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RESUMO

A infertilidade masculina, responsavel por aproximadamente 50% dos casos de
infertilidade conjugal, esté frequentemente associada a fragmentacdo do DNA espermatico, um
fator subestimado em andlises convencionais de sémen. A idade paterna avancada tem sido
identificada como um dos principais contribuintes para o aumento da fragmentacdo do DNA,
mediada pelo estresse oxidativo e pela peroxidacéo lipidica, o que compromete a integridade e
funcionalidade dos espermatozoides. Considerando o aumento do uso de tecnologias de
reproducdo assistida, torna-se crucial avaliar os riscos associados ao uso de espermatozoides com
danos no DNA, especialmente em homens mais velhos, cujos espermatozoides podem estar mais
suscetiveis a fragmentacdo e ao estresse oxidativo. Este estudo investigou os impactos do
envelhecimento masculino na competéncia espermatica, destacando a importancia de incluir a
avaliagdo da fragmentacdo do DNA como ferramenta diagnostica em casos de infertilidade,
mesmo em homens com parametros seminais aparentemente normais. Essa abordagem pode
otimizar os desfechos nas tecnologias de reproducéo assistida. Concluiu-se que o reconhecimento
dos efeitos do envelhecimento masculino é essencial para um manejo mais eficaz e personalizado
da fertilidade.

Palavras-chave: Idade paterna, estresse oxidativo, fragmentacdo do DNA, fertilidade masculina



ABSTRACT

Male infertility, responsible for approximately 50% of cases of couple infertility, is often
associated with sperm DNA fragmentation, a factor underestimated in conventional semen
analyses. Advanced paternal age has been identified as a key contributor to increased DNA
fragmentation, driven by oxidative stress and lipid peroxidation, compromising the integrity and
functionality of sperm cells. Considering the growing use of assisted reproductive technologies,
it is crucial to assess the risks associated with using sperm with DNA damage, particularly in
older men, whose sperm may be more susceptible to fragmentation and oxidative stress. This
study investigated the impacts of male aging on sperm competence, highlighting the importance
of incorporating DNA fragmentation analysis as a diagnostic tool in infertility cases, even in men
with seemingly normal semen parameters. This approach may optimize outcomes in assisted
reproductive technologies. It was concluded that recognizing the effects of male aging is essential

for more effective and personalized fertility management.

Keywords: Paternal age, oxidative stress, DNA fragmentation, male fertility
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INTRODUCAO

A infertilidade é uma condicdo que afeta entre 8% e 12% dos casais em idade reprodutiva
emtodo o mundo (VANDER BORGHTE WYNS, 2018). De acordo com a Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS), define-se infertilidade como a auséncia de concep¢do ap6s 12 meses ou mais
de tentativas sem contracepg¢éo. As causas dessa condigdo podem ser femininas, masculinas, uma
combinacdo de ambas ou, em até 30-40% dos casos, permanecer sem explicacao aparente (ISCA)
(WASILEWSKI et al., 2020). O fator feminino pode estar associado a uma variedade de
condi¢des, incluindo disturbios owvulatérios, problemas tubarios, endometriose, alteracfes
uterinas e fatores relacionados ao estilo de vida (PHILLIPS, OLANREWAJU E OMOLE, 2023).
O fator masculino, por sua vez, representa cerca de 50% dos casos de infertilidade, e, apesar de
uma reducdo nos diagndsticos idiopaticos, ainda existe uma proporcao significativa de casos de
origem desconhecida (AGARWAL et al., 2021).

A fertilizacdo in vitro (FIV) celebrou 46 anos em 2024, desde que o primeiro bebé
concebido por esta técnica nasceu em 1978. Desde entdo, a reproducdo assistida avancou
significativamente, com a introducéo de novas tecnicas para aprimorar as chances de sucesso nos
tratamentos de infertilidade. Entre elas, a injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl),
oferecendo uma alternativa para casos de infertilidade masculina severa, em que a fecundacgéo
natural ou mesmo a FIV convencional apresentam resultados limitados (SENGUPTA et al.,
2024). Esta técnica avancada requer apenas um espermatozoide viavel para a fecundacdo do
gameta feminino (TANNUS et al., 2017). Embora a ICSI seja uma estratégia terapéutica eficaz
para contornar 0s problemas que impedem a gravidez natural, € importante ressaltar que a mesma
ndo trata as causas subjacentes que causaram a infertilidade (STEPHENS, ARNETT E
MEACHAM, 2013).

O espermograma ¢ a principal ferramenta de investigacdo para infertilidade masculina
(TALWAR E HAYATNAGARKAR, 2015; ZHANG et al., 2014). Este exame analisa qualitativa
e quantitativamente o sémen, oferecendo uma visdo detalhada dos gametas masculinos. De
acordo com o manual da OMS, apds a liquefacdo da amostra, realiza-se uma analise
macroscopica, que considera o volume, pH, cor, aspecto e viscosidade do sémen. Em seguida,
procede-se a analise microscopica, que abrange a avaliagdo da concentracdo, motilidade,
vitalidade, morfologia e aglutinacdo dos espermatozoides, além da analise da concentracdo de
células redondas. E importante notar que amostras que nio apresentam alteracdes significativas

em seus parametros ainda podemterdificuldadesde fecundacdo (DOROFTEI et al., 2021). Testes
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complementares, como a anélise da fragmentacdo do DNA espermatico, oferecem uma avaliagao
mais aprofundada da qualidade do sémen e do potencial fértil do individuo.

Fatores genéticos, ambientais, estilo de vida, infec¢bes, exposicao a substancias toxicas,
como agrotoxicos e metais pesados, e 0 avanco da idade podem culminar em estresse oxidativo,
prejudicando a integridade funcional dos espermatozoides (AITKEN et al., 2016). A ideia de que
0 estresse oxidativo pode desempenhar um papel na etiologia da disfungdo espermatica surgiu a
partir de um estudo em 1943 (MACLEOD, 1943). Organismos aerdbicos produzem subprodutos
reativos e instaveis, conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROs), durante a producao
de energia. As EROs incluem radicais livres, como o superoxido, e moléculas nao radicais, como
0 peroxido de hidrogénio (DREVET E AITKEN, 2020). Essas moléculas buscam estabilidade,
provocando reacdes em cadeia que resultam na oxidacdo de outras moléculas, perpetuando o
processo (AITKEN, BROMFIELD E GIBB, 2022). O equilibrio entre a produgdo e a
neutralizacdo de EROs é crucial para a homeostase celular, pois 0 acimulo desses compostos
causa o estresse oxidativo, o qual impacta negativamente a estrutura e a fungéo celular (DREVET
E AITKEN, 2020).

Embora a maioria das células gerenciam eficazmente a sinalizacdo das EROSs, 0s
espermatozoides maduros sdo particularmente vulneraveis (AITKEN, JONES E ROBERTSON,
2012). Eles séo altamente citodiferenciados, com a maior parte do citoplasma excluida e o
material genético compactado, o que 0s impede de transcrever e sintetizar novas proteinas para
combater o estresse oxidativo e reparar danos ao DNA (AITKEN, JONES E ROBERTSON,
2012). Esta fragilidade € agravada pela composicdo da membrana plasmatica, rica em acidos
graxos poliinsaturados (AGPI), que sdo alvos principais das EROs (SENGUPTA et al., 2024). A
oxidacdo dos AGPI gera aldeidos toxicos que intensificam a producéo de EROs, criando um ciclo
vicioso que amplifica as consequéncias patolégicas (MOAZAMIAN et al., 2015).

Outro impacto significativo do estresse oxidativo nas células espermaéticas é o dano ao
material genético. Esses danos podem variar desde a oxidacdo de bases especificas até a
fragmentacdo do DNA, resultante de quebras de fita simples ou dupla. Em niveis intermediarios
de estresse oxidativo, podem ocorrer outros eventos oxidativos, como a geracao de sitios abasicos
e areticulacdo DNA-proteina. Como 0s espermatozoides ndo tém um sistema de reparo de DNA
totalmente funcional, eles dependem do sistema de reparo do odcito, especialmente da via de
excisdo de base (DREVET E AITKEN, 2020).

O envelhecimento paterno esta associado a um aumento profundo nos danos ao DNA dos
espermatozoides, bem como, a reducédo na fertilidade (AITKEN, 2023). Fatores como a maior

expectativa de vida, as pressoes sociais contemporaneas e o adiamento do casamento tém levado
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muitos casais a postergarem a paternidade. Enquanto o impacto da idade materna sobre os
resultados reprodutivos adversos € amplamente reconhecido, a influéncia da idade paterna na
qualidade do sémen e na fecundidade ainda ndo esta completamente elucidada (GONZALEZ et
al., 2022). Apesar de os homens continuarem a produzir espermatozoides ao longo do tempo, a
qualidade desses gametas tende a deteriorar-se, com um aumento significativo nos danos ao DNA
a medida que envelhecem (JOHNSON et al., 2015).

Embora os mecanismos que geram a fragmentacdo do DNA espermatico relacionada a
idade ndo sejam totalmente compreendidos, o estresse oxidativo é considerado um fator
importante (NAGO et al., 2021). Em um estudo envolvendo homens férteis e inférteis,
Moskovtsev et al. (2006) observaram que 0 DNA espermatico fragmentado de homens com mais
de 45 anos era cerca do dobro em relacéo aqueles com menos de 30 anos. Aléem disso, Spano et
al. (2000) relataram resultados semelhantes em um estudo com 215 homens entre 25 e 55 anos e
com fertilidade incerta. Assim, a idade paterna pode ser um fator desencadeante de estresse
oxidativo e danos ao DNA na linhagem germinativa masculina. No entanto, poucos estudos
investigaram especificamente o dano ao DNA espermatico em homens com parametros seminais
normais. Neste sentido, o presente estudo visou compilar dados sobre o impacto da idade paterna

na competéncia espermatica afetada por EROs em homens normospérmicos.



METODOLOGIA DA PESQUISA LITERARIA

Este estudo consistiu em uma revisdo bibliografica abrangente com foco no papel da
idade paterna sobre a competéncia espermatica. A busca por artigos foi realizada nas bases de
dados Pubmed, Google Académico, Scielo, Wiley e ScienceDirect, utilizando as palavras-
chaves “idade paterna”, “estresse oxidativo”, “fragmentacdo de DNA” e “fertilidade
masculina”. Artigos dos ultimos 24 anos, com énfase aos mais recentes, nos idiomas inglés e
portugués foram incluidos nesta revisdo. Estudos que ndo estavam diretamente relacionados ao
tema ou que ndo atenderam aos critérios de incluséo estabelecidos foram excluidos. Por fim, os
resultados foram sintetizados e apresentados de forma clara e objetiva, fornecendo uma visao

abrangente do estado atual da pesquisa sobre o tema.
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RESULTADOS DA LITERATURA E DISCUSSAO

A infertilidade é uma condicdo multifatorial que afeta entre 8% e 12% dos casais em
idade reprodutiva, sendo o fator masculino responsavel por cerca de 50% dos casos (VANDER
BORGHT E WYNS, 2018; AGARWAL et al., 2021). Apesar dos avan¢os significativos em
reproducdo assistida, como a inser¢do da técnica de ICSI que revolucionou o tratamento da
infertilidade masculina severa, essas abordagens sdo apenas paliativas e ndo tratam as causas
subjacentes (SENGUPTA et al., 2024; STEPHENS, ARNETT E MEACHAM, 2013). Entre 0s
fatores etiologicos, o estresse oxidativo surge como um elemento central, resultante do
desequilibrio de EROs, que afeta diretamente a qualidade espermatica por meio de danos a
membrana plasmatica e fragmentacdo do DNA espermatico (AITKEN, BROMFIELD E GIBB,
2022; MOAZAMIAN et al., 2015; NAGO et al., 2021). Essa condigédo é agravada pela idade
paterna avangada, um fator frequentemente negligenciado nos estudos de fertilidade, mas que
estéd associado ao aumento dos danos ao DNA espermatico, mesmo em homens com parametros
seminais normais (MOSKOVTSEYV et al., 2006; SPANO et al., 2000). Esses achados destacam
a necessidade de compreender melhor os mecanismos subjacentes e de investigar estratégias

para mitigar o impacto do estresse oxidativo e da idade paterna na competéncia espermatica.

e [Estresse oxidativo e espermatozoides

O excesso de EROs altera quimicamente componentes celulares como proteinas, lipid eos,
RNA e DNA, comprometendo a fungdo celular. Os espermatozoides sdo especialmente
suscetiveis ao estresse oxidativo por trés razdes principais: (i) possuem alta concentracdo de
acidos graxos poliinsaturados na membrana plasmatica; (ii) tém deficiéncias naturais em enzimas
antioxidantes que poderiam oferecer protecéo; e (iii) apresentam uma capacidade reduzida de
detectar e reparar danos no DNA. Portanto, 0 estresse oxidativo persistente no sistema
reprodutivo masculino pode prejudicar a satde dos espermatozoides, afetando a integridade do
DNA e a fusdo da membrana com o odcito (Figura 1; LEWIS et al., 2013).

As EROs, também conhecidas como radicais livres, sdo agentes oxidantes gerados como
subprodutos do metabolismo do oxigénio. Devido ao elétron desemparelhado na camada externa,
essas moléculas sdo altamente reativas e instaveis (HENKEL, 2011). Entre as moléculas radicais,
incluem-se o radical hidroxila, anion superéxido, 6xido nitrico, além de moléculas nao radicais,
como o perdxido de hidrogénio (SMITH, JOHNSON E WILLIAMS, 2024). A producao
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controlada de EROs, em niveis fisiologicos, desempenha papel importante em processos
fisiolégicos normais, como (i) capacitacéo, que é essencial para que os espermatozoides se tornem
competentes para fertilizar o dvulo, (ii) reacdo acrossémica; e (iii) fusdo espermatozoide-odcito
(WAGNER, CHENG, E KO, 2018). Todavia, estudos indicam que altos niveis de estresse
oxidativo podem tornar os espermatozoides incapazes de fertilizar (AITKEN et al., 2003).

A geragdo de EROs em espermatozoides pode ocorrer de duas formas: através do sistema
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase na membrana plasmatica dos
espermatozoides e/ou por meio da reacdo oxido-redutase dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) nas mitocéndrias. Este Gltimo mecanismo parece ser a principal fonte de
EROs, pois 0s espermatozoides séo ricos em mitocondrias, que fornecem energia necessaria para
sua motilidade (HENKEL, 2011). Assim, a presenca de espermatozoides disfuncionais no sémen
eleva significativamente a producdo de EROs, o que, por sua vez, compromete a funcao
mitocondrial e, consequentemente, a fungdo espermatica.

As EROs presentes no plasma seminal tém origem em diversas fontes, tanto endogenas
quanto exdgenas. Entre as principais fontes enddgenas, destacam-se os leucocitos, especialmente
os neutrofilos e macréfagos, além de espermatozoides imaturos. O estresse oxidativo resultante
desse quadro pode levar a condi¢des patoldgicas, como a peroxidacéo lipidica, danos ao DNA e
apoptose (AGARWALL et al.,, 2014). Durante a espermatogénese, 0s espermatozoides em
desenvolvimento eliminam parte de seu citoplasma para se prepararem para a fecundacédo. No
entanto, espermatozoides danificados podem reter um excesso de citoplasma na regido da peca
intermediaria, 0 que ocorre devido a uma interrupcdo na espermiogénese, uma condicdo
conhecida como excesso de citoplasma residual (ERC), que ativa o sistema NADPH através do
desvio da via do hexose monofosfato. Essa via € utilizada como fonte de elétrons para a producéo
de EROs e, potencialmente, estresse oxidativo (RENGAN et al., 2012). Assim, o ERC prejudica
o potencial de fecundacdo, contribuindo para a infertilidade (HAMPL et al., 2012).

Os leucdcitos peroxidase-positivos, como os polimorfonucleares e macréfagos, tém sua
origem, em grande parte, na prostata e nas vesiculas seminais (SALEH et al., 2003). Quando essas
fontes de EROs sdo ativadas por estimulos intracelulares ou extracelulares, como infecgdes ou
inflamac6es, podem liberar até 100 vezes mais EROs do que o habitual, além de aumentar a
producdo de NADPH por meio do desvio da via do hexose monofosfato (LAVRANOS et al.,
2012; AGARWALL E SAID, 2003). Um aumento nas citocinas pro-inflamatorias, como a
interleucina (IL)-8, em combinacdo com uma redugdo na superoxido dismutase antioxidante
(SOD), pode desencadear uma explosdo respiratoria, resultando em altos niveis de EROs e,

consequentemente, estresse oxidativo. Esse estresse pode causar danos aos espermatozoides
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quando as concentracdes de leucdcitos no plasma seminal estdo anormalmente elevadas, como
no caso da leucocitospermia (LU et al., 2010). Estudos mostraram uma correlagdo entre a
diminuicdo da funcéo espermatica e a presenca de niveis elevados de EROs, IL-6, IL-8 e fator de
necrose tumoral no plasma seminal, todos contribuindo para um aumento na peroxidacao lipidica
(LPO) da membrana celular espermatica (LAVRANOS et al., 2012).

A membrana plasmatica dos espermatozoides € caracterizada pela presenca abundante do
acido docosahexaendico (DHA), um &cido graxo poliinsaturado. O DHA possui seis duplas
ligacBes ndo conjugadas, separadas por grupos metileno em sua estrutura, tornando-o suscetivel
ao ataque dos radicais livres. A colocacdo de uma ligacdo dupla adjacente a um grupo metileno
enfraquece a ligacdo metil carbono-hidrogénio, tornando o hidrogénio extremamente suscetivel
a abstracao pelas EROs, o que inicia a peroxidacao lipidica em niveis elevados de EROs. Isso
culmina na formacdo de aldeidos lipidicos eletrofilicos, como 4-hidroxinonenal (4HNE),
acroleina e malondialdeido, que sdo altamente reativos e potencialmente toxicos. A medida que
a cascata LPO prossegue no espermatozoide, quase 60% do acido graxo € perdido da membrana,
afetando sua funcao ao diminuir a fluidez, aumentar a permeabilidade ndo especifica a ions e
inativar receptores e enzimas ligados a membrana, fatores estes associados a fecundagéo anormal
(TREMELLEN, 2008; MAKKER et al., 2009; AITKEN et al., 2010; AITKEN et al., 2014).

A cromatina no nucleo dos espermatozoides € suscetivel a danos oxidativos, resultando
em alteracGes nas bases e fragmentacdo do DNA (ZRIBI et al, 2011). A cromatina dos
espermatozoides humanos possui uma estrutura altamente compacta e organizada. Durante a
espermiogénese, as histonas sdo substituidas por proteinas de transicdo e, em seguida, por
protaminas. Essas protaminas compactam os filamentos de DNA, formando a unidade basica de
empacotamento da cromatina espermatica, conhecida como toroide. Os toroides sdo ainda mais
compactados por ligacdes cruzadas de dissulfeto intra e intermoleculares, o que contribui para a
protecdo da cromatina contra danos oxidativos, tornando os espermatozoides particularmente
resistentes a lesdes no DNA (SCHULTE et al. 2010).

Entretanto, em situacdes de compactacao inadequada e protaminacao incompleta, o DNA
torna-se mais suscetivel ao estresse oxidativo. Danos no DNA foram detectados em
espermatozoides de diferentes locais, como testiculos, epididimos e no ejaculado (DURU,
MORSHEDI E OEHNINGER, 2000). Quebras de fita simples sdo um resultado direto do dano
oxidativo no DNA dos espermatozoides, enquanto quebras de fita dupla podem ocorrer devido a
exposicdo ao 4HNE, um importante produto da LPO (BADOUARD et al., 2008). Dois principais
adutos de DNA foram identificados: 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) e dois

etenonucleosideos (1, N6-etenoadenosina e 1, N6-etenoguanosina), ambos considerados
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biomarcadores significativos de danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo (GONZALEZ-
MARIN E GONSALVEZ, 2012; VALAVANIDIS, VLACHOGIANNI E FIOTAKIS, 2009).

Em 1976, um ensaio de penetracdo de odcito de hamster introduziu um método objetivo
para avaliar a competéncia dos espermatozoides humanos em fecundar o odcito, expandindo a
analise funcional para além da motilidade (YANAGIMACHI, WINKELHAKE E
NICOLSON, 1976). Este estudo sugeriu a presenca de defeitos na membrana plasmatica de
espermatozoides funcionalmente comprometidos, dificultando sua fusdo com os odcitos. 1sso
levou a investigacdo da peroxidacdo lipidica, que prejudica a interacdo entre espermatozoide e
odcito, afetando processos como a capacitacdo e a reacdo acrossdmica, essenciais para a
fecundacéo (AITKEN, 2017; O'FLAHERTY, 2015; AITKEN et al., 2016). Aitken et al. (1998)
mostraram o impacto do estresse oxidativo na fuséo espermatozoide e odcito, onde niveis baixos
de estresse oxidativo aumentaram as taxas de fusdo. No entanto, em niveis elevados, observou-
se um aumento na peroxidacao lipidica e uma diminuicdo nas taxas de fusdo (AITKEN et al.,
1998). Esse fendmeno pode ser explicado pelo dano oxidativo direto as proteinas envolvidas na
fusdo, em vez de alteracbes na fluidez da membrana plasmatica d o espermatozoide
(CHRISTOVA, JAMES e JONES, 2004).

Uma proporcao significativa de homens com infertilidade inexplicada apresenta causas
atribuiveis a testes gendmicos do espermatozoide (BUNGUM et al., 2007). H&4 uma correlacdo
significativa entre a formacgéo do aduto oxidado (8-OHdG) e o dano ao DNA, indicando que o
material genético dos espermatozoides pode estar sofrendo lesdes induzidas pela oxidacao
(TULIIS et al., 2009; SANTISO et al., 2010).
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Figura 1: Efeitos das espécies reativas de oxigénio na qualidade espermatica. As EROs causam
fragmentacdo do DNA, peroxidacéo lipidica na membrana (reduzindo fluidez e funcionalidade)

e ativam vias apoptéticas (DUTTA et al., 2019).

e ldade paterna e dano oxidativo ao DNA

Nas ultimas décadas, estudos demonstraram que altos niveis de fragmentagdo do DNA
em espermatozoides humanos podem representar uma ameaca significativa a fertilidade
masculina (RIBAS-MAYNOU et al., 2021). Ja foi relatado a associagéo entre a idade paterna e a
incidéncia de danos ao DNA espermatico (VARSHINI et al., 2012). Embora o mecanismo pelo
qual a idade afeta o DNA espermatico ainda ndo esteja totalmente esclarecido, o estresse
oxidativo é considerado um fator relevante (AITKEN et al., 2010).

O avango da idade causa um acumulo de EROsno organismo, promovendo a peroxidacao
lipidica e, consequentemente, o estresse oxidativo. Uma quantidade excessiva de EROse reducéao
da capacidade antioxidante no curso do envelhecimento podem induzir dano oxidativo ao DNA
e apoptose (AITKEN, 1989). Acredita-se que o ataque de radicais livres contribua para o aumento
da fragmentacdo, tanto nos testiculos quanto em locais pos-testiculares (GRECO et al., 2005;
MOSKOVTSEYV et al., 2010). Além de causar quebras diretas no DNA, um comprometimento
na maturacdo da cromatina poderia produzir nicleos mal compactados, que sdo mais vulneraveis
ao ataque oxidativo (AITKEN et al., 2013). Os radicais livres também podem ativar vias
apoptoticas, induzindo a acdo de caspases e nucleases, como ocorre em células somaticas (SINHA
etal., 2013).

Homens de idade avancada tendem a produzir maior nimero de espermatozoides com
alteracdes, incluindo fragmentacdo do DNA. Com o envelhecimento, a eficiéncia do sistema de
defesa antioxidante e dos mecanismos de reparo do DNA diminui, 0o que resulta em niveis
elevados de EROs e DNA fragmentado (NGUYEN-POWANDA E ROBAIRE, 2020). A
descondensacdo da cromatina do DNA espermatico, associada ao avanc¢o da idade paterna, foi
sugerida como um mecanismo subjacente ao aumento das taxas de fragmentacdo do DNA.
Especificamente, a descondensacéo expde 0 DNA a EROs geradas por diversas fontes, incluindo
a disfuncdo mitocondrial (KAAROUCH et al., 2018; PETERSEN et al., 2018).

Consequentemente, os danos ao DNA presentes em espermatozoides maduros refletem
celulas germinativas que, de alguma forma, escaparam da eliminacdo apoptotica no epitélio

germinativo ou, mais provavelmente, células que sofreram danosdurantesua passagem pelo trato
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reprodutivo masculino apds a fase testicular (ESTEVES et al., 2018; DE IULLIS et al., 2009). A
avaliacdo de quebras de fita dupla ou simples pode fornecer informacGes importantes durante a
avaliacdo da fertilidade dos homens (GAROLLA et al., 2015; AGARWALL et al., 2020).

Embora os espermatozoides maduros sejam capazes de iniciar o reparo do DNA por meio
da 8-oxoguanina DNA glicosilase 1 (OGG1), a continuidade desse reparo depende dos 04citos,
uma vez que 0s espermatozoides carecem de componentes essenciais para completar a via de
reparo por excisdo de bases (BER) que sdo fornecidos pelo gameta feminino, assegurando a
capacidade total de reparo do DNA no zigoto (AITKEN et al., 2013; RIBAS-MAYNOU e
BENET, 2019; MARCHETTI et al., 2015). Nguyen-Powanda e Robaire (2021) avaliaram 0s
efeitos do envelhecimento e da remocdo da SOD1 em células germinativas masculinas de
camundongos SOD1-nulos ( Sodl ), afim de identificar os mecanismos potenciais de danos
ao DNA nessas celulas. A analise imuno-histoquimica revelou um aumento na peroxidacéo
lipidica e danos ao DNA nas células germinativas de camundongos selvagens (WT) e Sodl —/—
envelhecidos de todas as idades. Alem disso, a imunocoloragdo da OGG1, marcador da via BER,
aumentou em camundongos WT envelhecidos e Sod1l ~~ jovens. Os resultados indicam que o
envelhecimento aumenta a resposta de reparo ao aumento do dano oxidativo ao DNA, enguanto
deficiéncias em outros mecanismos de reparo de DNA podem contribuir para o aumento do dano
ao DNA, tanto pelo envelhecimento quanto pela perda de SOD1.

Danos a cromatina espermatica, como a fragmentacdo de DNA (KIDD, et al. 2001;
VIRRO, et al. 2004) foram associados a fertilidade masculina e aumentam com a idade (BONDE
et al., 2002). Um estudo mostrou que, em relagdo ao indice de fragmentacdo do DNA (DFI), a
probabilidade prevista de ter valores anormais foi <5% aos 30 anos, ~35% aos 50 anos e 95% aos
80 anos, em uma coorte ndo clinica de 97 homens ndo fumantes e sem problemas de fertilidade
(WYROBEK et al., 2006). Esse estudo também revelou gque a proporcéo de homens com valores
anormais de DFI aumentou entre as categorias de idade, e em todos 0s homens acima de 70 anos.
N&o foram detectadas evidéncias de limites de idade, sugerindo uma tendéncia crescente na
frequéncia média de espermatozoides com fragmentacdo de DNA, iniciada nos primeiros anos
reprodutivos, onde os valores médios de DFI duplicam entre os 20 e 60 anos e continuam a
aumentar progressivamente com a idade. Nesse contexto, Moskovtsev et al. (2006) observaram
que o DFI foi alto (>30%) em homens mais velhos, correspondendo a um potencial de fertilidade
razoavel a ruim, enquanto em faixas etarias mais jovens o DFI foi moderado (>15% a <30%),
correspondendo a um bom potencial de fertilidade. A fragmentacdo do DNA foi

significativamente menor em todas as faixas etarias em comparagdo com homens com mais de
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45 anos, com DFI dobrando em homens com 45 anos ou mais em comparagdo com aqueles com
menos de 30 anos (32,0% e 15,2%, respectivamente).

A relacdo entre o envelhecimento paterno e o dano oxidativo ao DNA em camundongos
propensos a senescéncia acelerada 8 (SAMP8) foi relatada no estudo de Smith et tal. (2013). Essa
linhagem de camundongo contém um conjunto de mutac6es naturais resultando em um fenétipo
de senescéncia acelerada, mediado por estresse oxidativo. Esse processo é intensificado por uma
mutacdo no gene Oggl, que reduz a eficiéncia da enzima em remover adutos de 80OHdG. A
analise do fenotipo reprodutivo dos machos SAMP8 revelou um alto nivel de danos ao DNA em
espermatozoides epididimarios caudais, detectado pelo ensaio do cometa alcalino. Além disso,
essas lesdes foram confirmadas como sendo de natureza oxidativa, conforme demonstrado por
aumentos significativos na formacdo de aduto 80OHdG no tecido testicular SAMP8 e em
espermatozoides maduros em relacdo a uma cepa de controle.

Petersen et al. (2018) demonstraram que a fragmentacdo do DNA espermatico aumentou
com a idade. Pacientes com idade <35 anos apresentaram niveis estatisticamente menores de dano
ao DNA (14,7%) quando comparados a homens com idade entre 36-44 anos (15,9%) e aqueles
>45 anos (16,2%). Paralelamente, o empacotamento anormal da cromatina diminuiu com o
avango da idade, sendo mais frequente em homens <35 anos (57,7%) do que em faixas etarias
superiores (55,7% e 52,9%, respectivamente). O dano mitocondrial também se intensificou com
a idade: pacientes com idade <35 anos apresentaram menor proporcéo de potencial de membrana
mitocondrial (MMP) anormal (24,6%) em comparacdo com aqueles entre 36-44 anos (25,6%) e
>45 anos (29,0%). Ja foi demonstrado que as mitocondrias espermaticas produzem EROS,
desencadeando estresse oxidativo, desempenhando um papel fundamental na fisiopatologia
reprodutiva relacionada a idade (KOPPERS et al., 2008). O aumento da producéo de EROS foi
associado a permeabilidade alterada da membrana mitocondrial com uma provavel perda
subsequente de MMP, culminando com o DNA oxidado (AITKEN et al., 2012; AGARWALL et
al., 2014).

Um estudo realizado por Evenson et al. (2020) mostrou que pacientes de 20 a 25 anos
apresentam um DFI médio de ~12%. Entre 40 e 45 anos, a %DFI aumenta para ~19%, indicando
uma reducdo do potencial de fertilidade, especialmente se um ou mais parametros classicos do
sémen estiverem anormais. Na faixa etaria de 60 a 65 anos, o DFI médio quase dobra, alcangando
um patamar patologico de ~37%. O estudo também sugeriu orientacfes para a préatica clinica em
tecnologias de reproducdo assistida. A fecundacdo natural e a inseminagdo intrauterina
provavelmente sdo bem-sucedidas com <25% DFI, enquanto pacientes com >25-30% DFI

devem ser direcionados para a fecundagéo por ICSI. Em casos de DFI >40% DFI, comumente
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visto em homens com mais de 50 anos de idade, pode ser necessario considerar a aspiracdo de
espermatozoide testicular (TESA), embora essa abordagem seja ainda controversa. Esses dados
sugerem que o aumento progressivo do DFI com a idade, especialmente entre 40 e 50 anos,
representa um fator significativo de infertilidade para casais, independentemente do estilo de vida
do homem. Lu et al. (2018) concluiu que o DFI em homens com idade < 35 anos €
significativamente menor em compara¢do com homens entre 36-39 anos e acima de 40 anos,
indicando que a proporcéo de espermatozoides com danos no DNA aumenta com a idade. Além
disso, tais achados sugerem que a idade fértil ideal para homens ocorre antes dos 35 anos.
Danos oxidativos intensos a0 DNA em células germinativas que entram na meiose
normalmente desencadeiam a apoptose (AITKEN et al., 2011). No entanto, niveis mais brandos
de estresse oxidativo podem ativar mecanismos compensatorios na linhagem germinativa que
favorecem a sobrevivéncia da prole. Um exemplo de tal efeito € o impacto do envelhecimento
paterno sobre o comprimento do telomero (AITKEN, 2023). Como discutido, o envelhecimento
estd associado ao aumento do estresse oxidativo na linhagem germinativa. Uma das respostas
adaptativas da linhagem germinativa a esse estresse € a regulacdo positiva da atividade da
telomerase, o0 que leva ao aumento do comprimento dos telémeros nos espermatozoides (ASTON
et al., 2012). Por outro lado, quando ocorre estresse oxidativo apds a meiose, situacdo em que a
telomerase ndo pode mais atuar, 0 comprimento dos telémeros nos espermatozoides tende a ser

anormalmente curto, tipicamente observado em pacientes inférteis (DESAI et al., 2010).

e Normozoospermia e competéncia espermatica

A espermatogénese € um processo complexo no qual as espermatogdnias, por meio da
meiose, produzem espermatides haploides que se transformam em espermatozoides. Apos serem
liberados do epitélio seminifero, os espermatozoides passam por modifica¢bes adicionais,
incluindo a aquisicdo de motilidade e a compactacdo da cromatina (O’FLAHERTY e
MATSUSHITA-FOURNIER, 2017; JAMES et al., 2020). A qualidade da espermatogénese é
geralmente avaliada por meio da analise rotineira do sémen. Embora o espermograma seja crucial
para o diagnostico da infertilidade masculina, sua capacidade de prever a concep¢édo natural é
limitada (GUZICK et al., 2001; LEUSHUIS et al., 2014).

Belloc et al. (2014) mostraram que homens normozoospérmicos que buscam avaliagdo de
infertilidade podem apresentar integridade do DNA espermatico comprometida. As taxas de

fecundacdo dependem diretamente da motilidade progressiva dos espermatozoides e da
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fragmentacdo do DNA; no entanto, a fragmentacdo do DNA se revelou um preditor mais robusto,
com uma razdo de chances de 24,18 para o sucesso da fecundacgdo, em comparacéo a 4,81 para a
motilidade progressiva (LEWIS et al., 2013). Um estudo que examinou 277 homens
normozoospérmicos identificou uma porcentagem significativamente maior do DFI em homens
mais velhos (>40 anos) em comparacdo com homens mais jovens (DAS et al., 2012).

A avaliagdo da fragmentagdo do DNA foi sugerida como um preditor de fertilidade
(SPANO et al., 2000) e demonstrou diferencas significativas entre homens férteis e inférteis
(ZINI et al., 2001). Um estudo indicou que, para homens classificados como "normais” com base
em parametros convencionais de sémen, o risco de infertilidade aumenta quando o DFI ultrapassa
20%. Esse limite, entretanto, diminui para cerca de 10% se a concentracao de espermatozoides
estiver abaixo de 20 x 10%ml ou houver comprometimento da motilidade ou morfologia
(GIWECMAN et al., 2010).

Caliskan et al. (2022), considerando que a integridade do DNA espermaético pode impactar
a fecundacao, investigaram a relacéo entre as caracteristicas do sémen de 53 amostras e 0s danos
ao DNA em pacientes inférteis por meio do método TUNEL. Os pacientes foram classificados de
acordo com seus niveis de DFI: grupo A (DFI < 15%) e grupo B (DFI >15%). Os resultados
mostraram que a contagem total, a concentracdo, a motilidade total e progressiva, a vitalidade e
a morfologia normal dos espermatozoides foram significativamente maiores no grupo A em
comparacéo ao grupo B (p <0,001). Alem disso, houve uma correlagéo inversa significativa entre
o DFI e a idade dos pacientes, bem como com 0s parametros seminais. Valores mais altos de DFI
foram fortemente associados a baixa qualidade do sémen. Diante disso, a avaliacdo do DFI,
combinada com a andlise convencional do sémen, pode melhorar a precisao do diagndstico e o
manejo do tratamento em pacientes com infertilidade masculina.

O estudo de Das et al. (2013) correlacionou a normozoospermia, a fragmentacdo do
DNA espermatico ¢ a idade paterna. Entre os homens normozoospérmicos (>15 milhdes de
espermatozoides/ml e, >32% com motilidade progressiva e >4% de morfologia normal), o DFI
foi maior em homens mais velhos (>40 anos) em comparagdo aos mais jovens (<40 anos) (17 £
13 vs. 12 * 8, respectivamente; p =0,008). No entanto, a concentracdo de espermatozoides, a
motilidade progressiva e a morfologia normalmente ndo mostraram diferencas significativas entre
os dois grupos etarios. A prevaléncia de altos niveis de DNA fragmentado (>30% DFI) foi
significativamente maior em homens mais velhos do que nos mais jovens (17% vs. 3%,
respectivamente, p<0,001).

Esses resultados indicam que, embora a idade paterna afete o DFI, ela ndo esta diretamente

relacionada aos parametros convencionais do sémen, sugerindo que uma analise seminal
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convencional pode ndo detectar possiveis defeitos de espermatogénese em homens mais velhos.
Nesse contexto, o teste de fragmentacdo de DNA torna-se crucial, pois fornece informacGes
adicionais sobre a integridade genética dos espermatozoides. A avaliacdo d o DFI permite
identificar danos que podem comprometer a fertilidade e a qualidade dos gametas, oferecendo
uma abordagem mais abrangente para a avaliacdo da salde reprodutiva masculina, especialmente

em individuos mais velhos, onde o estresse oxidativo pode ser um fator significativo.

e Espermatozoides defeituosos e a tecnologia de reproducéo assistida

A investigagdo sobre o impacto da idade masculina na fertilidade esta se tornando cada
vez mais relevante, especialmente com o aumento do nimero de homens que optam por ter
filhos em idades mais avancadas. Assim, o paradigma atual que rege o tratamento da fertilidade
masculina precisa ser reformulado para incluir a avaliacdo da qualidade do DNA espermatico
como parte integrante da andlise rotineira do sémen.

A significancia do envelhecimento na fertilidade masculina pode ser subestimada se a
fragmentacdo do DNA ndo for incluida na avaliacdo clinica desses homens. A analise de
fragmentacdo do DNA ndo é parte de um exame padrdo de infertilidade; frequentemente, em
casos com andlise seminal normal, nenhum exame adicional é realizado. No entanto, se as taxas
de fragmentacdo de DNA realmente aumentam com a idade, os clinicos devem considerar a
inclusédo desse teste para homens mais velhos que enfrentam infertilidade. Além disso, 0s casais
que buscam o0s centros de reproducdo assistida geralmente estdo em faixas etarias mais
avancadas, e diversas intervencdes podem ser aplicadas para melhorar a fragmentacdo do DNA,
como tratamentos antioxidantes e selecdo de espermatozoides com a microfluidica,
potencialmente resultando em melhores desfechos na FIV para homens com alta fragmentacgéo
(SENGUL et al., 2014; LARA-CERRILLO et al., 2024).

O papel desempenhado pela inddstria de reproducdo assistida na transferéncia de DNA
danificado para o odcito, resultado do uso generalizado da ICSI, merece uma analise mais
aprofundada. E pertinente considerar o aumento global no uso de tecnologias de reproducéo
assistida (TRA) como estratégias alternativas para a infertilidade humana. Em paises ocidentais
avancados, como a Austrélia, quase 4% dos recém-nascidos sdo oriundos de terapias de
concepgéo assistida (UNIVERSITY OF NEW SOUTH WALES, 2024). Dado que muitas dessas
concepcOes sdo desencadeadas por fatores de infertilidade masculina, que frequentemente estéo

associados a altos niveis de danos oxidativos ao DNA na linha germinativa, é inevitavel que as
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concepcdes in vitro estejam sendo realizadas com espermatozoides que apresentam sérios danos
ao DNA, algo que ndo ocorreria em condi¢des normais in vivo.

Uma das consequéncias dessa tendéncia é o potencial aumento na incidéncia de doencas
em criangas concebidas por meio de TRA. Dados emergentes sugerem, embora ainda nédo
comprovem, que a incidéncia de defeitos congénitos apés TRA € maior do que a taxa esperada
na populacdo em geral (VEERAMANI et al. 2024). Além disso, ha indicios de que disturbios de
imprinting s&o mais frequentes em criangas concebidas in vitro (FAUQUE et al., 2020). Essa
situacdo ressalta a necessidade de uma avaliacdo cuidadosa dos riscos associados ao uso de

espermatozoides com danos ao DNA nas préticas de reproducéo assistida.

CONCLUSAO

A idade masculina avancada desempenha um papel crucial na fertilidade devido ao
aumento da fragmentacdo do DNA espermatico, frequentemente subestimada em analises
seminais convencionais. A inclusdo rotineira desse teste em avaliagdes clinicas pode melhorar
0 manejo da infertilidade masculina, especialmente em homens acima de 40 anos. Intervencoes
direcionadas a reducdo da fragmentacdo podem otimizar os resultados das TRAs. Estudos
futuros sdo necessarios para compreender plenamente os impactos do envelhecimento na
fertilidade masculina normospérmica. Assim, o reconhecimento do "relégio bioldgico

masculino™ é essencial no contexto reprodutivo atual.
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