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Resumo: A infertilidade conjugal afeta uma parcela significativa da populagdo reprodutiva, sendo atribuida ao fator
masculino em aproximadamente 50% dos casos. Houve um aumento nas pesquisas quanto aos exames que podem ser
feitos além do espermograma. Os testes complementares para averiguar a qualidade seminal sio muitos, neste trabalho, o
foco foi o teste de fragmentacio do DNA espermatico. Esta revisio narrativa de literatura aborda os métodos mais
comuns utilizados para medir a fragmentacdio do DNA, enfatizando a importincia de cada um no campo das analises
clinicas e da reprodugdo humana assistida, como: TUNEL, ensaio cometa, teste de dispersio da cromatina espermatica
(SCD) e ensaio de estrutura da cromatina espermatica (SCSA). A busca foi realizada nas bases PubMed, Scielo e Google
Académico, considerando publicacdes entre 2015 e 2025. Os resultados indicam que o TUNEL apresenta alta
sensibilidade e pode ser realizado por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia. O Ensaio Cometa, apesar de
ser uma técnica detalhada para deteccio de diferentes tipos de danos no DNA, requer operadores expetientes. O SCD
destaca-se pela simplicidade e baixo custo, tornando-se uma op¢ao viavel para laboratérios menores. Ja o SCSA permite
uma andlise automatizada de grande volume via citometria de fluxo, sendo amplamente utilizado em centros de
reproducio assistida, embora exija equipamentos especializados. Conclui-se que a analise da fragmentagio do DNA
espermatico influencia diretamente a escolha dos tratamentos de reproducio assistida, como fertilizacdo 7 vitro (FIV) e
inje¢do intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), além de orientar estratégias para redugdo do estresse oxidativo e
selecdo espermatica. A implementacio desses testes na rotina laboratorial pode melhorar o diagndstico da infertilidade
masculina e personalizar condutas clinicas, otimizando as chances de sucesso dos tratamentos.

Palavras-chave: Anilise seminal. Integridade genomica. Infertilidade masculina. Reproducdo assistida. Biomarcadores
espermaticos.

Abstract: Marital infertility affects a significant portion of the reproductive population, and is attributed to the male
factor in approximately 50% of cases. There has been an increase in research into tests that can be performed in addition
to the sperm analysis. There are many complementary tests to assess seminal quality; in this study, the focus was on the
sperm DNA fragmentation test. This narrative literature review addresses the most common methods used to measure
DNA fragmentation, emphasizing the importance of each in the field of clinical analysis and assisted human reproduction,
such as: TUNEL, comet assay, sperm chromatin dispersion (SCD) test, and sperm chromatin structure assay (SCSA). The
search was conducted in the PubMed, Scielo, and Google Scholar databases, considering publications between 2015 and
2025. The results indicate that TUNEL has high sensitivity and can be performed by flow cytometry or fluorescence
microscopy. The Comet Assay, despite being a detailed technique for detecting different types of DNA damage, requires
experienced operators. The SCD stands out for its simplicity and low cost, making it a viable option for smaller
laboratories. The SCSA allows for automated analysis of large volumes via flow cytometry and is widely used in assisted
reproduction centers, although it requires specialized equipment. It is concluded that the analysis of sperm DNA
fragmentation directly influences the choice of assisted reproduction treatments, such as in vitro fertilization IVF) and
intracytoplasmic sperm injection (ICSI), in addition to guiding strategies for reducing oxidative stress and sperm selection.
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The implementation of these tests in the laboratory routine can improve the diagnosis of male infertility and personalize
clinical approaches, optimizing the chances of treatment success.

Keywords: Seminal analysis. Genomic integrity. Male infertility. Assisted reproduction. Sperm biomarkers.

Resumen: La infertilidad conyugal afecta a una porcion importante de la poblacion reproductiva, atribuyéndose al factor
masculino en aproximadamente el 50% de los casos. Ha habido un aumento en la investigacién sobre pruebas que pueden
realizarse ademas del anilisis de esperma. Existen muchas pruebas complementarias para determinar la calidad seminal;
En este estudio, la atencién se centré en la prueba de fragmentacion del ADN del esperma. Esta revision narrativa de la
literatura aborda los métodos mas comunes utilizados para medir la fragmentaciéon del ADN, enfatizando la importancia
de cada uno en el campo del andlisis clinico y la reproduccion humana asistida, tales como: TUNEL, ensayo cometa,
prueba de dispersién de cromatina espermatica (SCD) y ensayo de estructura de la cromatina espermatica (SCSA). La
busqueda se realiz6 en las bases de datos PubMed, Scielo y Google Scholar, considerando publicaciones entre 2015 y
2025. Los resultados indican que TUNEL tiene alta sensibilidad y puede realizarse mediante citometria de flujo o
microscopia de fluorescencia. El ensayo Comet, a pesar de ser una técnica detallada para detectar diferentes tipos de dafios
en el DNA, requiere operadores experimentados. El SCD destaca por su simplicidad y bajo coste, convirtiéndolo en una
opcion viable para laboratorios mas pequefios. SCSA permite el andlisis automatizado de grandes volumenes mediante
citometria de flujo y es ampliamente utilizado en centros de reproduccion asistida, aunque requiere equipos especializados.
Se concluye que el andlisis de la fragmentaciéon del ADN espermatico influye directamente en la eleccién de tratamientos
de reproduccion asistida, como la fecundacién in vitro (FIV) y la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (1CSI),
ademas de orientar estrategias de reduccién del estrés oxidativo y seleccion espermatica. La implementacién de estas
pruebas en la practica rutinaria de laboratorio puede mejorar el diagndstico de la infertilidad masculina y personalizar los
enfoques clinicos, optimizando las posibilidades de éxito de los tratamientos.

Palabras-clave: Analisis seminal. Integridad genémica. Infertilidad masculina. Reproduccién asistida. Biomarcadores
espermaticos.

1 INTRODUCAO

A infertilidade masculina é responsavel por aproximadamente 50% dos casos de infertilidade conjugal,
sendo influenciada por fatores genéticos, ambientais, infecciosos e comportamentais (Agarwal e al., 2021; Choy
& Eisenberg, 2018; Sharma e7 al., 2020). Apesar do espermograma ser amplamente utilizado como exame padrio
na avaliagdo seminal, ele apresenta limitacGes importantes, pois nao contempla aspectos moleculares cruciais,
como a integridade do DNA espermatico (Agarwal ez a/., 2020).

Nos ultimos anos, a fragmentagao do DNA espermatico tem ganhado destaque como biomarcador
promissor na avaliagao da fertilidade masculina. Estudos demonstram que altos niveis de fragmentagao estao
associados a falhas na fertilizacdo, desenvolvimento embrionario comprometido, aumento nas taxas de
abortamento e reducdo das chances de nascidos vivos (Esteves ¢7 al., 2015; Agarwal, Cho & Esteves, 20106). Essa
abordagem molecular permite uma analise mais precisa da qualidade espermatica, especialmente em casos de
infertilidade idiopatica, quando os parametros seminais estdio dentro dos padrdes considerados normais pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) (Baskaran e7 al., 2019).

A crescente demanda por diagnoésticos mais sensiveis e personalizados impulsionou o desenvolvimento
de técnicas laboratoriais capazes de mensurar a fragmentacido do DNA espermatico. Entre os principais
métodos disponiveis destacam-se o TUNEL, o Ensaio Cometa, o Teste de Dispersao da Cromatina Espermatica
(SCD) e o Ensaio de Estrutura da Cromatina Espermatica (SCSA), cada um com caracteristicas especificas,

vantagens e limitagoes.
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Diante desse cenario, este estudo tem como objetivo revisar criticamente as principais metodologias
utilizadas na avaliagao da fragmentacdo do DNA espermatico, discutindo sua aplicabilidade clinica, relevancia

diagnostica e impacto na escolha de estratégias terapéuticas em reproducio assistida.

2 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisio narrativa da literatura, conduzida com base nas diretrizes
metodologicas propostas por Ferrari (2015) e Rother (2007), que orientam revisGes narrativas em saude. Embora
nao siga um protocolo sistematico formal, foram adotados critérios de busca, selecdo e analise que conferem
maior rigor e transparéncia ao processo.

A busca bibliografica foi realizada nas bases PubMed e SciELO, entre janeiro de 2015 e maio de 2025. O
Google Académico foi utilizado apenas como ferramenta complementar para rastrear referéncias secundarias e
localizar manuais técnicos, nao sendo considerado fonte primaria de dados cientificos. Foram utilizados
descritores em inglés, como wmale infertility, semen analysis, DNA fragmentation, sperm quality, combinados com
operadores booleanos (“and”, “or”, “nof’) para refinar os resultados. Exemplos de combinagoes utilizadas
incluem: “male infertility” and “DNA fragmentation”; “sperm chromatin” and “TUNEL” or “Comet assay”;
“semen analysis” and “SCSA” not “animal model”.

Durante a busca nas bases PubMed e SciELO, foram inicialmente identificados 280 artigos relacionados
ao tema. Apo6s a remogao de duplicatas e triagem por titulo e resumo, 80 estudos foram selecionados para leitura
completa. Destes, 35 artigos atenderam aos critérios de inclusao e foram utilizados na andlise final.

Além da literatura cientifica, foram consultados manuais técnicos e materiais informativos de fabricantes
especializados, como Intermedical IVF, Halotech e SCSA Diagnostics. Essas fontes foram utilizadas com carater
complementar, com o intuito de obter dados técnicos sobre desempenho, sensibilidade e aplicabilidade dos kits
comerciais, sem comprometer o rigor cientifico da revisao.

Foram incluidos na analise estudos originais e de revisio que apresentavam dados clinicos ou
laboratoriais relevantes para os objetivos da pesquisa, desde que apresentassem delineamento metodologico
claro e compativel com a analise pretendida. Estudos com auséncia de dados essenciais ou sem clareza
metodologica foram excluidos da analise. Os artigos selecionados abordavam diretamente a aplicagao clinica dos
métodos TUNEL, Ensaio Cometa, SCD ou SCSA, e apresentavam analise estatistica adequada, com uso de
testes validados, valores de significancia (p-valor) e intervalos de confianga. Modelos animais sem
translacionalidade comprovada para a biologia reprodutiva humana, espécies nao mamiferas niao foram
consideradas. Além disso, editoriais sem base cientifica e publicagdes com viés comercial explicito, como aquelas
patrocinadas exclusivamente por fabricantes e sem revisdo por pares, foram excluidas da analise. Foram levados

em consideracao artigos em inglés.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tunel
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A técnica de TUNEL, que em portugués significa marcacao da extremidade de corte da desoxinucleotidil
transferase terminal dUTP, é uma técnica utilizada para detectar fragmentagdo do DNA espermatico através da
marcagdo de quebras na fita de DNA. Ele se baseia na a¢ao da enzima Terminal deoxynucleotidyl Transferase
(TdT), que adiciona nucleotideos fluorescentes ou marcados enzimaticamente nos pontos de quebra da cadeia
de DNA (Moore ¢ al., 2021). O TdT catalisa a adi¢do de nucleotideos marcados nas extremidades livres do
DNA fragmentado, permitindo sua visualizagdo por microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo e nao
ha diferenca significativa entre essas duas formas (Chatzimeletiou ez al., 2023). A TdT interage com um dUTP
fluorescente como o FITC (coloracio verde, mas pode ser utilizado outro tipo de corante também) para
conectar uma uridina ao terminal 3'-hidroxila (3'OH) em desacoplamentos de DNA. O corante 4',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) em azul, se liga as ligacoes de fita dupla, servindo de contraponto (Moore e7 al., 2021). A
analise por fluorescéncia depende de um observador treinado e pode haver variacio entre os observadores,
como no ensaio cometa e SCD; ja a de citometria de fluxo tem os mesmos pros e contras de SCSA. Um estudo
publicado na revista Medicina comparou a eficiéncia e sensibilidade do TUNEL com a citometria de fluxo e
outros métodos de avaliagao da fragmentacao do DNA espermatico. Os pesquisadores concluiram que o
TUNEL ¢ altamente preciso na detecgdo direta de quebras no DNA, enquanto técnicas como SCSA e SCD
avaliam danos com base em alteracdes na estrutura da cromatina (Chatzimeletiou ¢# a/., 2023). A utilizacao de
citometria de fluxo para identificar espermatozoides com fragmentacao de DNA através do TUNEL ¢ vista
como uma técnica de alta confiabilidade, uma vez que possibilita a medi¢do automatizada e rapida de um grande
volume de espermatozoides (Greze e al., 2019). Tanto o SCSA quanto o TUNEL por citometria de fluxo
apresentam resultados semelhantes, entao caso o laboratério deseje um método por citometria de fluxo, os dois
sao boas escolhas (Paria Behdarvandian ez 4/, 2023). Como mostrado no estudo de Arifulin ez a/. (2017), a
citometria de imagem foi comprovada como uma técnica eficaz, rapida e sensivel para medir a fragmentacio do
DNA em espermatozoides através do método TUNEL. Devido a sua replicabilidade e capacidade de
automagao, ¢ vista como propicia para aplicacio em contexto clinico.

Vantagens: 1) O TUNEL ¢ classificado como um método direto de detec¢ao de quebras na fita de DNA, o que
pode fornecer uma estimativa mais acurada da integridade genémica dos espermatozoides; Analisa uma grande
quantidade de espermatozoides de uma vez (Greze ef al., 2019). 2) Detecta fragmentagoes em espermatozoides
viaveis, sendo assim mais representativo dos danos com impacto potencial na fertilizagido e desenvolvimento
embrionario. 3) Quando acoplado a citometria de fluxo, o TUNEL permite exclusio de interferentes, como
corpos apoptoticos, e distingao entre subpopulagoes celulares, aumentando a precisao da medicao da
fragmentagao espermatica (Ragosta ez al, 2024). 4) Pode ser realizado em poucos espermatozoides, inclusive em
amostras frescas ou congeladas, o que o torna viavel para casos de baixa contagem espermatica (Marinaro &
Schlegel, 2023).

Limitagdes: 1)O ensaio TUNEL exige infraestrutura, tempo e capacitacao técnica superiores aos métodos mais
simples, como o SCD. 2) Pequenas diferencas nos protocolos como por exemplo, permeabilizacao celular, tipo
de detecgdo e preparo da amostra, podem afetar significativamente os resultados, limitando a comparabilidade

interlaboratorial. 3) A interpretagdo dos resultados pode ser influenciada pela subjetividade do operador quando
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realizada por microscopia e havera um nimero limitado de células analisadas (Ragosta ef al, 2024). 4) Requer
microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo, restringindo sua aplicagio em laboratérios com

infraestrutura limitada, além de ser muito custoso (Marinaro & Schlegel, 2023).

3.2 Ensaio Cometa

Técnica eletroforética que avalia diretamente danos no DNA por migracdo de fragmentos em gel
(Gajski et al., 2019; Simon ¢z al., 2016). E um método sensivel que pode ser realizado mesmo em pacientes com
contagens de espermatozoides muito baixas, no entanto, precisa de um observador experiente e pode haver
variabilidade na analise entre os observadores, tornando sua interpretagao subjetiva (Cho ez al,, 2017). O método
¢ capaz de identificar tanto rupturas nas fitas de DNA quanto regides alcalino-labeis, detectando danos em uma
faixa que pode variar de algumas centenas até milhares de quebras por célula. Essa variacao cobre desde niveis
baixos de dano enddgeno, comuns em células saudaveis, até niveis mais elevados que, apesar de expressivos,
ainda ndo comprometem a viabilidade celular (Langie e# a/., 2015). Em comparagio ao teste TUNEL, o ensaio
cometa oferece uma avaliagao mais detalhada sobre a magnitude e diversidade dos danos ao DNA (Pastuszek ef
al., 2017). A formac¢io visual dos cometas é porque a lise desloca as histonas, enquanto o DNA continua
conectado a matriz celular, bem enrolado. Em espermatozoides o DNA ¢ enovelado com protaminas e nao com
histonas, por isso, o protocolo de ensaio cometa em espermatozoides é adaptado a esse caso. A protecao da
informacgao genética através da condensagio do DNA do espermatozoide por meio de proteinas facilita a
transferéncia de material genético intacto para o embrido futuro. Isso é de grande importancia, ja que a
danificagio do DNA do espermatozoide foi sugerida como uma alteracao significativa que pode estar por tras da
falha na fertilizagao, do desenvolvimento insatisfatério do embrido, do aborto espontianeo e da geragao de filhos
nao saudaveis. As quebras do DNA desafrouxam o superenrolamento e ocasionam a extensao das alcas de
DNA na eletroforese, fazendo assim a cauda de cometa (Gajski ez al, 2021). A versio alcalina detecta rupturas
de fita simples e dupla, com alta sensibilidade mesmo em amostras de baixa concentracao (Bivehed et al., 2023;
Pastuszek ez al., 2017). A versao do ensaio cometa neutro mantém o pH em condig¢oes fisiologicas, permitindo a
deteccao especifica de quebras de fita dupla. Alteragdes nos resultados deste ensaio podem estar associadas a
falha na implantacdo embrionaria, pois as quebras de fita dupla representam danos genomicos severos (Javed ez
al., 2019).
Vantagens: 1) Detecta diversos tipos de lesdes no DNA, incluindo quebras de fita simples, dupla, bases
alteradas e danos em regides compactadas por protaminas. 2) Permite avaliar individualmente cada
espermatozoide, o que gera resultados mais precisos e possibilita a deteccdo de heterogeneidade celular. 3)
Resultados confiaveis e reprodutiveis podem ser obtidos com apenas 50 espermatozoides analisados. 4)
Comparado a outras técnicas de fragmentacao, o Ensaio Cometa é simples e barato de se fazer. 5) Ensaios
repetidos demonstraram baixa variabilidade intraensaio, o que refor¢a sua confiabilidade analitica. 6) Avangos
tecnologicos tém permitido a automagao da analise do ensaio Cometa, elevando sua aplicabilidade em larga

escala, com aumento de mais de 90% na velocidade de analise (Bach & Schlegel, 2010).
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Limitagdes: 1) A leitura manual é demorada e de baixa produtividade, mesmo em sistemas semi automatizados.
2) Requer microscopia de fluorescéncia e infraestrutura laboratorial compativel, o que pode limitar sua

implementagao em centros com poucos recursos (Bach & Schlegel, 2016).

3.2SCD

O teste de dispersao de cromatina espermatica (SCD) ou ensaio de halo é um tipo de teste de
fragmentagdo que pode ser realizado a partir de kits disponiveis no mercado, de baixo custo e simples, podendo
ser implementado em pequenos e médios laboratérios. Esse método baseia-se na capacidade dos
espermatozoides de formar halos de dispersio de cromatina apos serem submetidos a um processo de lise
celular. Quanto menor o halo formado, maior a fragmentagaio do DNA. (Rochdi ef /., 2024; Halotech, 2023).
Isso acontece porque a protamina, presente em nucleos de espermatozoides, € lisada durante a desproteinizagao,
criando um halo nas fitas de DNA obtidas através da reacdo com acido e detergente do teste, quando o DNA
encontra-se preservado (Okubo e a/., 2023). Segundo um estudo de Greze ez al. (2019), o teste SCD apresenta
uma alta concordancia em relagio ao TUNEL, sendo visto como um excelente teste para aplicagio no
laboratério. Contudo, o SCD costuma subestimar levemente os danos no DNA quando comparado ao TUNEL.
Vantagens: 1) Técnica relativamente simples, sem necessidade de equipamentos complexos, como citometria
de fluxo, e pode ser realizada com microscopia Optica convencional, é rapida de ser feita. 2) Existem kits
comerciais disponiveis que padronizam o protocolo, facilitando sua implementacio em clinicas de reprodugao
assistida (Rochdi e# al., 2024; Halotech, 2023). 3) Estudos encontraram correlacio entre os resultados obtidos
pelo SCD e pelo ensaio TUNEL, sugerindo que o SCD é um bom teste, embora com sensibilidade um pouco
menor (Greze ef al., 2019; Ragosta et al., 2024).
Limitagdes: 1) O SCD nao detecta quebras diretamente, mas sim a suscetibilidade a desnaturaciao acida da
cromatina, o que o torna menos preciso que métodos diretos, como o TUNEL. 2) Pode detectar
predominantemente fragmentacao em espermatozoides inviaveis, subestimando a presenca de danos em células
viaveis, o que pode limitar sua utilidade clinica (Ragosta ez a/., 2024). 3) Pacientes com valores de fragmentagao
intermediarios (20%—29%) apresentaram maior variagdo nos resultados entre testes pareados, sugerindo que
esses casos requerem repeticio da analise antes de qualquer decisio clinica. 4) Por ser um método manual
baseado na observacao do halo de dispersio de cromatina, o SCD pode ser influenciado pela subjetividade do

avaliador, especialmente em casos limitrofes (Esteves ez a/., 2021).

3.3 SCSA

O ensaio de estrutura da cromatina espermatica, do ingles Sperm Chromatin Structure Assay, foi aprimorado
para oferecer informagdes quantitativas e altamente reprodutiveis sobre a fragmentagago do DNA em
espermatozéides, empregando como tecnologia base a citometria de fluxo. E uma das técnicas mais
frequentemente empregadas para verificar a qualidade do DNA espermatico, em especial em ambientes clinicos
e laboratoriais de grande porte (Evenson, 2016). Esse ensaio se baseia na susceptibilidade do DNA a

desnaturagao induzida por calor ou acido, seguida da analise por citometria de fluxo. O SCSA utiliza a citometria
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de fluxo para medir a fragmentacdo do DNA espermatico por meio do corante Acridine Orange. A técnica se
baseia na suscetibilidade do DNA a desnaturagdo em areas com rupturas ou danos estruturais. O corante se
intercala com regides intactas do DNA de fita dupla, emitindo fluorescéncia verde, enquanto nas areas
fragmentadas, devido a quebras na cadeia, a fluorescéncia é vermelha. Assim, a taxa de fragmentagiao ¢
determinada pela propor¢ao de espermatozoides que apresentam fluorescéncia vermelha em relacio ao total
analisado (Brakel ez a/., 2017; Evenson, 2016; Evenson, 2022).

Vantagens: 1) Como ¢ baseado em citometria de fluxo, reduz o viés de interpretagdo individual presente em
técnicas manuais. 2) A citometria de fluxo permite a analise automatizada de milhares de espermatozoides por
segundo, com alta precisao na identificacao de células e biomarcadores. 3) A técnica fornece dados quantitativos
confiaveis sobre a fragmentacdo do DNA espermatico e é padronizada, sendo amplamente utilizada em
ambientes clinicos e laboratoriais de grande porte (Evenson, 2016; Evenson, 2022). 4) A técnica pode ser
empregada em diferentes condi¢oes de armazenamento seminal, como frescas e congeladas (Marinaro &
Schlegel, 2023).

Limitagdes: 1)A técnica exige citometro de fluxo e infraestrutura técnica avancgada, o que eleva o custo e
dificulta sua aplica¢ao em laboratérios menos equipados. 2) O método pode ser afetado por falhas de maquina,
calibragao inadequada e limita¢Ges de software de analise. 3) Para uma analise confiavel, o SCSA demanda uma
concentracio minima de espermatozoides, entre 1-2 x 10° / ml. Em casos de oligospermia severa, onde a
contagem espermatica ¢ inferior a 500.000 espermatozoides por ml, a contagem pode ser inconclusiva (SCSA
Diagnostics, 2025).0 valor do exame ¢ alto, o que pode limitar seu publico e sua adesao (Marinaro & Schlegel,

2023).

3.5 Relevancia Clinica e Escolha da Técnica

A analise da fragmenta¢ao do DNA espermatico (SDF) tem se consolidado como ferramenta diagnéstica
complementar essencial na avaliacao da fertilidade masculina, especialmente em casos de infertilidade idiopatica,
falhas recorrentes em reproducdo assistida e abortos espontaneos. Niveis elevados de SDF estao associados a
reducio da taxa de fertilizagdo, formagao de blastocistos de baixa qualidade, maior risco de aborto e até baixo
peso ao nascer em recém-nascidos gerados por Fertilizacio Iz 17itro (FIV) (Colaco & Sakkas, 2018; Marinaro &
Schlegel, 2023).

Cada técnica de avaliacio da SDF apresenta vantagens e limitacGes que devem ser consideradas
conforme o petfil clinico do paciente, os recursos laboratoriais disponiveis e o objetivo terapéutico. O teste
TUNEL ¢ considerado o mais sensivel, pois detecta diretamente quebras de fita simples e dupla, sendo ideal
para casos complexos, como falhas recorrentes em FIV ou suspeita de infertilidade por estresse oxidativo. No
entanto, sua aplicagdo exige infraestrutura avangada e padronizagdo rigorosa, ja que pequenas variagdes técnicas
podem afetar os resultados (Chatzimeletiou ez al., 2023; Moore et al., 2021;).

O ensaio SCSA, por sua vez, apresenta alta reprodutibilidade e padronizacao, sendo amplamente

utilizado em centros especializados. Ele permite a quantificacao do indice de fragmentagao (DFI) por citometria
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de fluxo e pode ser aplicado em amostras frescas ou congeladas, sendo util em triagens populacionais ou estudos
longitudinais (Evenson, 2016; Evenson, 2022).

O teste SCD, embora menos sensivel, ¢ uma opgao viavel para triagem inicial em clinicas com menor
infraestrutura. Estudos demonstram boa correlacio com o TUNEL, mas o SCD tende a subestimar os danos
em espermatozoides viaveis, o que pode comprometer a tomada de decisdo clinica em casos limitrofes (Gréze ef
al., 2019; Ragosta ez al., 2024). Essa menor sensibilidade ocorre porque o método depende da formagao de halos
de dispersio, que siao menos evidentes em células com danos sutis ou em espermatozoides metabolicamente
ativos. Portanto, embora o SCD seja util como triagem, o TUNEL ¢é mais indicado para avaliagdes precisas e
decisbes clinicas criticas.

O Ensaio Cometa destaca-se pela capacidade de detectar diversos tipos de lesoes, incluindo danos em
regides compactadas por protaminas. F ttil para avaliar a heterogeneidade celular e pode ser aplicado mesmo em
amostras com baixa contagem espermatica, sendo considerado versatil e de baixo custo (Gajski ez al, 2021;
Pastuszek ez al., 2017).

A escolha da técnica pode impactar diretamente a conduta terapcutica. Pacientes com DFI elevado
podem se beneficiar de estratégias como extragao de espermatozoides testiculares, suplementacdo antioxidante
ou sele¢do espermatica por microfluidica (Meseguer ¢f al., 2024; Pardinas ez al., 2025). Em ciclos de FIV e ICSI, a
analise da integridade genética pode ser decisiva para o sucesso do tratamento, influenciando a escolha do
protocolo, o tipo de espermatozoide utilizado e o momento da fertilizagdo (Esteves ef al, 2015; Simon e al.,
2016).

As diretrizes da American Urological Association (AUA) e da European Association of Urology (EAU)
reconhecem a importancia da SDF na avaliagao da infertilidade masculina, recomendando sua inclusio como
exame complementar em casos selecionados (Cho e7 al., 2017) Avangos tecnologicos, como inteligéncia artificial
aplicada a morfologia espermatica e sistemas automatizados de analise, apontam para um futuro promissor na
medicina reprodutiva, com maior padronizagao, precisao diagnostica e acessibilidade (Noy e a/., 2022; Mccallum
et al., 2019).

Quadro 1 - Comparagio entre técnicas de fragmentacdo do DNA espermatico.

Critérios Ensaio Cometa SCD SCSA TUNEL

Tipos de Direta Indireta Indireta Direta

detecgio

Equipamento | Microscépio de Microscépio Citometro de fluxo Citémetro de fluxo
necessario fluorescéncia ou microscopia de

fluorescéncia

Requisitos de
amostra

Pode ser aplicado em
poucas células

200 células por analise é
o ideal

Idealmente de 1-2 x
1076 /ml

Pode ser usada em
baixa concentracao
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Sensibilidade | Alta Alta a moderada Alta Alta e a mais sensivel
Especialidad | Moderada Moderada Alta a moderada Alta
e
Vantagens Alta sensibilidade, Simples, mais acessivel, | Alta reprodutibilidade | Detecta quebras
principais detecta diferentes tipos facil de implementar, ¢ andlise automatizada | reais, pode ser
de danos, baixo custo e | precisa apenas de de milhares de aplicado com alta
permite analise individual | microscépio dptico e espermatozoides precisdo via
de espermatozoides boa correlacio com citometria e util
TUNEL em alguns mesmo em
estudos oligospermia
Limitagdes Subjetividade na leitura e | Subjetividade na leitura | Exige estrutura Suscetivel a variacoes
principais requer microscopio de € menos preciso que avancada, nao técnicas ou
fluorescéncia métodos diretos aplicavel em casos de | subjetividade na
oligospermia grave e leitura e alto custo
custo alto

Elaborado pela autora com base nos estudos de Greze e al. (2019), Evenson (2016, 2022), Moore ¢t al. (2021), Chatzimeletiou e/ al.
(2023), Marinaro & Schlegel (2023), Ragosta e al. (2024), Rochdi ez al. (2024), Esteves ef al. (2021), Gajski et al. (2019), Gajski et al.,
(2021), Pastuszek ez al. (2017), Javed et al. (2019), Brakel ef al. (2017) e SCSA Diagnostics (2025).

Perspectivas Futuras: O campo da reproducido assistida tem se beneficiado de avangos tecnolégicos que
prometem transformar profundamente os métodos de selegao espermatica. Entre as inovagdes mais promissoras
esta a microfluidica, técnica que simula o ambiente fisiolégico das vias genitais femininas, permitindo a sele¢ao
de espermatozoides com maior motilidade e integridade funcional. Essa abordagem biomimética tem
demonstrado superioridade em relagado aos métodos tradicionais, como swim-up e gradiente de densidade, ao
favorecer espermatozoides estruturalmente intactos e com menor fragmentagao de DNA (Meseguer e7 al., 2024,
Pronucleo, 2024).

Outra tendéncia emergente ¢ a aplicaciao da Inteligéncia Artificial (IA) na andlise espermatica. Algoritmos
de aprendizado de maquina tém sido utilizados para identificar padroes morfoldégicos e funcionais em imagens
nao coradas, permitindo a predi¢ao de alteracbes subcelulares, como a fragmentacao do DNA. Essa abordagem
automatizada contribui para a padronizacao dos critérios diagnosticos e para a reducao da subjetividade inerente
a analise manual. A convergéncia entre microfluidica, IA e sistemas automatizados aponta para um cenario em
que a medicina de precisao sera aplicada a reproducao humana. Essa integracao permitird intervencdes
personalizadas com base no perfil espermatico individual, favorecendo melhores taxas de sucesso nos
tratamentos e uma compreensao mais aprofundada dos fatores que influenciam a fertilidade masculina
(Mccallum et al., 2019; Noy e al., 2022).

Dessa forma, a selecio espermatica tende a deixar de ser um processo empirico para se tornar uma
pratica baseada em evidéncias, tecnologia e personalizagao, alinhada as demandas da medicina reprodutiva

contemporanea.
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4 Conclusao

A fragmentagao do DNA espermatico representa um parametro molecular essencial na avaliagao da
fertilidade masculina, especialmente em casos de infertilidade inexplicada, falhas recorrentes em técnicas de
reprodugao assistida e alteracdes seminais que se apresentam dentro dos padroes considerados normais. Esta
revisdo sintetizou as principais técnicas utilizadas para mensurar esse parametro, destacando seus fundamentos
metodologicos, aplicabilidade clinica e implicagées diagnosticas.

Embora nio haja consenso sobre uma técnica padrao ouro, a escolha do método deve considerar fatores
como sensibilidade, complexidade técnica, infraestrutura disponivel e custo. O SCD apresenta vantagens como
simplicidade e viabilidade em laboratérios com menor estrutura, enquanto o TUNEL e o SCSA oferecem alta
sensibilidade e precisao, sendo mais indicados para ambientes especializados. O Ensaio Cometa destaca-se pela
sua versatilidade e capacidade de detectar multiplos tipos de danos ao DNA.

A integracao desses testes na rotina laboratorial permite uma abordagem mais personalizada e eficiente
na reproducao assistida, aprimorando o diagnéstico da infertilidade masculina e contribuindo para estratégias
terapéuticas mais direcionadas, como suplementa¢iao antioxidante e sele¢do espermatica baseada na integridade
genética.

Além disso, o avanco de tecnologias emergentes, como inteligéncia artificial, microfluidica e sistemas
automatizados, aponta para uma nova era na medicina reprodutiva, marcada pela padronizacio dos critérios
diagnosticos, maior precisao na seleciao espermatica e ampliacao da acessibilidade aos métodos avangados. Essa
convergéncia entre ciéncia e tecnologia reforga a transicao de um modelo empirico para uma pratica baseada em

evidéncias, inovagao e personaliza¢ao.
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