ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO — PODERAO SER USADAS COMO
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Atualmente, 15% dos casais enfrentam problemas de infertilidade, dos
quais, 50% devem-se ao fator masculino. Para além disso, as taxas de
sucesso das técnicas de procriacado medicamente assistida (PMA)
rondam os 32%. Tal deve-se nao s6 a heterogeneidade dos ejaculados
(contendo gametas funcionais e nao-funcionais), mas também ao facto
de que a analise seminal tradicional, o espermograma, é pouco preditiva
em termos de funcionalidade da célula. Isto vem reforcar a necessidade
de identificar function-based biomarkers que possam ser usados tanto
para diagnostico como para a selecao dos melhores gametas para PMA.
A relacao estabelecida entre a funcionalidade mitocondrial e a
qualidade espermatica, vem evidenciar o uso de parametros
mitocondriais, tais como os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS,

reactive oxygen species), como forma de identificar e segregar uma

subpopulacao de células mais funcionais.

Correlacionar os niveis de ROS de cada amostra
com os dados do espermograma, a fim de
perceber se os niveis dos mesmo podem ser

usados como indicadores de qualidade.

Amostras de espermatozoides obtidas de

pacientes a iniciar/ou em tratamento de

fertilidade foram analisadas para recolher

parametros tais como, concentracao, mobilidade
e morfologia. As células foram posteriormente
analisadas por citometria de fluxo e os resultados
correlacionados valores do

foram com O0S

espermograma previamente obtidos.

Figura 1. Imagens representativas de

microscopia de fluorescéncia de

espermatozoides marcados com sondas
fluorescentes especificas para espécies reativas
de oxigénio. A) MitoSOX™ Red, B) DHE, C)
RedoxSensor™ Red CC-1, D) CellROX Orange
Reagent e E) MitoPY1. Primeira fila — sondas de
ROS, segunda fila — sondas de ROS e marcacao
do nucleo (Hoechst) and Terceira fila — imagem

campo claro. As imagens foram adquiridas com

ampliacao de 100x.
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Tabela 1. Correlagdo entre os niveis de e Mobilidade | Mobilidade |Morfologia | Morfologia
intensidade média de fluorescéncia (IMF) das A+B D normal anormal
sondas de ROS com os parametros seminais. r=-0,219 r=-0,267 r=-0,243 r=0,320

. ¢ dauirid do d MitoSOX™ Red *p =0,019 *p=0,015 **p=0,009 **p =0,001 -~ —-
Estes parametros foram adquiridos aquando da n=114 n=82 n=114 n=114
realizacao do espermograma. Os valores de IMF r=-0,229 r=-0,412 r=0,388 r=-0,263
foram adquiridos por citometria de fluxo (FACS DHE **p =0,004 ***p=0,000 ***p=0,000 - *p =0,010

n =155 n =155 n =155 n=94
Calibur, Becton Dickinson; Nova Jersey, EUA). A f=-0275 f=0.283
0 - : : RedoxSensor™ . e
andlise estatistica foi realizada recorrendo ao Red CC-1 -- p = 0,026 - p = 0,004 - -~
software IBM® SPSS® Statistics versdao 22.0 1S 1S
r=-0,257 r=0,235

(Armonk, Nova lorque, EUA). Valores de p: * MitoPY1 B . N *p = 0,014 *p = 0,026
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. n=91 n=91

Os resultados obtidos mostram uma correlacao estatisticamente significativa entre os niveis de ROS e os parametros

espermaticos. Apesar das corelagoes serem relativamente baixas (valores de r entre os 0,2 e 0,4), os resultados comprovam

mais uma vez a relacao previamente estabelecida, sugerindo o uso dos niveis de ROS como biomarcadores para a selecao

dos gametas mais aptos.
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