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❖ Análise Macroscópica
cor, viscosidade, pH, volume, 
liquefação

❖ Análise Microscópica
concentração, motilidade, 
morfologia

Análise Seminal



Não é um teste de fertilidade!

Avaliação do status funcional do

testículo no momento da coleta

Análise Seminal
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➢ AS adequada para alterações seminais graves; 

para alterações moderadas/leves: inadequada
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✓ grande flutuação na concentração, motilidade e morfologia

✓ variação intra / inter observador

✓ AS não investiga as propriedades biológicas e subcelulares do sptz

 necessidade de outros testes funcionais  mais específicos
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Taxa de Fragmentação do DNA espermático
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▪ ALTERAÇÃO DA PROTAMINA

▪ APOPTOSE ABORTIVA

▪ ESTRESSE OXIDATIVO

Mecanismos biológicos da 

Fragmentação do Espermatozoide



▪ ALTERAÇÃO DA PROTAMINA
✓ Substituição de histona/protamina durante a espermiogênese

Condensação da cromatina

(Histonas             Protaminas)

1 - compactação  do  núcleo  do  espermatozoide

2 - proteção  do  DNA  durante  a  passagem  no 

trato  genital

3 - estabilidade  da  cromatina  (fragmentação  do   

DNA  e  apoptose)



▪ APOPTOSE ABORTIVA

✓ Durante a maturação espermática (testículo e epidídimo)



▪ ESTRESSE OXIDATIVO

✓ Trânsito no testículo e epidídimo

✓ Pós-ejaculação: 

. leucócitos, espermatozoides imaturos, níveis anormais  

de antioxidantes no plasma seminal
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Kelton Tremellen; Human Reproduction Update, Vol.14, No.3 pp. 243–258, 2008
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Testes de Fragmentação do
DNA espermático

• TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end-labeling)

• SCSA (sperm chromatin structure assay)

• ENSAIO COMETA

• TESTE DE DISPERSÃO DA CROMATINA  

(SCD – halosperm)



TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end-labeling)

• Célula marcada visualizada  diretamente por microscopia de fluorescência ou 

quantificada por citometria de fluxo. 



SCSA (SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY)

• Leitura em citômetro de fluxo

Cromatina íntegra

Cromatina frágil



1- espermatozóide com DNA  intacto , 
2- espermatozóide com DNA fragmentado

ENSAIO COMETA
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TESTE DE DISPERSÃO DA CROMATINA - halosperm

• Microscopia óptica
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▪ 41 articles (with a total of 56 studies)

▪ 16 IVF studies, 24 ICSI studies, and 16 mixed (IVF + ICSI) studies

▪ 23 SCSA, 18 TUNEL, 8 SCD, and 7 Comet

▪ 8068 treatment cycles (3734 IVF, 2282 ICSI and 2052 mixed IVF + ICSI)
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MSOME Motile Sperm Organellar Morphology  Examination

IMSI Intracytoplasmic Morphologically Select Sperm Injection 
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<30% SDF

(n= 433)

≥30% SDF 

(n= 42)

p

Paternal age (years) 38.68 ± 5.65 41.19 ± 6.35 0.009

Ejaculatory abstinence (days) 3.92 ± 2.42 5.51 ± 5.46 0.002

Seminal volume (mL) 2.94 ± 0.50 3.79 ± 1.09 0.001

Seminal Concentration (x 106/ml) 77.70 ± 29.83 81.09 ± 33.23 0.677

Total sperm count (x 106) 214.58 ± 72.95 303.71 ± 78.80 0.003

Total sperm motility (%) 63.45 ± 12.75 55.52 ± 17.55 <0.001

Progressive sperm motility (%) 54.90 ± 14.27 46.50 ± 16.77 <0.001

TMSC 121.11 ± 98.24 146.89 ± 139.09 0.120

SDF (%) 17.48 ± 8.70 37.67 ± 6.39 <0.001

Table 4- Descriptive analysis of seminal parameters according to SDF groups
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<30% SDF

(n= 433)

≥30% SDF

(n= 42)

p

Laboratorial outcomes*

Fertilization rate 90.10 ± 3.50 85.67 ± 1.03 0.226

Normal cleavage speed rate 72.16 ± 1.30 61.56 ± 4.40 0.021

High quality embryos at day three rate 36.47 ± 1.51 23.89 ± 5.51 0.028

Blastocyst rate 56.25 ± 2.01 39.01 ± 1.40 0.006

Blastocyst quality rate 30.54 ± 2.27 11.32 ± 7.72 <0.001

Clinical outcomes**

Implantation rate 46.09± 0.55 33.21 ± 1.96 <0.001

Chemical Pregnancy rate 34.99 33.11 0.940

Clinical Pregnancy rate 32.42 30.33 0.774

Miscarriage rate 17.8 39.9 0.021

Table 7- Effect of Sperm DNA fragmentation on laboratorial and clinical outcomes



34



35

Fragmentação 
DNA 

espermático

Análise 
Seminal

Mecanismos 
Biológicos 

Testes de 
fragDNA

Efeitos da 
fragDNA

Hábitos

Anti-

oxidantes



34 estudos randomizados – 2.876 casais

Aumento da taxa gestação (OR=4,18)

Aumento na taxa de nascidos vivos (OR=4,85)
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Cochrane Database of Systematic Reviews 2019, Issue 3. Art. No.: CD007411.

➢ 61 studies with a total population of 6264 subfertile men, aged between 18 and 65 
combined 18 different oral antioxidants.

▪ Live birth:  OR 1.79, 95% CI 1.20 to 2.67, P = 0.005, 7 RCTs, 750 men.

▪ Clinical pregnancy rate: OR 2.97, 95% CI 1.91 to 4.63, P < 0.0001, 11 RCTs, 786 men.



▪ 16 estudos – 2.969 casais

▪ Aumento significativo de abortamento em homens com aumento da 

fragDNA espermática: RR =2,16 (1,54 – 3,03)

▪ TUNEL: RR = 3,94 (2,45 – 6,32)
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Antioxidantes orais – como prescrever

▪ Vitamina C: 500 mg/dia
▪ Vitamina E: 400 mg/dia
▪ Ácido fólico (folato): 2-5 mg/dia
▪ Zinco: 25 mg/dia
▪ Selênio: 26 mg/dia
▪ L-carnitina: 3g/dia

65 dias – tempo da espermatogênese
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Halosperm G2, Halotech
20 x 106/mL

agarose

90º C

Denaturation

Lysis

Wash

Fixation

Staining

SPERM CHROMATIN DISPERSION TEST



SEMEN PARAMETER R SLOPE R2 (%) P-VALUE

Semen volume (mL) 0.1405 1.62102 5.28 <0.001

Sperm count (x106/mL) 3.1261 52.2206 2.59 <0.001

Total sperm count (x106) 18.941 170.650 8.37 <0.001

Total sperm motility (%) -0.3355 19.0885 0.23 0.212

Progressive sperm motility (%) -0.1895 19.1802 0.07 0.483

TMSC (x106) 9.6396 102.629 6.14 <0.001

Morphology (%) 0.0227 1.29926 0.23 0.215

SDF (%) 0.5355 9.34201 2.57 <0.001

Linear model analysis of the association between sperm parameters and

EA length (n = 818)
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The ejaculatory abstinence ≤ 4 days:

▪ Significant lower sperm DNA fragmentation index, and higher rates of fertilization, 
high-quality embryos on day 3, blastocyst development, implantation and pregnancy 
compared to ejaculatory abstinence > 4 days group. 

▪ The implantation rate was significantly higher and the pregnancy rate tended  to be 
higher with one day of ejaculatory abstinence, compared to 2–4 days of ejaculatory 
abstinence.



46

Fragmentação 
DNA 

espermático

Análise 
Seminal

Mecanismos 
Biológicos 

Testes de 
fragDNA

Efeitos da 
fragDNA

Anti-

oxidantes

Hábitos



47

❖ Fator masculino isolado
❖ 1o. ciclo de tratamento
❖ Idade mulher < 36 anos
❖ 233 ciclos ICSI

1. Quantos cigarros/dia?
2. Consumo semanal de álcool?
3. Frequência de exercícios ?
4. Medicações nos últimos 3 meses? Qual?
5. Exposição a agentes tóxicos, pesticidas, radiação etc..



Linear regression analyses’ results for the influence of paternal lifestyle factors on 

semen quality (n=965) 

Cigarette smoking
Alcohol

consumption

B p B p

Semen volume -0.417 0.047 -0.1363 0.592

Sperm count/mL -7.363 0.014 -12.527 0.040

Total sperm count -4.43 0.023 -34.91 0.156

Total sperm motility 2.316 0.347 0.342 0.895

Progressive sperm motility -0.369 0.887 2.547 0.240

TMSC - 1.38 0.045 -16.33 0.278

Sperm morphology -0.0563 0.779 0.3751 0.180

SDF 0.014 0.033 5.833 0.002
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1. Varicocele palpável e sêmen normal ou limítrofe

(espermograma convencional)

2. Infertilidade inexplicada

3. Falha RA (Inseminação intra-uterina, FIV clássica

ou ICSI)

4. Aborto de repetição

5. Fatores risco infertilidade (obesidade, tabagismo, álcool, idade,

uso gonadotoxinas, infecção, etc..)

Agarwal et al. Transl Androl Urol 2016 ;5(6):935-950

Principais indicações para investigação da

fragDNA espermático 
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❖ fragDNA espermático como nova ferramenta diagnóstica;

❖ Teste da dispersão da cromatina – mais adequado e de menor custo;

❖Antioxidantes como forma de tratamento;

❖Modificação do estilo de vida (cigarro, peso);

Considerações (1)
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❖Diminuição do tempo de abstinência ejaculatória

❖Identificação e tratamento de fatores causais (infecção, varicocele)

❖Utilização MSOME / IMSI

❖Utilização de espermatozoide testicular???

Considerações (2)
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https://fertility.com.br/producao-cientifica-2019/

https://fertility.com.br/producao-cientifica-2019/
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Obrigado !

Edson Borges Jr.

edson@fertility.com.br


