozdides.!! Esta encontra-se comprovadamente ligada a casos de infertilidade,
dado o facto da integridade da cromatina espermatica ser determinante para a correta
transmissao da informacdao gendmica paterna para a descendéncia e também essencial para o
correto desenvolvimento do embriZo.'? Para além disso, esta mesma rotura da integridade do
ADN espermatico foi também observada em homens com espermograma normal,** podendo
ser uma das possiveis causas responsaveis pelos casos de infertilidade inexplicada e, como tal,
um possivel biomarcador diagndstico util nestes casos.

Apesar das limitacdes previamente referidas atribuidas a utilizacdo do espermograma,
este continua a representar um exame chave no estudo do elemento masculino aquando do
tratamento da infertilidade. Este tratamento deve ser realizado com o intuito de reverter a causa
especifica identificada na origem da infertilidade, tirando partido de uma de trés possiveis
abordagens: farmacolégica, cirdrgica ou mais recentemente com recurso a Técnicas de
Reproducdo Medicamente Assistida (TRMA), incluindo a Fertilizacdo In-Vitro (FIV), Injecdo
Intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI) ou Inseminagdo Intrauterina (lIU). De facto, nas
ultimas décadas, a drea da Reproducdo Medicamente Assistida tem sofrido grandes evolugbes
permitindo aos casais inférteis ter descendéncia em casos que previamente eram assumidos
como intratdveis. Segundo dados estatisticos divulgados pelo Centers for Disease Control and
Prevention referentes ao ano de 2017, nos Estados Unidos da América foram realizados
aproximadamente 196850 ciclos de tratamento com recurso a TRMA tendo em vista a obtenc¢do
de gravidez, resultando num total de 68908 nados-vivos,'* correspondendo a uma taxa de
sucesso de 35%. Estes nUmeros mostram que, apesar de cada vez serem mais utilizadas, as
TRMA continuam a apresentar taxas de sucesso reduzidas, implicando frequentemente a
realizacdo de varios ciclos de tratamento com maior morbilidade associada e implicacGes
econdmicas significativas. Esta significativa taxa de insucessos revela a necessidade de novas
ferramentas capazes de orientar a selecdo de tratamentos com TRMA e de predizer a
probabilidade de sucesso destes mesmos. A analise de sémen convencional, mais uma vez se
revela com pouco poder orientador neste contexto. Segundo as recomendacdes publicadas pela
Sociedade Europeia de Reproducdo Humana e Embriologia, de entre os varios parametros
avaliados, apenas a quantidade e motilidade espermatica sdo recomendados como parametros

orientadores para tratamento com TRMA, revelando-se, contudo, a incapacidade de estabelecer
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cut-offs vélidos para as diferentes técnicas de tratamento.' Para além disso, foi demonstrado
ainda a fraca capacidade preditora de sucesso do espermograma apds a aplicacdo das TRMA.8
Também neste ambito da Reproducdo Medicamente Assistida a Taxa de Fragmentag¢ao do ADN
Espermatico (TFAE) se pode revelar uma mais valia. O que se observou foi que a utilizacdo de
espermatozdides com cromatina estruturalmente danificada durante o tratamento com TRMA,
devido ao seu papel previamente referido aquando dos processos fisioldgicos reprodutivos, sera
uma das causas responsaveis pelas baixas taxas de sucesso destas, com diminuicdo da taxa de
fertilizacdo, aumento da taxa de abortamento espontdneo e maior incidéncia de alteracdes na
descendéncia.'® Tendo isto em conta, a analise da Taxa de Fragmentac3o do ADN espermatico
podera ser também utilizada como um potencial biomarcador preditivo de desfecho das TRMA,
auxiliando na escolha do tratamento a ser utilizado.

As atuais linhas de orientacdo abordam a questdo do potencial da utilizacdo deste
biomarcador, reconhecendo a sua relagdo com a infertilidade, contudo a auséncia de cut-offs
validados estabelecidos e a auséncia de ensaios clinicos controlados e randomizados em grandes
amostras ndo permite a sua recomendacdo. Como tal, a presente revisdo tem como objetivo
analisar as mais recentes evidéncias sobre o papel atual da TFAE na prética clinica e avaliar o
potencial futuro da utilizacdo deste biomarcador enquanto ferramenta de diagndstico e a sua
utilizacdo na area da Reproducdo Medicamente Assistida, enquanto biomarcador preditivo de

desfecho e auxiliar na selecdo de tratamentos em casos de infertilidade.

METODOLOGIA

Foi realizada uma pesquisa eletrdénica de artigos cientificos com recurso ao motor de
pesquisa avan¢ada da PubMed, utilizando as seguintes combinagdes de expressdes e termos de
pesquisa: ((Sperm DNA Fragmentation) OR (Sperm DNA damage) OR (DNA Fragmentation
Index)) AND (Male infertility) e ((Sperm DNA Fragmentation) OR (Sperm DNA damage) OR (DNA
Fragmentation Index)) AND ((Assisted Reproductive Technology) OR (Assisted Reproductive
Techniques)). Foram incluidos artigos originais cujos abstracts se encontravam disponiveis para
leitura, publicados nos ultimos 10 anos, escritos em lingua inglesa e estudos realizados em
humanos.

Ap0ds a selecdo dos artigos que cumpriam os critérios de inclusdo, os respetivos titulos e
abstracts foram analisados e efetuada nova selecdo utilizando como critérios de exclusdo: topico
de interesse pouco relevante para a presente revisdo; investigacdo focada em individuos com
uma patologia sistémica, uroldgica ou alteragdo cromossdmica especifica; investigacdo focada

em individuos com uma alteracdo espermatica especifica; utilizacdo de outras técnicas de



detecdo da TFAE para além de SCSA, SCD Test, TUNEL Assay e COMET Assay; texto integral ndo
obtido.

Por fim, foram ainda utilizadas referéncias e cita¢Ges relevantes dos artigos selecionados
inicialmente para encontrar outros artigos relacionados, neste caso nao tendo em conta o ano

de publicagao.

RESULTADOS

Um total de 845 artigos foram identificados apds a pesquisa eletrénica cumprindo os
critérios de inclusdo: artigo original, publicado nos ultimos 10 anos, artigo escrito em inglés,
investigac¢do feita em humanos e abstract disponivel. De entre estes, 156 artigos foram excluidos
por se terem revelado duplicados. Os titulos e abstract de 689 artigos foram analisados e 55
artigos foram selecionados para leitura integral do texto, apds aplicacdo dos critérios de
exclusdo previamente mencionados. Por fim, foram ainda incluidos 5 artigos obtidos por andlise
das referéncias de artigos ja selecionados, culminando num total de 60 artigos incluidos na

presente revisao.

Taxa de Fragmentacdo do ADN Espermatico e Infertilidade

Atualmente, as técnicas mais frequentemente utilizadas na investigacdo e pratica clinica
para detecao da fragmentagcdo do ADN espermdtico sdo: Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA), Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick-end labelling (TUNEL) assay,
Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test e COMET assay. Um estudo realizado por Ribas-Maynou
etal.,'” com o intuito de comparar a utilizacdo destas técnicas, demonstrou que todos os quatros
métodos permitiram detetar uma TFAE significativamente diferente entre os grupos fértil vs.
infértil, com uma TFAE média mais elevada observada no grupo infértil. Para além disso, o
mesmo estudo demonstrou ainda que os resultados destas técnicas apresentaram correlagdo
positiva entre elas, reforcando que todas estas técnicas sdo Uteis para avaliacdo e estudo da
integridade da cromatina espermatica.’

Uma grande dispersdo de valores cut-off diagndsticos para infertilidade foi observada nos
diversos artigos revistos, variando quer entre estudos utilizando diferentes técnicas de detecao,
quer entre estudos utilizando a mesma técnica. De entre os diferentes artigos revistos utilizando
0 SCSA, dois estudos tinham como objetivo estabelecer um valor limiar de TFAE que permitisse
diferenciar entre individuos férteis e inférteis.!”*® O valor limiar com maior poder diagndstico
foi observado num estudo conduzido por Venkatesh et al.X® numa amostra constituida por 100

individuos com diagnéstico de infertilidade idiopatica e 50 individuos comprovadamente férteis.
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O que este autor verificou foi que um cut-off de TFAE de 30.28% apresentaria capacidade para
diagndstico diferencial entre individuos férteis e inférteis, com uma area sob curva (AUC) ROC
de 0.919 e com uma sensibilidade e especificidade de aproximadamente 88.1% e 93.9%,
respetivamente. Em contraste, Ribas-Maynou et al.!’” observou que um valor inferior para este
cut-off de 18.9%, se demonstrou igualmente capaz de diferencial individuos férteis e inférteis
contudo, este valor revelando-se com menor poder diagnéstico (AUC=0.792) e igualmente
menor sensibilidade e especificidade (59.5% e 87.5%, respetivamente) quando comparado ao
reportado por Venkatesh et al.?®

Relativamente a avaliacdo da TFAE utilizando o TUNEL assay, cinco artigos revistos
procuraram estabelecer um valor limiar diagndstico de infertilidade, tendo sido reportado nos
diferentes estudos um intervalo de valores limiares variando entre 20.3 e 34%.%1*2?? De entre
estes, o valor limiar com maior potencial diagndstico foi reportado num estudo recente
conduzido por Hassanen et al.'®* numa amostra constituida por 394 individuos (354 inférteis e
40 comprovadamente férteis) reportando um cut-off diagndstico de 20.3% (AUC=0.992), com
sensibilidade maxima de 96.6% e especificidade de 88.5%. Valores préximos teriam ja sido
também reportados por Ribas-Maynou et al.*” e Mali¢ Vonéina et al.?® em estudos prévios, onde
se observaram como significativos para o diagndstico de infertilidade cut-offs de 20.5%
(AUC=0.903; Sensibilidade=76% e Especificidade=92%) e 25% (AUC=0.7; Sensibilidade=77% e
Especificidade=61%), respetivamente.

Em termos da utilizagdo do SCD test para avaliacdo da TFAE, trés artigos revistos
procuraram estabelecer um valor limiar diagndstico capaz de prever o potencial fértil do
individuo, tendo sido observado um intervalo de valores limiares variando entre 20 e
26.1%.17%324 QO valor limiar com maior poder diagndstico foi observado no estudo realizado por
Ribas-Maynou et al,' no qual se verificou um valor limiar de 22.75% (AUC=0.869;
Sensibilidade=73% e Especificidade=91.8%), acima do qual seria possivel diagnosticar
infertilidade do elemento masculino. Um valor limiar com poder diagndstico muito semelhante
foi também observado por Wiweko et al.,** o qual reportou um valor limiar de 26.1%
(AUC=0.862; Sensibilidade=80.8% e Especificidade=86.1%) como significativo.

Por fim, relativamente a utilizacdo do COMET assay, trés dos artigos revistos procuraram
estabelecer um valor cut-off para a TFAE capaz de prever o potencial fértil do individuo.”:2>26
Um intervalo de valores variando entre 15 e 45.37% foi obtido, demonstrando-se esta técnica
como a que apresentou o maior intervalo de valores cut-off diagndsticos reportados nos
diferentes artigos revistos. O valor com maior poder diagndstico foi verificado num estudo
realizado por Simon et al.,?® numa populac¢io de individuos com infertilidade idiopatica, tendo

sido reportado um valor limiar de diagndstico de 25% (AUC=0.970; Sensibilidade=64% e
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Especificidade=98.5%). Por sua vez, o valor diagndstico com maior sensibilidade e especificidade
simultaneamente, foi observado por Ribas-Maynou et al.,*” tendo reportado como significativo
um valor cut-off de 45.37%, com sensibilidade e especificidade de 85% e 92%, respetivamente.
Contudo, este valor demonstrou-se com menor potencial diagndstico quando comparado ao
valor observado por Simon et al.?® (AUC=0.937 e AUC=0.970, respetivamente).

No geral, os diferentes estudos demonstram uma tendéncia para a existéncia de niveis
significativamente superiores de fragmentagdo do ADN espermatico em individuos inférteis
comparativamente a individuos comprovadamente férteis, tendéncia essa também observavel
em casos de infertilidade masculina idiopética,’®?® e em casos de infertilidade masculina
inexplicada.’®?”-2° Num estudo conduzido por Oleszczuk et al.'®> numa populacdo de 119 casais
com infertilidade inexplicada, o que se verificou mesmo foi que em aproximadamente um
guarto destes casais, o elemento do sexo masculino apresentava niveis de TFAE suficientemente
elevados para diminuir significativamente o potencial fértil do individuo.

Quando avaliada a existéncia de correlacdo entre a TFAE e os diferentes parametros
avaliados no espermograma, a maioria dos estudos revistos revela a existéncia de uma

correlagdo negativa entre ambos, com especial destaque para a motilidade,?%232>30-36

que se
revelou como o parametro no qual é possivel observar uma maior correlacdo, tal como

verificado por Belloc et al.3” Outras correla¢des importantes foram também observadas para a

23,25,30,32 23,30,32

morfologia, e concentragdo espermatica, € em menor grau para a contagem de
espermatozdides.?®?® Em contraste, num estudo conduzido por Zandieh et al.?® numa populacido
de individuos com infertilidade inexplicada, essa mesma correlagao nao foi observada. De igual
forma, também Evgeni et al.3* observou que a TFAE n3o poderia ser calculada apenas
considerando os parametros avaliados no espermograma, devendo por essa razao este
biomarcador ser encarado como um preditor de fertilidade independente.

Relativamente a utilizagao clinica da TFAE em comparagdo ao espermograma, um estudo
prospetivo conduzido por Malm et al.3® com o intuito de avaliar a existéncia de uma associacdo
entre a andlise de sémen e a probabilidade de obter descendéncia a longo prazo, demonstrou
que tanto a TFAE isoladamente, como a motilidade e concentragdo espermatica se
apresentaram como marcadores capazes de prever o potencial fértil do individuo. De igual
forma, também Wiweko et al.* verificou resultados semelhantes, contudo, o poder diagndstico
de infertilidade da TFAE revelou-se superior ao do espermograma rotineiramente utilizado,
reforcando assim a hipdtese da utilizagdo deste biomarcador na pratica clinica. Para além disso,
Giwercman et al.>® demonstrou que em individuos com infertilidade inexplicada, por si sé a TFAE

se apresentava capaz de diagnosticar infertilidade (TFAE 220%: OR 5.1 e IC 95%: 1.2-23),

contudo, na presenga de uma alteragao espermatica detetada concomitantemente ndo sé o
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potencial diagnéstico deste biomarcador aumentava (TFAE 220%: OR 15 e IC 95%: 3-78), como
também seria possivel observar uma diminuicdo significativa do potencial fértil para valores de
TFAE inferiores aos verificados aquando da utilizagao deste biomarcador isoladamente.
Relativamente a avaliagdo da existéncia de uma possivel variabilidade intraindividual dos
valores de TFAE em andlises sucessivas, um estudo conduzido por Oleszczuk et al.*° numa
populacdo constituida por 616 individuos inférteis, distribuidos por dois grupos (TFAE >30% ou
TFAE <30%, utilizando o SCSA), verificou a existéncia de um coeficiente de variagdo médio de
aproximadamente 30%, quando realizada analise subsequente num periodo de 30 meses.
Contudo, e apesar da significativa variacao registada, 85% dos individuos mantiveram-se no
grupo onde tinham sido incluidos inicialmente. Por sua vez, Muratori et al.?! verificou que
guanto maior o intervalo de tempo entre duas medi¢cdes, maior seria a variabilidade
intraindividual apresentada, no entanto, quando considerado um intervalo de
aproximadamente 100 dias, este autor obteve um coeficiente de variacdo inferior a 20% para a
TFAE (utilizando o TUNEL assay), valor inferior ao observado por Oleszczuk et al.*°

Adicionalmente, Muratori et al.?!

verificou que considerando o mesmo intervalo entre as
medicGes, a variabilidade da TFAE registada foi inferior a variabilidade observada para os
diferentes pardmetros do espermograma. Um outro estudo conduzido por Vinnakota et al.3!
observou ainda que, numa segunda andlise da TFAE realizada apds 3 a 8 meses, 71% dos
individuos que apresentavam TFAE superiores a 30% inicialmente, na andlise subsequente
apresentavam redug¢do para valores inferiores a 30%. De entre estes individuos, o que se
verificou foi que aproximadamente 40%, durante o intervalo entre andlises, estiveram sujeitos
a tratamento com antioxidantes em associa¢do a alteragdes dietéticas, perda de peso e

aumento da pratica de exercicio fisico, tratamento esse que possivelmente terd conduzido a

reducdo aparente da TFAE.

Taxa de Fragmentag¢ao do ADN Espermatico e TRMA

A generalidade dos estudos revistos aponta para a existéncia de uma relagdo entre a TFAE
e o desfecho aquando da utilizagdo das TRMA, com valores mais elevados de TFAE associados a
maiores taxas de insucesso por parte destas técnicas, sobretudo nos casos de IlU e FIV. Os
estudos sugerem que as alteragdes do ADN espermatico nao sé podem ter impacto a nivel da
obtengdo de uma gravidez clinica ou bioquimica, como também podem influenciar o processo
de fertilizacdo e qualidade do embrido formado in vitro. Para além disso, um estudo conduzido
por Kennedy et al.** numa populacdo de 233 casais propostos a tratamento com TRMA (FIV/ICSI
ou llU) e com o intuito de avaliar a existéncia de uma associa¢do entre a TFAE e a ocorréncia de

abortamentos espontaneos apds realizagdo de tratamento, observou que, nos casais onde se
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verificaram estes eventos, os niveis de TFAE detetados eram significativamente mais elevados,
sugerindo que a fragmentacdo da cromatina espermatica pode ser um bom preditor de desfecho

do tratamento.

Fertilizacao In-Vitro

Um total de 19 artigos revistos procuraram avaliar a existéncia de associacao entre a TFAE
e os outcomes clinicos aquando da utilizacao da FIV. Nos estudos revistos foi possivel observar
gue niveis mais elevados de TFAE foram identificados nos casais com insucesso do tratamento,
em comparagdo com os casais nos quais este se revelou bem-sucedido. Comhaire et al.*?
demonstrou, através da criagdo de um modelo matematico, que quanto mais elevados os niveis
da TFAE maior a probabilidade de insucesso desta técnica. Adicionalmente, quando avaliados
estes mesmos niveis em casais com infertilidade inexplicada, também foi observada esta
diferenca entre os dois grupos.*®

Os trés principais outcomes clinicos reportados como negativamente influenciados pela
fragmentacdo do ADN foram: Taxa de gravidez (TG), Taxa de Fertilizagcdo (TF) e Qualidade do
Embrido formado in vitro (QE). Um total de 17 artigos revistos procuraram avaliar a associacdo
entre TFAE e TG (9 SCD test,**>**>13 SCSA,**>* 2 TUNEL assay,**>® 3 Comet assay*®°%%7). De entre
estes, uma diminuicdo significativa da TG para valores elevados de TFAE foi reportada em 10 dos
artigos revistos.26:4245,48:49,53,5457 O cyt-off com maior valor progndstico foi observado por Simon
et al.®® utilizando o COMET assay, reportando um valor cut-off de 52% (AUC=0.905;
Sensibilidade=95% e Especificidade=80%) acima do qual a probabilidade de obter uma gravidez
clinica diminuiria significativamente. Estes mesmo valor foi posteriormente reforcado num
segundo estudo conduzido pelo mesmo autor, no qual demonstrou que TFAE superiores a 50%
ndo so resultavam em diminuicGes acentuadas da TG, como essas mesmas diminuicdes
poderiam ser também observadas em casais com infertilidade inexplicada.*® Diferentes valores
cut-offs foram observados quando utilizadas outras técnicas de detecdo. Utilizando o SCD test,
uma gama de valores progndsticos variando entre 16-28% foram reportados, contudo com valor
de AUC méximo de 0.7 verificado por Bounartzi et al.*® inferior ao registado utilizando o COMET
assay. Os cut-offs reportados com menor valor progndstico foram observados utilizando o SCSA,
com o qual Zhang et al.>® reportou um valor preditivo de desfecho de 11.3% (AUC=0.574,
Sensibilidade=56.1% e Especificidade=60.0%).

Relativamente ao outcome clinico TF, 10 artigos procuraram avaliar a sua associa¢do com
a TFAE (5 SCD test,*48505158 3 COMET assay,?®>%°” 1 TUNEL assay,>® 1 SCSA®?). De entre estes,
foram reportadas diminuig¢des significativas da TF para valores mais elevados de TFAE em 5 dos

artigos revistos.?6°%56-5 Num estudo conduzido por Pregl Breznik et al.>® com o intuito de avaliar
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a capacidade preditora de fertilizagcdo de diferentes biomarcadores clinicos, observou-se que a
TFAE, avaliada utilizando o SCD test, era capaz de prever a capacidade do espermatozéide em
fertilizar o ovdcito, apresentado um valor cut-off preditivo de sucesso de fertilizacdo de 6.45%
(AUC=0.664; Sensibilidade=88.5% e Especificidade=44.8%). Por sua vez, Oleszczuk et al.>?
observou diminuicdo significativa da TF para valores de TFAE entre 10-20% e superiores a 30%,
utilizando o SCSA. Utilizando o COMET assay, também Simon et al. observou em dois estudos
diferentes diminuic3o significativa da TF para valores de TFAE superiores a 40%.°%>7
Relativamente ao outcome clinico QE, 13 artigos procuraram avaliar a associacdo entre
este e a TFAE (9 SCD test,**>158 2 COMET assay,*®>” 1 SCSA,>?> 1 TUNEL assay>’). De entre os
estudos referidos, diminuicdes significativas da QF foram reportadas em 7 artigos.26:44-46:52.57,58
Um estudo retrospetivo realizado por Kim et al.%® utilizando o SCD test, e com o objetivo de
averiguar a influéncia da TFAE na formacdo do embrido e sua qualidade, observou que valores
de TFAE superiores a 30.7% (AUC=0.727; Sensibilidade=80% e Especificidade=54.2%) estavam
associados a diminuicdo da qualidade do embrido formado. Um valor muito préximo foi também
verificado por Tandara et al.**, utilizando o mesmo método de dete¢3o, reportando um cut-off
de 26% (AUC=0.71; Sensibilidade=60% e Especificidade=72%) como significativo. Também
Zheng et al.** observou impacto significativo neste outcome para valores de TFAE superiores ou
iguais a 21%, utilizando o SCD test. Por sua vez, Oleszczuk et al.>* observou diminui¢do
significativa da qualidade do embrido para valores de TFAE superiores a 20%, utilizando o SCSA.
Para além dos outcomes clinicos referidos anteriormente, outras associacoes
significativas foram também estudadas, menos frequentemente, entre a TFAE e a Taxa de
Implantacdo (1 SCD test*®) e Taxa de Abortamento (2 SCD test,***” 1 COMET assay,** 1 SCSA,** 1
TUNEL assay™®). Relativamente ao outcome clinico Taxa de Implantacdo, Zheng et al.*® verificou
que para valores de TFAE iguais ou superiores a 21%, medidos utilizando o SCD test, seria
possivel observar diminuicdo significativa desta mesma taxa (p < 0.05). Em contraste, nenhuma
associagao estatisticamente significativa foi observada entre a TFAE e a Taxa de Abortamento,
contudo, taxas sucessivamente mais elevadas foram observadas, por Zheng et al.,* para valores

em crescendo de TFAE.

Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozdides

Um total de 23 artigos revistos procuraram avaliar a existéncia de associagdo entre a TFAE
e os outcomes clinicos, aquando do tratamento utilizando a ICSI. De forma semelhante as outras
técnicas de tratamento também no caso da ICSI foram observados niveis mais elevados de TFAE

53,59,60

nos individuos cujos ciclos de tratamento foram mal sucedidos, contudo, essa mesma

observacdo n3o se revelou consensual entre os diferentes artigos revistos.>”*+%2 De igual forma,
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também a literatura demonstra uma menor relagdo e influéncia da TFAE sobre os diferentes
outcomes clinicos aquando do tratamento com ICSI, comparativamente aos casos de 1IU e FIV.

1.8 verificou que para valores de TFAE superiores a 30%, o tratamento

De facto, Bungum et a
com ICSI destacou-se como o tratamento com o qual foi possivel obter melhores resultados.
Em termos de outcomes clinicos e a sua relagdo com a TFAE, novamente a TG, TF e QE
demonstraram-se como os principais outcomes estudados nos diferentes artigos revistos.
Relativamente ao outcome clinico TF, 15 artigos procuraram avaliar a existéncia de uma
associac3o entre este e os valores de TFAE (11 SCD test, 465158596466 3 TUNEL assay,>>%! 1 SCSA,>?
1 COMET assay®’). Um estudo retrospetivo conduzido por Xue et al.°! huma populac¢do de 550
casais inférteis, dos quais 135 tratados com ICSI, com o intuito de avaliar o efeito da TFAE sobre
diferentes outcomes clinicos, verificou que niveis mais elevados de TFAE estavam associados a
menores TF (p < 0,001). O mesmo autor observou ainda uma diminuicdo significativa da TF para
valores de TFAE superiores a 22.3% (AUC=0.68; IC: 0.59 — 0.77), utilizando o SCD test.’* Em
contraste, nenhum dos restantes artigos verificou a mesma associagdo significativa.
Relativamente ao outcome clinico TG, 13 dos artigos revistos procuraram avaliar a sua
associacdo com a TFAE (8 SCD test 6485051596466 1 TUNEL assay,®® 3 SCSA,***>%7 1 COMET
assay®), verificando-se associacdo significativa em 3 dos artigos revistos.*®>*% De entre estes,
dois autores procuraram estabelecer valores cut-off para a TFAE acima dos quais a TG diminuisse
significativamente. Num estudo prospetivo realizado por Nufiez-Calonge et al>*® numa
populacdo de 70 casais inférteis que recorreram a tratamento com ICSI utilizando ovdcitos de
dadoras comprovadamente férteis, foi observado que a TFAE se apresentou como um bom
biomarcador progndstico, com diminuigdo marcada da TG para valores de TFAE superiores a
17% (AUC=0.704; Sensibilidade=77.8% e Especificidade=71.1%), utilizando o SCD test, com
descida da referida taxa de 84.2% (quando TFA > 17%) para 38.2% (quando TFA < 17%). Zhang
et al.>® verificou também uma diminuic3o significativa da TG, utilizando o SCSA, para valores de
TFAE superiores a 30.3% (AUC=0.567; Sensibilidade=50.6% e Especificidade=68.8%), com
descida da respetiva taxa de aproximadamente 80% para aproximadamente 58% (p < 0.005).
Relativamente ao outcome clinico QE, 12 artigos procuraram avaliar a existéncia de uma
relacdo entre este e a TFAE (9 SCD test, *6-48505158,60.6466 1 TUNE| assay,>® 1 SCSA,** 1 COMET
assay®’). Num estudo conduzido por Wdowiak et al.®° com o intuito de avaliar o impacto da TFAE
no desenvolvimento embriondrio, foi observado que ndo s6 o aumento das taxas de
fragmentagdo estava associado a diminui¢cdo da qualidade do embrido formado, como também,
que altos niveis de TFAE seriam capazes de provocar atraso no desenvolvimento do embrido
com aumento do tempo necessario até atingir a fase de blastocisto, comprometendo a

capacidade de alcancar uma gravidez. De igual forma, Kim et al.*® verificou uma associacdo
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significativa entre a TFAE e a taxa de obtencdo de embrides com boa qualidade, observando
diminuicdo significativa desta taxa (38.1 vs 20.0; p = 0.038) para valores de TFAE iguais ou
superiores a 30.7%, medidos utilizando o SCD test. A mesma associacdo negativa nao foi
verificada em nenhum dos restantes artigos.

Por fim, quando avaliada a existéncia de associacdo entre a TFAE e as Taxa de Implantacdo
e Taxa de Abortamento, nenhuma associacdo foi observada nos diferentes estudos
revistos.*’52>>67

Aquando do tratamento com ICSI, dois métodos de obtencdo de espermatozdides podem
ser utilizados: por ejaculacdo ou extraidos diretamente do testiculo. A literatura revista
demonstra a existéncia de diferenca significativa nos resultados obtidos quando comparados os
dois métodos. Um estudo prospetivo conduzido por Zhang et al.%® procurou avaliar as diferencas
em termos de outcomes clinicos entre a utilizacdo de espermatozdides ejaculados
comparativamente a utilizacdo de espermatozdides testiculares, no tratamento de uma
populacgdo de individuos inférteis com altos niveis de TFAE. Foram incluidos no estudo um total
de 102 casais inférteis, com infertilidade feminina excluida e elemento masculino com niveis de
TFAE superiores ou iguais a 30% (medidos utilizando o SCSA), tendo-se verificado um aumento
da TG (36% vs 14.6%, p = 0.017) e da Taxa de nados-vivos (38.5% vs 9.8%, p = 0.001) nos ciclos
de ICSI utilizando espermatozdides testiculares. Resultados semelhantes foram também
observados num estudo conduzido por Pabuccu et al.®® numa populagdo de casais com
infertilidade inexplicada e antecedentes de pelo menos duas tentativas de TRMA falhadas, nos
quais o elemento masculino se apresentou com niveis de TFAE superiores ou iguais a 30%
(medidos utilizando o TUNEL assay). O que este autor igualmente verificou foi a existéncia de
maior TG nos individuos tratados com ICSI utilizando espermatozdides testiculares,
comparativamente aos individuos que utilizaram espermatozéides ejaculados (41.9% vs 20%,
respetivamente; p = 0,045). Em contraste, as Taxas de Fertilizacdo e Implantagdo ndo se
demonstraram significativamente diferentes entre ambos os tipos de tratamento.®®%

Um outro estudo conduzido por Arafa et al.”® procurou avaliar uma populacdo de casais
inférteis (individuos com TFAE superiores ou iguais a 30%, medida utilizando o SCD test, e
infertilidade feminina excluida) que tinham recorrido previamente a tratamento com ICSI
utilizando espermatozdides ejaculados, e comparar os outcomes clinicos apds realizacdo de
novo ciclo de ICSI utilizando espermatozdides testiculares. O que este autor observou foi que a
realizacdo de novo ciclo de tratamento, desta feita utilizando espermatozdides testiculares,
possibilitou aumentar o sucesso da técnica, permitindo simultaneamente obter uma TG e uma

Taxa de nados-vivos superior ao previamente obtido. Novamente, a TF ndo se demonstrou
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significativamente diferente entre os dois tipos de tratamento, para além disso, este estudo
demonstrou ainda que a QE também foi semelhante entre ambos.

Curiosamente, Herrero et al.”*

num estudo realizado numa populacdo de casais inférteis
com pelo menos duas tentativas prévias mal sucedidas de tratamento com ICSI utilizando
espermatozdides ejaculados, verificou que, numa tentativa subsequente utilizando
espermatozdides testiculares, o sucesso da técnica e os outcomes clinicos (TG e Taxa de nados-
vivos) eram superiores apenas nos individuos onde se verificou a existéncia de altos niveis de

TFAE (TUNEL > 36% e SCSA > 25%), sem diferencas significativas observadas entre os dois tipos

de tratamento nos individuos nos quais se verificaram baixos niveis de TFAE.

Inseminagao Intrauterina

Apenas 3 artigos incluidos na presente revisdo procuraram avaliar a influéncia da TFAE
nos outcomes clinicos aquando da utilizagcdo da IlU. Uma tendéncia para niveis superiores de
TFAE, apesar de ndo significativa, foi observada nos casais nos quais o tratamento com IIU ndo
foi bem sucedido.®* Em termos de outcomes clinicos, num estudo conduzido por Bungum et al.%
verificou-se que niveis de TFAE superiores a 30%, utilizando o SCSA, estavam associados a menor
TG clinica e bioquimica e menor percentagem de partos por ciclo de tratamento realizado.
Bungum et al.%® observou ainda que para valores de TFAE mais elevados, a realizacdo de
tratamento recorrendo a FIV e ICSI estava associado a melhores resultados comparativamente

ao tratamento com IIU, sobretudo quando TFAE superior a 30%.

DISCUSSAO

A TFAE tem sido amplamente estudada como um possivel novo biomarcador a utilizar na
pratica clinica, face as caréncias apresentadas pela analise de sémen convencional no que toca
a capacidade de prever o potencial fértil do individuo e capacidade de prever o desfecho apds
realizacdo de tratamento com TRMA. Diferentemente dos parametros avaliados como
motilidade, morfologia ou concentracdo espermatica, o papel fisioldgico da integridade do ADN
espermatico adquire importancia ndo sé aquando da fertilizagdo, mas também nos processos
pos-fertilizacdo, sobretudo no correto desenvolvimento embrionario. Desta forma, a analise da
TFAE permitird avaliar com melhor detalhe a total funcionalidade do espermatozdide, algo ndo
conseguido avaliar pelo espermograma e que podera explicar as diferencas observadas aquando
da utilizagdo dos dois métodos.

Os resultados da presente revisdo apoiam a possivel utilizagdo deste biomarcador na

pratica clinica quer em termos diagndsticos, quer em termos de auxiliar na escolha de
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tratamento. Tal como verificado, a utilizacdo da TFAE demonstrou ter vantagens significativas
comparativamente a utilizacdo do espermograma: maior capacidade diagndstica de
infertilidade, menor variabilidade intraindividual em medi¢cOes sucessivas e capacidade
diagndstica de potencial fértil mesmo nos casos de infertilidade inexplicada, situa¢des
previamente referidas como limitagdes importantes da utilizacdo da andlise de sémen
convencional. A evidéncia de niveis significativamente elevados de TFAE em individuos com
infertilidade inexplicada comparativamente a individuos férteis, permite levantar a hipotese que
alteracdes na integridade da cromatina espermatica podem ser uma possivel causa por detras
do baixo potencial fértil apresentado por estes individuos. Esta observacao pode ter implicacdes
clinicas significativas: por um lado, a infertilidade masculina inexplicada podera ser uma possivel
indicacdo clinica para pesquisa destas alteracées, de forma a fornecer pistas importantes sobre
a causa da infertilidade destes doentes e consequente melhor orientacdo em termos de
tratamento; por outro lado, a evidéncia de altos niveis de fragmentacdo do ADN espermatico
nestes individuos sugere a hipdtese de a TFAE ser um biomarcador diagndstico independente
de fertilidade, algo também ja postulado previamente por outros autores. Contudo, a utilizacdo
da TFAE isoladamente enquanto método diagndstico ndo deve ser recomendado, tendo sido
observado que a sua utilizagdo em complementaridade com o espermograma permite nao so
um estudo mais completo do doente, como também permite aumentar o potencial diagndstico
deste biomarcador.*

Uma das principais limitacOes atuais da utilizacdo da TFAE na prdatica clinica prende-se
com o facto da ndo existéncia de consensos no que toca a qual o melhor método para avaliar a
TFAE e qual o valor limiar acima do qual podemos diagnosticar infertilidade. A avaliagao da
fragmentagdo do ADN espermatico utilizando o TUNEL assay tem por base a marcagdo dos locais
de fragmentagdo das cadeias do ADN com recurso a fluorescéncia, com posterior medigdo dessa
mesma fragmentacg3o utilizando citometria de fluxo.”” De igual forma, também o SCSA tira
partido da utilizagdo de corantes fluorescentes e citometria de fluxo, contudo, este método
exige um passo inicial de desnatura¢do do ADN (com recurso a um fonte de calor ou baixo pH)
previamente a adi¢cdo da coloragdo, desnaturacdo essa que ocorrera sobretudo nos locais de
fragmentacdo.” Relativamente ao COMET assay, este método baseia-se na realizacdo de um
processo de eletroforese de espermatozdides lisados e corados com coloracgdo fluorescente,
com posterior visualizagdo de uma imagem em forma de cometa, na qual a cabeca do cometa
corresponde a cadeias de ADN intactas e a cauda do cometa a cadeias de ADN fragmentadas.”?
Por fim, o SCD test tem também por base a realizacdo de um processo inicial de desnaturacgdo
do ADN espermatico, com posterior visualizagdo em microscopia de fluorescéncia da dispersao

da cromatina, onde serd possivel observar formacdo de halos de grande tamanho quando na
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presenca de cadeias de ADN intactas, e auséncia ou formacdo de halos de pequeno tamanho
quando na presenca de cadeias fragmentadas.”?

Considerando as caracteristicas apresentadas por cada método, devem ser tidas em conta
vantagens e desvantagens aquando da escolha de qual o exame mais util em termos clinicos.
Por um lado, a utilizacdo de citometria de fluxo confere vantagens importantes a utilizacdo do
TUNEL assay e do SCSA, uma vez que permite ndo sé a realizacdo de uma analise de grande
guantidade de espermatozéides rapidamente e com elevada sensibilidade, como também
permite alta reprodutibilidade do teste, quando garantido um bom controlo de qualidade do
procedimento. Em contrapartida, a utilizacdo de técnicas baseadas na microscopia (como o SCD
test) estdo mais suscetiveis a diferencas de resultados consequentes a variabilidade
interoperador e subjetividade da observacao, podendo exigir simultaneamente um processo de
analise mais demorado.” Por outro lado, é importante ter em conta que de entre os métodos
referidos apenas o TUNEL assay e o COMET assay permitem realizar uma determinacao direta
da fragmentacdo do ADN espermatico, enquanto os restantes métodos apenas permitem
efetuar uma determinacdo indireta, baseada em parte na susceptibilidade do ADN espermatico
para a desnaturac¢3o.'”’3 Para além disso, é importante considerar ainda que a fragmentacdo do
ADN espermatico pode ocorrer quer em apenas uma das cadeias do ADN, quer em ambas as
cadeias simultaneamente, sendo que o TUNEL assay, o SCSA e o SCD test permitem detetar
ambos os tipos de fragmentacdo, enquanto que o COMET assay permite detetar sobretudo
fragmentacdo de cadeia Unica.t”’*

A auséncia de consensos observada na literatura pode ser em parte explicada por estas
importantes diferencas inerentes aos diferentes métodos quer em termos de procedimento da
anadlise, quer em termos de qual o componente da fragmentag¢dao do ADN espermatico detetado,
diferengas essas que colocam em causa a comparacdo dos diferentes métodos. Adicionalmente,
tal como observado, a presenc¢a ou auséncia de outras alteragdes espermaticas concomitantes
pode influenciar o préprio valor limiar diagnéstico da TFAE, o que indica que poderd ser também
necessario estratificar os doentes consoante essas mesmas alteragdes observadas no
espermograma, de forma a aumentar ainda mais a significancia da comparagdo dos resultados.
No geral, a presente revisdo ndo permite recomendar qual o método ideal para avaliacdo da
TFAE, tendo-se demonstrado que os quatro métodos de detecdo permitem ndo so diagnosticar
infertilidade significativamente, como também apresentam relativa capacidade para prever o
desfecho do tratamento. Contudo, os dados observados sugerem o TUNEL assay como superior
comparativamente aos restantes, uma vez que demonstrou ter o mais elevado poder
diagnostico observado (AUC maximo de 0.992), com elevada sensibilidade (96.6%) e

especificidade (88.5%). Para além disso, o TUNEL assay apresenta ainda capacidade para
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detecdo direta da TFAE e capacidade para detetar ambos os tipos de fragmentacdo do ADN
espermatico, sendo por isso um bom método para utilizacdo na pratica clinica em termos
diagndsticos. Contudo, algumas desvantagens limitam atualmente a sua utilizacdo
nomeadamente o alto custo do procedimento (devido a utilizacdo de citometria de fluxo) e a
significativa variabilidade interlaboratorial de resultados, consequente a auséncia de
estandardiza¢do dos protocolos utilizados.”? De facto, os resultados demonstram que o TUNEL
assay apresentou o segundo maior intervalo de valores limiares diagndsticos reportados,
traduzindo a necessidade de criacdo de um protocolo aplicdvel a nivel global, de forma a
aumentar a uniformidade dos resultados e permitir a sua recomendacao.

Outra constatacao importante desta revisao reside no facto de a TFAE ter demonstrado
uma correlacdo negativa com os diferentes parametros espermaticos. Tendo em conta que
individuos com alteragcdes marcadas dos parametros espermdaticos mais provavelmente serdao
encaminhados para realizacdo de tratamento com TRMA, esta correlacdo evidenciada poderd
significar simultaneamente que maior nimero de individuos com altos niveis de TFAE serdo
propostos para este tipo de tratamento. Para além disso, também os casos de infertilidade
inexplicada constituem uma indicagdo clinica para realizacdo de tratamento com TRMA, tendo-
se igualmente demonstrado que uma percentagem importante destes doentes pode apresentar
niveis significativamente elevados de TFAE.B

Embora seja notdria a auséncia de consensos na literatura, os resultados da presente
revisao sugerem que altos niveis de TFAE podem influenciar negativamente os outcomes clinicos
e sucesso do tratamento com TRMA. Como demonstrado por Bungum et al.,®® para niveis mais
elevados de TFAE as técnicas in vitro apresentaram maior sucesso comparativamente a
utilizacdo da llU. Por sua vez, quando comparadas ambas as técnicas in vitro, foi possivel
constatar adicionalmente que a utilizagao da ICSI permitiu alcangar maiores taxas de sucesso do
tratamento comparativamente a FIV, sobretudo quando os niveis de TFAE sdo superiores a
30%.%% Para além disso, altos niveis de TFAE demonstraram ainda estar associados a diminuicdo
da TF, TG e QE sobretudo nos casos de FIV, com menor impacto nos resultados quando utilizada
a ICSl.

O maior sucesso das técnicas in vitro pode dever-se em parte ao facto de o tratamento in
vitro facilitar o processo de fertilizacdo, diminuindo o trajeto que o espermatozdide tem que
percorrer até conseguir contactar e fecundar o ovdcito, diminuindo o stress oxidativo a que este
estd sujeito durante esse mesmo trajeto, stress esse capaz de levar a um acréscimo da
fragmentacdo do ADN ja existente. Para além disso, pensa-se que este aumento da
fragmentagdo do ADN espermatico se deve sobretudo a aumento da fragmentacdo de cadeia

dupla, incapaz de ser reparada pelo ovécito apds a fecundagao, e que consequentemente tera
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maior impacto aquando dos processos reprodutivos.’* Relativamente a diferenca de resultados
entre ambas as técnicas in vitro, diferentemente da FIV, o tratamento com ICSI, tal como o
préoprio nome indica, envolve a injegao in vitro de um espermatozdide diretamente no ovdcito,
contudo, previamente a este procedimento, é realizada uma sele¢cdao dos espermatozdides
obtidos de forma a escolher os espermatozdides com maior motilidade e menor alteragdo
morfoldgica para serem injetados. Tendo em conta a correlagdo observada entre altera¢des da
motilidade e morfologia espermatica e niveis mais elevados de TFAE, esta selecdo ira
consequentemente promover a selecdo de espermatozdides com menor fragmentacao da
cromatina, o que poderd estar na origem dos melhores resultados apresentados por este
tratamento.

A expectavel presenca de doentes com altos niveis de fragmentacdo da cromatina
espermatica para realizacdo deste tipo de tratamento, bem como o impacto desta mesma no
sucesso do tratamento e influéncia negativa sobre os diferentes outcomes clinicos, justificam a
utilizacdo da analise da TFAE na pratica clinica, uma vez que esta permitira auxiliar o clinico na
tomada de decisGes. Como tal, casais propostos para tratamento com TRMA serdo uma possivel
indicacdo clinica importante para medi¢do da TFAE, especialmente casais submetidos a ciclos
prévios de tratamento sem sucesso, uma vez que a fragmentac¢do da cromatina pode estar na
origem da falha do tratamento. Baseado nos niveis de TFAE obtidos sera entdo possivel criar um
algoritmo de abordagem ao doente, de forma a obter o maior sucesso do tratamento, com
menor morbilidade para o casal e com diminui¢cdo dos custos associados a necessidade de
realizacdo de vdrios ciclos de tratamento. Casais propostos para tratamento com TRMA e
evidéncia de niveis normais de TFAE, poderdo ser aconselhados a realizar como tratamento de
primeira linha a 1lU, dado a sua maior simplicidade e menor custo comparativamente aos
restantes. Em contraste, casais com evidéncia de altos niveis de TFAE poderdo ser encaminhados
diretamente para a realizagao de tratamento com técnicas in vitro, uma vez que a probabilidade
de insucesso da IlU serd elevada, sendo que na evidéncia de valores de TFAE superiores a 30%,
o tratamento com ICSI deverd mesmo ser encarado como tratamento de primeira linha.

Quando optado pela realizacdo de ICSI, foi possivel ainda observar que a utilizacdo de
espermatozdides extraidos diretamente do testiculo estava associada a taxas de sucesso mais
elevadas do que quando utilizados espermatozdides ejaculados, levantando a hipdtese de que
parte da fragmentacdo do ADN podera ser adquirida ao longo do trajeto do espermatozdide
desde o testiculo até a sua expulsdo. Contudo, dado a obtencdo de espermatozdides testiculares
implicar um processo de extragdo invasivo, o seu uso deve ser limitado aos casos de niveis de
TFAE muito elevados, uma vez ter sido demonstrado que quer a utilizagdo de espermatozdides

testiculares, quer de espermatozéides ejaculados, apresentava os mesmos resultados quando
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na presenca de valores baixos de TFAE.”* Para além disso, mesmo nos casos de niveis muito
elevados de TFAE, poderd ainda ser considerado em primeiro lugar a realizacdo de um
tratamento médico (por exemplo com recurso a antioxidantes associados a modificacdes do
estilo de vida) tendo em vista a diminuicdo desses mesmos niveis e apenas posteriormente, caso
este falhe, prosseguir para a utilizacdo de espermatozdides testiculares.

Um problema importante deve ainda ser tido em conta perante um doente proposto a
tratamento com TRMA. Espermatozdides inaptos, com alteracdes significativas da sua
morfologia e motilidade, e por isso provavelmente com altos niveis de TFAE, dificilmente serdo
capazes de atingir o ovécito e fecunda-lo. No entanto, a utilizacdo deste tipo de tratamento,
especialmente da ICSI, permite fazer um bypass dos processos reprodutivos normais, com
fecundacdo do ovdcito por espermatozéides que em outras condi¢cdes ndo seriam capazes de o
fazer. Esta reproducdo através de espermatozdides com alteracdes significativas da cromatina
aparenta estar associada a maior incidéncia de alteracdes na descendéncia.’® Como tal, a
avaliacdo prévia dos niveis de TFAE serd de grande importancia, uma vez que vai permitir
identificar doentes em risco que poderdo beneficiar de um tratamento prévio dirigido a diminuir
os niveis de TFAE e permitir ndo sé aumentar o sucesso do tratamento, como também diminuir
os riscos de alteracdes na descendéncia.

Esta revisdo apresenta limitacGes importantes que deverdo ser tidas em conta na
interpretacdo dos resultados. Em primeiro lugar, é importante referir que tanto a sele¢do de
artigos a serem incluidos, bem como a extracdo dos dados relevantes, foram apenas realizados
por uma pessoa estando, portanto, a presente revisao suscetivel a um possivel viés de selegao.
Em segundo lugar, outra limitacdo do presente estudo reside no facto de apenas ter sido
utilizada uma base de dados para pesquisa de artigos relativamente ao tema, com a possivel
existéncia de um viés de publicagdo, dado que mais provavelmente estudos com associagdes
significativas serdo publicados comparativamente a estudos onde essas associagdes nao se
tenham verificado. Por fim, é ainda importante destacar a prépria heterogeneidade dos estudos
incluidos em termos de caracteristicas das popula¢des estudadas, tamanho da amostra e ndo
garantia de controlo de possiveis confundidores em alguns dos estudos revistos (como
influéncia do estilo de vida na TFAE ou auséncia de dados sobre a fertilidade do elemento
feminino), reforcando a importancia da realizagcdo de estudos controlados e randomizados, com
populacdes bem definidas, que permitam confirmar de forma robusta as associacbes

observadas.
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CONCLUSAO

A integridade da cromatina espermdtica desempenha um papel importante aquando dos
processos reprodutivos, podendo a sua fragmentacdo ser uma das principais causas
responsaveis pela diminuicdo do potencial fértil, sobretudo em casos de infertilidade
inexplicada. Embora atualmente seja notdria a auséncia de consensos relativamente ao
beneficio da utilizagcdo deste biomarcador na pratica clinica, a presente revisdo sugere que a
analise da TFAE podera ser um importante novo biomarcador auxiliar na avaliagao de individuos
inférteis, permitindo complementar o estudo realizado pela andlise de sémen convencional,
dado o seu maior poder diagnéstico e capacidade de prever o progndstico e desfecho do
tratamento. Desta forma, a sua utilizacdo poderd permitir ao clinico ndo sé afirmar com maior
certeza o verdadeiro potencial fértil do individuo, como também podera auxiliar na escolha de
gual o melhor passo seguinte em termos de tratamento, nomeadamente quando considerado
o tratamento com TRMA.

Atualmente, duas principais indicacdes clinicas para avaliacdo da TFAE deverdo ser
consideradas: 1- Estudo de casais com infertilidade inexplicada; 2- Aconselhamento e orientacdo
de casais propostos para tratamento com TRMA, sobretudo quando realizados ciclos de
tratamento prévios sem sucesso. No entanto, nenhuma conclusdo quanto ao método ideal para
avaliacdo da TFAE pode ser feita, apesar de TUNEL assay apresentar vantagens importantes
relativamente aos restantes métodos.

Dada a heterogeneidade de estudos observados na literatura revista, investigacGes
futuras deverdo centrar-se na realizacdo de estudos controlados e randomizados com
populagcdes bem definidas, que permitam confirmar de forma robusta as associagdes
observadas e validar a utilizagdo deste biomarcador na pratica clinica. Contudo, o primeiro passo
devera passar pela determinagdao um método gold standard para avaliagdo da TFAE, com
posterior criagdo de um protocolo estandardizado de forma a diminuir a variabilidade

interlaboratorial de resultados e permitir a sua comparagdo de forma mais fidedigna.
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