-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by ;{ CORE

provided by Universidade de Lisboa: Repositério.UL

UNIVERSIDADE DE LISBOA
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Animal

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Estudo da Fragmentacio do DNA em Espermatozoides

Humanos apos Separacao por MACS

Sara Ventura Bucar

Dissertacao

Mestrado em Biologia Evolutiva e do Desenvolvimento

2014


https://core.ac.uk/display/32331957?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




UNIVERSIDADE DE LISBOA
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Animal

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Estudo da Fragmentacio do DNA em Espermatozoides

Humanos apos Separacao por MACS

Sara Ventura Bucar

Dissertacao

Mestrado em Biologia Evolutiva e do Desenvolvimento

Orientadora Externa: Professora Doutora Rosalia Sa

Orientadora Interna: Professora Doutora Gabriela Rodrigues

2014






A minha Mae,
O grande pilar da minha vida.






Agradecimentos

Em primeiro lugar, agradeco ao Professor Doutor Mario Sousa por me ter possibilitado
a realizagdo de um estagio laboratorial e de um trabalho de investigacdo na area da
Reprodu¢do Medicamente Assistida, area em que sempre almejei trabalhar. Os
conselhos, o nivel de exigéncia e rigor foram muito importantes.

Por toda a ajuda, paciéncia e disponibilidade a todas as horas, agradeco
profundamente & minha orientadora Professora Doutora Rosalia S4. A amizade, apoio e
conselhos prestados ao longo deste ano foram essenciais para mim e para a minha
formagdo e evolugdao no “mundo” cientifico. Sem eles a realizacdo deste trabalho teria
sido muito mais dificil. Muito obrigada!

Agradeco também a minha orientadora interna, Professora Doutora Gabriela
Rodrigues, por me ter aberto uma janela quando as portas se fecharam. Por ter estado
sempre disponivel para qualquer divida ou pedido, com extrema simpatia.

Os meus agradecimentos ao Professor Doutor Alberto Barros, diretor do Centro
de Genética da Reprodugdo Prof. Alberto Barros (CGR), pois sem a sua colaboragdo
este trabalho ndo teria sido possivel de realizar. A todos os colaboradores do CGR
agradeco o carinho e simpatia com que diariamente me receberam, especialmente a Dra.
Ana Gongalves, Dra. Claudia Osério e Dr. Nuno Barros.

Agradeco igualmente aos Professores Doutores Mario Sousa, Rosalia Sa e
Alberto Barros pela disponibilizacdo de todo o equipamento, reagentes € consumiveis
necessarios a realizacdo do trabalho conducente a minha dissertacdo de Mestrado.
Agradeco também ao Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS) por me
ter acolhido e proporcionado todas as condigdes necessarias.

Agradego a todas as pessoas do laboratorio de Biologia Celular do ICBAS,
especialmente as técnicas Angela Alves e Elsa Oliveira, por nunca me terem dito que
“ndo” e por toda a boa disposi¢ao e positividade que me transmitiram sempre.

Os meus sinceros agradecimentos ao Professor Doutor Eduardo Rocha, que me
auxiliou e orientou no tratamento estatistico dos dados. Obrigada pela simpatia com que
sempre me recebeu e por ndo me ter deixado desanimar mesmo quando o cenario

parecia negro!



i

A realizagao desta dissertacao so6 foi possivel gragas a minha Mae. Obrigada por
sempre me teres dado tudo e por teres estado sempre do meu lado, a amparar-me nas
minhas quedas. O teu apoio e amor foram imprescindiveis para que conseguisse
ultrapassar mais esta etapa. Adoro-te!

Ao meu Pai. Mesmo longe, as tuas palavras e carinho foram importantes, adoro-
te!

Aos meus queridos padrinhos, Luis e Cecilia. Ao meu padrinho, obrigada por
toda a forca ¢ motivacdo em todas as fases da minha vida. Os teus conselhos foram
essenciais. Adoro-te ¢ admirar-te-ei sempre! A minha madrinha, por ter sempre uma
palavra de alento para me dar.

A minha avé Emilia, pela constante preocupagdo com o meu bem-estar ¢ por
todo o carinho. Ao meu avd Octévio, que partiu o ano passado, mas que estaria
certamente orgulhoso de mim. Nunca te esquecerei!

A todas as pessoas que, de uma forma ou outra, influenciaram as minhas
escolhas e o caminho que percorri. Em especial ao Sérgio, que sempre me incentivou a
seguir os meus sonhos e teve sempre um ombro e uma palavra amiga para me dar. A
Catarina, por me ter ouvido e ajudado sempre que precisei durante este tltimo ano.

Por tultimo, agradego ao Artur. Obrigada por teres embarcado comigo em mais
esta aventura, que teria sido muito mais dificil, se ndo impossivel, sem ti. Por todo o
amor e carinho a todas as horas, mas principalmente por toda a paciéncia e compreensao

nos momentos mais dificeis, em que ndo me deixaste desanimar. Amo-te!



i1

Resumo

O espermograma ¢ uma ferramenta fundamental no diagnostico da infertilidade
masculina. Neste exame s3o avaliados diversos pardmetros dos espermatozoides, como
a concentracao, motilidade, morfologia, vitalidade e integridade da membrana. Contudo,
0 espermograma nao avalia a integridade do DNA dos espermatozoides, ¢ danos nesta
estrutura t€m sido relacionados a falhas nos tratamentos de Reproducao Medicamente
Assistida (RMA). Com o objetivo de isolar espermatozoides livres de danos no DNA, a
técnica Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) foi aplicada para complementar as
técnicas classicas de preparagao dos espermatozoides para RMA.

No presente trabalho foram processadas 100 amostras de sémen de acordo com
diferentes combina¢des de MACS e técnicas de preparagdo dos espermatozoides
classicas, incluindo a centrifugagdo por gradientes de densidade (DGC) e o swim-up
(SU). O objetivo consistiu em verificar se, apos os protocolos aplicados, ocorria uma
diminuicdo significativa do numero de espermatozoides com fragmentagdo do DNA
(sDNAfrag), e determinar qual o protocolo mais eficiente nessa reducao.

Os resultados obtidos mostraram que todos os grupos apresentaram uma redugao
significativa da sDNAfrag, com a maior taxa de reducao (83,3 + 15,4%) a verificar-se
com o protocolo MACS-DGC-SU. Com este protocolo, verificou-se que pacientes com
valores diminuidos para a motilidade progressiva, vitalidade e integridade da membrana
dos espermatozoides alcangaram uma maior reducdo de sDNAfrag. Além disso,
pacientes com valores abaixo dos valores de referéncia para a motilidade progressiva
rapida, ou para a motilidade progressiva rapida e morfologia normal, obtiveram também
uma maior reducdo de SDNAfrag do que pacientes com valores abaixo dos valores de
referéncia para a morfologia normal.

Tendo em conta estes resultados, a técnica MACS demonstra potencial para
otimizar a taxa de reducdo de sDNAfrag, quando aplicada antes da DGC e do SU,
especialmente em amostras de sémen cujos espermatozoides apresentem motilidade

progressiva, vitalidade e integridade da membrana diminuidas.

Palavras-chave: apoptose; fragmentacdo do DNA; espermatozoides; TUNEL; MACS
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Abstract

Spermiogram analysis is a fundamental tool in the diagnosis of male infertility that
evaluates several sperm parameters such as concentration, motility, morphology, vitality
and membrane integrity. However, it does not evaluate sperm DNA integrity and sperm
DNA injuries have been related to Assisted Reproduction Treatment failures. To isolate
sperm without DNA damage, Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) was employed
as an adjunct of the classic sperm preparation techniques.

In the present study 100 semen samples were processed according to different
combinations of MACS with other classic sperm preparation techniques that included
density gradient centrifugation (DGC) and swim-up (SU) methods. The aim of the study
was to evaluate whether there was a significant decrease in the number of sperm with
fragmented DNA (sDNAfrag) after the protocol applied and verify which protocol was
the most efficient in reducing sDNAfrag.

The results showed that all groups presented a significant decrease in sDNAfrag,
with the highest reduction rate (83.3 + 15.4%) being obtained with the protocol MACS-
DGC-SU. With this protocol, patients with worst values in the semen regarding sperm
progressive motility, vitality and membrane integrity achieved the best sDNAfrag
reduction. Moreover, patients whose semen presented values above the reference for
rapid progressive motility, or rapid progressive motility and normal morphology,
showed a higher sDNAfrag reduction rate than patients with values above the reference
value for normal morphology.

Based on the results obtained, MACS showed potential to optimize the
sDNAfrag reduction rate when applied before DGC and SU, especially in semen

samples with low progressive motility, vitality and membrane integrity.

Keywords: apoptosis; DNA fragmentation; sperm; TUNEL; MACS
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1. Introducao

1.1. Espermatogénese
A espermatogénese ¢ um processo que ocorre nos tubulos seminiferos (TS) e envolve a
diferenciagdo de espermatozoides a partir de células estaminais germinativas (Roosen-
Runge, 1977). No tecido conjuntivo que envolve os TS residem as células de Leydig,
cuja principal fungdo ¢ segregar testosterona e estradiol. Os TS sao delimitados por uma
lamina basal e contém o epitélio germinal em associa¢do intima com células somaticas
de suporte, as células de Sertoli (CS) (Weinbauer et al., 2010). As CS encontram-se
unidas através de jungdes ocludentes, construindo uma barreira hemato-testicular que
impede o acesso das células do sistema imune as células germinais diferenciadas
(Kopera et al., 2010). As CS sdo também responsaveis pela secrecdo de fatores de
crescimento e proteinas que estimulam a espermatogénese, bem como pela fagocitose
das células apoptoticas (Weinbauer et al., 2010).

A regulacdo enddcrina da espermatogénese depende de um ciclo de feedback
negativo classico (Fig. 1), envolvendo interacdes entre o hipotalamo, a hipdfise e os

testiculos (eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas) (O’Donnell et al., 2006).

> HIPOTALAMO ~> Estimulacdo
= Inibi¢do
lGnRH
o HIPOFISE »
ANTERIOR -

LH FSH

CELULAS CELULAS

DE LEYDIG DE SERTOLI

—— TESTOSTERONA \
~ IR -

Figura 1. Regulacdo endodcrina da espermatogénese.
GnRH, hormona libertadora de gonadotrofinas; LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo-
estimulante.

Os principais reguladores enddcrinos da espermatogénese sao as gonadotrofinas

hormona luteinizante (LH) e hormona foliculo-estimulante (FSH), produzidas pela



hipofise anterior e libertadas para a corrente sanguinea em resposta ao estimulo da
hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH), segregada pelo hipotdlamo. A LH atua
nas células de Leydig, estimulando a secre¢dao de testosterona. Esta, uma vez nas CS,
promove as funcdes destas células. O mesmo sucede com a FSH (O’Donnell et al.,
2006).

Em contacto com a lamina basal, existem dois tipos de espermatogonias, A-dark
(estaminais) e A-pale (Amann, 2008). As A-dark originam as A-pale e estas entram em
proliferacdo até ao estadio de espermatdcito. As divisdes celulares sao incompletas, pelo
que as células se encontram interligadas através de pontes citoplasmaticas, permitindo
uma coordenagdo metabodlica e da expressao génica, e originando uma sincronizagao no
desenvolvimento das células germinativas ao longo do epitélio seminifero. Na fase de
leptoteno ocorre a replicagdo do DNA, seguindo-se as restantes fases da profase,
zigdteno e paquiteno (recombinagdo homologa). Sucede-se metafase-I, anafase-I e a
telofase-1, originando-se duas células com metade dos cromossomas da célula original,
mas igual contetido cromossdmico, os espermatdcitos secundarios. Verifica-se entdo
uma rapida divisdo celular (meiose II), originando-se quatro células haploides, os
espermatidios redondos. Durante a espermiogénese, os espermatidios sofrem
modificagdes estruturais e moleculares: o ntcleo alonga-se e a sua cromatina condensa-
se, devido a substituicdo de histonas por protaminas; forma-se a vesicula acrossomica,
que se alonga ao longo dos 2/3 apicais do nucleo; e surge o flagelo (centriolos,
mitocondrias, axonema e fibras acessorias). Terminado este processo, 0s
espermatozoides libertam-se das CS (espermiacdo) para o lumen dos TS, e prosseguem
pela rede testicular até ao epididimo. Ai, ficam armazenados até a ejaculagao, sofrendo
numerosas alteragdes bioquimicas que os tornam moveis e capazes de fecundacdo

(Holstein et al., 2003; Kerr et al., 2006).

1.2. Espermatozoide Humano
Os espermatozoides sdo células altamente especializadas que, por possuirem uma série
de caracteristicas funcionais e estruturais especificas, t€ém a capacidade unica de
transmitir a informacao genética paterna ao ovodcito (Eddy, 2006). A sua constitui¢ao
inclui a cabeca e a cauda (ou flagelo) (Sutovsky & Manandhar, 2006).

Os espermatozoides (Fig. 2) possuem cerca de 60 um de comprimento, 55 pm

dos quais pertencem ao flagelo (Eddy, 2006). O reduzido volume celular permite



aumentar as propriedades hidrodindmicas dos espermatozoides, facilitando desta forma

a fertilizagcdo do ovocito (Sutovsky & Manandhar, 2006).

Wesicula acrossomica

Nicleo (— Cabeca
Regido equatorial
Pecade -
LRk e Colunas estriadas
inteprf'rigdia Centriolo proximal
Mitocéndria
=
Annulus
Fibras densas externas
PECE - = Flagelo
principal

Anéizsda bainhafibrosa

Axonema

Peca _J \
terminal i
|

Figura 2. Representagdo esquematica de um espermatozoide humano. Cedido por Mario Sousa (ICBAS).

A cabeca do espermatozoide contém o nucleo, que estd rodeado pela teca
perinuclear, uma estrutura rigida de citoesqueleto, e pela vesicula acrossomica, a qual
possui diversas enzimas hidroliticas que funcionardo na penetracdo do revestimento
externo dos ovocitos, a zona pelicida (Sutovsky & Manandhar, 2006).

O flagelo € composto por quatro segmentos: peca de conexdao (centriolo
proximal e colunas estriadas), peca intermédia (PI) (axonema, fibras densas externas e
bainha mitocondrial), peca principal (axonema, fibras densas externas e bainha fibrosa),
e peca terminal (axonema e bainha fibrosa) (Sutovsky & Manandhar, 2006). O axonema
¢ formado durante a espermiogénese a partir do centriolo distal, o qual sofre de seguida
despolimerizagdo. E constituido por 9 dupletos de microtibulos periféricos (A-
completo, B-incompleto), ligados por pontes de nexina, sendo que o microtibulo A
apresenta dois bragos de dineina (ATPases). Estdo ligados a um par simples central
através de projecdes radiais. A motilidade do axonema deve-se ao deslizamento dos
dupletos entre si, e ¢ controlada por fatores oriundos do par central e transmitidos pelas

projecdes radiais para as pontes de nexina, as quais por sua vez regulam a atividade das



dineinas (Eddy, 2006). O ATP mitocondrial ¢ sobretudo utilizado nos processos de
transformagdo membranar que ocorrem durante a estadia nos epididimos (maturacao),
durante o trajeto pela cavidade uterina (capacitagdo), e penetragdo das células
foliculares que revestem o ovoécito ovulado. O ATP gasto na motilidade ¢ oriundo da
glicolise que ocorre através de um sistema enzimatico presente na bainha fibrosa

(Williams & Ford, 2001).

1.3. Parametros Seminais

A infertilidade é uma doencga reconhecida pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS),
e considera-se que um casal ¢ infértil quando apdés um ano de vida sexual ativa, sem
utilizagdo de métodos contracetivos, ndo consegue alcancar a gravidez desejada, ou
apos duas gravidezes ndo levadas a termo (ASRM, 2013). Estima-se que 15% dos casais
em idade reprodutiva sofra desta doenga, com a infertilidade masculina a contribuir para
cerca de metade dos casos (Sharlip ef al., 2002).

A andlise do sémen (espermograma) constitui um dos passos mais importantes
na avaliacdo da infertilidade masculina. Os pardmetros seminais sdao avaliados segundo
critérios estabelecidos pela OMS: nuimero total de espermatozoides (indicador da
capacidade de producdo dos testiculos e da desobstru¢do do sistema de canais poOs-
testiculares), volume do fluido seminal (indicador da atividade secretora das glandulas
anexas), motilidade, morfologia e vitalidade (WHO, 2010).

Imediatamente apds a ejaculacao, e apds completa liquefacdo, a andlise comeca
por um exame macroscopico, onde sdao avaliados os seguintes parametros: volume, pH,
viscosidade, aparéncia e odor. O limite inferior de referéncia para o volume ¢ de 1,5 ml
por ejaculado e, enquanto pouco volume de sémen ¢ indicador de obstru¢do nos canais
ejaculatorios ou ejaculacao retrograda parcial, um volume elevado reflete um aumento
secretorio por parte das glandulas anexas, normalmente devido a inflamacao. O pH do
sémen reflete o balanco entre os valores de pH das diferentes secrecdes que o
constituem, principalmente da secrecdo vesicular seminal (alcalina) e da secrecdo
prostatica (4cida). Um valor de pH 7,2 ¢ considerado normal, constituindo o limite
inferior de referéncia. Uma viscosidade aumentada pode influenciar a determinacdo de
outros parametros seminais, como a motilidade ou a concentracdo. Uma amostra de
sémen pouco opaca pode significar que a concentracdo de espermatozoides presente &

muito baixa, enquanto uma amostra avermelhada pode indicar a presenga de eritrocitos.



Em relagdo ao odor, um cheiro fétido sugere infe¢dao, enquanto a auséncia de cheiro
sugere alteragdes na composi¢ao do liquido seminal (WHO, 2010).

De seguida procede-se a analise microscopica, onde sdo avaliados os seguintes
parametros: concentragdo, motilidade, morfologia, vitalidade e hipoosmolaridade. O
limite inferior de referéncia para a concentracao ¢ de 15 milhdes de espermatozoides
por ml, e indica a capacidade de produgdo testicular (WHO, 2010). A motilidade ¢
dividida em progressiva rapida (elevada capacidade fecundante), progressiva lenta, ndo
progressiva e nula. A motilidade ¢ considerada dentro de valores normais quando
existem pelo menos 50% de espermatozoides com motilidade progressiva (rapida e
lenta) ou pelo menos 25% de espermatozoides com motilidade progressiva rapida
(WHO, 1999). A morfologia dos espermatozéides tem como limite inferior os 4%,
sendo que as anomalias da cabega estdo sobretudo associadas a lesdes do DNA,
enquanto as do flagelo com a capacidade de locomocao pelos tratos genitais (WHO,
2010). O teste da vitalidade permite distinguir espermatozoides vivos de
espermatozoides mortos, enquanto o teste hipoosmotico testa a integridade da
membrana citoplasmatica do flagelo. Para ambos os testes, o valor limite sdao 58% de
espermatozoides (WHO, 2010).

Os valores de referéncia dos parametros seminais acima referidos e a

classificagcdo das patologias respetivas podem ser consultados no Anexo 1.

1.4. Principais Causas de Alteracio dos Parametros Seminais
A infertilidade masculina pode dever-se a inimeras causas, desde anomalias
urogenitais, a infecdes no trato urogenital, anomalias genéticas, distirbios enddcrinos,
fatores imunoldgicos, toxicos ambientais e profissionais, bem como a fatores ligados ao
estilo de vida (Campagne, 2013; Jungwirth et al., 2013). Ainda assim, existe um grupo
de pacientes cuja infertilidade ¢ idiopatica, podendo os seus parametros seminais
apresentar-se normais ou subnormais (Tiittelmann & Nieschlag, 2010).

Das anomalias mais frequentes, destacam-se a criptorquidia (descida incompleta
dos testiculos para o escroto, ficando na regido abdominal ou no canal inguinal), € o
varicocelo (o aumento da temperatura escrotal aumenta o stress oxidativo e a
fragmentacdo do DNA) (Zini & Dohle, 2011; Jungwirth et al., 2013).

As lesdes genéticas mais frequentes sdo as anomalias cromossdmicas (numéricas

e estruturais-translocacdes); as microdelegdes da regido AZF do cromossoma Y,



causadoras de oligozoospermia severa e azoospermia secretora; € as mutagdes no gene
da Fibrose Quistica, causadoras de agenesia bilateral dos canais deferentes
(azoospermia obstrutiva). Das anomalias cromossomicas, o Sindrome de Klinefelter
(47, XXY) constitui o maior grupo de pacientes (Vogt, 2006).

O estilo de vida, bem como fatores ambientais, também afetam negativamente a
fertilidade masculina. Por exemplo, o consumo de alcool (Muthusami & Chinnaswamy,
2005), tabaco (Ragheb & Sabanegh Jr, 2009), drogas e anabolizantes (Fronczak et al.,
2012) afetam a concentracao, motilidade, morfologia e vitalidade dos espermatozoides,
bem como podem induzir lesdes do DNA. Neste grupo, as infe¢des genitais sdo uma das
principais causas de azoospermia obstrutiva. A capacidade reprodutora masculina ¢
também ameacada por fatores ambientais, como a exposi¢do a metais pesados (Gomes
et al., 2014), quimicos (pesticidas), poluicao e radiacao (Campagne, 2013). Por outro
lado, as lesdes decorrentes de traumatismos medulares em desportos radicais e acidentes
de viagdo provocam anejaculacdo. Outros fatores com impacto negativo na fertilidade
masculina incluem a obesidade, disruptores endoécrinos presentes em comidas € no
ambiente, sobreaquecimento do escroto e o stress (Campagne, 2013). A idade
masculina também tem impacto na qualidade dos espermatozoides, estando associadas
anomalias cromossdémicas com compromisso da fertilidade e da gravidez a partir dos 40

anos de 1dade (Kiihnert & Nieschlag, 2004).

1.5. Apoptose

A homeostasia tecidular implica uma regulagdo entre proliferagdo e morte celular.
Através de um processo designado morte celular programada, cuja forma mais comum e
melhor compreendida ¢é a apoptose, células envelhecidas, irremediavelmente
danificadas, que sejam desnecessarias ou uma ameaga para o organismo, podem ser
eliminadas de forma rapida e organizada (Alberts et al., 2007).

Durante a apoptose observam-se as seguintes alteragdes morfoldgicas: retragdo
celular e nuclear, separacdo da matriz extracelular e das células vizinhas, condensagdo e
marginalizacdo da cromatina contra a membrana nuclear, formacao de prolongamentos
da membrana citoplasmatica, condensacdo e fragmentacdo do ntucleo e, por fim,
formacgao de corpos apoptoticos (organelos celulares e fragmentos nucleares envolvidos

por membrana citoplasmatica). Estes sdo depois rapidamente fagocitados e digeridos



por macrofagos e células vizinhas especializadas, sem que decorra qualquer reacao
inflamatoria (Saraste & Pulkki, 2000; Elmore, 2007).

As células em apoptose podem também ser identificadas através das alteragdes
bioquimicas sofridas. A alteracdo mais importante consiste na clivagem do DNA em
regides internucleossomicas com producao de fragmentos de DNA com 180-200 pares
de bases (Hengartner, 2000; Saraste & Pulkki, 2000). Por outro lado, a clivagem do
DNA origina inimeras novas extremidades, que podem ser detetadas através da
aplicacdo da técnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
Nick End Labeling) (Gavrieli et al., 1992). Outra alteragdo bioquimica importante
decorre da exteriorizacdo do fosfolipido fosfatidilserina (PS) para o folheto externo da
membrana citoplasmatica. Esta caracteristica apoptodtica pode ser detetada através da
elevada afinidade que a proteina anexina-V apresenta pelo PS na presenca de célcio
(van Engeland ef al., 1998). A exteriorizagdo do PS encontra-se também envolvida no
reconhecimento e fagocitose dos corpos apoptoticos (Fadok et al., 1992).

A maioria das alteracdes morfologicas e bioquimicas descritas sdo provocadas
por caspases (proteases de cisteina), ativadas especificamente nas células em apoptose e
que clivam as suas proteinas-alvo especificamente apds residuos de aspartato
(Hengartner, 2000; Riedl & Shi, 2004). Sao sintetizadas nas células sob a forma de
precursores inativos (procaspases) e ativadas, tipicamente, por clivagem proteolitica
também a seguir a residuos de aspartato. A semelhanga entre os mecanismos de ativagao
e de atuacdo permite a sua acdo em cascata. As caspases dividem-se em duas classes:
iniciadoras (iniciam a cascata proteolitica) e executoras (efetuam a protedlise celular).
As iniciadoras sofrem um processo de auto-ativagdo por proximidade e clivam as
procaspases executoras, ativando-as (Riedl & Shi, 2004).

Nos mamiferos, a resposta apoptdtica ¢ essencialmente mediada pela via
intrinseca ou extrinseca (ou ambas), consoante a origem do estimulo. A via intrinseca,
também designada via mitocondrial, ¢ geralmente acionada em resposta a danos fisicos
e outros stresses que surgem no interior da célula (desarranjo da cadeia de DNA, falta
de oxigénio e/ou nutrientes, etc.), enquanto a via extrinseca ¢ acionada pela intera¢do
entre ligandos externos e recetores transmembranares. Todavia, ambas as vias
convergem na via de execugao, onde ocorrem as alteracdes morfologicas e bioquimicas
caracteristicas da apoptose e que culminam com a degradagdo final da célula (Riedl &

Shi, 2004; Elmore, 2007).



Durante a espermatogénese ¢ essencial a ocorréncia de apoptose, quer para
ajustar o nimero de células germinativas passiveis de serem suportadas pelas CS, quer
para eliminar células germinativas danificadas ou anormais (Blanco-Rodriguez, 1998).
Na presenca de um mecanismo de apoptose eficiente, as células germinativas anormais
sao eliminadas e os espermatozoides ejaculados deverdo ser normais. Sugeriu-se, entao,
que a presenga de espermatozoides no ejaculado expressando marcadores apoptoticos
ndo estd associada a apoptose, mas sim que estes espermatozoides sao resultado de um
mecanismo designado “apoptose abortiva”, que ocorre durante a espermatogénese. Por
algum motivo as células germinativas marcadas para morrer escapam ao mecanismo de
eliminagdo, acabando por completar o processo de remodelagdo que ocorre durante a
espermiogénese ¢ que culmina com a diferenciag¢do em espermatozoides. Assim, a
presenca de espermatozoides com o DNA danificado no ejaculado ¢ resultado de uma
tentativa falhada das células germinativas em completar a apoptose (Sakkas et al.,

1999).

1.6. Fragmentaciao do DNA em Espermatozoides (sDNAfrag)

Um elevado numero de mulheres ndo consegue conceber ainda que, aparentemente, ndo
haja qualquer fator de infertilidade associado ao casal. Em muitos destes casos, a
explicagdo pode estar na fraca qualidade gendmica dos espermatozoides, impossivel de
detetar através de um espermograma. Os espermatozoides podem apresentar uma
morfologia e motilidade normais e, ainda assim, possuirem danos no DNA. De facto,
mais importante que a morfologia e a motilidade dos espermatozoides € a sua habilidade
para doar um nucleo incélume capaz de suportar o desenvolvimento de descendéncia
saudavel (Aitken, 2000).

A fragmentacdo do DNA nos espermatozoides (sDNAfrag) tem sido apontada
como um importante marcador de infertilidade masculina. Homens inférteis apresentam
niveis significativamente mais elevados de sSDNAfrag do que dadores férteis (Chohan et
al., 2006). Os danos podem ocorrer tanto a nivel nuclear, como mitocondrial, e sdo
induzidos por seis mecanismos principais: “apoptose abortiva” durante a
espermatogénese; cortes na cadeia de DNA aquando da remodela¢do da cromatina na
espermiogénese; fragmentagdo do DNA induzida essencialmente por radicais livres de

oxigénio (durante o transporte dos espermatozoides pelos TS e epididimo); ativacdo de



caspases ¢ endonucleases endogenas; exposi¢do a toxicos ambientais; e
radio/quimioterapia (Sakkas & Alvarez, 2010).

O aumento do recurso as técnicas de Reproducdo Medicamente Assistida
(RMA) e a crescente preocupagdo com a importancia que a integridade do genoma dos
espermatozoides tem neste contexto levou a que uma série de testes funcionais fossem
desenvolvidos para medir a integridade do DNA dos espermatozoides e estudar o seu
impacto nas taxas de fertilizagdo, de desenvolvimento embrionario e de gravidez.
Contudo, resultados conflituosos tém sido obtidos independentemente do tratamento de
RMA utilizado (Chohan et al., 2006; Delbés et al., 2010). A parte da anélise de
anomalias cromossomicas, a integridade do DNA dos espermatozoides pode ser
analisada através da detecdo de fragmentacdo da cadeia de DNA utilizando o teste
single cell gel electrophoresis (COMET) ou o teste TUNEL; através da avaliagcdo da
estrutura da cromatina dos espermatozoides utilizando o teste Sperm Chromatin
Structure Assay (SCSA); ou através da detecdo dos niveis de protaminagdo e
compacta¢do da cromatina dos espermatozoides utilizando o teste cromomicina A3
(CMA3).

O teste TUNEL baseia-se na incorporagdo de nucledtidos deoxyuridina
trifosfatados (dUTP), marcados fluorescentemente com isocianato de fluoresceina
(FITC), nas extremidades 3°-OH das cadeias de DNA fragmentadas, numa reacao
enzimdatica mediada pela enzima transferase deoxinucleotidil terminal (TdT) (Gavrieli et
al., 1992). Os nucledtidos incorporados emitem um sinal, que pode depois ser detetado
por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia. No segundo caso, a auséncia
de fluorescéncia indica que a marcagdo TUNEL ¢ negativa, ou seja, que o DNA do
espermatozoide ndo se encontra fragmentado; ao passo que a emissdo de fluorescéncia
verde ¢ indicativa de marcagdo TUNEL-positiva, ou seja, que o DNA do
espermatozoide se encontra fragmentado. Quanto maior for a fragmentacdo do DNA
mais intensa sera a fluorescéncia emitida. As principais vantagens desta técnica estdo
associadas ao facto de permitir detetar simultaneamente cortes de cadeia simples e de
cadeia dupla do DNA, e ndo requerer equipamento dispendioso. Por outro lado, esta ¢
uma técnica quantitativa e ndo qualitativa na medida que revela o nimero de células
com o DNA danificado, mas nao o grau de deterioragdo do mesmo; existindo também
algumas variacdes protocolares entre laboratorios (Shamsi ef al., 2008; Zini & Sigman,
2009). Atualmente, ndo se encontra estabelecido um valor limite para a percentagem de

sDNAfrag numa amostra, acima do qual alcangar uma gravidez se torne improvavel.
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Este valor oscila entre os 12% (Duran et al., 2002) e os 36,5% (Henkel et al., 2003),
havendo quem proponha 15% (Benchaib et al., 2007) e 20% (Sergerie et al., 2005). Esta
heterogeneidade de valores pode dever-se a inimeras razdes: diferentes populagdes de
estudo (inseminagdo intrauterina (IUI), fertilizagdao in vitro (IVF) e/ou microinjecao
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI)); tipo de espermatozoides utilizados
(obtidos apos lavagem ou selecionados); e ainda ao tipo de contagem (por operador ou
citometria de fluxo). E importante referir que embora o TUNEL seja frequentemente
utilizado para determinar a apoptose, uma marcacdo TUNEL-positiva ndo ¢ sindnima de
apoptose, j& que danos no DNA induzidos por radicais livres de oxigénio ou radia¢do
ionizante causam igualmente fragmentacdo do DNA (Negoescu et al., 1998). Com a
utilizagdo deste teste, verificou-se que a sDNAfrag ndo esta correlacionada com as taxas
de fertilizagdo, mas sim com uma redugdo significativa das taxas de gravidez, quer em
ciclos de IVF, quer em ciclos de ICSI (Henkel ef al., 2003). Outros autores encontraram
uma relagdo positiva com a paragem do desenvolvimento embriondrio e com a taxa de
abortamento, mas apenas em ciclos de ICSI, ndo tendo sido observada qualquer
correlacdo com as taxas de fertilizacdo e de gravidez, em ciclos de IVF e ICSI
(Benchaib et al., 2007).

O teste COMET permite quantificar e analisar, de forma rapida e sensivel, a
resposta individual de cada célula quanto aos danos no DNA. Contudo, estes podem ser
sobrestimados devido a presenga de RNA residual na amostra ou subestimados devido a
presenca de proteinas, a perda de pequenos fragmentos durante o processo, ou ainda a
fragmentos que sdo demasiado pequenos para serem visualizados. Além disto, uma
descondensacdo incompleta da cromatina pode impedir que os cortes sejam revelados
(Shamsi et al., 2008). A utilizagdo do teste COMET demonstrou que uma elevada taxa
de sDNAfrag est4 associada a uma baixa taxa de nados-vivos em ciclos de IVF, mas ndo
em ciclos de ICSI (Simon ef al., 2013).

O teste SCSA baseia-se na indugdo de desnaturacdo acida do DNA seguida de
coloracdo metacromatica com laranja de acridina (Evenson et al., 1980). Embora
estatisticamente seja um teste robusto, o SCSA ¢ uma técnica dispendiosa ja que exige a
utilizagdo de citometria de fluxo. Por outro lado, trata-se de um método simples e célere
para analisar a sDNAfrag (Shamsi ef al., 2008). Enquanto uns autores encontraram uma
correlagdo entre a SDNAfrag e os fracos resultados embriolégicos e clinicos, tanto em
ciclos de IVF como de ICSI (Virro et al., 2004), outros ndo encontraram qualquer

correlacdo em ambos os tipos de ciclos (Lin et al., 2008).
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CMA3 ¢ um fluorocromo que permite identificar anomalias no empacotamento
da cromatina dos espermatozoides ocorrido aquando da espermiogénese. Uma vez que
se liga especificamente ao DNA em regides ricas em guanina-citosina, compete com as
protaminas por um local de ligacdo ao DNA (Bianchi et al., 1996). Foi encontrada uma
correlagdo com a diminuicao da taxa de fertilizacdo em ciclos de ICSI mas nao em
ciclos de IVF (Tavalaee et al., 2009).

Apesar dos diferentes testes funcionais revelarem resultados algo controversos,
tornou-se evidente que danos no DNA dos espermatozoides tém efeitos adversos nos
resultados reprodutivos. Assim, de forma a serem melhoradas as taxas de sucesso nas
técnicas de RMA, foram desenvolvidos diversos métodos ndo-invasivos para selecionar
espermatozoides livres de danos no DNA. Alguns destes métodos tiveram, contudo, um
sucesso limitado (Henkel, 2012). A aplicacdo de espermatozoides selecionados
morfologicamente (IMSI), que requer o estudo morfologico de organelos em
espermatozoides moveis (MSOME), aumentou as taxas de gravidez clinica e de nados-
vivos mas apenas em casos de recorrentes falhas de implantagdo embriondaria (Boitrelle
et al., 2014). A carga elétrica negativa da membrana citoplasmatica dos
espermatozoides (método Zeta) foi utilizada para isolar espermatozoides maturos, mas
este procedimento apenas aumentou as taxas de fertilizagdo (Kheirollahi-Kouhestani et
al., 2009). Ja o isolamento de espermatozoides maturos através de eletroforese nao
melhorou os resultados embrioldgicos (Fleming et al., 2008). Mais, o isolamento de
espermatozoides maturos através da detecdo de locais de liga¢ao ao 4cido hialurénico na
sua superficie também nao melhorou os resultados clinicos e/ou embrioldgicos (Tarozzi

et al.,2009).

1.7. Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS)

Outro método desenvolvido para selecionar espermatozoides livres de danos no DNA
baseia-se na detecdo do PS no folheto externo da membrana citoplasmatica dos
espermatozoides pela anexina-V. Tendo em vista esta afinidade, foi desenvolvida a
técnica Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS), que permite isolar espermatozoides
que nao apresentem o PS no folheto externo da membrana citoplasmatica, isto &,
espermatozoides viaveis que ndo se encontrem em apoptose (Grunewald & Paasch,

2013).
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O principio basico desta técnica consiste na incubagdo dos espermatozoides com
uma suspensdo de microsferas super-paramagnéticas (50 nm) ligadas a anexina-V.
Durante a incubagdo, as microsferas ligar-se-30 apenas aos espermatozoides com
translocacdo do PS (apoptoéticos). Apds incubagdo, a suspensao de espermatozoides ¢
sujeita a uma coluna montada num poderoso iman. A passagem dos espermatozoides
por esta coluna origina duas populacdes distintas: a fracdo anexina-V positiva
(espermatozoides marcados) que fica retida na coluna de separagao, e a fracdo anexina-
V negativa (espermatozoides ndo-marcados) que passa através da coluna e pode depois
ser recolhida e processada (Grunewald & Paasch, 2013). Trata-se de um processo
simples, rapido e flexivel que permite processar mais de 10° células em apenas 15
minutos sem afetar a viabilidade celular (Miltenyi et al., 1990).

Em RMA, esta técnica tem sido aplicada como complemento das técnicas
classicas de preparacdo dos espermatozoides (centrifugacdo por gradientes de densidade
(DGC) e swim-up (SU)). Estas técnicas foram desenvolvidas com o objetivo de
selecionar espermatozoides morfologicamente normais e com maior motilidade,
supostamente capazes de fertilizagdo. A DGC pode ser realizada tanto com gradientes
continuos como descontinuos, ambos constituidos por particulas de silica. O ejaculado ¢
colocado no topo dos gradientes, seguindo-se uma centrifuga¢do de 15-30 minutos.
Durante a centrifugagdo, os espermatozoides com elevada motilidade deslocam-se
ativamente em dire¢do ao gradiente de sedimentagdo, enquanto aqueles pouco moveis
ou imoveis ndo conseguem penetrar nas fronteiras entre gradientes. Isto resulta na
formagdo de um pellet rico em espermatozoides altamente moéveis, € na retencdo de
espermatozoides anormais, imaturos € senescentes, bem como detritos celulares, células
epiteliais, bactérias e liquido seminal (Gorus & Pipeleers, 1981). O SU baseia-se no
movimento ativo dos espermatozoides através de um meio que os recobre (Mahadevan
& Baker, 1984). Este meio € tipicamente rico em glucose, o que promove a capacitagao
e motilidade dos espermatozoides. ApoOs incubagdo, os espermatozoides que conseguem
migrar ativamente até a superficie sdo os que possuem melhor morfologia e motilidade,
constituindo a fragdo SU que ¢ depois usada nas técnicas de RMA. Contudo, estas
técnicas apresentam limitagdes, uma vez que ndo selecionam, necessariamente, 0S
espermatozoides de acordo com a sua competéncia funcional ou qualidade genética.

A MACS tem sido entdo utilizada em combina¢dao com a DGC ¢ o SU, sendo o
protocolo DGC seguido de MACS (DGC-MACS) o mais estudado. Comparativamente

a utilizagdo exclusiva de DGC, a combinagdo DGC-MACS mostrou aumentar a
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viabilidade (Said et al., 2005) e a sobrevivéncia dos espermatozoides (de Vantéry
Arrighi et al., 2009), e diminuir a quantidade de espermatozoides com aneuploidias
(Vendrell et al., 2014). Relativamente a motilidade, alguns autores verificaram um
aumento da motilidade progressiva com a adi¢gdo de MACS (Said et al., 2005; 2006;
Aziz et al., 2007; de Vantéry Arrighi et al., 2009), enquanto outros verificaram uma
diminui¢do (Grunewald et al., 2009; Lee et al., 2010; Delbes et al., 2013). No que
concerne a morfologia, Tavalaee et al. (2012) verificaram que a aplicagdo de MACS
aumenta este parametro, antes ou apos a DGC, enquanto outros autores ndo encontraram
qualquer melhoria com a sua adigdo (Said et al., 2005; Aziz et al., 2007), tendo
inclusivamente sido encontrada uma diminui¢do, mas apenas em pacientes
normozoospérmicos (NZ) (Delbes et al., 2013).

Por outro lado, a combinagdo DGC-MACS provou ser mais eficiente do que
outros procedimentos de separagdo em providenciar espermatozoides nao-apoptoticos,
em termos de potencial de membrana mitocondrial intacto, caspase-3 inativa e baixa
externalizacdo do PS, tanto em pacientes férteis como inférteis (Said et al., 2006; Aziz
et al., 2007; de Vantéry Arrighi et al., 2009; Grunewald et al., 2009; Lee et al., 2010;
Vendrell et al., 2014). Ainda com a combinagcdo DGC-MACS, Delbes e colaboradores
(2013) verificaram uma melhoria na qualidade da cromatina, através do teste SCSA,
contudo, ndo observaram nenhuma diferenca significativa usando o teste CMA3. Por
outro lado, Tavalaee et al. (2012) verificaram que quer DGC-MACS, quer MACS-
DGC, forneciam espermatozoides com menor caréncia de protaminas (teste CMA3).

Relativamente a integridade do DNA, medida pelo teste TUNEL, a fracao de
espermatozoides selecionados quer por DGC-MACS (Said ef al., 2006; Lee et al., 2010;
Tavalaee et al., 2012; Delbes et al., 2013; Vendrell et al., 2014) quer por MACS-DGC
(Tavalaee et al., 2012) mostrou-se enriquecida em espermatozoides sem fragmentacao
do DNA. Contudo, quando Nadalini ez al. (2011) utilizaram SU apds a DGC (DGC-SU)
verificaram que a redugcdo de sDNAfrag era significativamente mais elevada do que
com a utilizacdo de DGC-MACS.

Em termos de maturidade dos espermatozoides, avaliada pelo teste de ligacao ao
acido hialuroénico, foi observada uma melhoria com a adicao de MACS a DGC (Delbes
et al, 2013). De forma semelhante, DGC-MACS também providenciou
espermatozoides com elevado potencial de fertilizagdo, medido através da inducao da
reacdo acrossomica (Lee et al, 2010) e pela capacidade de penetragdo dos

espermatozoides em ovoécitos de hamster (Said e al., 2006). Curiosamente, aplicando
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ICSI em hamster, a descondensacdo da cromatina foi superior quando DGC-MACS foi
utilizada, mas apenas em pacientes inférteis (Grunewald et al, 2009). Em dadores
férteis, a deplecdo de espermatozoides apoptdticos ndo aumentou as taxas de
descondensac¢do da cromatina ap6s ICSI (Said ef al., 2006).

Alguns resultados clinicos foram também ja descritos, sendo que a adicdo de
MACS parece ter pouco impacto na taxa de fertilizagdo e na qualidade embrionaria
(Dirican et al., 2008; Romany et al., 2012). No entanto, a adicdo de MACS antes
(Dirican et al., 2008) ou apo6s (Khalid & Qureshi, 2011) DGC, ou ap6s SU (Romany et
al., 2010; Carchenilla et al., 2013) aumentou a probabilidade de alcancar uma gravidez
(Gil et al., 2013), embora Sheikhi et al. (2013) tenha encontrado uma melhoria
significativa da taxa de fertilizacdo e da qualidade embrionaria, mas ndo na taxa de
gravidez. As taxas de implantagdo, abortamento, e nados-vivos sdo equivalentes na
presenca ou na auséncia de MACS (Dirican et al., 2008; Khalid & Qureshi, 2011;
Romany et al., 2012; Gil et al., 2013). Por ultimo, a utilizagdo do protocolo DGC-
MACS conduziu a gravidezes de sucesso e nascimento de nados-vivos em casais com
recorrentes falhas em tratamentos de RMA (Polak de Fried & Denaday, 2010; Rawe et
al., 2010; Herrero et al., 2013).



15
2. Objetivos

Tendo em conta que os estudos até a data realizados sobre MACS nao abordaram todas
as combinagdes possiveis da utilizacdo desta técnica juntamente com outras técnicas
classicas de preparagdo do sémen, incluindo DGC e SU, o primeiro objetivo do presente
trabalho foi realizar todas estas combinagdes e avaliar o seu efeito na reducdo do
numero de espermatozoides morfologicamente normais com fragmentacao do DNA.

Em segundo lugar, averiguar qual dos protocolos executados era o mais eficaz
na reducao de sDNAfrag e, se possivel, estabelecer uma relacdo entre os pacientes com
maior reducdo de sDNAfrag e os pardmetros seminais no ejaculado, de forma a

restringir a aplicacdo desta técnica a um determinado tipo de pacientes.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Consideracées Eticas

O presente trabalho ndo envolveu experiéncias com humanos ou animais. Apenas se
utilizaram amostras de sémen de pacientes que recorreram ao Centro de Genética da
Reprodugao Prof. Alberto Barros (CGR), Porto, para efetuar espermograma, bem como
os dados relativos ao espermograma de cada individuo. As amostras e os dados foram
utilizados somente apds consentimento informado e escrito por parte dos pacientes, de

acordo com a Lei Nacional de Procriacdo Medicamente Assistida (Lei n.° 32/2006, de

26 de Julho) e com os requisitos do Conselho Nacional de Procriagdo Medicamente

Assistida (CNPMA, 2008).

3.2. Pacientes

As amostras de sémen utilizadas neste estudo foram obtidas a partir de 100 individuos
que recorreram ao CGR, entre Setembro de 2013 e Fevereiro de 2014, para realizagdo
de um espermograma. Foi selecionada uma amostra por dia, a primeira que reunisse
cumulativamente as caracteristicas: concentragio de espermatozoides > 10’/ml

(limitagdo inerente a técnica MACS), e volume de ejaculado > 1,5 ml, dado ser

necessaria uma margem de seguranca de 0,5 ml para efetuar o espermograma e 1 ml

para o presente estudo.

3.3. Espermograma

As amostras de sémen foram obtidas por masturbag¢do apos 3-5 dias de abstinéncia
sexual. As colheitas de sémen foram efetuadas para um recipiente de plastico estéril e,
imediatamente apos a recolha, colocadas sob uma placa de aquecimento (HT 200;
Minitiib, Tiefenbach, Alemanha) a 37°C para promover a liquefagdo do sémen. Depois
de se confirmar que as amostras reuniam as condigdes necessarias para serem incluidas
neste projeto, uma parte era entdo cedida para a investigagdo, servindo a restante para a
avaliacdo dos parametros seminais por parte do CGR. O espermograma incluiu a
avaliacdo da cor, consisténcia, pH e volume do ejaculado, bem como a anilise
microscopica da concentragdo, motilidade, vitalidade, hipoosmolaridade e morfologia
dos espermatozoides, cujos protocolos se encontram no Anexo II (WHO, 2010). Estes
dados foram mais tarde comunicados pelo CGR, para efeitos de correlagdes estatisticas

no trabalho.


http://dre.pt/pdf1sdip/2006/07/14300/52455250.pdf
http://dre.pt/pdf1sdip/2006/07/14300/52455250.pdf
http://www.cnpma.org.pt/Docs/Profissionais_Requisitos_CentrosPMA.pdf
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3.4. Desenho Experimental

Apos um transporte de 30 minutos, onde as amostras seguiram devidamente protegidas
e a temperatura ambiente (TA), estas foram processadas no Laboratério de Biologia
Celular, do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS) da Universidade do
Porto. O processamento das amostras foi realizado segundo um de cinco protocolos
distintos, representados no Diagrama 1. Diariamente o protocolo a realizar foi
escolhido aleatoriamente, mas de forma a que em cada semana todos os cinco
protocolos fossem realizados. Deste modo, por cada protocolo, um controlo e quatro
experimentais, foram processadas as amostras de 20 individuos. No grupo controlo
(Grupo 1), as amostras foram processadas de acordo com as técnicas classicas de
preparagdo do sémen (DGC seguida de SU). Nos grupos experimentais (Grupos 2-5), as
amostras foram adicionalmente tratadas com a tecnologia MACS, diferindo entre os
grupos o momento de aplicagdo da técnica: apés DGC (Grupo 2), apds SU (Grupo 3) ou
previamente a DGC (Grupo 4). No Grupo 5, a DGC nio foi realizada e a MACS foi
aplicada antes do SU.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Sémen 10 Sémen 10 Sémen 10 Sémen 10 Sémen 10
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
l l ! l !
DGC DGC DGC MACS MACS
l l ! l !
sy MACS SU DGC su™
l ! l
su™ MACS ! su™

Diagrama 1. Protocolo experimental. Metodologias classicas para processamento de sémen (Grupo 1) e
em combinagdo com a técnica Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) (Grupos 2-5).

TO e T1: momentos em que foi realizado um esfregaco para posterior determinagdo da fragmentagdo do
DNA nos espermatozoides.

n, numero de pacientes estudados; DGC, centrifugagdo por gradientes de densidade; SU, swim-up.

3.5. Preparacao dos Espermatozoides
Apos a liquefagdo do sémen e remog¢do do liquido seminal, foi realizado em todas as
amostras um esfregaco para posterior determinacao da sDNAfrag pela técnica TUNEL,

0 que constituiu o TO. Neste momento, uma amostra de espermatozoides foi também
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retirada para sua visualizagdo ao microscopio otico invertido (MOI) e respetivo registo
fotografico.

Os protocolos de preparagdo dos espermatozoides podem ser consultados no
Anexo III. Resumidamente, o protocolo adotado no Grupo 1 corresponde ao
procedimento classico de preparagdo de espermatozoides, enquanto os adotados nos
restantes grupos (Grupos 2-5) sdo variantes deste protocolo de acordo com a aplicagdo
da técnica MACS em diferentes etapas do processamento dos espermatozoides
(Diagrama 1). No final de cada um dos cinco protocolos, uma nova amostra de
espermatozoides foi removida para visualizagao ao MOI e respetivo registo fotografico

e determinagdo da sDNAfrag (T1).

3.6. Isolamento de Espermatozoides Nao-Apoptoticos (MACS)

A técnica MACS foi utilizada recorrendo ao Kit Annexin V MicroBead (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha) e de acordo com as instru¢des do fabricante.
Apds a separacdo magnética dos espermatozoides, foi retirada uma amostra para
visualizagdo ao MOI e respetivo registo fotografico. O procedimento detalhado da

técnica pode ser consultado no Anexo III.

3.7. Determinacio de sDNAfrag (Terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated dUTP Nick End Labeling)
A sDNAfrag no TO e no T1 foi determinada pela técnica TUNEL com o auxilio do Kit
In Situ Cell Death Detection (Roche, Mannheim, Alemanha) e de acordo com as
instrucdes do fabricante para amostras fixadas. O procedimento detalhado da técnica
pode ser consultado no Anexo IV.

Por cada lamina (duas por individuo: TO e T1) foram contados, ao microscopio
de fluorescéncia (Leitz DMRBE; Leica, Wetzlar, Alemanha), no minimo 500
espermatozoides morfologicamente normais a uma amplia¢ao de 1000x, tendo sido feito
o respetivo registo fotografico (cdmara DFC480; Leica) (Figura 3). Considerou-se que
havia fragmentagdo do DNA (marcacdo TUNEL-positiva) quando o espermatozoide
apresentava fluorescéncia verde, e auséncia de fragmentagdo (marcacdo TUNEL-
negativa) quando havia auséncia de fluorescéncia verde. Por fim, foi calculada a

percentagem de sDNAfrag, pelo nimero total de espermatozoides contados.
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Figura 3. Detegdo de fragmentagdo no DNA num espermatozoide morfologicamente normal pela técnica
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL).
A —DAPI; B-FITC; C - MERGE.

3.8. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi conduzida utilizando o software STATISTICA (Versdo 12;
Statsoft, USA). Aplicaram-se os testes Shapiro-Wilk e Levene para verificar a
normalidade e a homogeneidade de variancias, respetivamente. Dado que na maior parte
dos casos a normalidade ndo se verificou, realizaram-se testes ndo-paramétricos. Porém,
como na maioria dos casos se obtiveram resultados idénticos em ambos os testes
paramétricos e nao-paramétricos, optou-se pela apresentagdo dos mesmos segundo a
forma paramétrica. Nos casos em que se obtiveram resultados diferentes, estes
encontram-se apresentados de acordo com a forma ndo-paramétrica. Procedeu-se a
realizagdo de um teste T para amostras emparelhadas, assim como ao seu
correspondente ndo-paramétrico Wilcoxon Matched Pairs Test, para comparar a taxa de
sDNAfrag entre as duas populagdes de espermatozoides analisadas em cada paciente
(TO e T1). Para verificar a existéncia de diferencas entre os grupos e entre os subgrupos
aplicou-se uma andlise de variancia (ANOVA) a um fator, com anélise post-hoc pelo
teste Tukey (comparacdo entre grupos independentes). De forma correspondente,
utilizou-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis com andlise post-hoc pelo teste U de
Mann-Whitney. Foram também realizadas correlacdes lineares e uma andlise de
covariancia entre a reducao da percentagem de sSDNAfrag e os pardmetros seminais. Um

valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo para todos os testes.
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4. Resultados

4.1. Idade, Parametros Seminais e sSDNAfrag no Ejaculado

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os cinco grupos relativamente a
idade (F(4, 95) = 1,057, p = 0,382); motilidade progressiva (F(4, 95) = 1,697, p =
0,157); vitalidade (F(4, 95) = 0,247, p = 0,911); teste hipoosmotico (F(4, 95) = 0,610, p
= 0,656); morfologia normal (F(4, 95) = 0,402, p = 0,807); defeitos na cabega (F(4, 95)
=0,324, p = 0,861); anomalias na PI (F(4, 95) = 1,754, p = 0,145) e na cauda (F(4, 95)
= 0,869, p = 0.485); e fragmentagdo do DNA (F(4, 95) = 1,954, p = 0,108) (Tabela 1).
lado,
relativamente a concentracdo (H (4, N=100) = 18,386, p = 0,001), em que o Grupo 3

Por outro foram encontradas diferencas estatisticamente significativas

apresentou valores inferiores comparativamente aos restantes grupos (p < 0,01); e a
motilidade progressiva rapida (F(4, 95) = 4,168, p = 0,004), em que o Grupo 3
apresentou valores inferiores aos registados nos restantes grupos (p < 0,05), com

exce¢do do Grupo 5.

Tabela 1. Parametros seminais dos pacientes e percentagem de fragmentacdo do DNA no ejaculado.

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Seminais (DGC-SU) (DGC-MACS-SU) (DGC-SU-MACS) (MACS-DGC-SU) (MACS-SU)
Idade (anos) 33,95+5,1 35,65+ 4,43 34,25 +5,98 35,7 + 4,81 33,1 £4,36
Conc (mi/ml) 91,16 +£49,95*  119,8 +106,22" 47,72 +37,8 103,16 + 54,99° 93 + 60,74"
MPR (%) 27+9,92° 26,15+ 12,89  14,95+13,13 251+896°  19,9+1035
MP (%) 50,2 +7,71 47 £11,28 50,25 + 13,07 46,75 +9,16 42,75 + 10,99
VIT (%) 75,85 + 4,21 75,55 + 7,36 74,45 + 11,75 73,8 9,34 73,9 +7,92
THO (%) 74,85 + 7,01 73,95 +7,78 70,55 + 12,02 71,85+ 11,73 72,05 + 9,87
MEN (%) 4+227 425+351 3,9+2,71 5+3,46 42+3,12
AN cabega (%) | 94,7 +2,83 94,95 + 3,85 94 + 4,46 93,8 +3,79 94,45 + 3,65
AN PI (%) 403 +9,14 41 +8,61 4525+ 10,2 40,8 + 9,34 46,45 + 10,89
AN cauda (%) 10,8 + 5,63 14,3 + 8,63 15,1 +9.3 12,95+ 6,72 12,8 + 8,54
sDNAfrag (%) 43+2388 5,03 +3,71 8,2+9,16 5,5+ 4,48 4284271

Os valores encontram-se expressos em média = desvio padrao.
Letras diferentes em sobrescrito indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

DGC, centrifugagdo por gradientes de densidade; SU, swim-up; MACS, Magnetic-Activated Cell Sorting;
Conc (mi/ml), concentragdo (milhdes/ml); MPR, motilidade progressiva rapida; MP, motilidade
progressiva; VIT, vitalidade; THO, teste hipoosmoético, MFN, morfologia normal; AN, anomalias; PI,
pega intermédia; sDNAfrag, fragmentagdo do DNA nos espermatozoides.
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4.2. Reducao de sDNAfrag

Todos os grupos apresentaram uma reducao significativa na percentagem de sDNAfrag,
entre os dois momentos analisados (TO e T1): Grupo 1 (t(19) = 6,15, p = 0,000); Grupo
2 (1(19) = 5,46, p = 0,000); Grupo 3 (t(19) = 4,03, p = 0,001); Grupo 4 (t(19) =5,48,p =
0,000); e Grupo 5 (t(19) = 6,37, p = 0,000) (Tabela 2).

Tabela 2. Fragmentacdo do DNA nos espermatozoides no ejaculado (T0) e apds tratamento (T1).

sDNAfrag Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(DGC-SU) (DGC-MACS-SU) (DGC-SU-MACS) (MACS-DGC-SU) (MACS-SU)
TO (%) 43+2,88" 503+3,71" 8,2+9,16 5,5+4,48" 428+2,71"
T1 (%) L1123 1,03+125° 4214565  1,06+128*  LI8+1,6"
1-Récio (%) | 73,36 £24,29° 78,92+20,36" 53,83+24,12° 8331+1536" 73,53+25,11°
TO - T1 (%) 324233 4,01 +3,.28 3,99 + 4,43 4,44 + 3,63 3,11+2,18

Os valores encontram-se expressos em média + desvio padrao.

* Indica diferengas estatisticamente significativas dentro dos grupos (p < 0,05).

Letras diferentes em sobrescrito indicam diferencas estatisticamente significativas entre grupos (p <
0,05).

sDNAfrag, fragmentagdo do DNA nos espermatozoides; DGC, centrifugagdo por gradientes de
densidade; SU, swim-up; MACS, Magnetic-Activated Cell Sorting.

4.3. Eficacia da Reducao de sDNAfrag

Foram usadas duas abordagens distintas para avaliar se algum dos grupos mostrou
maior eficacia na reducdo da percentagem de sDNAfrag. Dado que o racio entre
fragmentacdo final e fragmentagdo inicial (T1/T0O) ¢ indicativo da quantidade de
sDNAfrag que se mantém na amostra de um paciente, a unidade menos este racio foi
usada como medida da redugdo percentual de sDNAfrag. Por outro lado, foi também
usada a diferenca entre fragmentacao inicial e final (TO - T1), indicativa da quantidade
de sDNAfrag removidos da amostra. Os valores médios obtidos em cada grupo podem
ser consultados na Tabela 2.

Utilizando a abordagem do racio, encontrou-se uma diferenca estatisticamente
significativa (F(4,95) = 5,181, p = 0,001). Especificamente, o Grupo 3 provou ser
menos eficiente na reducdo da percentagem de sDNAfrag, comparativamente aos
restantes grupos (p < 0,05). No entanto, utilizando a abordagem da diferenca, ndo
foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (F(4,95) =

0,615, p=0,653).
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Ainda que a abordagem do racio ndo tenha apresentado diferengas
estatisticamente significativas entre os Grupos 1, 2, 4 ¢ 5, o Effect Size foi tido em
conta para averiguar a existéncia de significancia clinica nalgum dos grupos
experimentais. O Effect Size ¢ estimado pela diferenca das médias dos grupos
experimental e controlo, dividida pelo desvio padrao do grupo controlo (Cohen, 1988).
Utilizando o Grupo 1 como controlo, e de acordo com as diretrizes de Cohen,
encontrou-se um valor proximo a “moderado” (d = 0,5) para o Grupo 4 (d = 0,41),
enquanto o Grupo 2 (d = 0,23) ¢ o Grupo 5 (d = 0,01) apresentaram valores
considerados “pequenos” (d = 0,2). Por este método, significancia estatistica poderia ser
obtida se as amostras obtivessem valores “elevados” (d = 0,8). Assim, ¢ possivel que
com um tamanho da amostra mais elevado, o Grupo 4 apresentasse diferengas
significativas relativamente aos restantes grupos, quanto a reducdo da percentagem de

sDNAfrag.

4.4. Eficacia da Reduciao de sDNAfrag e Parametros Seminais

A analise correlacional efetuada permitiu detetar diversas relacdes entre os parametros
seminais no ejaculado e a reducdo de sDNAfrag. Usando a abordagem do racio,
encontraram-se correlagdes significativas apenas nos Grupos 1 e 3. Relativamente ao
Grupo 1, a redugdo de sDNAfrag mostrou estar negativamente correlacionada com a
motilidade progressiva (r = -0,452; p = 0,045) e com a vitalidade (r = -0,462; p = 0,04),
enquanto no Grupo 3 estava positivamente correlacionada com a idade (r = 0,548; p =
0,012). Para os restantes parametros seminais (concentragdo, motilidade progressiva
rapida, teste hipoosmotico, morfologia normal, defeitos na cabeca, anomalias na PI e na
cauda) ndo foram encontradas correlacdes significativas. Usando a abordagem da
diferenca, encontraram-se correlagdes significativas em todos os grupos, exceto no
Grupo 2. No Grupo 1, a reducdo de sDNAfrag mostrou estar positivamente
correlacionada com as anomalias na cauda (r = 0,553; p = 0,011), enquanto no Grupo 3
mostrou estar negativamente correlacionada com a motilidade progressiva (r = -0,451; p
= 0,046). Ja no Grupo 4, foram detetadas fortes correlacdes negativas com a vitalidade
(r=-0,842; p = 0,000) e teste hipoosmotico (r = -0,799; p = 0,000), e uma correlagao
negativa moderada com a motilidade progressiva (r = -0,528; p = 0,017). No Grupo 5,
encontrou-se uma correlacdo positiva com o nimero de anomalias na cauda (r = 0,563;

p = 0,010), e uma correlagdo negativa com a vitalidade (r = -0,635; p = 0,003). Para os
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restantes parametros seminais (concentragao, motilidade progressiva rapida, morfologia
normal, defeitos na cabega e anomalias na PI) e para a idade ndo foram encontradas
correlagdes significativas.

Como havia a possibilidade de algum dos parametros seminais poder ter
influenciado as relagdes verificadas entre os grupos relativamente a reducao da
percentagem de sDNAfrag, procedeu-se também a uma andlise de covariancia. No que
concerne a abordagem do racio, as covariaveis concentracdo (F(1, 94) = 6,096, p =
0,015) e idade (F(1, 94) = 7,835, p = 0,006) mostraram estar significativamente
relacionadas com os resultados obtidos, mas quando o efeito de ambas foi removido
((F(4, 94) = 3,309, p = 0,014) e (F(4, 94) = 4,995, p = 0,001) — remogdo da
concentragdo e idade, respetivamente), ndo se verificou nenhuma alteragdo nos
resultados previamente descritos. Isto €, o Grupo 3 continuou a ser o grupo cuja reducdo
de sDNAfrag foi significativamente inferior. Para os restantes parametros seminais
(motilidade progressiva, motilidade progressiva rapida, vitalidade, teste hipoosmético,
morfologia normal, defeitos na cabeca, anomalias na PI e na cauda) ndo foi encontrada
nenhuma influéncia significativa. Usando a abordagem da diferenca, obteve-se um
resultado idéntico. As covaridveis motilidade progressiva (F(1, 94) = 11,639, p =
0,001), vitalidade (F(1, 94) = 22,68, p = 0,000), teste hipoosmotico (F(1, 94) = 11,862,
p =0,001) e anomalias na cauda (F(1, 94) = 11,2, p = 0,001) influenciaram a redugdo de
sDNAfrag, mas esta influéncia ndo alterou os resultados obtidos quando os seus efeitos
foram removidos ((F(4, 94) = 1,032, p = 0,395), (F(4, 94) = 0,7, p = 0,594), (F(4, 94) =
0,583, p=0,676) e (F(4, 94) = 0,483, p = 0,748) — remogao da motilidade progressiva,
vitalidade, teste hipoosmdtico e anomalias na cauda, respetivamente). Para os restantes
parametros seminais (concentra¢do, motilidade progressiva rapida, morfologia normal,
defeitos na cabeca e anomalias na PI) e para a idade ndo foram encontradas influéncias

significativas.

4.5. Eficacia da Reducio de sDNAfrag em Subgrupos

Como os resultados poderiam estar a ser influenciados pelos diferentes graus de
severidade dos parametros seminais, foi conduzida uma nova andlise subdividindo os
grupos de acordo com as diferentes patologias encontradas: astenozoospermia (A),

teratozoospermia (T) e astenoteratozoospermia (AT) (Tabela 3). Dado que existiam



24

apenas dois pacientes com oligozoospermia, nenhuma comparagdo pode ser feita

relativamente a este subgrupo.

Tabela 3. Reducdo de espermatozoides com fragmentacdo do DNA apo6s tratamento (subgrupos).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(DGC-SU) (DGC-MACS-SU) (DGC-SU-MACS) (MACS-DGC-SU) (MACS-SU)
Redugdo Redugao Redugdo Reducao Redugdo
() () (n) () ()
sDNAfrag (%) sDNAfrag (%) sDNAfrag (%) sDNAfrag (%) sDNAfrag (%)

a a

A 9 8294+1195° 9 7832:2144° 16 5673£2499° 8  83.01£1096" 13 67.21+28.04""
CR
(A)
T 9  71.98+2244 10 79.29+2131 8  4536+2661 8  76.84+1727 10  6597+26.5
CR
(T)
AT | 4 781+1693 6 87541016 5 56.75+2461 5  81.58+644 9 63.9 £27.24
CR
(AT)

Total | 20 - 20 - 20 - 20 - 20

11 6552+2926 11  79.41+2048 4 4225+1844 12 83.51+18.19 7 85.28 £13.29

11 74.48 £26.73 10 78.55+20.52 12 59.48 £21.62 12 87.62+12.93 10 81.1 +£22.39

16  72.17+26.12 14  7523+£22.75 15 52.86+£24.75 15  83.89+17.52 11 80.91+£21.25

Os valores encontram-se expressos em média + desvio padrao.

Letras diferentes em sobrescrito indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

DGC, centrifugacdo por gradientes de densidade; SU, swim-up; MACS, Magnetic-Activated Cell Sorting;
n, nimero de pacientes estudados; sSDNAfrag, espermatozoides com fragmentagdo do DNA; CR, controlo
relativo (todos os outros pacientes que ndo possuem a patologia considerada).

A, astenozoospermia (< 25% motilidade progressiva rapida); CR: > 25% motilidade progressiva rapida).
T, teratozoospermia (< 4% morfologia normal; CR: > 4 morfologia normal).

AT, astenoteratozoospermia (< 25% motilidade progressiva rapida + < 4% morfologia normal;, CR: >
25% motilidade progressiva rapida e/ou > 4% morfologia normal).

As comparagdes entre grupos revelaram uma diferenca significativa apenas nos
pacientes com A (H (4, N=55) = 10,119, p = 0,039). Especificamente, o subgrupo A do
Grupo 3 apresentou uma redugdo de sDNAfrag significativamente inferior a observada
nos Grupos 1-4 (p < 0,05). Relativamente aos subgrupos T (H (4, N=45) = 7,605, p =
0,107) e AT (F4, 24) = 2,304, p = 0,088) ndao foram encontradas diferengas
significativas. As comparacdes dentro dos grupos ndo mostraram diferengas
significativas entre os subgrupos A, T ou AT, para o Grupo 1 (F(2, 21) = 1,843, p =
0,183), Grupo 2 (F(2, 22) = 0,466, p = 0,634), Grupo 3 (F(2, 26) = 0,582, p = 0,566),
Grupo 4 (F(2, 18) =0,472, p = 0,631) e Grupo 5 (F(2, 29) = 0,039, p = 0,962). Por fim,
as comparacdes entre cada subgrupo e o seu controlo relativo (Tabela 3) também nao

apresentaram diferencgas significativas.
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5. Discussao

A MACS ¢ uma técnica de separacao celular que tem sido cada vez mais utilizada nos
estudos sobre sDNAfrag. Na sua maioria, estes estudos processaram as amostras de
sémen primeiro com DGC e depois com MACS e, ap6s a aplicagdo de cada uma das
técnicas, mediram a SDNAfrag com o teste TUNEL e compararam os resultados (Said et
al., 2006; Lee et al., 2010; Vendrell et al., 2014). Estudando tanto pacientes férteis
(Said et al., 2006) como pacientes com infertilidade idiopatica e ciclos de IUI falhados
(Lee et al., 2010), foi verificada uma reducdo de cerca de 30% na quantidade de
sDNAfrag. Notavelmente, Vendrell et al. (2014) conseguiram alcangar uma redugdo de
96%. Porém, a populagdo de estudo era constituida exclusivamente por 6 pacientes NZ,
com niveis patologicos de sDNAfrag. Delbes e colaboradores usaram igualmente este
protocolo, mas adicionalmente dividiram a populagdo de estudo em pacientes N, AT e
T, e mediram a sSDNAfrag também no ejaculado (Delbes et al., 2013). Verificaram que a
técnica DGC era significativamente eficaz na redug¢do de sDNAfrag, mas apenas em
pacientes AT. Por outro lado, a subsequente adicio de MACS permitiu uma redugdo de
60% nos pacientes NZ, e de 70% nos pacientes T e AT, relativamente a fragmentagao
detetada no ejaculado. Adicionalmente, Nadalini ef al. (2011) compararam a eficiéncia
deste protocolo (DGC-MACS) com a eficiéncia do protocolo classico (DGC-SU).
Curiosamente, esta equipa descobriu que a redugdo de sDNAfrag obtida entre DGC e
SU era significativamente maior (40%) a obtida entre DGC e MACS (31%). Outra
equipa de investigagdo, utilizando o protocolo SU-MACS em pacientes cujo sémen
possuia mais de 20% de sDNAfrag, observou uma redugdo de 42% relativamente ao
ejaculado (Carchenilla et al., 2013). Por fim, Tavalaee ef al. (2012) dividiram as
amostras de sémen de 15 pacientes inférteis em fracdes e processaram-nas de acordo
com diferentes protocolos. Comparativamente a sDNAfrag registada no ejaculado,
verificaram uma redu¢@o aproximada de 30% com a aplicagdo exclusiva de DGC e com
a aplicacdo exclusiva de MACS, de 40% com DGC-MACS, enquanto a utilizagdo de
MACS-DGC permitiu reduzir para metade o numero de sDNAfrag (49%). Dado que o
melhor resultado foi obtido com MACS seguido de DGC, a equipa a seguir investigou
se este protocolo seria mais eficiente do que o método Zeta (Zahedi et al., 2013).

Embora tenham observado uma menor reducdo de sDNAfrag tanto em pacientes férteis
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(35%) como inférteis (30%), ndo encontraram nenhuma diferenga significativa entre os
métodos MACS e Zeta.

Dada a grande variedade de protocolos usados e resultados obtidos pelas
diferentes equipas de investigadores, tornou-se importante determinar que protocolo ¢
mais eficiente em reduzir a quantidade de sSDNAfrag. Para tal, recrutamos 100 pacientes
e distribuimo-los aleatoriamente por cinco grupos distintos, os quais abordavam todas
as possibilidades de preparagdo dos espermatozoides com a tecnologia MACS, em
combinacdo com ambas as técnicas DGC e SU. O método classico de selecdo de
espermatozoides para ICSI, DGC seguido de SU, continua a ser largamente utilizado.
Assim, este foi o protocolo adotado no nosso grupo de referéncia (Grupo 1). A data,
apenas Nadalini et al. (2011) e Tavalaee ef al. (2012) compararam este protocolo de
referéncia com um protocolo em que MACS ¢ utilizado, ainda que o protocolo de
referéncia do ultimo grupo fosse composto exclusivamente por DGC. De facto, o
protocolo DGC seguido de MACS tem sido amplamente utilizado (Said et al., 2006;
Lee et al., 2010; Nadalini et al., 2011; Tavalaee et al., 2012; Delbes et al., 2013;
Vendrell et al., 2014) e, embora nenhuma das equipas tenha realizado o SU, os
resultados sdo comparaveis aos nossos do Grupo 2 (DGC-MACS-SU). Menos abordado
foi o protocolo do nosso Grupo 3 (DGC-SU-MACS), cujos resultados sdo comparaveis
apenas com os de Carchenilla ef al. (2013), ainda que a equipa ndo tenha realizado a
DGC. O uso de MACS diretamente no ejaculado foi abordado apenas por uma equipa
de investigadores (Tavalaee et al., 2012; Zahedi et al., 2013), que realizou MACS
seguida de DGC. Apesar de ndo terem realizado o SU, os seus resultados sdo
comparaveis aos nossos do Grupo 4 (MACS-DGC-SU). Por ultimo, usamos MACS
diretamente no ejaculado, seguido de SU e sem DGC (Grupo 5). Apenas Tavalaee et al.
(2012) investigaram esta abordagem, tendo aplicado exclusivamente MACS no
ejaculado. Relativamente as medi¢des da sDNAfrag, dois métodos diferentes foram
usados: citometria de fluxo (Said et al., 2006; Lee et al., 2010; Carchenilla et al., 2013;
Vendrell et al., 2014) e microscopia de fluorescéncia. No que diz respeito ao ultimo
método, alguns estudos contaram unicamente 200 espermatozoides (Tavalaee et al.,
2012; Delbes et al., 2013), enquanto no nosso trabalho contamos pelo menos 500
espermatozoides, assim como Zahedi ef al. (2013). Ademais, apenas espermatozoides
morfologicamente normais foram contados no nosso trabalho.

As taxas médias de redugdo da percentagem de sDNAfrag obtidas no presente

trabalho variaram entre 54% e 83%. No Grupo 1 foi alcancada uma consideravel
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reducdo (73,36 + 24,29%)), bastante superior aos 28% (Tavalaee et al., 2012) e aos 40%
(Nadalini et al., 2011) previamente reportados. O SU consiste numa técnica que permite
isolar espermatozoides altamente méveis e morfologicamente normais (Oehninger et
al., 1990). Além disso, comparativamente a DGC, o SU provou ser mais eficiente em
recuperar espermatozoides ndo-apoptoticos (relativamente a translocagdo da PS e a
fragmentacdo do DNA) e com maior integridade do DNA (Zini et al., 2000; Lachaud et
al., 2004). Assim sendo, a menor taxa de reducdo obtida por Tavalaee et al. (2012) pode
ser explicada pela auséncia de SU no seu protocolo, cuja adicdo no nosso caso tera
ajudado a restringir uma menor populacdo de sDNAfrag. Por outro lado, enquanto a
nossa taxa de redu¢do de sDNAfrag ¢ relativa ao ejaculado, a taxa de reducdo de
Nadalini ef al. (2011) ¢é relativa ao sémen p6s-DGC. Consequentemente, a taxa de
reducdo dada pela DGC nao ¢ contemplada, a qual, se tida em conta, poderia aumentar o
valor obtido.

Apesar da elevada taxa de reducdo obtida com o grupo de referéncia, conseguiu-
se um aumento de cerca de 6% com o Grupo 2 (78,92 +20,36%). A maioria dos estudos
que realizaram este protocolo obteve uma taxa de reducdo a volta de 30% (Said ef al.,
2006; Lee et al., 2010; Nadalini et al., 2011). As excegdes verificaram-se nos trabalhos
de Tavalaee et al. (2012) que obtiveram uma taxa de redugdo de cerca de 41%, de
Delbes et al. (2013) que obtiveram uma taxa semelhante mas ligeiramente inferior a
nossa, ¢ de Vendrell et al. (2014) que obtiveram uma surpreendente taxa de reducdo
(96%) entre DGC e MACS. As baixas redugdes obtidas por Said et al. (2006), Lee et al.
(2010) e Nadalini ef al. (2011) podem, uma vez mais, ser explicadas pelo facto de a
redugdo dada pela DGC nao ter sido contemplada, enquanto as taxas de Tavalaee et al.
(2012) e Delbes et al. (2013) poderiam ter sido mais elevadas se os seus protocolos
incluissem o SU. Além disso, ambas as equipas contaram apenas 200 espermatozoides,
por conseguinte, as taxas obtidas poderiam ser diferentes se um niimero mais elevado de
espermatozoides tivesse sido contado. Por outro lado, a elevada taxa de reducao obtida
por Vendrell et al. (2014) pode justificar-se pelo tamanho extremamente pequeno da
populacdo de estudo (6 pacientes), que apresentavam valores anormais de sDNAfrag
apos a DGC.

O Grupo 3 apresentou a menor taxa de redugdo dos cinco grupos (53,83 =+
24,12%). Dado que nenhum dos grupos apresentou diferengas significativas
relativamente a percentagem de sDNAfrag no ejaculado (T0), ndo cremos que as

significativas menores concentragdo e motilidade progressiva rdpida deste grupo
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expliquem a taxa de reducao obtida. Consideramos que os espermatozoides recuperados
a partir do SU e, portanto, capacitados e maturos, quando sujeitos ao campo magnético
da tecnologia MACS ficam sob um enorme stress. Em ultimo caso, este stress podera
conduzir a apoptose, sendo esta detetada somente pelo TUNEL — e explicando, assim, a
menor taxa de redugdo obtida. Por outro lado, em amostras com ma motilidade e/ou
concentragdo, conseguem-se recuperar poucos espermatozoides a partir do SU (Bielfeld
et al., 2000), pelo que também poucos espermatozoides estdo disponiveis para ser
processados por MACS. De facto, este protocolo revelou ser o mais dificil de executar
tecnicamente. Os resultados obtidos por Carchenilla er al (2013) (42%) sao
relativamente concordantes com os nossos, embora o grupo nao tenha realizado a DGC.

Apesar de ndo se ter alcangado significancia estatistica, o protocolo adotado no
Grupo 4 (MACS-DGC-SU) permitiu a maior redu¢do de sDNAfrag (83,31 = 15,36%)
de todos os grupos. Também no trabalho de Nasr-Esfahani este protocolo apresentou a
maior taxa de reducdo de todos os protocolos (49%) (Tavalaee et al., 2012), embora se
tenha verificado um decréscimo nesta redugdo (32%) no segundo estudo (Zahedi et al.,
2013). A eventual utilizacdo de SU talvez aproximasse os valores obtidos por esta
equipa a nossa taxa de reducdo. Por outro lado, a diminui¢do da taxa de redug¢do no
segundo estudo pode dever-se a um maior nimero de espermatozoides ter sido contado,
dado que uma estimativa mais precisa da percentagem de sDNAfrag ¢ obtida se forem
contados 500 espermatozoides (Zahedi ef al., 2013), em vez de 200 (Tavalaee et al.,
2012).

Por ultimo, o nosso Grupo 5 (73,53 £ 25,11%) apresentou uma taxa de redugao
de sDNAfrag muito semelhante a obtida no Grupo 1. Isto foi também observado por
Tavalaee ef al. (2012), ainda que a taxa de ambos os protocolos rondasse os 30% e o SU
ndo tivesse sido realizado.

Os nossos resultados mostram que, de facto, MACS ¢ um método eficaz na
redu¢do de sDNAfrag, mas ¢ a combinagdo de MACS com os classicos DGC-SU
(Grupo 4) que permite obter os melhores resultados. O céalculo do Effect Size mostrou
também que este protocolo ¢ o Unico com significancia clinica “moderada”. Desta
forma, € possivel que se conseguisse alcangar a significancia estatistica se o tamanho da
amostra fosse maior.

Um estudo correlacional entre os parametros seminais do ejaculado e o efeito de
MACS foi ja anteriormente realizado. Aplicando um protocolo comparavel ao nosso do

Grupo 2, Lee et al. (2010) verificaram que, apés DGC e apdés DGC-MACS, amostras de
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sémen com elevados niveis de sDNAfrag estavam correlacionadas com uma baixa
motilidade progressiva. No nosso trabalho também se realizou uma analise correlacional
sistematica entre os pardmetros seminais do ejaculado e o efeito de MACS, desta feita
tendo em conta a reducdo de sDNAfrag, através das abordagens do racio e da diferenga.
Com a primeira abordagem verificamos que amostras com uma maior reducao estavam
correlacionadas com uma baixa motilidade progressiva e vitalidade (Grupo 2), assim
como com um aumento da idade (Grupo 3); com a segunda abordagem, verificdmos que
amostras com uma maior reduc¢do estavam correlacionadas com uma clevada
percentagem de anomalias na cauda (Grupos 1 e 5), bem como com uma baixa
motilidade progressiva (Grupos 3 e 4), vitalidade (Grupos 4 ¢ 5) e teste hipoosmdtico
(Grupo 4). Assim, o protocolo do Grupo 4 (MACS-DGC-SU) parece ser o mais
adequado para aplicar em amostras de sémen com valores baixos para a motilidade
progressiva, vitalidade e teste hipoosmotico, sendo que o protocolo do Grupo 2 (DGC-
MACS-SU) ¢ igualmente adequado para amostras com baixa motilidade progressiva e
vitalidade. Relativamente a este Ultimo protocolo, os nossos resultados para a
motilidade progressiva sdo concordantes com os obtidos por Lee et al. (2010).

Foi também conduzida uma andlise de covariancia entre os pardmetros seminais
do ejaculado e a reducdo de sDNAfrag e, embora ndo tenhamos observado nenhuma
alteragdo nos resultados obtidos, fomos a primeira equipa de investigadores a realizar tal
abordagem estatistica. Também realizdmos uma andlise estatistica dividindo os grupos
de acordo com a severidade dos parametros seminais, em subgrupos A, T e AT. Apenas
Delbes et al. (2013) realizaram esta abordagem, cujo trabalho considerou dois
subgrupos patoldgicos (T e AT) e um subgrupo NZ. Apesar de ndo termos encontrado
diferengas significativas entre os subgrupos dentro de cada um dos nossos cinco grupos,
os pacientes T tiveram a menor taxa de reducdo sDNAfrag em trés protocolos adotados
(Grupos 1, 3 e 4). Contrariamente, Delbes et al. (2013) verificaram que os pacientes T
tiveram aproximadamente a mesma taxa de reducao que os pacientes AT.

O presente trabalho permitiu perceber que embora o protocolo classico de
selecdo de espermatozoides DGC-SU seja bastante eficaz na redu¢do de sDNAfrag, a
aplicacdo complementar de MACS no ejaculado (antes da DGC e do SU) tem potencial
para otimizar a taxa de reducao. De forma a confirmar este potencial, sugerimos que um
novo estudo seja realizado, desta feita aplicando o protocolo MACS-DGC-SU a um
numero superior de pacientes. Adicionalmente, de forma a poder ser analisado o

impacto que a MACS tem nos parametros seminais, estes poderdo ser também avaliados
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no fim do protocolo. Por tltimo, de forma a avaliar-se o potencial clinico desta técnica,
as amostras de sémen processadas poderdo ser aproveitadas num contexto clinico.
Especificamente, poderd fazer-se uma comparagdo entre as taxas de fertilizacdo,
gravidez e nados-vivos obtidas nestes ciclos, com aquelas obtidas em ciclos anteriores

cujo protocolo classico DGC-SU foi utilizado.
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Anexo Ia. Valores de Referéncia dos Parametros Seminais Avaliados
no Espermograma (WHO, 2010)

Parametro
Volume (ml)
Cor
Cheiro
Viscosidade
Liquefacao
pH
Concentragdo (10° espermatozoides/ml)
Numero total de espermatozoides
(10° espermatozoides/ejaculado)
Motilidade total (progressiva + ndo progressiva, %)
Motilidade progressiva (%)
Morfologia normal (%)
Vitalidade (%)
Hipoosmolaridade (%)

Valor de Referéncia
1,5 (1,4-1,7)
Branco grisalho
Sui generis
Normal
Completa aos 60 minutos
>7,2
15 (12-16)

39 (33-46)

40 (38-42)
32 (31-34)
4 (3,0-4,0)
58 (55-63)
58 (55-63)
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Anexo Ib. Patologias Associadas a Qualidade dos Parametros Seminais

Nomenclatura

Normozoospermia

Oligozoospermia

Azoospermia

Astenozoospermia

Oligoastenozoospermia

Teratozoospermia

Oligoteratozoospermia

Astenoteratozoospermia

Oligoastenoteratozoospermia

(WHO, 2010)

Descricao
O numero total e a percentagem de espermatozoides
com motilidade progressiva e morfologia normal sdo
iguais ou superiores aos limites inferiores de referéncia.
O numero total de espermatozoides estd abaixo do
limite inferior de referéncia.
Auséncia de espermatozoides no ejaculado.
A percentagem de espermatozoides com motilidade
progressiva esta abaixo do limite inferior de referéncia.
O numero total e a percentagem de espermatozoides
com motilidade progressiva estdo abaixo dos limites
inferiores de referéncia.
A percentagem de espermatozoides morfologicamente
normais esta abaixo do limite inferior de referéncia.
O numero total e a percentagem de espermatozoides
morfologicamente normais estdo abaixo dos limites
inferiores de referéncia.
As percentagens de espermatozoides com motilidade
progressiva e com morfologia normal estdo abaixo dos
limites inferiores de referéncia.
O numero total e as percentagens de espermatozoides
com motilidade progressiva e com morfologia normal

estdo abaixo dos limites inferiores de referéncia.
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Anexo II. Protocolo de Exame Microscopico de Espermograma

Avaliacao da Concentracio
Para determinar a concentragdo dos espermatozoides ¢ necessario realizar uma dilui¢ao
adequada da amostra em agua, e proceder a contagem dos espermatozoides numa
camara de Neubauer melhorada (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Alemanha). Os
espermatozoides foram visualizados num microscopio de contraste de fase (Labophot-2;
Nikon, Toéquio, Japao), a 200x. O célculo da concentragdo teve em conta o nimero de
espermatozoides por cada quadrado grande (volume: 0,1 ul) da cdmara de Neubauer, o
fator de dilui¢do aplicado e a conversao para a unidade pretendida (ml). Foram contados
apenas os espermatozoides intactos, isto €, com cabega, PI e cauda.

O numero total de espermatozoides por ejaculado ¢ calculado pelo volume (em

ml) e a concentragao em milhdes/ml.

Avaliacido da Motilidade

No inicio da andlise microscopica do ejaculado, 10 pl da amostra sdo colocados entre
lamina e lamela para determinar a motilidade. A observagao foi feita ao microscopio de
contraste de fase (ampliagdo de 400x) e foram avaliados entre 100 e 200
espermatozoides. As percentagens para cada categoria de motilidade (progressiva
rapida, progressiva lenta, ndo progressiva e nula) foram calculadas com a ajuda de um
contador manual de laboratorio (Digisystem Laboratory Instruments Inc., Taipei,

Republica da China).

Avaliacao da Vitalidade

No teste da vitalidade ¢ necessério preparar previamente uma solu¢do de Eosina Y a
0,5% através da adi¢do de 0,2 g de Eosina Y (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 40 ml de
soro fisioldgico (Labesfal, Carnaxide, Portugal). De seguida, sdo adicionados 50 ul da
amostra a 50 ul de solugdo de Eosina Y, colocando-se depois uma gota entre l1dmina e
lamela. Ao microscopio com campo brilhante (ampliagdo de 400x), foram contados
entre 100 e 200 espermatozoides, com um contador manual de laboratério. O resultado
¢ expresso como a percentagem de espermatozoides vivos (ndo corados pela Eosina Y),

pelo total de espermatozoides contados.
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Avaliacao da Hipoosmolaridade

O soluto hipoosmdtico utilizado nesta avaliagdo ¢ resultado da adicdo de 0,735 g de
citrato de sodio dihidratado (Sigma, Steinheim, Alemanha) e 1,351 g de D-frutose
(Sigma) a 100 ml de agua destilada, sendo mantido a 4°C. Para a avaliagao deste
parametro sdo adicionados 50 ul da amostra a 500 pl de solugdo hipoosmédtica,
incubando-se de seguida a 37°C, durante 30-120 minutos. De seguida, coloca-se uma
gota entre lamina e lamela e procede-se a visualizagdo dos espermatozoides ao
microscopio, numa ampliagdo de 400x. Foram contados entre 100 e 200
espermatozoides, com um contador manual, sendo o resultado dado em percentagem de

espermatozoides reativos no total de espermatozoides contados.

Avaliacao da Morfologia

Para a avaliagdo morfologica ¢ necessario efetuar um esfregaco com uma gota do
ejaculado liquefeito (5-10 pl). Apds estar seca, mergulha-se a lamina em etanol 96%
durante 15 minutos, permitindo a desidratacdo e a fixacdo das células. Segue-se a
coloragdo das células, através da coloracao Papanicolau. Apds nova desidratacdo em
etanol 50% durante 2 a 3 minutos, coloca-se em 4gua destilada durante 10 segundos, e
coram-se os nucleos com Hematoxilina de Harris (Merck) durante 8 minutos.
Posteriormente imerge-se a lamina 4 vezes em etanol acido, seguido de lavagem em
agua corrente durante 5 minutos, permitindo a remo¢do da Hematoxilina em excesso.
Apoés desidratacdo numa série crescente de etanol (50, 70, 80 e 96%), cora-se o
citoplasma com Orange G-6 (Merck) durante 4 minutos. De seguida, passa-se a lamina
2 vezes em etanol 96% durante 10 segundos, e em EA-50 (Sigma) durante 5 minutos.
Por fim, coloca-se a lamina novamente em etanol a 96%.

A lamina ¢ depois observada ao microscopio de campo brilhante, numa
ampliacdo de 1000x, sendo classificados entre 100 e 200 espermatozoides. Foram
contados os espermatozoides morfologicamente normais e anormais, sendo que por
cada espermatozoide anormal foram registados os seus defeitos. Estes podem incluir
anomalias na cabeg¢a, na PI ou na cauda, e ainda a presenca de restos citoplasmaticos.
Por fim, obtém-se o indice de teratozoospermia, que consiste no nimero médio de

anomalias por espermatozoide anormal.
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Anexo III. Protocolo de Preparaciao do Sémen

Material:

Tubos de centrifuga (Ref: 391-8506; Nunc, Roskild, Dinamarca)

Sperm preparation medium (SPM; Ref: 10690060A; Medicult Origio, Jyllinge,
Dinamarca)

Universal IVF medium (meio IVF; Ref: 10300060A; Medicult Origio)

Gradientes (PureSperm 100; Ref: PS100-100; Nidacon, Gothenburg, Suécia)

Kit Annexin V MicroBead (Ref: 130-090-201; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemanha)

Coluna de separagdo Magnetic-Activated Cell Sorting MS (MACS; Ref: 130-042-
201; Miltenyi Biotec)

Aparelho MACS MultiStand (Ref: 130-042-303; Miltenyi Biotec)

Camara de fluxo laminar horizontal classe II (BBH6; Braun Horizontal, Andover,
Reino Unido)

Incubadora (MCO-19AIC UV; Sanyo, Nijverheidsweg, Holanda)

Centrifuga (GP; Cat. No. 355953; Beckman, Glenrothes, Reino Unido)

Microscopio otico invertido (MOI) com otica Hoffmann (CKX41; Olympus,
Toquio, Japao)

Cémara digital (DP21; Olympus)

Preparacio da coluna de gradientes:

Os gradientes encontram-se conservados a 4°C e sdo colocados 20 minutos a TA antes

de serem utilizados nas experiéncias.

l.

Colocar 1,5 ml do gradiente 45% (0,675 ml PureSperm + 0,825 ml SPM) num tubo
de centrifuga.

Adicionar 1,5 ml do gradiente 90% (1,35 ml PureSperm + 0,15 ml SPM) no fundo
do tubo que ja contém o gradiente 45%, muito cuidadosamente para os gradientes

ndo se misturarem.
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Grupo 1 (Sémen — Gradientes — Swim-up)

e

13.

14.

Liquefagdao do sémen durante o transporte do CGR para o ICBAS. Se nao ficar
totalmente liquefeito, colocar na incubadora a 37°C, até estar totalmente liquefeito.
Adicionar 2 ml de SPM a 37°C e 6% CO,.

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm, para remog¢ao do liquido seminal, e descartar o
sobrenadante.

Adicionar 1,5 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Retirar uma amostra de 10 pl e colocé-la entre ldmina e lamela para observar e
fotografar ao MOI. Retirar nova amostra de 10 pl para fazer um esfregagco em
lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada lamina ¢
identificada com o cédigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“RAW?).

Adicionar cuidadosamente a amostra ao topo da coluna de gradientes.

Centrifugar 20 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.

Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (1? lavagem) e descartar o sobrenadante.

. Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.
11.
12.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (2* lavagem) e descartar o sobrenadante.
Adicionar 500 pl de meio IVF a 37°C e 6% CO, sobre o pellet, devagar para ndo
ressuspender.

Incubar durante 60 minutos a TA para efetuar o SU. Ao fim deste tempo, o topo
contém a fragdo de espermatozoides capacitados.

Retirar uma amostra de 10 ul do topo, com muito cuidado para ndo agitar, e colocar
entre lamina e lamela. Observar ao MOI e fotografar. Se houver espermatozoides
suficientes para TUNEL, retirar nova amostra de 10 pl do topo para fazer um
esfregago em lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada
lamina ¢ identificada com o codigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“SWUP”). Se os espermatozoides ndo forem suficientes, colher a
amostra numa por¢ao inferior e repetir o procedimento. Se ainda assim a quantidade
de espermatozoides for insuficiente para TUNEL, agitar tudo e entdo retirar uma

amostra de 10 pl para fazer o esfregaco.



49

Grupo 2 (Sémen — Gradientes — MACS — Swim-up)

1. Liquefagdo do sémen durante o transporte do CGR para o ICBAS. Se nao ficar
totalmente liquefeito, colocar na incubadora a 37°C, até estar totalmente liquefeito.

2. Adicionar 2 ml de SPM a 37°C ¢ 6% CO,.

3. Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm, para remog¢ao do liquido seminal, e descartar o
sobrenadante.

4. Adicionar 1,5 ml de SPM e ressuspender o pellet.

5. Retirar uma amostra de 10 pl e coloca-la entre lamina e lamela para observar e

fotografar ao MOI. Retirar nova amostra de 10 pl para fazer um esfregagco em

lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada lamina ¢

identificada com o cédigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da

experiéncia (“RAW?).

Adicionar cuidadosamente a amostra ao topo da coluna de gradientes.

Centrifugar 20 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.

Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.

e

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (1? lavagem) e descartar o sobrenadante.
10. Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.
11. Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (2% lavagem) e descartar o sobrenadante.
12. Realizar a separa¢do magnética MACS (de acordo com as instrugdes do
comerciante):
— Ressupender o pellet em 80 pl da solugdo tampao;
— Adicionar 20 pl da solugdo de microsferas ligadas a anexina-V;
— Homogeneizar e incubar a TA durante 15 minutos;
— Adicionar 400 pl da solugdo tampao;
— Equilibrar a coluna de separagao com 500 pl da solugdo tampao;
— Colocar a amostra no topo da coluna para proceder a separacdo magnética;
— Recolher a fracdo resultante da separagdo para um tubo de centrifuga novo.
13. Retirar uma amostra de 10 pl e colocéa-la entre lamina e lamela para observar e
fotografar ao MOL.
14. Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.
15. Adicionar 500 ul de meio IVF a 37°C e 6% CO, sobre o pellet, devagar para ndo

ressuspender.
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16. Incubar durante 60 minutos a TA para efetuar o SU. Ao fim deste tempo, o topo
contém a fragdo de espermatozoides capacitados.

17. Retirar uma amostra de 10 pl do topo, com muito cuidado para ndo agitar, e colocar
entre lamina e lamela. Observar ao MOI e fotografar. Se houver espermatozoides
suficientes para TUNEL, retirar nova amostra de 10 ul do topo para fazer um
esfregaco em lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada
lamina ¢ identificada com o cddigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“SWUP”). Se os espermatozoides ndo forem suficientes, colher a
amostra numa por¢ao inferior e repetir o procedimento. Se ainda assim a quantidade
de espermatozoides for insuficiente para TUNEL, agitar tudo e entdo retirar uma

amostra de 10 pl para fazer o esfregaco.
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Grupo 3 (Sémen — Gradientes — Swim-up — MACS)

1.

e

13.

14.

15.

16.

Liquefagdao do sémen durante o transporte do CGR para o ICBAS. Se nao ficar
totalmente liquefeito, colocar na incubadora a 37°C, até estar totalmente liquefeito.
Adicionar 2 ml de SPM a 37°C e 6% CO,.

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm, para remog¢ao do liquido seminal, e descartar o
sobrenadante.

Adicionar 1,5 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Retirar uma amostra de 10 pl e colocé-la entre ldmina e lamela para observar e
fotografar ao MOI. Retirar nova amostra de 10 pl para fazer um esfregagco em
lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada lamina ¢
identificada com o cédigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“RAW?).

Adicionar cuidadosamente a amostra ao topo da coluna de gradientes.

Centrifugar 20 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.

Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (1? lavagem) e descartar o sobrenadante.

. Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.
11.
12.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (2* lavagem) e descartar o sobrenadante.
Adicionar 500 ul de meio IVF a 37°C e 6% CO, sobre o pellet, devagar para ndo
ressuspender.

Incubar durante 60 minutos a TA para efetuar o SU. Ao fim deste tempo, o topo
contém a fragdo de espermatozoides capacitados.

Retirar uma amostra de 10 ul do topo, com muito cuidado para ndo agitar, e colocar
entre lamina e lamela. Observar ao MOI e fotografar.

Remover a fragdo SU, centrifugar 10 minutos a 1500 rpm e descartar o
sobrenadante.

Realizar a separac¢ido magnética MACS (de acordo com as instrugdes do
comerciante):

— Ressupender o pellet em 80 ul da solugao tampao;

— Adicionar 20 pl da solug¢do de microsferas ligadas a anexina-V;

— Homogeneizar e incubar a TA durante 15 minutos;

— Adicionar 400 pl da solugao tampao;

— Equilibrar a coluna de separagao com 500 pl da solugdo tampao;
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— Colocar a amostra no topo da coluna para proceder a separagdo magnética;
— Recolher a fragdo resultante da separacdo para um eppendorf.

17. Retirar uma amostra de 10 ul e coloca-la entre lamina e lamela para observar e
fotografar ao MOI. Retirar nova amostra de 10 pl para fazer um esfregago em
lamina adesivada, para posterior determinagdo da sDNAfrag. Cada lamina ¢
identificada com o cédigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da

experiéncia (“MACS”).
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Grupo 4 (Sémen — MACS — Gradientes — Swim-up)

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Liquefagdao do sémen durante o transporte do CGR para o ICBAS. Se nao ficar
totalmente liquefeito, colocar na incubadora a 37°C, até estar totalmente liquefeito.
Adicionar 2 ml de SPM a 37°C e 6% CO,.

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm, para remog¢ao do liquido seminal, e descartar o
sobrenadante.

Adicionar 1,5 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Retirar uma amostra de 10 pl e colocé-la entre ldmina e lamela para observar e
fotografar ao MOI. Retirar nova amostra de 10 pl para fazer um esfregaco em
lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada lamina ¢
identificada com o cédigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“RAW?).

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.

Realizar a separacio magnética MACS (de acordo com as instrucées do
comerciante):

— Ressupender o pellet em 80 pl da solugdo tampao;

— Adicionar 20 pl da solugdo de microsferas ligadas a anexina-V;

— Homogeneizar e incubar a TA durante 15 minutos;

— Adicionar 400 pl da solug¢do tampao;

— Equilibrar a coluna de separacao com 500 pl da solugdo tampao;

— Colocar a amostra no topo da coluna para proceder a separagdo magnética.

— Recolher a fracdo resultante da separagdo para um eppendorf.

Retirar uma amostra de 10 pl e colocéd-la entre 1amina e lamela para observar e
fotografar ao MOL.

Adicionar cuidadosamente a fracdo resultante da separacdo ao topo da coluna de
gradientes.

Centrifugar 20 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.

Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (1* lavagem) e descartar o sobrenadante.
Adicionar 2 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm (2% lavagem) e descartar o sobrenadante.
Adicionar 500 pl de meio IVF a 37°C e 6% CO, sobre o pellet, devagar para ndo

ressuspender.
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16. Incubar durante 60 minutos a TA para efetuar o SU. Ao fim deste tempo, o topo
contém a fragdo de espermatozoides capacitados.

17. Retirar uma amostra de 10 pl do topo, com muito cuidado para ndo agitar, e colocar
entre lamina e lamela. Observar ao MOI e fotografar. Se houver espermatozoides
suficientes para TUNEL, retirar nova amostra de 10 ul do topo para fazer um
esfregaco em lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada
lamina ¢ identificada com o cddigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“SWUP”). Se os espermatozoides ndo forem suficientes, colher a
amostra numa por¢ao inferior e repetir o procedimento. Se ainda assim a quantidade
de espermatozoides for insuficiente para TUNEL, agitar tudo e entdo retirar uma

amostra de 10 pl para fazer o esfregaco.
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Grupo 5 (Sémen — MACS — Swim-up)

10.

11

12.

Liquefagdao do sémen durante o transporte do CGR para o ICBAS. Se nao ficar
totalmente liquefeito, colocar na incubadora a 37°C, até estar totalmente liquefeito.
Adicionar 2 ml de SPM a 37°C e 6% CO,.

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm, para remog¢ao do liquido seminal, e descartar o
sobrenadante.

Adicionar 1,5 ml de SPM e ressuspender o pellet.

Retirar uma amostra de 10 pl e colocé-la entre ldmina e lamela para observar e
fotografar ao MOI. Retirar nova amostra de 10 pl para fazer um esfregagco em
lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada lamina ¢
identificada com o cédigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“RAW?).

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.

Realizar a separacio magnética MACS (de acordo com as instrucées do
comerciante):

— Ressupender o pellet em 80 pl da solugdo tampao;

— Adicionar 20 pl da solugdo de microsferas ligadas a anexina-V;

— Homogeneizar e incubar a TA durante 15 minutos;

— Adicionar 400 pl da solug¢do tampao;

— Equilibrar a coluna de separacao com 500 pl da solugdo tampao;

— Colocar a amostra no topo da coluna para proceder a separagdo magnética.

— Recolher a frac¢do resultante da separagdo para um tubo de centrifuga novo.
Retirar uma amostra de 10 pl e colocéd-la entre 1amina e lamela para observar e
fotografar ao MOL.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm e descartar o sobrenadante.

Adicionar 500 ul de meio IVF a 37°C e 6% CO, sobre o pellet, devagar para ndo

ressuspender.

. Incubar durante 60 minutos a TA para efetuar o SU. Ao fim deste tempo, o topo

contém a fra¢do de espermatozoides capacitados.

Retirar uma amostra de 10 pl do topo, com muito cuidado para ndo agitar, e colocar
entre lamina e lamela. Observar ao MOI e fotografar. Se houver espermatozoides
suficientes para TUNEL, retirar nova amostra de 10 pl do topo para fazer um

esfregago em lamina adesivada, para posterior determinacdo da sDNAfrag. Cada
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lamina ¢ identificada com o codigo do paciente, a data da experiéncia e a etapa da
experiéncia (“SWUP”). Se os espermatozoides ndo forem suficientes, colher a
amostra numa porg¢ao inferior e repetir o procedimento. Se ainda assim a quantidade
de espermatozoides for insuficiente para TUNEL, agitar tudo e entdo retirar uma

amostra de 10 pl para fazer o esfregaco.
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Anexo IV. Protocolo da Técnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP Nick End Labeling)

Adesivacio de laminas com APES:

Material:

e APES (3-Aminopropil-trietoxisilano; Ref: A3648; Sigma, Steinheim, Alemanha);

e Acetona (Ref: 1.00014.1000; Merck, Darmstadt, Alemanha);

e Laminas (Ref: 100992; Industrial Quality, Baden-Wiirttemberg, Alemanha);

e Agua destilada ultrapura (Sistema de purificagio de 4gua de osmose inversa
Bactagua 100; Labinox, Gandra, Portugal; Filtros 24VDC; AquaPro, Martinez,
USA);

e Suporte para laminas (Ref: 191100; Vidrolab, Gandra, Portugal);

e Tina para laminas Schiefferdecker (Ref: 44 307 00; Normax, Marinha Grande,
Portugal);

e Estufa (P10-112019; Memmert, Schwabach; Alemanha).

Preparacao:

1. Colocar as laminas num suporte para laminas e, durante 5 minutos, imergi-las numa
tina com acetona. Deixar secar ao ar.

2. Colocar as laminas numa tina com a solu¢do APES a 5% (10 ml de APES + 190 ml

de acetona), durante 30 minutos. A solugdo APES deverd ser guardada a 4°C,

envolta em papel de aluminio, no maximo durante 2 dias.

Lavar as laminas em 4gua corrente durante 15 minutos.

Passar as laminas por agua destilada ultrapura.

Secar as 1aminas na estufa, a 37°C, de um dia para o outro.

Guardar a TA.

A
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Preparacao da solucao PBS:

Material:
e Tampao salino fosfato (PBS; Phosphate Buffer Saline; Ref: P4417; Sigma);

e Agua destilada ultrapura (Sistema de purificagio de 4gua de osmose inversa

Bactagua 100; Labinox; Filtros 24VDC; AquaPro).

Preparacao (para 1 L):
1. Dissolver 5 pastilhas de PBS (1 pastilha por cada 200 ml) em 1 L de agua destilada
ultrapura.

2. Conservar a 4°C.

Preparacio da solucio paraformaldeido a 4% em PBS:

Material:

e Paraformaldeido (Ref: 1.04005.1000; Merck);

e PBS (Sigma);

¢ Placa de aquecimento Butler (B-9; ModernHome Electrodomésticos, Linda-a-Velha,
Portugal);

e Papel de filtro 42 Ashless, diametro 18,5 cm (Whatman, Kent, Reino Unido);

e Hotte (Ensino 1200; Industrial Laborum, Albergaria-a-Velha, Portugal).

Preparacao (para 50 ml):

1. Pesar 2 g de paraformaldeido e adicionar a 50 ml de PBS.

2. Na hotte, colocar a solugdo na placa de aquecimento (maximo 70°C) e mexer
lentamente com uma vareta de vidro até a solugdo ficar transparente (ndo deixar
ferver a solugdo).

3. Deixar arrefecer e filtrar a solugao.

4. Conservar a 4°C, durante 1 més.
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Preparacéo da solucio citrato de sodio a 0,1% com Triton-X a 0.1%:

Material:

Citrato de sodio (Ref: 1.06448.0500; Merck);
Triton-X (Ref: T8787; Sigma);
Agua destilada ultrapura (Sistema de purificagdo de agua de osmose inversa

Bactagua 100; Labinox; Filtros 24VDC; AquaPro).

Preparacao (para 100 ml):

1. Pesar 0,1 g de citrato de sddio.

2. Adicionar 0,1 ml de Triton-X e o citrato de s6dio a 100 ml de agua destilada
ultrapura.

3. Conservar a 4°C, durante 1 semana.

Técnica TUNEL:

Material:

Kit In Situ Cell Death Detection (Cat. No. 11 684 795 910; Roche, Mannheim,
Alemanha);

Parafilm (“M”; Ref: 358PM-996; Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA);
Estufa (P10-112019; Memmert);

DAPI (H-1200; Vector Laboratories, Burlingane, USA);

Lamelas de vidro 24 x 50 mm (Cat. No. 0101222; Marienfeld; Lauda-Konigshofen,
Alemanha).

Fixacdo da amostra:

1.

2.
3.

Fazer um esfregaco da amostra em ladmina adesivada com APES e deixar secar a
TA.
Cobrir a zona da amostra com paraformaldeido a 4% em PBS.

Incubar a TA durante 60 minutos.
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Permeabilizacao:

4. Lavar em PBS.

5. Permeabilizar as membranas celulares dos espermatozoides com a solugdo de citrato
de sddio a 0,1% com Triton-X a 0,1%, durante 2 minutos a 4°C.

6. Lavar duas vezes em PBS, durante 5 minutos a TA.

TUNEL:

7. Escorrer o excesso de PBS a volta da amostra.

8. Adicionar 5 pL de enzima transferase deoxinucleotidil terminal a 45 pL de label
solution (nucleétidos marcados com FITC) — mistura TUNEL para 2 reacdes.

9. Adicionar 25 pl da mistura TUNEL na zona da amostra e cobrir com uma lamela de
parafilm.

10. Incubar numa cimara escura e hiumida, durante 60 minutos a 37°C.

Lavagens pos-incubacio:
11. Remover a lamela de parafilm e lavar duas vezes em PBS, durante 2 minutos.

12. Deixar secar a TA, adicionar DAPI e cobrir com uma lamela de vidro.

No fim da técnica, as laminas poderdo ser observadas ao microscopio de fluorescéncia,

ou entdo ser guardadas numa caixa escura, a 4°C, para posterior observagao.



