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RESUMO

De acordo com a OMS, a infertilidade € um fenébmeno que acomete de 8 a 15% dos
casais em idade reprodutiva, sem relagdes com etnias e posicdes socioeconémicas,
a infertilidade masculina € responsavel por aproximadamente 50% dos casos. Com a
insercdo do teste de Fragmentacdo do DNA Espermético para a observacdo mais
precisa do fator masculino, além do Espermograma, a avaliagdo da fertilidade esta
mais abrangente e trouxe novos questionamentos relacionados ao impacto direto da
alta taxa de Fragmentacdo do DNA Espermatico com o desenvolvimento do embrido.
A escolha do embrido para a transferéncia embriondria ainda € um grande desafio,
por muitos anos esta escolha era feita apenas com base na morfologia estatica do
desenvolvimento que o embrido apresenta, mas com a insergédo de novas tecnologias
e com a utilizacdo de softwares acoplados em incubadoras, existem novas
perspectivas sobre a escolha do melhor embrido. A Time-lapse traz uma nova visao
sobre os parametros esperados do desenvolvimento desde o0 momento da fertilizacao
até o estagio final do blastocisto. Neste presente estudo teve como objetivo
correlacionar o aumento da taxa de FDE com possiveis alteracdes na morfologia e
morfocinética embriondria, para isso foi realizado uma revisao bibliografica narrativa
a partir de livros e artigos em portugués e inglés com intervalo cronoldgico entre 2013
a 2023, utilizando descritores especificos como critério de inclusdo, como namero de
embrides analisados, tipo de fertilizacdo, alteracdes descritas e método de analise de
FDE. Foi encontrado uma relacdo entre o aumento da taxa de FDE e atraso
morfocinético do embrido, ressaltando a hipétese que o aumento da taxa de FDE pode
gerar embrides mais lentos em seu desenvolvimento, as principais alteracdes
morfocinéticas encontradas nos estudos analisados se encontram nas primeiras
divisdes celulares, sendo a primeira clivagem a principal afetada, entretanto o atraso
das primeiras clivagens levam ao desenvolvimento mais lento do embrido até o
estagio de blastocisto. O aumento da taxa de FDE também pode afetar em
classificacbes morfolégicas posteriores, gerando uma maior fragmentacdo dos
blastbmeros e levando a uma diminuicdo na evolucdo de morula a blastocisto,
acarretando em embrides com menor taxa de implantagéo e gravidez clinica. Portanto
todos os fatores morfologicos e morfocinéticos devem ser considerados para a

escolha do melhor embrido que sera utilizado para a transferéncia embrionaria.



Palavras-chave: fragmentacdo do DNA espermatico; morfologia embrionaria,;

morfocinética embrionaria e desenvolvimento embrionario.



ABSTRACT

According to the WHO, infertility is a phenomenon that affects 8 to 15% of couples on
reproductive age, with no relation to ethnicity and socioeconomic position, male
infertility is responsible for approximately 50% of cases. With the insertion of the Sperm
DNA Fragmentation test for a more precise observation of the male factor, in addition
to the Spermogram, the fertility assessment is more comprehensive and has brought
new questions related to the direct impact of the high rate of Sperm DNA
Fragmentation on embryo development. The choice of the embryo for embryonic
transfer is still a great challenge, for many years this choice was made only based on
the static morphology of the development that the embryo presents, but with the
insertion of new technologies and with the use of software coupled in incubators, there
are new perspectives on the choice of the best embryo. Time-lapse brings a new view
on the expected parameters of development from the moment of fertilization to the final
stage of the blastocyst. This present study aimed to correlate the increase in the FDE
rate with possible changes in embryonic morphology and morphokinetics, for this a
narrative bibliographic review was carried out from books and articles in Portuguese
and English with a chronological interval between 2013 to 2023, using specific
descriptors as inclusion criteria, such as the number of embryos analyzed, type of
fertilization, described alterations and FDE analysis method. A relationship was found
between the increase in the FDE rate and the morphokinetic delay of the embryo,
highlighting the hypothesis that the increase in the FDE rate can generate slower
embryos in their development, the main morphokinetic alterations found in the studies
analyzed are in the first cell divisions, being the first cleavage the main affected,
however the delay of the first cleavages leads to slower development of the embryo
until the blastocyst stage. The increase in the FDE rate can also affect later
morphological classifications, generating greater fragmentation of the blastomeres and
leading to a decrease in the evolution of morula to blastocyst, resulting in embryos with
a lower implantation rate and clinical pregnancy. Therefore, all morphological and
morphokinetic factors must be considered for the choice of the best embryo that will

be used for embryonic transfer.

Key words: sperm DNA fragmentation; embryo morphology; embryo morphokinetics

and embryo development.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a OMS cerca de 15% dos casais que desejam ter filhos, ndo obtém
sucesso (SBRA, 2022). A infertilidade masculina é responsavel por aproximadamente
50% dos casos e suas causas variam muito, desde fatores congénitos, adquiridos, até
fatores idiopaticos que prejudicam a espermatogénese (AGARWAL, 2021). A
maternidade e paternidade podem ser alcancadas através da Reprodu¢do Humana
Assistida (RHA), mas diversos fatores podem prejudicar a fertilidade, como a
fragmentacao do DNA espermatico que pode comprometer a contribuicdo genética do
fator masculino e seu dano ndo € visto na Injecdo Intracitoplasméatica de
Espermatozoides (ICSI), técnica mais utilizada atualmente nos laboratérios de
reproducéo assistida devido a maior taxa de fertilizacdo em relacéo a FIV classica e
inseminacao intrauterina (BOULET, 2015).

Atualmente o exame de Fragmentacédo do DNA Espermatico (FDE) foi inserido na
pratica clinica, visto que anteriormente o espermograma era utilizado como fator
preditivo para diagnoéstico de infertilidade masculina. Com a implementacdo deste
exame a andlise espermatica esta ainda mais completa, ndo s6 com a andlise
tradicional de fatores macroscopicos, como a morfologia, vitalidade e concentracéo
espermatica, mas com a consideracao do grau de fragmentacdo do DNA encontrado
na amostra seminal, sendo assim tendo uma andlise mais ampla dos casos de
infertilidade masculina (EVANGELINI EVGEN, 2023).

Evidéncias demonstram a hipdtese do estresse oxidativo, ocasionado pelo
aumento de espécies reativas de oxigénio como uma hipétese para alteracdes na
funcdo testicular e qualidade espermatica afetando a estabilidade do DNA
espermatico (DUTTA, Sulagna et al., 2019).

A fragmentacdo do DNA espermético (FDE), ocorre em fita simples ou dupla fita
do DNA, sendo classificada por dois principais mecanismos. O primeiro mecanismo é
o testicular, devido a compactacéo da cromatina onde pode seguir para mecanismos
apoptéticos induzidos pelo proprio espermatozoide ou devido a quebra do DNA na
troca das histonas enoveladas por protaminas, processo chamado de protaminacgéo
(SIMON, Dluke et al., 2019).

O segundo principal mecanismo indutor da FDE € o estresse oxidativo, este gerado
por diversos fatores como: obesidade, tabagismo ou varicocele. O estresse oxidativo

€ 0 acumulo de radicais livres, que em doses normais auxiliam no funcionamento da
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célula através do equilibrio do sistema de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
antioxidantes enddgenos. Em caso de desregulacdo desses sistemas com aumento
de antioxidantes podemos ter um estresse redutor ou em aumento expressivo de
EROs podemos ter o estresse oxidativo, ja interrelacionado com o processo de
fragmentacdo do DNA espermatico (AGARWAL, 2020).

Atualmente existem 4 principais testes para analisar o grau da fragmentacdo do
DNA espermético. O teste SCD (Sperm Chromatin Dispersion) baseia-se no conceito
de que os espermatozoides integros produzem um halo de lagos de DNA, enquanto o
gue possui DNA fragmentado ndo produzira este halo, porém este teste analisa
apenas fragmentacdo em duplas fitas de DNA (HAMILTON, 2020). A analise por
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) aplica o principio da susceptibilidade a
fragmentacdo, adicionando uma solucdo desnaturante e uma analise através de
citometria de fluxo, analisando a fragmentacédo de fita simples e dupla. (BORGES,
Edson et al., 2020).

Outra andlise da fragmentacdo do DNA pode ser realizada a partir do ensaio
COMETA onde € realizada a corrida dos espermatozéides em um gel de agarose e
adicdo de uma substancia de lise para observacao da fragmentacédo do DNA simples
e fita dupla pela cauda em formato de cometa (ALVES, 2015). J4 a analise por TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) é realizada a
incorporacao de nucleotideos dUTP fluorescentes que se associam a quebra de DNA
fita simples e dupla na por¢éo 3'OH (RIBEIRO, 2017).

Em novos estudos esta sendo muito discutida a possivel relacdo entre o aumento
da fragmentacdo do DNA espermatico e alteracées no desenvolvimento da morfologia
embrionaria, como na massa celular interna (MCI), formacéo do blastocisto (ANBARI,
2020) ou até mesmo em parametros de clivagem relacionados a morfocinética
embrionaria (ESBERT, 2018).

Desde o0 nascimento do primeiro bebé de proveta em 1978, a reproduc¢do humana
assistida tem sido cada vez mais aprimorada e mais estudada. Porém, mesmo com
tantas evolugdes nesses 45 anos, a RHA ainda apresenta grandes desafios, a escolha
do melhor embrido para transferéncia embrionaria € uma delas (SBRA, 2021).

A escolha do embrido para a transferéncia embrionaria € embasada em dois
principais fatores, sendo um deles a genética embrionaria que pode ser analisada a

partir da técnica de biopsia e a morfologia embrionaria que € um conjunto da analise
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do desenvolvimento do embrido desde a fertilizacdo até dia seis ou sete
(PRONUCLEO, 2021).

A andlise do desenvolvimento do zigoto a blastocisto, chamada de morfologia
embrionaria, foi desenvolvida por David Gardner ha mais de 30 anos. De acordo com
gue esta andlise foi implementada na rotina clinica diversos fatores laboratoriais que
influenciam nesta morfologia como a suplementacéo dos meios de cultivo, alteracéo
de temperatura, umidade e gases. Além de fatores ndo laboratoriais que afetam
diretamente esse desenvolvimento como a idade materna, qualidade oocitéria,
integridade e qualidade espermatica. (GARDNER & SCHOOLCRAFT, 1999).

Apesar de ser considerada uma analise antiga e possuir um grau de variacdo de
leitura interprofissional, ela continua sendo a técnica ndo invasiva mais utilizada para
escolha embrionéria, visto que estudos ja demonstraram que embribes com uma
morfologia embrionaria classificada como “top quality” (>3AA) possuem maiores
chances de implantacéo uterina, gravidez e até mesmo menores chances de abortos
espontaneos (BALABAN, 2011; GARDNER, David K, 2016).

Em cada dia do desenvolvimento embrionério existe um padrédo especifico do que
se é esperado para o embrido e este padrao € estabelecido de acordo com os dias do
desenvolvimento. A primeira andlise se da de 16 a 18 horas apés a fertilizacéo, para
a observacéao dos dois pronucleos. O padréo de avaliacdo deve advir da semelhanca
de tamanho, posicionamento central em relagdo ao zigoto e justaposicao.
(RICARDO MARQUES DE AZAMBUJA, 2017).

A auséncia do segundo pronucleo na analise pode ocorrer devido ao
desaparecimento mais rapido do que o previsto, indicando um embrido com
desenvolvimento acelerado, sendo necessario o rigor de observacdo no periodo
correto, ou pode ocorrer devido a auséncia de fertilizacdo. Neste caso deve-se seguir
a observacdo nos proximos dias de desenvolvimento embriondrio e em caso de
degeneragéo ou estagnacao, realizar o descarte do material (MIZRAHI, 2021).

Na analise em dia 3 (D3) observam-se alguns fatores como o nimero de células,
simetria e fragmentacdo dos blastdmeros e citoplasma. O esperado para este dia é
um embrido com 7 a 8 blastdmeros e com nenhuma ou baixa taxa de fragmentacéo.
(RICARDO MARQUES DE AZAMBUJA, 2017).

A fragmentacao dos blastdmeros é classificada de A (fragmentacédo ausente) até
D (fragmentacgdo superior a 50% do embrido). A literatura cita que embrides com 6
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blastdbmeros ou fragmentacdo acima de 20% influencia diretamente nas taxas de
implantacdo e em casos de fragmentacdo acima de 50% do embrido abaixa as
chances de implantacdo para menos de 5% (BALABAN, 2011; GARDNER, David K,
2016).

FIGURA 1: Desenvolvimento embrionario em dia 1 (D1) e dia 3 (D3)

D1: Zigoto em primeiro dia de desenvolvimento com aparecimento dos pronlcleos materno e paterno
centralizados. D3: Embrido em terceiro dia de desenvolvimento, espera-se presenca de 6-10

blastdmeros com grau de fragmentagdo baixo ou ausente. Fonte: Adaptado IPGO.

No quinto dia (D5) de desenvolvimento embrionario se observa o estagio de
blastocisto, onde pela classificacdo de Gardner o embrido possui uma nomenclatura
que se considera a expansdo da cavidade blastocistica e trofectoderma
respectivamente (EUROPEAN SOCIETY OF HUMAN REPRODUCTION AND
EMBRYOLOGY, 2015). O embrido apos o estagio de morula realiza a diferenciagéo
celular para duas linhagens celulares, as células da massa celular interna e as células
do trofectoderma. Durante esta diferenciacéo o embrido forma uma camada chamada
de cavidade blastocistica que € preenchida de liquido e de acordo com a expansao
desta camada o embrido pode obter uma classificacdo de 1 a 6, sendo 4 a expansao
completa da cavidade, 5 0 comeco da eclosdo do embrido da zona pelucida (ZP) e a

classificacdo 6 temos o embrido completamente fora da ZP (ABBEEL et al., 2013).

Quadro 1: Sistema de Classificagdo de Gardner e Schoolcraft (1999).

Tamanho e Expansdo

Classificagdo Descricao
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1 Blastocisto inicial: cavidade blastocistica equivale a <50% do volume do
embrido.
2 Blastocisto: cavidade blastocistica é 250% do volume do embrido
3 Blastocisto de cavidade completa: a cavidade blastocistica preenche
completamente o embrido.
4 Blastocisto expandido: o volume da cavidade do blastocisto é maior que o do
embrido inicial e a zona peldcida estd diminuindo.
5 Blastocisto em hatching: o trofectoderma comegou a herniar através da zona
pelucida.
6 Blastocisto com hatching completo: o blastocisto deixou completamente a

zona pelucida.

Massa Celular Interna (MCI)

Classificacdo

Descricao

A Muitas células empacotadas firmemente.
B Varias células frouxamente agrupadas.
C Poucas células.

Trofectoderma (T

Classificacdo

Descrigao

A Muitas células do mesmo tamanho formando um epitélio aderido.
B Poucas células.
C Muitas poucas células formando um epitélio frouxo.

Fonte: Adaptado d

e PUGA-TORRES et al., 2017.

Nota: Quadro relacionado a classificagdo morfologica, sendo a coluna esquerda relacionada ao

desenvolvimento da

embrido de acordo com a massa celular interna e trofectoderma respectivamente, classificadas de “A

até “C”

cavidade do blastocisto e as duas linhas inferiores relacionadas a classificacdo do

”

As células da massa celular interna (MCI) posteriormente formardo o feto e as

células do trofectoderma (TE) irdo contribuir para a formacdo da placenta e anexos

embrionarios. Es

sas células sao classificadas de acordo com a quantidade e adesao
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de A até C, da melhor a pior classificagdo. O embrido que possui células “A” possui
grande numero de células bem aderidas, ja 0 embrido C possui células mais escassas
e espagadas entre si, sendo assim, embrides considerados “top-quality”, sdo aqueles

gque apresentam uma classificacao acima de 3AA (WARSHAVIAK et al., 2019).

Apesar de existirem outros fatores relacionados a escolha do embrido para a
transferéncia, um embrido com uma classificacdo morfologica melhor possui maiores
chances de implantagdo, de gravidez clinica e menores chances de abortos
espontaneos (JUNIOR, Edson Borges, 2021).

Por muitos anos, a escolha do melhor embrido para a transferéncia foi embasada
apenas na morfologia do blastocisto, verificando presenca de fragmentos, nUmero de
pronucleos e nucléolos, niumero de blastémeros e simetria em embrides que estdo em
fase de clivagem. Para embrides que chegam a fase de blastocisto, é possivel verificar
também a massa celular interna (MCI), trofectoderma (TE) e expansao da cavidade
blastocistica. Como a diviséo celular € um processo dinamico, identificar o potencial
desenvolvimento de um embrido em estagio de clivagem é de suma importancia
(SETTI, Amanda Souza, 2021).

Com os crescentes estudos cientificos relacionados a inteligéncia artificial, o
progndéstico dos casos estao cada vez melhores, com isso foi possivel observar além
da classica morfologia do blastocisto, a insercao da inteligéncia do Time-lapse, uma
incubadora que observa o desenvolvimento do embrido desde a fase de fertilizagéo
até a formacao final do blastocisto (AVALOS-DURAN, et al., 2018; BOULET, Sheree,
2015; MARQUEZ-HINOJOSA, Silvana et al., 2021).

O sistema Time-lapse (TL) renova a percepgao do desenvolvimento do embrido e
as incubadoras que apresentam esse sistema acoplado também fornecem o beneficio
da ndo manipulacao pelo profissional, assim, evitando mudancas de temperatura, pH
e possiveis contaminacées (MARQUEZ-HINOJOSA, 2021). A incubadora Time-Lapse
grava um sequencial de fotos gerando um video, onde o embriologista responsavel
pode observar as divisdes das células e se suas clivagens estdo ocorrendo de maneira
precisa, assim entendendo se houve fragmentacéo de blastbmeros e considerando a
morfocinética para melhor determinacdo de classificacdo, avaliando desta forma a

qualidade embrionaria. Além disso, com a utilizacdo de softwares instalados nas
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incubadoras, obtém-se numeros de scores onde consegue-se definir qual embrido é
melhor categorizado (JUNIOR, Edson Borges, 2021).

O sistema TL avalia eventos dinamicos e seus intervalos de tempo, como
representado no Quadro 2. Esses eventos mostram o0s parametros morfocinéticos

embrionarios analisados e suas exatidfes para ocorréncia.

Quadro 2: Sistema de classificagdo morfocinético do embrido

Terminologia | Descri¢do do evento

tPB2 O 2° corpusculo polar estd completamente
destacado do oolema

tPNa Aparecimento de um pronucleo individual

tPNf Momento de desaparecimento do pronucleo

Citocinese Primeira citocinese

t2 Momento de clivagem em um embrido de duas
células

t3 Momento de clivagem em um embrido de trés
células

t4 Momento de clivagem em um embrido de quatro
células

t5 Momento de clivagem em um embrido de cinco
células

t6 Momento de clivagem em um embrido de seis
células

t7 Momento de clivagem em um embrido de sete
células




t8 Momento de clivagem em um embrido de oito
células

tSC Primeira evidéncia de compactacao

tM Final da compactacao

tSB Inicio da formacgéo da cavidade blastocistica

tB Blastocisto totalmente formado

tE Inicio da expanséao do blastocisto

tHB Blastocisto totalmente eclodido

Fonte: Adaptada de Junior, Edson Borges, 2020

19

A morfocinética embrionaria apresenta parametros por ordem de acontecimentos,

no espaco de duas horas apés a fertilizacéo € possivel verificar o primeiro corpusculo

polar resultante da primeira divisdo mei6tica, apds 8,2 horas a extrusdo do segundo

corpusculo polar ja ocorreu, em 26,5 horas pos inseminacéo (hpi) ocorre a primeira
divisao celular (t2), em t4 41,3 hpi, t5 de 53,1 hpi, t6 de 55,3 hpi, t7 de 57,1 hpi e, por

fim, t8 de 60,9 hpi. O estado de mérula ocorre em 86,9 hpi e sua transicdo para

blastocisto comec¢a em 91,7 hpi até 107,0 hpi. Entre 122,9 e 140,6 horas € esperado

que o blastocisto esteja formado e no processo de destacamento da zona pellcida

para sua ecloséo (JUNIOR, Edson Borges, 2020).

FIGURA 1: Desenvolvimento embrionario observado pela Time-Lapse.

Nota: Desenvolvimento a partir do estagio de fertilizag&o até estagio de blastocisto. A) Zigoto apos

fertilizacdo. B) Zigoto em D1 de desenvolvimento com observacdo de pronlcleo masculino e
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feminino. C) Embrido apos primeira clivagem com 2 blastdmeros e fragmentacdo aparente. D)
Embrido em clivagem com 3 blastdmeros. E) Embrido em D3 de desenvolvimento com 6
blastdmeros. F) Embrido em estagio de mérula. G) Embrido em fase de diferenciagao celular e

formacao do blastocisto. H) Blastocisto expandido. Adaptado Junior, Edson Borges, 2020

Com a unificacdo das novas tecnologias, com 0s novos protocolos de tratamento
e as solicitacdes dos exames masculinos completos (Espermograma, Fragmentacao
do DNA Espermatico, andlises clinicas completas, entre outros), a RHA continua
evoluindo crescentemente, fazendo com que 0s casais que possuem fatores de
infertilidade consigam alcancar a gravidez.

Portanto € de suma importancia compreender como o fator masculino pode
interferir no desenvolvimento embrionario e entender a correlacdo entre a
Fragmentacdo do DNA Espermatico e como ele pode afetar a morfologia e
morfocinética do embrido até o estagio de blastocisto.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar o aumento na taxa de fragmentacdo do DNA espermaético
com possiveis alterac6es na morfologia e morfocinética embrionaria a partir

de levantamento de dados.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Relacionar o aumento da fragmentacdo do DNA espermatico com a
morfologia embrionaria;

¢ Relacionar o aumento da fragmentacdo do DNA espermatico com a
morfocinética embrionaria,;

e Comparar padrbes morfolégicos embrionarios convencionais e a

morfocinética embrionaria.
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3. MATERIAS E METODOS

No presente estudo foi realizado uma revisdo bibliografica narrativa a partir de
livros e artigos em portugués e inglés, com limite de inclusdo de artigos indexados
entre 2013 a 2023, pertencentes aos bancos de dados Pubmed, Scielo e Google

Académico.

A busca foi feita a partir dos termos-chave de pesquisa: fragmentacdo do DNA
espermatico; morfologia embrionaria; morfocinética embrionaria e desenvolvimento
embrionario em portugués; e inglés: “sperm DNA fragmentation”, “embryo morphology
; embryo morphokinetics” e “embryo development”, com método de incluséo com livros
e artigos que apresentavam dados sobre nimero de embrides analisados, técnica de
analise de fragmentacao, técnica de fertilizacdo, fatores morfocinéticos alterados e

fatores morfoldgicos alterados.
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1.CORRELACAO ENTRE MORFOCINETICA E A FRAGMENTACAO DO DNA
ESPERMATICO

Desde o advento da Time-lapse, a morfocinética embrionaria tem sido amplamente
estudada com o auxilio desta tecnologia que permite uma ampla visdo do
desenvolvimento do embrido e seus tempos e estdgios de clivagem. A Time-lapse
consiste em um monitoramento continuo, desde o momento da fertilizacdo até a
formacdo do blastocisto sem a manipulagdo do material biolégico durante o
desenvolvimento e sem alteragcbes de fatores externos, como mudancas de
temperaturas, pH, aumento do estresse oxidativo e concentracdes de gases como O2
e CO2z (BLAIS, Idit et al., 2021; HINOJOSA, Silvana et al., 2022; LUNDIN, Kerst et al.,
2020).

A introducdo da inteligéncia artificial associada a Time-lapse, ocasionou no
desenvolvimento de softwares especificos que visam ranquear os embrides e atribuir
uma nota de score na classificacdo de acordo com padrbes morfoldégicos e
morfocinécitos pré-estabelecidos. Devido a tecnologia Time-lapse ser encontrada em
varias marcas, é possivel encontrar variagdes entre os softwares especificos de cada
uma delas, como por exemplo a Geri- (Genea Biomedx), Embryoscope:- (Vitrolife) e
MIRI- (Esco Medical) que possuem seus respectivos softwares de analise: Geri
Assess 2.0, KidScoreD5 e MIRI TL Server. (TARTIA, Alina P. et al., 2022; VANDAME,
Jessica et al., 2022).

Em virtude dos avangos em estudos relacionados ao desenvolvimento embrionario
e novas tecnologias préprias para o0 assunto, percebeu-se a importancia de analisar a
infertilidade conjugal tirando a énfase da infertilidade feminina como a Unica
causadora de problemas reprodutivos (; AGARWAL, Ashok et al.,2020; FAINBERG,
Jonathan et al., 2019). Analisando a importancia dos fatores masculinos em casos de
Reproducdo Humana Assistida (RHA), entendeu-se clinicamente a necessidade do
exame de Fragmentacdo do DNA Espermatico (FDE), que possui uma acuracidade
mais elevada dos fatores intrinsecos espermaticos, além da analise classica do
Espermograma, que observa propriedades como: morfologia, motilidade e
concentragdo espermatica e de células (AVENDANO, Conrado et al., 2010;
FARKOUH, Ala’a et al., 2021).



24

Novos estudos buscam correlacionar o aumento da fragmentacdo do DNA
espermatico com alteracdes embrionarias significativas em suas etapas de clivagem
(ANBARI, Fatemeh et al, 2020; NIKOLOVA, Stefka et al., 2020; SETTI, Amanda et al.,
2021). Por serem estudos recentes, ha uma contradicdo entre resultados e em
consequéncia ha vieses de técnica de analise, método de fertilizagdo e até mesmo o
namero de embrides analisados. Neste presente trabalho, foi realizado a unificacdo
dos dados de estudos que apresentam uma correlacdo entre parametros
morfocinéticos e indices elevados de fragmentacéo do DNA espermatico.

Em nosso estudo, foram utilizados oito artigos que separam a taxa de
fragmentacdo do DNA espermatico, ou entre baixo e alto grau de fragmentacéo, ou
gue separam em quatro percentis com comparacao entre o primeiro percentil (menor
taxa de fragmentacdo) e o quarto percentil (maior taxa de fragmentacdo). Esta
avaliacéo resultou em 4200 embrides obtidos através dos 8 artigos analisados, onde
foram comparados os diferentes graus de fragmentacdo do DNA espermatico com
atrasos no desenvolvimento embrionario (Tabela 1).

Para esclarecer todos os dados encontrados, foi montado uma tabela na qual
incluiu-se o nimero de embrides presentes em cada estudo para determinagéo
quantitativa da relevancia de cada resultado; técnica de andlise de fragmentacédo do
DNA espermatico para verificar a exatiddo das analises realizadas; método de
fertilizacdo de alta complexidade utilizado e, por fim, parametros morfocinéticos

alterados.
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Tabela 1: Analise de dados estatisticos relacionados a alteracdes morfocinéticas,

técnica de andlise de fragmentacdo, técnica de fertilizacdo e numero de embrides.

Autor / Artigo nimero de Técnica de FIV x Fatores
embrides analise de ICSI morfocinéticos
fragmentacéo alterados

Cristian Alvares Sedo et al.
“Effect of sperm DNA
fragmentation on embryo 187 TUNEL ICSI tB
development: clincal and
biological aspects”
Fatemeh Anbari et al.
“‘Does sperm DNA
fragmentation have
negative impact on embryo 328 SCD ICSI t2, 16,17 e t8
mohphology and
morphokinetics in IVF
programme?”
Stefka Nikolova et al.

“ Impact of sperm
characteristics on time-
lapse embryo
mohphokinetic parameters
and clinical outcome of
conventional in vitro
fertilization”

M. Esbert et al.
“High sperm DNA
fragmentation delays

human embryo kinects 971 TUNEL ICSI
When oocytes from Young
and healthy donors are
microinjected”
Artur Wdowiak et al.
“The effect of sperm DNA
fragmentation on the
dynamics of the embryonic 165 SCD ICSI TPNf, t4, tB
development in
intracytoplasmatic sperm
injection”
Amanda Souza Setti et al.
“Morphokinetic parameter
comparison between
embryos from couples with
high or low sperm 978 SCD ICSI
fragmentation index”

223 SCSA FIV t2, tPNf

tPNa, t2, t5, t6,
t7,18,t19 e tM

tPNa, t2, t4, tSB,
tB
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Aida Casanovas et al.
“‘Double-stranded sperm
DNA damage is a cause of 196 COMETA IcS| tPNf, t4, t8, tM,
delay in embryo tB
development and can
impair implantation rates”
Shikai Wang et al.
“Sperm DNA fragmentation
measured by sperm
chromatin dispersion tPNf, t2, t3, t4,
impacts morphokinetic 1152 SCD ICS| t5, t6, t8
parameters, fertilization
rate and blastocyst quality
in ICSI treatments”

Nota: TUNEL= terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling assay ; SCD= Sperm
Chromatin Disperson ; SCSA= sperm chromatin structure assay; ICSI = injec&o intracitoplasmética de
espermatozéides ; FIV = fertilizagdo in vitro; tPNa= tempo de aparecimento dos pronucleos; tPNf=
tempo de desaparecimento dos prondcleos; t2 a t9= tempo de clivagem de dois a nove blastdmeros;
tM= tempo de morula; tSB= tempo de inicio de formacdo da cavidade blastocistica; tB= tempo de

blastocisto.

A tabela foi construida para esclarecer e compilar dados encontrados em artigos
cientificos, a fim de elucidar possiveis correlacdes entre estudos e da mesma forma
suas divergéncias em resultados, para que assim seja capaz de realizar uma
comparacao e conclusdo para o presente estudo.

Os estudos centralizados realizam a comparacdo de embrides obtidos a partir de
pacientes com alta taxa de FDE com embrides obtidos de através de pacientes com
taxa considera normal. Entretanto € necessario levar em consideracao a técnica para
andlise da fragmentacdo do DNA espermatico, visto que a fragmentacdo do DNA
espermatico pode ser classificada como fragmentacéo de fita simples, fita dupla ou
ambas (DOS SANTOS HAMILTON, Thais Rose ET AL., 2020).

Em raz&do de algumas técnicas utilizarem apenas analise de fragmentagédo de
dupla fita, é possivel encontrar um viés em seus resultados por conta de casos que
apresentam um padrao de fragmentacédo de fita simples, onde o resultado aparecera
como normal dentro dos valores de referéncia destes testes que detectam apenas
fragmentacéo de fita dupla. E possivel observar este viés igualmente em casos em
gue se encontram taxa de fragmentacdo jA aumentada, pois ao analisar apenas a

fragmentacdo de fita dupla exclui-se a possibilidade de fragmentacdo mista na
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amostra, o0 que geraria uma taxa de fragmentacédo ainda mais elevada (AGARWAL,
Ashok et al., 2020). Outro viés analisado em relacdo ao teste de fragmentacéo é a
variacao entre técnicas da porcentagem considerada como dentro dos parametros ou
fragmentacao elevada, visto que a técnica de SCD elenca que a taxa superior a 20%
ja pode ser considerada elevada, entretanto na técnica de TUNEL a mesma taxa
apresenta uma fragmentacdo moderada e apenas acima de 30% pode ser
considerada como elevada (BORGES, Edson et al., 2020).

Atualmente existem 4 principais técnicas para analise da fragmentacdo do DNA
espermatico, sendo as analises por SCD (Sperm Chromatin Dispersion) é uma técnica
que aplica o principio da susceptibilidade a fragmentacdo, ou seja, uma analise
indireta da fragmentacdo do DNA e ndo pode prever a taxa de fragmentacao por fita
simples (BORGES, Edson et al., 2020). A andlise por SCSA é vantajosa em relacdo
a precisdo dos resultados devido analisar a fragmentacéo simples e dupla, entretanto
o custo do citdmetro de fluxo pode inviabilizar o procedimento em clinicas de menor
porte. O método de COMETA analisa o grau de fragmentacao de fita simples e dupla,
sendo que consegue realizar a quantificacdo real desta fragmentacédo, contudo sua
aplicabilidade na pratica clinica € muito complexa pois o tempo de analise € longo
(CISSEN, Maartje et al., 2016). Sendo assim, a andlise por TUNEL pode ser
considerada a de melhor custo-beneficio, em razdo de analisar os dois tipos de
fragmentacao, que se baseia na incorporacao de nucleotideos anelados a um corante
fluorescente na regido 3’OH livre em quebras simples ou dupla fita (SHARM, Rakesh
et al., 2021).

Ao analisar os padrdes morfocinéticos alterados em todos os estudos abordados
na tabela 1, através de técnicas variadas de andlise da fragmentacdo do DNA
espermatico, ndo foi possivel obter uma relagdo entre as diferentes técnicas e as
alteracdes embrionarias observadas, ou seja, neste estudo todas as técnicas de
analise de fragmentacdo do DNA espermatico obtiveram resultados semelhantes em
relacdo aos parametros alterados, mantendo a prevaléncia da alteragdo morfocinética
de t2 e tPN.

Em virtude da auséncia de relagédo entre as técnicas de analise de fragmentacéo
e o desenvolvimento morfocinético do embrido foi necessaria a indagacédo de outro
viés muito importante dos estudos citados na tabela acima, sua técnica de fertilizagédo

do embrido, sendo FIV ou ICSI. Foi visto que, a Fertilizacdo in vitro classica (FIV) &
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recomendada para casais que apresentam infertilidade ndo masculina, ou seja, com
parametros seminais normais (ISIKOGLU, M. et al.,2021). Sobre a ICSI, foi avaliado
que este método é indicado para infertilidade com fator masculino ou até mesmo em
casos de congelamento de odcitos prévios (OF THE AMERICAN, The Practice
Committees et al., 2012).

Na pratica clinica, a ICSI é um procedimento da RHA que visa auxiliar casais com
problemas de fertilidade, utilizada em paises desenvolvidos, substituindo a técnica da
FIV até mesmo em casos de infertilidade sem fator masculino associado (BALDINI,
Domenico et al.,2021). Diferentemente da FIV, a ICSI permite que gametas
masculinos sejam escolhidos para a fertilizacdo do o6cito em casos de pacientes com
concentragdo e motilidade espermatica abaixo da normalidade de acordo com a OMS
(WHO, 2021).

Contudo, este método de selecdo para ICSI desconsidera a quimiotaxia e a
selecdo natural que ocorre in vivo. No método de FIV, apdés um processamento
seminal que seleciona os espermatozoides com melhor motilidade ou concentra
amostras com pequenas quantidades de espermatozoides por mililitros no ejaculado,
dos quais sdo incubados overnight com odcitos em meio de cultivo, mimetizando a
fertilizacdo que ocorre in vivo (SCHWARZE, Juan-Enrique et al.,2017).

Em nosso presente estudo, apds a analise da tabela 1, obtivemos 7 artigos em que
a técnica de ICSI foi empregada para a analise do desenvolvimento de embrides
obtidos de paciente com alta taxa de FDE e apenas 1 estudo utilizando a técnica de
FIV para o mesmo propdésito. Levando em consideracdo apenas a técnica de
fertilizacdo destes embrifes, ndo foi possivel obter uma relacdo entre os embrides
obtidos a partir de amostras com alta taxa de FDE e a selecdo natural espermatica
realizada no processo da FIV classica. Portanto, sdo necessarios mais estudos que
correlacionem a falta de selecao espermatica da ICSI contra a selecdo natural que

ocorre na FIV e altera¢des nos padrdoes morfocinéticos.

4.1.1 ANALISE DAS ALTERACOES MORFOCINETICAS

De acordo com os dados obtidos estabeleceu-se uma relagéo negativa entre taxa

de fragmentacdo do DNA espermético elevada e alteragdo nos tempos de
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aparecimento e desvanecimento dos pronucleos (tPN) e tempo de primeira clivagem
(t2) (Grafico 1).

Gréfico 1: Percentual alteracdes morfocinéticas de acordo com o numero de

trabalhos englobados.

Parametro morfocinético alterado

0% 25% 50% 75% 100%

Porcentagem de trabalhos

Nota: Os trabalhos englobados levam em consideragdo a Tabela 1, sendo 100% igual a presenca
da alteracdo morfocinética nos 8 artigos apresentados; tPN= tempo de aparecimento e de
desvanecimento dos prondcleos; t2 a t9= tempo de clivagem de dois a nove blastdmeros; tM=

tempo de mérula; tB= tempo de blastocisto.

A obtencao do gréfico foi realizada a partir da quantidade de trabalhos analisados
que abordam embrides gerados de pacientes com alta taxa de FDE (oito estudos)
versus 0s parametros morfocinéticos alterados em cada um deles, desconsiderando
a quantidade de embriées de cada estudo. De acordo com o grafico 1 pode-se notar
gue had uma maior relevancia nos tempos de tPN (CASANOVAS, Aida 2019; ESBERT,
Marga, 2018; SEDO, Cristian, 2017; SETTI, Amanda, 2021; WANG, Shikai, 2022;
WDOWIAK, Artur, 2015), englobando tempo de aparecimento dos pronucleos pos
fertilizacdo e desvanecimento dos mesmos dando inicio a primeira clivagem, e no
tempo de primeira clivagem (t2) (ESBERT, Marga, 2018; NIKOLOVA, Stefka, 2020;
SETTI, Amanda, 2021; WANG, Shikai, 2022), demonstrado que o aumento da taxa
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de fragmentacdo do DNA espermatico acarreta um atraso do blastocisto, este que
sofre um retardo em suas clivagens iniciais e consequentemente no seu
desenvolvimento.

A andlise das porcentagens nos mostra que t4, t8 e tB apresentam relevancia em
50% dos estudos observados (CASANOVAS, Aida 2019; ESBERT, Marga, 2018;
SEDO, Cristian, 2017; SETTI, Amanda, 2021; WANG, Shikai, 2022; WDOWIAK, Artur,
2015). Todos os outros parametros morfocinéticos apresentaram importancia
estatistica em menos de 40% dos trabalhos analisados, mas ndo €& possivel
estabelecer uma relacdo direta com esses parametros pois considerando a
guantidade de embrifes pesquisados em cada um dos estudos, denota-se que artigos
com o maior numero de embribes apresentam maior relevancia estatistica para o
levantamento de dados deste presente estudo.

Diante dos dados obtidos, criou-se um grafico (Grafico 2) no qual € possivel
verificar a relevancia das alteracdes morfocinéticas e o numero de embribes que
chegaram a blastocisto analisados como uma totalidade. Considerando estes,
observou-se uma prevaléncia no atraso de tPN e t2, sendo 0s parametros
morfocinéticos que se alteram em mais de 85% dos embrides (CASANOVAS, Aida
2019; ESBERT, Marga, 2018; NIKOLOVA, Stefka, 2020; NIKO WDOWIAK, Artur,
2015; SETTI, Amanda, 2021;WANG, Shikai, 2022).

Grafico 2: Analise de alteracdes morfocinéticas de acordo com o niumero total de

embrides analisados.

tPN

Parametros morfocinéticos alterados

0,00% 25,00% 50,00% 75,00%

Porcentagem de embrides alterados
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Nota: tPN= tempo de aparecimento e de desvanecimento dos pronucleos; t2 a t9= tempo de

clivagem de dois a nove blastdmeros; tM= tempo de mérula; tB= tempo de blastocisto.

Os tempos de quatro blastdmeros (t4) e oito blastomeros (t8) mantiveram seu
potencial de importancia estatistica, sendo que apresentaram um retardo de clivagem
em aproximadamente 60% dos embrides. Comparando a quantidade de embrides
alterados, pbde-se verificar que o tempo de seis blastbmeros (t6) apresentou uma
significancia que ndo havia sido observada no grafico 1, visto que os estudos que
apresentaram este atraso temporal em t6 mostram uma quantidade significativa do
namero de embrides, possuindo assim, uma maior pertinéncia quando relacionada
com a quantidade de estudos abrangidos.

Dada a importancia do numero de embrides, contemplou-se que o tempo de
blastocisto e formacédo da cavidade blastocistica (tB) ficou menos significativo, pois 0s
estudos (CASANOVAS, Aida 2019; SEDO, Cristian, 2017; WDOWIAK, Artur, 2015)
gue abrangem esta variante alterada possuem um coro reduzido, declinando de uma
porcentagem de 50% para menos de 40% dos embrides em atraso de
desenvolvimento.

Estes resultados indicam que embribes que foram fertilizados com
espermatozoides com alta fragmentacdo do DNA espermatico apresentam tempos de
clivagem maiores. Isto pode ser explicado pela falta de maquinaria espermética no
processo de auto reparacao de fragmentacdo em seu DNA, devido a extrusdo das
organelas citoplasmaticas no processo de espermiogénese, onde a espermatide
redonda adquire o formato final de espermatozoide com cabeca, peca intermediaria e
cauda bem definidas (RATHKE, Christina et al., 2014).

Apés a espermiogénese, a fragmentacéo gerada no transito do espermatozoide
do testiculo até o ejaculado final sé podera ser reparada no processo de fertilizacédo
in vivo ou in vitro, onde as organelas oocitarias dependendo do grau de fragmentagéo
e idade materna podem realizar o reparo nos tempos de clivagem iniciais (SETTI,
Amanda Souza et al.,2021). Esta corre¢ao pode seguir 0 percurso do reparo completo
desta fragmentacdo gerando apenas um atraso entre o desaparecimento dos
prondcleos (tPN) e as primeiras clivagens (t2 — t6) ou um atraso em tempos
posteriores, em quadros de fragmentacdo corrigida parcialmente, que afetarq os

tempos de blastocisto (tB). Em casos de falha na reparacéo é possivel observar uma
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parada embrionaria antes da formacao do blastocisto (SETTI, Amanda Souza et al.,
2021).

Estudos mostram que embrides mais lentos apresentam uma menor taxa de
implantacéo no endométrio, gestacao e de nascidos vivos (BARTOLACCI, Alessandro
et al.,, 2021; DAL CANTO, Mariabeatrice et al.,, 2021). Portanto, € ressaltada a
importancia dos parametros morfocinéticos avaliados pela Time-Lapse e a analise
do score onde avaliamos o embrido de acordo com cada tempo de clivagem, grau de
fragmentacdo e estrutura das células, sendo um o6timo preditor para analise de
desenvolvimento de um embrido lento ou rapido até o quinto dia (GAZZO, Eduardo et
al.,, 2020). Diferentemente da analise convencional dada pela classificacdo

morfologica estatica do embrido em dias especificos (WANG, Shikai et al.,2021).

4.2 CORRELACAO ENTRE MORFOLOGIA EMBRIONARIA E A
FRAGMENTACAO DO DNA ESPERMATICO

A avaliacdo morfolégica € o método mais comum de analise da qualidade do
embrido, entretanto é um sistema que nao identifica o potencial de implantacéo, sendo
um fraco preditor e sem associacao com a ploidia (REIGNIER, Arnaud et al.,2018). A
classificacdo morfoldgica envolve a checagem do embrido em tempos especificos,
mas entre eles, os detalhes sobre desenvolvimento embrionario ndo séo claros,
havendo limitacdes e impedindo um prognaostico sobre o desenvolvimento do embrido
(WANG, Shikai et al., 2022).

Neste presente estudo buscou-se a relacdo entre a fragmentacdo do DNA
espermatico e o desenvolvimento morfolégico embrionario. Estudos anteriores
apresentam resultados conflituosos (ANBARI, Fatemeh et al., 2020; AVENDANO,
Conrado et al., 2021), mostrando se h& ou ndo uma correlacdo, que podem ser
explicados pelo tempo de estudo, numero total de embrides analisados, fator de
infertilidade masculina, tipo de tratamento realizado.

Su Mi Kim et al. (2019), analisaram o efeito da fragmentagdo do DNA espermatico
na qualidade embrionaria em mulheres responsivas ao tratamento de Fertilizac&o in
vitro e Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides. Neste estudo, buscou-se o
entendimento completo do fator masculino da fragmentagé&o excluindo a possibilidade
de ma resposta feminina ao tratamento. Separou-se em duas coortes para estudo,

pacientes masculinos que apresentaram <30,7% e >30,7% de fragmentacédo do DNA
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espermatico respectivamente. Apés a analise estatistica encontrou-se uma correlacéo
negativa com embrides considerados de “top-quality”, onde os embrides enquadrados

com maior perfil de FDE (30%), possuem pior padrdo morfologico.

Seguindo a hipdtese de estudo de Su Mi Kim et al., Cristian Alvarez Sedo et al.
(2017) complementaram que além da alta fragmentacdo do DNA espermatico diminuir
a qualidade embrionaria, o estudo especificou que esta fragmentacdo ndo apresentou
relevancia estatistica na taxa de fertilizacdo, mas em seu desenvolvimento até
blastocisto. Sua pesquisa teve uma totalidade de 187 embries, onde o coro foi
separado em dois grupos: fragmentacdo do DNA espermatico inferior a 15% e
superior a 15%. A coorte que apresentou alta fragmentacdo mostrou que ha um
declinio na taxa de formacéo de blastocisto, sendo 21,7% inferior ao outro grupo. Foi

demonstrado através de um grafico no qual esta apresentado abaixo.

Grafico 3: Correlacédo entre a fragmentacdo do DNA e a taxa de Blastocisto
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Fonte: Adaptado de Cristian Alvarez Sedé 2017

Nota: Analise da correlagdo entre a fragmentacdo do DNA espermatico e a taxa de formacédo de
blastocisto.

Neste grafico (Gréfico 3) € possivel observar que ha um decaimento expressivo
entre a taxa de formacéo de blastocisto correlacionado com a fragmentacdo do DNA

espermatico. Em conjunto com a queda da formacéao e blastocisto foi encontrada uma
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menor taxa de implantacdo em 24,5%. Edson Borges Junior et al. (2019), também
mostraram uma queda significativa em taxa de implantacédo, entretanto, ndo relata
significancia estatistica com a taxa de gravidez quimica ou clinica. A qualidade
morfolégica do blastocisto foi citada no mesmo estudo trazendo uma correlagédo

negativa entre embrides “top-quality” e fragmentacdo do DNA espermatico.

Conrado Avendaiio et al. (2010), estudaram a fragmentacdo de
espermatozoides morfologicamente normais e seu impacto na qualidade do embriao
em ICSI. O maior achado do estudo foi a demonstracdo estatistica da correlagcéao
negativa entre a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais com
DNA fragmentado e embrides com pontuacdo média em sua classificacdo, este
resultado suporta o fato da presenca de fragmentacdo do DNA espermatico afetar
negativamente a qualidade do embrido apds ICSI. Além disso, foi demonstrado que a
qualidade inferior do embrido pode ser uma evidéncia de fragmentacdo embrionaria,

apoptose ou auséncia de formacédo do fuso mitético.

Em contrapartida, Fatemeh Anbari et al. (2020) realizaram um estudo no qual
apresentou 328 embribes no quais foram observados padrées morfolégicos e
morfocinéticos, estes foram divididos em quatro percentis a partir da analise de FDE,
sendo o primeiro percentil com a menor taxa de fragmentacdo e o quarto percentil
com a maior taxa de fragmentacdo. Apds analise estatistica, observando o padrao
morfocinético, encontrou-se um retardo nos tempos de clivagem nos percentis com as

maiores taxas de fragmentacéo.

Gréfico 4: Taxa de embrides de alta e baixa qualidade em 4 categorias de sDNAf em

espermatozoides preparados
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Qualidade embrionaria
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Fonte: Adaptado de Fatemeh Anbari 2021.

Nota: Taxa de embrides de qualidade superior (verde) e inferior (vermelho) em 4 percentis de taxa de
fragmentagcdo do DNA espermatico; SCD: Sperm Chomatin Dispersion.

Entretanto, ao verificar a morfologia embrionaria encontrou-se que 0os embrides
localizados no terceiro e quarto percentil, que possuem o maior grau de fragmentacgéo,
apresentaram uma maior classificacdo embrionaria (grafico 4) sendo considerados
“top-quality”, refutando a ideia de que altas taxas de fragmentacdo do DNA

espermatico geraria embriées com uma qualidade morfoldgica considerada inferior.

Estudos demostraram que a relagéo entre a fragmentacéo do DNA espermatico
e morfologia embrionaria ndo dependem exclusivamente do fator masculino, por esta
razdo as pesquisas apresentaram resultados conflituosos entre alteracdes na
morfologia embrionéria e o aumento da taxa de FDE (JR, Edson Borges et al., 2021,
SETTI, Amanda Souza et al., 2021; WANG, Shikai et al., 2021). A maquinaria
espermatica para reparacao de danos ao DNA embrionério é eliminada no processo
de espermiogénese, onde a espermatide redonda realiza a extrusdo das organelas
citoplasmaticas para obter o formato anatdmico tradicional do espermatozoide
possuindo cabeca, peca intermediéria e cauda, por este motivo o fator oocitario se

torna importante na corregéo desta fragmentagao gerada.

A capacidade de correcédo da fragmentacdo do DNA espermatico pelo odcito
depende de fatores como: grau de fragmentacdo do DNA espermatico, tipo de FDE,

idade materna, maturacao e qualidade oocitaria (JR, Edson Borges et al., 2021).
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O fator da idade materna avancada afeta principalmente na qualidade oocitaria,
uma vez que diferentemente do homem, a mulher apresenta uma reserva ovariana
pré-definida desde o nascimento e de acordo com a idade h4 um declive em sua
qualidade (ATTALI, Emmanuel, et. al., 2021). A qualidade oocitaria pode ser
classificada de acordo com seu grau de maturacdo em metafase Il (Mll), metafase |
(MI), préfase | (P1), o6cito anémalo ou degenerado (CHAMAYOU, Sandrine, 2022). No
procedimento da ICSI, sdo injetados espermatozoides apenas em o00citos que
apresentam o maior grau de maturacdo, metéafase Il, assegurando a ploidia oocitaria
(RUBINO, Patrizia et al., 2016).

Dependendo da extenséo da fragmentacédo do DNA espermatico o o6cito pode
nao conseguir corrigir o dano, tendo uma limitagdo na sua maquinaria (JR, Edson
Borges et al., 2021). No desenvolvimento embrionario, em suas primeiras clivagens
ha milhares de danos do DNA para serem corrigidos, estes que ocorrem em pontos
especificos da fase S e G1 (MARCHETTI, Francesco et al. 2007, SETTI, Amanda et
al., 2021).

Quando h& dano do DNA embrionario causado ou nao pela fragmentacédo do
DNA espermatico, o embrido pode seguir quatro caminhos: reparo da leséo; tolerancia
ao dano, onde pode ocorrer mutagdes, como mosaicismo e aneuploidias; apoptose,
onde h& a destruicdo de um ou mais blastdbmeros clinicamente irrelevantes para o
desenvolvimento final do blastocisto ou parada precoce no desenvolvimento
embrionario (SETTI, Amanda Souza et al., 2021; WANG, Shikai et al., 2021).

Daniela Braga et al. (2022) em sua pesquisa expde a importancia além da idade
oocitaria, mostrando que a morfologia oocitaria também se destaca. Nesta pesquisa
nota-se que a presenca de granulagéo citoplasmatica central, grandes vacuolos e
presenca de aglomerados de reticulo endoplasmaticos (SERs) podem ser prejudiciais
para o material genético oocitério, diminuindo a capacidade de autocorrecdo de seu
DNA e do material espermatico por consequéncia. Comparando-se 00citos normais
morfologicamente com aqueles que apresentam dismorfismos, mostra-se que a
associagao entre fator masculino e feminino afetam criticamente os resultados, pois
com a presencga de dismorfismo e fragmentacdo do DNA espermético tem como
consequéncia a producdo de embrides com qualidade inferiores e um decaimento na

taxa de gestacéo.
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Todavia existem divergéncias na literatura, devido a morfologia embrionaria
possuir diversos fatores para o seu desenvolvimento ser considerado ideal. Esta
analise multifatorial depende do grau de fragmentacéo do DNA espermético, correcdo
oocitéria, idade materna e andlise interprofissional. Entretanto foram observados em
estudos a possibilidade de ocorrer uma alteracdo morfocinética contudo néo
morfologica. (BARTOLACCI, Alessandro et al. 2021, CARRASCO, Beatriz et al. 2017).

A inespecificidade de classificacdo embrionaria apenas pela morfologia sucede
ao fato de observar o embrido estaticamente, ao invés de o seu desenvolvimento
morfocinético, analisando todas as clivagens e alteracfes do embrido até estagio de
blastocisto. Alessandro Bartolacci et al. (2021), argumentam em seu estudo que a
escolha do embrido para a transferéncia embrionaria apenas pelo padrdo morfolégico
pode ser considerada errbnea em um a cada cinco casos. A partir de seus dados

estatisticos, foi montada a tabela abaixo.

Tabela 2: Chance de nascidos-vivos [OR (95%IC)] de embrides agrupados de acordo
com sua avaliagdo morfocinética (A-D) e morfologica (A—C) em relagdo ao grupo de
referéncia (AA; negrito) fornecendo morfocinética superior, morfologia superior e

maiores chances de nascidos-vivos.

I 1 (n = 444) 0.50 (0.30-0.82)** (n =226) 0.48 (0.29-0.80)** (n = 260) 0.31 (0.17-0.58)"** (n =234) ‘

B 0.62 (0.32-1.18) (n = 109) 0.42 (0.18-0.99)* (n =78) 0.39 (0.17-0.94)* (n =82) 0.19 (0.07-0.53)*** (n = 109)
C 0.66 (0.22-1.95) (n =34) 0.11 (0.01-0.78)* (n =48) 0.12 (0.02-0.95)* (n = 40) 0.11 (0.03-0.36)*** (n = 137)

*P=0.05, **P<0,01, **P=0,0001 versus grupec de referéncia (AA), ou, razao de probabilidade

Fonte: Adaptado de Alessandro Bartolacci ,2021.

Nota: Apresentacéo de classificacdo morfolégica em coluna (A, B, C) versus classificagdo morfocinética
em linha (A, B, C, D). P <0.05, *P < 0.01, **P < 0.001 versus grupo de referéncia (AA).

Os dados obtidos da tabela 2 demontram a performance de nascidos vivos
combinado com a morfologia e morfocinética, gerando uma nova classificagéo a partir
de seu score. Analisando a precisao do fator morfocinético € demonstrado que 587
embrides classificados com o melhor padréo, apresentam 75,6% de embrides sendo
“top-quality” morfologicamente e apenas 5,8% com a pior classificagao morfologica
(BARTOLACCI, Alessandro et al. 2021).
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Analisando apenas a morfologia foram encontrados 1164 embrides considerados
“top-quality”, destes apenas 38,1% possuem a melhor classificacdo morfocinética e
20,1% (n = 234 embrides) classificados com a pior classificacdo morfocinética.
Confirmando assim que a escolha do embrido exclusivamente pela classificacao
morfologica pode ser induzida ao erro e gerar menos nascidos vivos (BARTOLACCI,
Alessandro et al. 2021).

Portanto se da necesséria a avaliacdo do padrdo morfocinético para verificar as
alteracbes do aumento da taxa de FDE no desenvolvimento embrionario.
Considerando os estudos analisados, foi possivel verificar que o aumento da taxa de
FDE pode ocasionar atrasos na formacéo do blastocisto, diminuicdo na taxa de
implantacdo embrionéria, decaimento na taxa de gestagéo e taxa de nascidos vivos,
porém s&80 necessarios mais estudos que comprovem O impacto da taxa de

fragmentacao do DNA espermético na morfologia embrionaria.
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5. CONCLUSAO

Ao analisar a possivel influéncia do aumento da taxa de fragmentagdo do DNA
esperméatico no desenvolvimento embrionario péde-se concluir que, de acordo com o
aumento na taxa de fragmentacdo do DNA espermatico observa-se alteracées nos
tempos das primeiras clivagens do embrido levando ao desenvolvimento mais lento e

com menores chances de implantacdo e gravidez clinica.

A morfologia do embrido pode ser alterada caso o aumento na taxa de FDE nao
seja corrigido pela maquinaria oocitaria, acarretando em uma classificacdo
morfologica inferior podendo diminuir a formagéo de blastocistos. Entretanto a analise
estatica do embrido sugere ndo ser o suficiente para a escolha no momento da

transferéncia embrionaria.

Observando apenas o ponto de vista morfolégico do embrido é possivel obter
falhas, devido a variacéo de classificacao interprofissional e a falta de observacao das
clivagens embrionarias. Ao avaliar o embrido de acordo com suas clivagens e padrdes
morfocinéticos é possivel obter uma reducéo do erro, sendo que embrides escolhidos
apenas pela morfologia embrionaria podem apresentar uma classficacéo

morfocinética inferior.

A morfologia e morfocinética devem, portanto, ser analisadas em forma conjunta
devido a variabilidade nos padrbes de classificagdo morfologia e a vantagem no
acompanhamento do desenvolvimento do embrido em todas as etapas de clivagens,
sem a manipulacdo humana, obtidas com a Time-Lapse, garantindo assim a selecéo
do melhor embrido com um menor impacto gerado a partir do aumento da

fragmentacao do DNA espermatico.
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