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RESUMO

Ferreira, Caroline Lauritzen da Costa. Determinacdo do melhor protocolo de
criopreservacao seminal na Clinica de reproducdo humana Vida. 2019. 57 f. Dissertacdo
(Mestrado Profissional em Pesquisa Biomédica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Introducdo: A infertilidade é um problema de satde publica, que estimulou o desenvolvimento
de um ramo da medicina com tecnologia propria para a realizacdo da fertilizacdo a nivel
laboratorial. A criopreservagdo de gametas e embriGes surgiu paralelamente ao
desenvolvimento dessa nova &rea. Nesse sentido, o congelamento de sémen se tornou uma
importante ferramenta na reproducéo assistida, auxiliando milhares de casais a realizar o sonho
da concepcdo. Contudo, apesar de extremamente difundida, a técnica de congelamento de
sémen ainda carece de aperfeicoamento, visto que as taxas de recuperacao de espermatozoides
vidveis apds o descongelamento permanecem baixas. Neste estudo foi avaliado o efeito de um
método de processamento seminal prévio ao congelamento nos parametros seminais pos-
descongelamento. Objetivo: Determinar o melhor protocolo de criopreservacdo seminal na
clinica de reproducdo humana “Vida — Centro de Fertilidade” (Vida). Metodologia: Amostras
de 22 pacientes voluntéarios da clinica Vida foram utilizadas. Cada amostra foi dividida em dois
grupos: grupo Gradiente, em que as amostras foram processadas por gradiente descontinuo de
densidade e grupo Controle, em que as amostras foram mantidas brutas, com o plasma seminal.
Em seguida, foi realizado o congelamento das amostras dos dois grupos. Apds o
descongelamento, as amostras foram avaliadas para 0s seguintes parametros: concentracao de
espermatozoides total, concentracdo de espermatozoides moveis progressivos e moveis totais,
motilidade, vitalidade, morfologia e taxa de recuperacdo de espermatozoides. Resultados: O
grupo Gradiente apresentou melhores taxas de motilidade progressiva e total, vitalidade e
morfologia em relacdo ao grupo Controle, apés o descongelamento. Contudo, ndo foram
observadas diferengas entre os grupos estudados nas taxas de recuperacao de espermatozoides
moveis progressivos e totais, e morfologicamente normais, exceto na recuperagdo de
espermatozoides vivos. Para esse quesito, o grupo Controle apresentou maior recuperacdo que
0 grupo Gradiente. Concluséo: A partir desses dados, concluiu-se que ndao had como determinar

um protocolo padrao de congelamento para todos as amostras. A definicdo do melhor protocolo



de congelamento seminal pode variar, dentre outros fatores, da técnica de reproducéo assistida

(1Y, FIV ou ICSI) a ser aplicada como desfecho.

Palavras-chave: criopreservacao seminal, gradiente descontinuo de densidade.



ABSTRACT

Ferreira, Caroline Lauritzen da Costa. Determination of the best semen cryopreservation
protocol in the human reproduction Clinic Vida. 2019. 57 p. Dissertagdo (Mestrado
Profissional em Pesquisa Biomédica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Introduction: Infertility is a public health problem that has stimulated the development of a
branch of medicine with its own technology to perform fertilization at the laboratory level. The
cryopreservation of gametes and embryos emerged parallel to the development of this new area.
In this sense, freezing of semen has become an important tool in assisted reproduction, helping
thousands of couples achieve the dream of conception. However, although extremely
widespread, semen freezing technique still lacks improvement, as the rates of recovery of viable
spermatozoa after thawing remain low. In this study, the effect of a method of semen processing
prior to freezing on post-thawing semen parameters was evaluated. Objective: To determine the
best seminal cryopreservation protocol in the human reproduction clinic "Vida - Fertility
Center" (Vida). Methodology: Samples of 22 volunteers from the Vida clinic were used. Each
sample was divided into two groups: Gradient group, which the samples were processed by
density discontinuous gradient and Control group, which the samples were maintained raw,
with the seminal plasma. Furtheremore, samples of the two groups were frozen. After thawing,
samples were evaluated for the following parameters: total sperm concentration, total mobile
and progressive mobile sperm concentration, motility, vitality, morphology and sperm recovery
rate. Results: Gradient showed better rates of progressive and total motility, vitality and
morphology in relation to the Control group after thawing. However, no differences were
observed between groups studied in progressive and total mobile sperm recovery rates and

morphologically normal sperm recovery rates, except for the recovery of live spermatozoa. For



this critheria, the Control group presented a greater recovery than the Gradient group.
Conclusion: From these data, it was concluded that we could not fix a standard freezing protocol
for all samples. The definition of the best seminal freezing protocol may vary, among other
factors, from the assisted reproduction technique (11U, IVF or ICSI) to be applied as an

outcome.

Key Words: Semen Cryopreservation, Descontinuos Density Gradient



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Esquema do desenho eXperimental........ ..o 32
Figura 2: Motilidade Progressiva avaliada ao final do descongelamento das amostras do grupo
Controle e Gradiente. Valores representados em Médias e Barras de Desvio-Padrdo (%). Valor
de significancia adotado P<0,05 (%) ...vooveiieieiieiiee e 36
Figura 3: Comparacao da taxa de recuperacao de espermatozoides moveis progressivos pos-
descongelamento do grupo Controle e do grupo Gradiente, ambos em relagdo ao Controle
Fresco (antes do congelamento). Valores representados em Médias e Barras de Desvio-Padréo.
Valor de significancia adotado P<0,05 (*). ..oveveeiiiieiiie e 37
Figura 4: Motilidade total avaliada ao final do descongelamento dos grupos Controle e
Gradiente. Valores apresentados em Média e Barra de desvio-padrdo. Valor de significancia
Yo (0] 2= Yo [0 R e L 0 1 0L PSSP 37
Figura 5: Comparacdo da taxa de recuperacdo de espermatozoides moveis totais pés-
descongelamento do grupo Controle e do grupo Gradiente, ambos em relacdo ao Controle
Fresco (antes do congelamento). Valores apresentados em médias e barras de desvio-padrao.
Valor de significancia P<0,05.......cciiiiiiiiie e 38
Figura 6: Porcentagem de espermatozoides vivos (Vitalidade) avaliadas ao final do
descongelamento nos grupos Controle e Gradiente. Valores apresentados em médias e barras
de desvio-padrédo. Valor de significancia p<0,05. .......c.ccoeiiiiiii i 38
Figura 7: Comparacédo da taxa de recuperacao de espermatozoides vivos pds-descongelamento
do grupo Controle e do grupo Gradiente, ambos em relacdo ao Controle Fresco (antes do
congelamento). Valores apresentados em médias e barras de desvio-padrdo. Valor de

SIGNITICANCIA PO,05..... ettt st e e r e sbe e teeneenreenee e 39



Figura 8: Porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais avaliada apdés o
descongelamento dos grupos Controle e Gradiente. Valores representados em médias e barras
de desvio-padréo. Valor de significancia p<0,05. ........coooieiiiiiinininieeee s 39
Figura 9: Porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais do grupo Gradiente apds
0 descongelamento comparada a porcentagem avaliada no grupo Controle fresco, antes do
congelamento. Valores representados em médias e barras de desvio-padrdo. Valor de
SIGNITICANCIA P<O,05. ...ttt bbb 40
Figura 10: Comparacdo da taxa de recuperacdo de espermatozoides morfologicamente normais
pos-descongelamento do grupo Controle e do grupo Gradiente, ambos em rela¢do ao Controle
Fresco (antes do congelamento). Valores representados em médias e barras de desvio-padréo.

Valor de significancia P<0,05.......ccviiieiiiie e 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Pardmetros seminais pré-congelamento. Valores representados em médias seguidas
de desvio-padréo. Foi considerado um valor de significancia p< 0,05 .......cccoceveviieninennnne 34
Tabela 2: Parametros seminais pés-descongelamento. Valores representados em médias

seguidas de desvio-padrdo. Valor de significancia de p<0,05..........cccoovvirieienencnieniseseee 35



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Cols — Colaboradores

DNA - Acido Desoxirribonucleico

FIV — Fertilizacéo in vitro

FSH - Follicle stimulating hormone ou Horménio Foliculo Estimulante

G — Gravidade

GDD - Gradiente Descontinuo de Densidade

GnRH — Gonadotropin-Releasing Hormone ou Hormonio Liberador de Gonadotrofinas

ICSI —Intracytoplasmatic Sperm Injection ou Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides
I1U — Inseminagdo Intrauterina

LH — Luteinizing Hormone ou Hormonio Luteinizante

MESA — Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration ou Aspiragdo Microcirurgica de

Espermatozoides do Epididimo
OMS — Organizacdo Mundial de Saude

PESA — Percutaneous Epididymal Sperm Aspiration ou Aspiragdo Percutanea de
Espermatozoides do Epididimo

pH — Potencial de Hidrogénio
PUFA’s — Polyunsaturated Fatty Acids ou Acidos Graxos Poliinsaturados
RA — Reproducdo Assistida

ROS — Reactive Oxygen Species ou Espécies Reativas de Oxigénio



LISTA DE SIMBOLOS

°C — Graus centigrados
< - Menor

mL - Mililitro
pL — Microlitro

™ - Trademark
x - Multiplicacdo

® - Marca Registrada



SUMARIO

L. INTRODUGAO ..ottt ettt sttt ne sttt sttt nens 16
1.1, INFErHIIAAR ...oeeeieeieieee e 16
1.1.1.  ReproduGao ASSISLITA..........cccueireieiieie ettt sre et re e sre e e 16
1.2, Fisiologia da FertiliZago..........ccoourueiiiriiiiiiisieieesc e 17
1.3.  Fisiologia da ReproduGao MaSCUIING ..........cccerveieuiriinieininiesieesie e 18
1.3 O SBIMEBN ..ttt bbbttt 18
1.3.2.  ESPEIMALOGENESE .....ccvviivieiieciie ittt ettt te et te e be e ste e e sae e saeeseesreesteeneesneesre s 19
1.3.3.  Anélise e Processamento SEMINal...........cccooeiiiiiiiiiiiiieese e 20
1.4. Historico da criopreservagao SEMINAL...........ccoiueiiiiriieiinirereese e 21
1.4.1.  CriopresServacao SEMINGAL..........cooiiiiiiiiiiie e 22
1.4.2.  Criopreservacdo de sémen e a ReproduGao ASSIStida.........ccvvererereneiesieisieienns 23
1.5, PrOBIEMA ..o 26
2. OBUIETIVO ettt sttt et ab e e ae e nneentee s 27
2.1, ODbjetiVOSs 8SPECITICOS. . .uviuieeuiriirieieieser ettt 27
3. MATERIAIS E METODOS. ...ttt ssssssessssssenes 28
3.1, Criterios de XCIUSAD ......c.civeuiriiiieieiesiesie ettt bbbttt et 28
3.2, COleta das AMOSIIAS ........eiueeueeieieiest ettt ettt bbb 28
3.30 AANALISES .vvoveeoeereeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt e et ettt n e n e erens 29

3.3.1.  Concentraglo @ MOtHHAAGE ...........ooiiiiiiiiicee s 29



332, MOITOIOGIA ...t bbbt 29

3330 VHTAIAAGR ...t 30
3.3.4. Taxa de recuperacao de eSpermatozZoides ........cccocveuereereeiereeseeieseeseeee e seeeneenns 30
B 1<) 1111111 (0 PP P TP TP PSPPI 30
3.5, Congelamento SEMINGL ........ccoouiiiiiiiii i 31
3.6.  Descongelamento SEMINAL .........cooeiiiiiiiiiieiee s 32
3.7, ANALISES BSALISLICAS ... .vvveveeeeiirieeees et 33
4. RESULTADOS.....cce ettt b ettt be e 34
5. DISCUSSAOD .....ouuieieimmeiseessessesessess st 41
6. CONCLUSAD ....ooouiiiiiieiei st 46

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiiiieieieie et 47



16

1. INTRODUCAO

1.1. Infertilidade

A infertilidade é um problema mundial de satde publica e acomete em torno de 10% da
populacdo (OMBELET et al., 2008a, b). E diagnosticada pela incapacidade de engravidar apds
12 ciclos ovulatorios, com relagdes sexuais sem 0 uso de métodos contraceptivos (THIJSSEN,
et al, 2014). Cerca de 35% dos casos de infertilidade estdo relacionados a fatores estritamente
femininos, 30% a fatores masculinos, 20% a anormalidades encontradas em ambas as partes e
15% dos casos sdo classificados como idiopaticos, sem causa aparente (MASCARENHAS et
al., 2012, b).

Diante disso, ergue-se um ramo da medicina que visa minimizar os obstaculos da
infertilidade. A reproducdo assistida surge perante esta vertente, desenvolvendo técnicas como
a inseminacdo artificial, fertilizacdo in vitro (FIV), criopreservacdo de gametas e tecido

ovariano, para auxiliar casais na realizacdo do desejo de se tornarem pais.

1.1.1. Reproducao Assistida

A reproducdo assistida (RA) se tornou amplamente difundida com o nascimento da
inglesa Louise Brown em 1978, primeiro bebé concebido pela técnica de FIV. Desde entdo,
foram desenvolvidas novas técnicas e a RA tornou-se uma area em constante aprimoramento.
As principais técnicas realizadas atualmente sdo a inseminacdo intrauterina (11IU), a FIV

convencional e a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI).

A 11U consiste na introducdo de espermatozoides, previamente selecionados, por meio
de um cateter apropriado, na cavidade uterina da mulher. Esse evento € sincronizado com a
ovulacdo da mulher e a selecdo dos espermatozoides é feita por técnicas que serdo discutidas
posteriormente. Para realiza¢do da I1U é utilizado como requisito masculino que o homem
apresente uma alta concentracdo de espermatozoides viaveis no sémen, uma vez gque nessa
técnica a fertilizacdo ocorrerd de forma fisioldgica e os espermatozoides ainda terdo muitas
barreiras a ultrapassar (AGARWAL & ALLAMANENI, 2007).
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A FIV convencional é um tratamento em que o 6vulo é fecundado in vitro e para isso, é
necessaria a realizacdo de aspiracdo folicular para retirada dos évulos da mulher e sua posterior
fertilizacdo. Como em todas as técnicas de RA, é realizado um processamento para selecéo dos
melhores espermatozoides do ejaculado do homem. Os espermatozoides previamente
selecionados serdo colocados no mesmo microambiente do 6vulo e dessa forma, terdo menos
barreiras para fertiliza-lo. Portanto, para execucdo dessa técnica, 0 homem pode apresentar
menores concentracdes de espermatozoides (MATSON & YOVICH, 1986).

A ICSI é considerada um subtipo da FIV. Na ICSI, assim como na FIV, a fertilizacdo
também ocorre in vitro, com 0s mesmos procedimentos associados de aspiracdo folicular e
selecdo de espermatozoides, porém com uma particularidade. A fertilizacdo na ICSI ocorre a
partir da microinjegdo de um Unico espermatozoide no citoplasma do odcito, por meio de uma
agulha apropriada. Nesse procedimento, 0 homem pode apresentar baixissimas concentracdes
de espermatozoides, justamente pela necessidade de apenas um espermatozoide por évulo a
fecundar (DEVROEY & VAN STEIRTGHEM, 2004).

1.2.  Fisiologia da Fertilizacdo

As técnicas de reproducéo assistida foram desenvolvidas baseadas na fisiologia natural
da fertilizagdo e os acontecimentos intrinsecos a esse evento. A fertilizacdo é um fenémeno
extremamente complexo, envolvendo uma variedade de mecanismos, muitos ainda néo
completamente elucidados. A fecundacdo ocorre na tuba uterina, também conhecida como
oviduto, especificamente em uma regido chamada de ampola (GUYTON & HALL, 2002). O
encontro entre o0 Gvulo e o0 espermatozoide € dependente de diversos fatores, como por exemplo,
a quimiotaxia advinda tanto do évulo como da tuba uterina e a capacitacao espermatica ocorrida
no trajeto do Gtero e oviduto (YOSHIDA & YOSHIDA, 2011).

No Utero, ao se distanciar do plasma seminal, o espermatozoide inicia um processo de
modificacdo da membrana plasmatica, aumentando a sua permeabilidade ao calcio extracelular
(DARSZON et al, 2011). A elevacédo do célcio e o ambiente uterino levam a uma cascata de
sinalizacdo intracelular no espermatozoide, causando a hiperativacdo do flagelo e abertura de
pontos de comunicacdo entre a membrana plasmatica do espermatozoide e a membrana
acrossomal (BROKAW, 1979; CORKIDI et al, 2017). A termotaxia e a quimiotaxia do espago

uterino, em conjunto com os receptores membranares das células do trato uterino, medeiam a
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trajetoria dos espermatozoides até a regifo do oviduto, onde ocorrera a fertilizacdo (PEREZ-
CEREZALES et al, 2018). Poucos espermatozoides chegam a essa regido. A integridade da
membrana plasmatica do espermatozoide, bem como de seus receptores membranares sdo
essenciais para a chegada dos espermatozoides a ampola. Os espermatozoides de um ejaculado
apresentam uma grande variedade de caracteristicas estruturais e moleculares entre si, que
resultam em diferentes respostas aos fatores quimiotaxicos uterinos (HOLT & VAN LOOK,
2004). Com isso, uma pequena porcentagem de espermatozoides chega ao destino final, o que

gera uma selecdo primaria dos espermatozoides, antes mesmo de se aproximarem do odcito.

Ao encontrar 0 vulo, o espermatozoide se depara com uma densa camada de células da
granulosa revestindo-o, denominada cumulus oophorus. As pequenas perfuracées na membrana
plasmética do espermatozoide e acrossoma, geradas pelos eventos de influxo de célcio,
permitem a liberacdo de enzimas proteoliticas e de hialuronidase. A hialuronidase € uma enzima
que promove a disjuncdo das comunicacgdes intercelulares das células da granulosa, abrindo
caminhos para o0 espermatozoide. Todos esses eventos sdo desencadeados pela conexao
receptor e ligante entre espermatozoide e évulo. Ao ligar-se aos receptores da zona pelicida do
6vulo, o espermatozoide libera todo o contetudo acrossomal, para digerir parte da zona pellcida
e criar uma abertura para a entrada da cabeca do espermatozoide. O material genético do
espermatozoide entra no 6vulo e ocorre a fusdo com o material genético do 6vulo, gerando uma

cascata de eventos que dardo origem ao embrido.

1.3. Fisiologia da Reproducdo Masculina

1.3.1. O sémen

O plasma seminal é um fluido bioldgico essencial para o transporte e ativacdo de
espermatozoides, neutralizacdo do pH do trato vaginal feminino e, consequentemente, para a
fecundaco in vivo. E formado pela secre¢do de fluidos dos testiculos, epididimo, vesiculas
seminais, préstata, glandulas bulbouretrais e periuretrais, que contribuem com diferentes
moléculas e ions (DRABOVICH et al., 2014). Nele, podemos encontrar lipideos, carboidratos,

como a frutose, proteinas e ions inorganicos, como o calcio e zinco (SCHMID et al, 2013).
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Os espermatozoides e o plasma seminal possuem diferentes mecanismos antioxidantes
gue agem como protetores contra o dano celular causado por espécies reativas de oxigénio
(ROS). De acordo com Therond e colaboradores, pode-se destacar a presenca das enzimas
catalase, glutationaperoxidase e outros compostos como vitamina E, acido ascorbico e taurina,

como agentes antioxidantes presentes no liquido seminal (THEROND et al., 1996).

1.3.2. Espermatogénese

O processo de formacgédo de espermatozoides se inicia nos testiculos, especificamente
nos tibulos seminiferos. E ditado pelo “horménio foliculo estimulante” (FSH) e pelo
“hormonio luteinizante” (LH), ambos hormdnios gonadotroficos hipofiséarios, dependentes do
estimulo hipotalamico do “horménio liberador de gonadotrofinas” (GnRH). A partir da
estimulacdo das células de Sertoli pelo horménio FSH, é induzida a proliferacao das células
germinativas masculinas (RUSSEL et al, 1993). Por meio de sucessivas mitoses, as células
germinativas ddo origem as espermatogonias. As espermatogonias passam por um processo de
crescimento, sem nenhuma divisdo celular, formando assim os espermatocitos. A partir desse
momento, as células de Leydig sdo estimuladas pelo hormdnio LH a secretar testosterona e
promover a meiose dos espermatocitos, produzindo assim as espermatides. As espermatides
percorrem um processo de diferenciacéo, originando os espermatozoides. Nessa diferenciagdo
ocorrem eventos de reducdo citoplasmaética, expansdo do nucleo, condensacdo do material
genético, formacdo do acrossoma e desenvolvimento do flagelo do espermatozoide (ARAUJO
etal., 2007).

Ap0s a formacdo, os espermatozoides migram pelo epididimo e ficam armazenados na
cauda do epididimo, onde passardo por um processo de maturacdo. Entre outras alteracdes,
ocorrerd modificagdo da composicdo da membrana plasméatica e membrana acrossomal do
espermatozoide, além de mudangas na estrutura do flagelo. Nessa fase, 0 espermatozoide
adquire motilidade progressiva e sera mantido na cauda do epididimo até o momento da
ejaculacdo. Estima-se que o curso da espermatogénese se dé em torno de 70 dias, podendo
ocorrer variagdes (SILVERTHORN, 2010).

A espermatogénese pode sofrer alteracGes durante todas as etapas de seu processo,
devido aos mais diversos fatores. Condi¢es como distlrbios endécrinos, febre, infeccbes e
trauma testicular podem acarretar em falhas na producgéo e qualidade dos espermatozoides
(AHMADI, 2014).
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1.3.3. Andlise e Processamento seminal

Para o delineamento da correta estratégia no tratamento de casais inférteis € primordial
desvendar as causas de infertilidade. Portanto, faz-se necessaria uma precisa analise seminal

para investigar e diagnosticar a presenca de fatores masculinos associados a tal condicao.

Conforme as diretrizes da Organizacdo Mundial de Saiude (WHO, 2010), analises de
pH, volume seminal, viscosidade, coloracdo, odor, aspecto, concentracdo e motilidade
espermatica, vitalidade e morfologia sdo cruciais na pesquisa da infertilidade. Alteragfes no pH
podem ser indicadores de processos inflamatorios e infecgdes microbianas. Variagdes no
volume seminal podem representar desequilibrios na producéo e secre¢do do plasma seminal
pela prostata e vesiculas seminais (MANN, 1964). Baixas concentragdes e motilidade

espermaticas apontam para obstrugdes e traumas testiculares (AHMADI, 2014).

A integridade estrutural e funcional do espermatozoide é essencial para a fertilizacdo
dos odcitos e desenvolvimento embrionario. A ligacdo do espermatozoide com a zona pellcida
do odcito promove o desencadeamento da reacdo acrossdmica, que provoca a exocitose do
conteddo de lise do acrossoma e permite a fusdo da membrana do espermatozoide com a matriz
do odcito (SATI et al., 2014). Assim, é promovida a entrada do material genético do
espermatozoide no o6vulo. A integridade do Acido Desoxirribonucleico (DNA) do
espermatozoide e a presenca de RNA's mensageiros sdo cruciais para o correto
desenvolvimento embrionario. Espermatozoides com motilidade e morfologia normais
apresentam menor fragmentacéo de DNA e, consequentemente, maior potencial de fertilizac&o
(OEHNINGER et al., 2014). Dessa forma, selecionar os melhores espermatozoides representa
tarefa fundamental para a fertilizacdo e o correto desenvolvimento embrionario (SAKKAS,
2013).

A escolha do melhor método de selecdo de espermatozoides também constitui etapa
fundamental para pacientes inférteis submetidos aos tratamentos de reproducéo assistida. Entre
eles podemos citar os mais comumente aplicados em laboratorios de RA, como o sperm wash,

0 swim-up e gradiente descontinuo de densidade.

O sperm wash € uma técnica simples, que objetiva concentrar 0s espermatozoides e
separa-los do plasma seminal, a partir da lavagem com um meio tamponado e suplementado,

pelo método de centrifugacdo. E rotineiramente realizada em casos de amostras
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oligoastenozoospérmicas, isto €, com baixa concentracdo e motilidade de espermatozoides.
Todavia, esta relacionada a elevacdo da fragmentacdo de DNA dos espermatozoides devido a
presenca de células mortas e outros tipos celulares, geradores de ROS, como também pelo

processo de centrifugacdo da amostra (WHO, 2010).

O swim-up é um método que se utiliza da capacidade de migracdo dos espermatozoides
moveis progressivos para um meio mais fluido, separando-se do plasma seminal. O plasma
seminal é posto no fundo de um tubo contendo um meio tamponado, em uma angulagéo de 45
°C e 0s espermatozoides nadam para a superficie do meio tamponado, ja que este € mais fluido
que o sémen (YAMANAKA et al.,, 2016). A técnica seleciona uma amostra livre de
espermatozoides mortos e outros tipos celulares e recupera uma fragéo de espermatozoides com
alta motilidade. Apresenta como vantagem a auséncia de etapas de centrifugagédo, que podem
aumentar a fragmentacdo do DNA do espermatozoide. Como desvantagem, observa-se a baixa

recuperacdo de espermatozoides (WHO, 2010).

O “gradiente descontinuo de densidade” (GDD) é um procedimento que possibilita a
migracdo dos espermatozoides, com a ajuda do mecanismo de centrifugacdo e sedimentacéo.
Neste procedimento, € imposto um obstaculo para selecdo dos melhores e mais rapidos
espermatozoides e retencdo de células mortas, espermatozoides fragmentados, leucdcitos e
outros tipos celulares. Este obstaculo é formado por uma substancia col6ide, que pode ser
aplicada em monocamada ou dupla camada, com densidades diferentes (WHO, 2010; ZHAO
et al.,, 2016). E um bom mecanismo de selecdo, recuperando espermatozoides com boa
motilidade e morfologia, porém apresenta taxa de recuperacdo de espermatozoides mediana
(FACIO et al., 2016).

1.4. Histérico da criopreservacio seminal

O primeiro evento de criopreservacdo seminal humana de sucesso ocorreu em 1949,
quando o pesquisador Polge obteve recuperacdo de espermatozoides moveis apds o
congelamento seminal, a partir do uso da substancia glicerol durante o processo. Essa foi a
primeira descricdo do glicerol como crioprotetor (POLGE et al., 1949). Em 1954, Sherman e
colaboradores provaram a eficacia da técnica de congelamento com a fertilizacdo de dvulos e
desenvolvimento embriondrio normal a partir de espermatozoides criopreservados

(SHERMAN et al, 1954). Até entdo, o congelamento era realizado utilizando-se dioxido de
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carbono solidificado, a uma temperatura de — 79 °C, para o resfriamento. Mais tarde, foi
demonstrado que as taxas de sobrevivéncia e viabilidade dos espermatozoides eram aumentadas
guando aplicada a técnica de resfriamento com vapor de nitrogénio liquido e armazenamento

das amostras a uma temperatura de — 196 °C, em nitrogénio liquido (SHERMAN, 1962).

Em 1963, foi relatado o primeiro nascimento de bebés fecundados por inseminacao
artificial a partir de sémen criopreservado pelo protocolo de vapor de nitrogénio liquido
(SHERMAN, 1963). O evento foi um marco na historia da criopreservagdo seminal humana e

desde entdo, as técnicas vém sendo aprimoradas.

1.4.1. Criopreservacado seminal

A criopreservacao de sémen € uma técnica de preservacao de espermatozoides a baixas
temperaturas (- 196 °C), que induz os espermatozoides a um estado de laténcia, o que permite
0 seu armazenamento por tempo indeterminado. E clinicamente indicada para pacientes
submetidos a vasectomia, quimioterapia e radioterapia, doacdo de sémen, baixa qualidade
seminal e exposicdo a fatores de risco, como produtos quimicos e calor excessivo (MATTOS
et al., 2003). Além desses, pacientes com azoospermia obstrutiva, isto é, auséncia de
espermatozoides no ejaculado devido a uma obstrugcdo anatdmica do trato reprodutor
masculino, sdo também orientados a realizar o congelamento. Nesse caso, 0s pacientes,
impreterivelmente, necessitam realizar um procedimento exploratério de busca de
espermatozoides, como PESA- aspiracdo percutdnea do epididimo- ou MESA — aspiracdo
microcirdrgica do epididimo (ESTEVES e VARGHESE, 2012).

O PESA consiste na puncao do epididimo, local de maturacdo dos espermatozoides,
com uma seringa agulhada e meio tamponado, através da bolsa escrotal. O MESA é um
procedimento cirdrgico que expde os tlbulos do epididimo por meio de microincisdo da bolsa
escrotal e do epididimo, seguido de aspiracdo do fluido tubular. A criopreservacdo dos
espermatozoides recuperados tanto no PESA quanto no MESA € importante para evitar a
repeticdo destes procedimentos, em casos de falhas dos procedimentos de fertilizagdo
(PATRIZIO, 2000). Multiplos PESA’s ¢ MESA’s podem causar danos irreversiveis aos
testiculos, como a atrofia testicular (GANGRADE, 2013). Além disso, a preservacdo dos
espermatozoides testiculares e epididimais evita a execucdo destes procedimentos no mesmo

dia da puncédo folicular dos odcitos. Os procedimentos de PESA e MESA ndo garantem a
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recuperacdo de espermatozoides, visto que a espermatogénese pode ser alterada por multiplos
fatores, como descrito anteriormente.

A criopreservacdo € uma ferramenta muito importante no ramo da reproducdo assistida,
porém estéd associada a diversas injdrias aos espermatozoides. Tais injurias sdo conduzidas pela
geracdo de um ambiente de alto ‘“stress” oxidativo, inerente ao processo, que altera
significativamente a integridade do DNA do espermatozoide e, consequentemente, a
morfologia e a motilidade (GRIZARD et al., 1999). O processo de congelamento e
descongelamento dos espermatozoides leva a perda de aproximadamente 50% dos
espermatozoides vivos, variando entre individuos e amostras (COUNSEL et al., 2004).

O congelamento dos espermatozoides envolve etapas de reducdo da temperatura,
desidratacéo celular e alteracdo da estrutura da membrana e acrossoma. Durante esse processo,
0s espermatozoides sdo submetidos a diversos riscos, como por exemplo, a formacéo de cristais
de gelo, choque osmético, modificacdo da fluidez e flexibilidade da membrana, reducéo do
potencial mitocondrial de membrana, entre outros (BRUGNON et al., 2013; STANIC et al.,
2000).

Diversos protocolos e meios de congelamento sdo utilizados, empregando crioprotetores
como forma de reduzir as injurias aos espermatozoides. De modo geral, os meios de
congelamento se baseiam em alguns componentes principais e conservados, com pequenas
variagoes. Sao utilizados solugdes tampdo, para a manutencédo do pH do meio. Sais para manter
o0 equilibrio osmastico. Moléculas que fornecem energia, como frutose e glicose (FABOZZI et
al., 2016). A gema de ovo de galinha inativada também é um componente muito frequente nos
meios de congelamento. Acredita-se que as lipoproteinas de baixa densidade presentes na gema
de ovo fornecam protecdo a membrana do espermatozoide contra o choque-térmico (GRIZARD
etal., 1999).

O glicerol é o crioprotetor mais frequentemente utilizado, promovendo o equilibrio
osmético do espermatozoide com o meio, impedindo a formacé&o de cristais de gelo. Entretanto,
apesar de reduzir a formacdo de cristais e os danos estruturais as células, é uma substancia

toxica, que aumenta a geracao de espécies reativas de oxigénio (WUNDRICH et al., 2006).
1.4.2. Criopreservacao de sémen e a Reproducao Assistida
Com o aperfeicoamento das técnicas de reproducéo assistida, tornou-se cada vez mais

recorrente a busca por um eficaz protocolo de criopreservacdo de espermatozoides. A técnica

de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) elevou as probabilidades de gravidez



24

a partir da fertilizacdo de odcitos com amostras apresentando baixas concentracGes de
espermatozoides moveis, incentivando a preservacao destas células (PALERMO et al., 2009).
Além disso, amostras de sémen criopreservadas podem ser aplicadas em outros procedimentos
de RA, como a inseminacao artificial e a FIV. Contudo, para estes procedimentos é necessario
obter uma melhor qualidade de espermatozoides, visto que os espermatozoides terdo outras
barreiras a enfrentar (SHABTAIE, et al., 2016).

A fecundacdo entre espermatozoides e o0citos € um evento diretamente dependente da
integridade e ativacdo da membrana do espermatozoide. A interagdo entre os receptores de
membrana do odcito e do espermatozoide é essencial para a indugdo da reacdo acrossomica e,
consequentemente, para a fertilizacggo (KHOSROWBEYGIA&ZARGHAMI, 2007). A
estabilidade estrutural da membrana do espermatozoide é vinculada a sua composicao lipidica,
dependendo diretamente da presenca de acidos graxos poliinsaturados ligados a fosfolipideos
(PUFA’s), que lhe conferem fluidez e flexibilidade (MARTINEZ-SOTO et al, 2013). Os
PUFA’s das membranas sao frequentes sitios de acao das espécies reativas de oxigénio, gerando
peroxidacdo dos lipideos e danos aos espermatozoides (AGARWAL et al., 2008).

Durante o processo de descongelamento dos espermatozoides criopreservados, o
“stress” mitocondrial leva a uma producéo excessiva de ROS, que causa injurias a membrana
do espermatozoide. Tais injurias se dao devido a peroxidacéo lipidica da membrana e afetam
diretamente as taxas de fertilizagdo dos procedimentos de inseminacéo artificial e fertilizacéo
in vitro (LIU et al., 2016). Alem disso, as espécies reativas de oxigénio provocam também
consideravel aumento da fragmentacdo de DNA, que apresenta relacédo direta com as falhas nas
taxas de fertilizacao dos odcitos (TAVILANI et al., 2008).

Os protocolos convencionais de congelamento de espermatozoides determinam a
criopreservacdo dos espermatozoides a fresco, sem qualquer tipo de processamento, com a
presenca do plasma seminal (GRIZARD et al., 1999). Apesar do desenvolvimento de novas
tecnologias e da ampla literatura na area da criopreservacao de espermatozoides, com testes de
novas variagdes de protocolos e meios, os métodos convencionais permanecem sendo 0s mais
utilizados. Ndo ha um consenso na literatura sobre os protocolos alternativos aos convencionais
e as taxas de recuperacdo de espermatozoides apds o descongelamento continuam baixas.

Como descrito anteriormente, acredita-se que o plasma seminal e suas propriedades
antioxidantes sejam essenciais para a protecdo do espermatozoide contra o “stress” oxidativo
que ocorre durante o congelamento e descongelamento. Por outro lado, a presenca do liquido
seminal altera a estrutura da membrana plasmatica do espermatozoide e a capacitacdo que o

espermatozoide sofre ao se ligar ao odcito, interferindo na fertilizacdo (BARTHELEMY et al.,
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1990). Os espermatozoides mortos, células epiteliais, leucécitos e agentes microbianos que
normalmente estdo presentes no sémen elevam significativamente a geracdo de ROS do sémen
criopreservado, além do processo de criopreservacao em si (SHEKARRIZ, et al., 1995).

Estabelecer um novo protocolo de congelamento de espermatozoides que apresente
significativo aumento da taxa de recuperagdo de espermatozoides e, principalmente, da
qualidade dos mesmos, € imprescindivel. Melhorar a qualidade dos espermatozoides
criopreservados utilizados nos procedimentos de reproducéo assistida apresenta um potencial
de elevacdo das taxas de fertilizagdo e, consequentemente, de gravidez.

O “Vida — Centro de Fertilidade” é especialista em Medicina Reprodutiva e ja ajudou
milhares de casais inférteis a engravidar. O “Vida” realiza hoje em média de 4 a 7
congelamentos de espermatozoides por més. Casais receptores de ovodoacdo sdo frequentes
casos de criopreservacdo de espermatozoides na clinica, por questdes éticas. A ovodoacao €
andnima e o congelamento de sémen evita o contato dos pacientes com os doadores no ambiente
da clinica. Pacientes submetidos a cirurgia, quimio e radioterapia, PESA, e aqueles que estardo
ausentes nas datas das punces foliculares também sdo muito indicados para a criopreservacao
seminal. O protocolo utilizado atualmente na clinica segue o tradicional, sendo realizado com
0 sémen a fresco, ou seja, com o plasma seminal, seguindo os guidelines de andrologia, salvo
algumas excecdes. H& eventos de pacientes que solicitam a criopreservacdo do sémen no
mesmo dia do procedimento de fertilizacdo, apos ja ter sido realizado o processamento seminal
convencional de rotina para a fertilizacdo. Os pacientes recorrem a essa alternativa inesperada
para evitar o stress e o inconveniente de uma nova coleta seminal, caso ocorram falhas e sejam
necessarios outros ciclos de fertilizac&o.

Os descongelamentos de sémen no “Vida” costumam atingir taxas de recuperacgdo de
espermatozoides moveis abaixo de 50%, o que demonstra a dificil reprodutibilidade dos
protocolos fornecidos pelos fabricantes e registrados na literatura. Os espermatozoides tendem
a apresentar morfologia muito alterada, exceto quando a amostra inicial, antes do
congelamento, apresentava parametros muito acima da normalidade. As causas de infertilidade
dos casais que frequentam a clinica sdo muito variadas, o que dificulta a computacdo da
estatistica de falhas de fertilizacdo e desenvolvimento embrionadrio devido ao sémen
criopreservado, como fator isolado. As eventuais amostras seminais criopreservadas apos o
processamento seminal, principalmente, pela técnica de GDD, apresentaram melhor qualidade
dos espermatozoides ap6s o descongelamento, inclusive em relacdo & morfologia espermatica.

Esse fato gerou questionamentos acerca do protocolo atualmente utilizado na clinica. Melhorar
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a qualidade dos espermatozoides criopreservados apds o descongelamento apresenta um

potencial na melhora das taxas de fertilizacdo da clinica com sémen criopreservado.

1.5. Problemaética

Apesar de ser uma técnica estabelecida e utilizada em todas as clinicas de medicina
reprodutiva, o congelamento de espermatozoides ainda apresenta uma taxa de recuperacdo que
necessita ser melhorada. A presenca do plasma seminal durante o congelamento ainda é uma
questdo controversa e devido a falta de consenso sobre o tema, cada clinica escolhe o seu
protocolo padréo.

Este projeto foi realizado para responder a esta pergunta: para 0s procedimentos
realizados na Clinica Vida, o plasma seminal deve ou ndo ser mantido durante o processo de

congelamento de espermatozoides?
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2. OBJETIVO

Desenvolver um protocolo de processamento pré-criopreservacdo seminal que apresente
melhores taxas de recuperacgéo de espermatozoides e espermatozoides de melhor qualidade,
quanto a motilidade, morfologia e vitalidade, apds o descongelamento, para aplicacdo na
rotina da clinica Vida.

2.1.  Obijetivos especificos

e Avaliar os resultados do congelamento de espermatozoides com e sem a
presenca do plasma seminal, removido pela técnica de gradiente descontinuo de
densidade.

e Avaliar a viabilidade do uso de ambas técnicas na rotina da Clinica Vida.

e Determinar o melhor protocolo operacional padrdo de congelamento seminal

para as rotinas de andrologia da clinica de reprodu¢do humana “Vida”.
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3. MATERIAIS E METODOS

Amostras seminais de 45 individuos voluntérios da clinica de reproducdo humana Vida
foram avaliadas neste estudo. Foram incluidas neste trabalho amostras seminais de 22
individuos, todas previamente autorizadas pelos mesmos, por meio do termo de consentimento
livre e esclarecido. Os individuos que se voluntariaram para o estudo estavam em tratamento
na clinica, porém ndo apresentavam necessariamente o diagndstico de infertilidade masculina.
O diagnostico de infertilidade é dado levando em consideracédo o casal e nesse trabalho foram
inclusos individuos que tanto estavam em investigacao de infertilidade com suas esposas quanto

aqueles que ja possuiam o diagnostico.

A idade média dos individuos que doaram as amostras foi de 35,4 = 4,3 anos, sendo 0

paciente mais jovem com 25 anos e o mais velho com 42 anos.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho, pelo parecer nimero 15193319.3.0000.5257. Ap0s a finalizagdo de
todas as analises, as amostras foram descartadas, de acordo com as normas de biosseguranga da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

3.1. Critérios de exclusdo

Amostras seminais que apresentavam volume inicial abaixo de 1,5mL e concentracdo
inicial de espermatozoides abaixo de 10 milhdes/mL foram excluidas dessa pesquisa, devido a
necessidade da divisdo das amostras em duas aliquotas com espermatozoides viaveis e volume
suficiente para execucdo de todas as analises do inicio ao fim. No total, foram excluidas

amostras de 23 pacientes.

3.2.  Coleta das amostras

Os individuos voluntarios realizaram a coleta das amostras seminais em uma sala
apropriada dentro da clinica Vida, com comunicac¢do indireta com o laboratério de andrologia.
As amostras foram coletadas por masturbacdo, sem uso de preservativos, em um pote coletor

estéril. Foi solicitado um periodo de 2 a 5 dias de abstinéncia sexual aos voluntarios.
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3.3. Andlises

Apos liquefacdo, de acordo com os normas da Organizacdo Mundial de Saiude (WHO,
2010), foram analisados os parametros viscosidade, volume, pH, motilidade, concentracéo e
vitalidade espermatica. Foi avaliada também a morfologia dos espermatozoides, de acordo com
os critérios de Kruger (KRUGER et al., 1987).

3.3.1. Concentracao e motilidade

Para analise de concentracdo e motilidade foi utilizada a cdmara Makler. Uma aliquota
de 10uL de amostra foi colocada sob a camara de Makler e coberta por laminula propria. Em
seguida, realizada a contagem de espermatozoides presentes nos 100 quadrados da camara, por
meio de um microscopio optico, com aumento de 200x. Os valores encontrados foram
multiplicados por 1000000 e os resultados da concentragdo de espermatozoides fornecidos na
unidade de “milhdes por mililitro”. Durante a contagem na cAmara Makler, os espermatozoides
foram divididos em trés categorias de motilidade: A, B e C. De acordo com a Organizacdo
Mundial de Saude, o parametro A refere-se aos espermatozoides moveis progressivos; B refere-
se aos espermatozoides mdveis ndo-progressivos; C refere-se aos espermatozoides imoéveis. A
partir dessa contagem diferencial, obteve-se a motilidade A,B e C em valores absolutos e em
valores percentuais (a partir da divisdo de cada pardmetro pela concentracdo de

espermatozoides total, seguida de multiplicacdo por 100).

3.3.2. Morfologia

A morfologia dos espermatozoides foi avaliada pela coloracdo diferencial com o kit
SpermacStain™ (fabricante FertiPro), de acordo com o protocolo do fabricante. Foi utilizado
um microscopio oOptico, com aumento de 1000x e 6leo de imersdo para contagem dos
espermatozoides. Foram considerados normais 0s espermatozoides que apresentavam cabeca
ligeiramente ovalada e lisa, com regido acrossomal compreendendo 40 — 70% da cabeca e com

um limite de dois pequenos vacuolos nessa regido; a pega intermediaria deveria estar alinhada
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com a cabeca, apresentando comprimento compativel com a cabeca e contornos regulares; a
cauda deveria estar lisa, fina, sem gotas citoplasmaticas e de comprimento trés vezes maior que
a peca intermediaria (MENKVELD et al., 2001; KRUGER et al., 1986). Foram contabilizados
de 100 a 200 espermatozoides e geradas as propor¢oes de espermatozoides normais.

3.3.3. Vitalidade

A vitalidade dos espermatozoides foi avaliada pela coloragdo desses com o corante
eosina-nigrosina do kit Vitalscreen™ (fabricante FertiPro). A coloragio foi realizada de acordo
com o protocolo do fabricante e os espermatzoides corados em vermelho foram considerados
mortos e 0s espermatozoides ndo-corados considerados vivos. Com o auxilio de um
microscopio éptico, com aumento de 1000x e 6leo de imersédo, foram contabilizados de 100 a

200 espermatozoides e geradas as proporcdes de espermatozoides vivos.

3.3.4. Taxa de recuperacao de espermatozoides

A taxa de recuperagéo de espermatozoides foi medida pela divisdo do valor absoluto de
espermatozoides encontrados apds o descongelamento das amostras, de cada grupo estudado,
pelo valor absoluto de espermatozoides avaliados antes do congelamento das amostras, sendo
esse Ultimo pardmetro sempre referente a analise realizada do sémen ejaculado (controle
fresco). O parametro taxa de recuperacdo de espermatozoides foi medido para os critérios
espermatozoides moveis progressivos, espermatozoides moveis totais, espermatozoides
morfologicamente normais e espermatozoides vivos. Sempre se baseando na concentracdo

desses critérios.

3.4. Experimentos

O volume seminal de cada paciente foi dividido em dois grupos: Controle e Gradiente.

O grupo Controle foi submetido diretamente a criopreservacgéo, utilizando o protocolo

de congelamento seminal da clinica Vida.
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O grupo Gradiente foi submetido a capacitacdo, por meio do protocolo de selegédo de
espermatozoides de gradiente descontinuo de densidade da LifeGlobal® Group (ROUEN et al.,
2013), utilizando o kit“AllGrad®” 45% e 90%e 0 meio de lavagem “AllGradWash®, para
isolamento do liquido seminal, dos espermatozoides mortos e outros tipos celulares. Em um
tubo conico, foi adicionado ImL do meio “AllGrad 90%” (densidade 90%), em seguida,
adicionado lentamente ImL do meio “AllGrad 45%” (densidade 45%), para ndo haver mistura
entre 0s dois meios. Apods estabilizagdo dos meios “AllGrad®”, foi gotejado 1mL de sémen
pela parede do tubo (proporgdo 1:1, meio AllGrad®: sémen). A amostra foi submetida a
centrifugacdo por 20 minutos, a 200 g, em temperatura ambiente. Apos este periodo, ocorreu a
formacgédo de um pellet. O sobrenadante da amostra foi descartado e o pellet homogeneizado
com 2mL de meio de lavagem “AllGradWash®". Novamente, a amostra foi centrifugada para
retirar os resquicios do meio “AllGrad 45% e 90%®”, por 10 minutos, a 200 g e temperatura
ambiente. Ocorreu a formacgédo de um novo pellet e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
homogeneizado em 0,32mL de meio tamponado “AllGradWash®". Ao final do processamento,
foi verificada a motilidade e concentracdo dos espermatozoides, além da morfologia e
vitalidade espermatica. Em seguida, a amostra capacitada foi criopreservada seguindo o

protocolo de congelamento seminal da clinica “Vida”.

As amostras dos dois grupos permaneceram congeladas por pelo menos uma semana e
foram descongeladas seguindo o protocolo de descongelamento da clinica “Vida”. Apds o
descongelamento, foram avaliados o0s seguintes parametros: concentracdo de espermatozoides
total; concentragdo de espermatozoides moveis progressivos total; motilidade; vitalidade;

morfologia; taxa de recuperacdo de espermatozoides pos descongelamento.

Fluxograma do desenho experimental demonstrado na figura 1.

3.5. Congelamento seminal

O protocolo de congelamento de amostras seminais da clinica “Vida” ¢ realizado com
0 meio de criopreservagdo “TYB — Test-Yolk buffer - com gema de ovo inativada por calor,
glicerol ¢ gentamicina”, da Irvine Scientific (HAMMADEH, 2001). O congelamento foi
realizado a partir da lenta incorporacdo do meio TYB, na propor¢do de 1:1 (sémen:meio) e
permaneceu estabilizando nesta solucao por 10 minutos, a temperatura ambiente. Uma aliquota

de 0,5mL desta solucéo foi envasada e selada em palheta prépria para o congelamento (CryoBio
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System™), previamente identificada. Em seguida, a palheta foi imediatamente transferida para
um refrigerador, a 4 °C (x 2 °C), e mantida por 20 minutos. Apds isso, a palheta foi transferida
para um freezer, a - 20 °C (£ 2 °C), por 20 minutos. Logo apds, a palheta foi transferida para
um dispositivo que permitiu a permanéncia da palheta no vapor de nitrogénio liquido, a uma
distancia de 10 cm, por 20 minutos. Depois, a palheta foi mergulhada diretamente no nitrogénio
liquido.

CONGELAMENTO

DESCONGELAMENTO DESCONGELAMENTO

Figura 1: Esquema do desenho experimental

3.6. Descongelamento seminal

O protocolo de descongelamento seminal da clinica “Vida” ocorre pela retirada das
palhetas do nitrogénio liquido e imediata imersdo das palhetas em um banho-maria, a 37 °C,
por 30 segundos. Em seguida, as extremidades das palhetas sdo cortadas e o desenvase da
amostra realizado com o auxilio de uma seringa em um tubo, previamente identificado. Ap6s
isso, € adicionado 2 mL de meio de lavagem “AllGradWash”® e as amostras sdo centrifugadas
por 10 minutos, a 200 g, em temperatura ambiente. Ocorre a formagdo de um pellet e o

sobrenadante é descartado, para limpar os resquicios do meio de congelamento. O pellet é
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homogeneizado em 0,25mL de meio tamponado “AllGradWash®" e a amostra esta pronta para

uso.

3.7. Andlises estatisticas

Para avaliacdo estatistica dos dados, foram comparadas as diferencas de cada grupo pelo
teste T ndo-paramétrico Wilcoxon pareado, ja que a populacdo amostral ndo segue uma
distribuicdo Gaussiana, normal. Foi adotado um valor de significancia de p<0,05, isto é, um

grau de confiabilidade de 95%. O p valor quando significativo foi identificado por *.



4. RESULTADOS

Nos parametros seminais prévios ao congelamento, o grupo Controle apresentou maior
concentragéo de espermatozoides (96,6 + 56,9 x 10%/mL) comparado ao grupo Gradiente (61,0
+ 55,0 x 108mL). Ndo houve diferencas significativas entre os grupos na concentracio de
espermatozoides moveis totais e mdveis progressivos. A motilidade progressiva e motilidade
total do grupo Gradiente (65,9% + 21,4; 67,8% + 21,4, respectivamente) foi maior que no grupo
Controle (53,3% * 15,2; 57,9% * 15,3, respectivamente). Para os parametros vitalidade e
morfologia, foram observados melhores resultados no grupo Gradiente (81,1% + 11,91; 2,6%

+ 2,42, respectivamente) em relacdo ao Controle (69,9 £ 10,21; 1,7 + 1,64, respectivamente)

(Tabela 1).

Tabela 1: Parametros seminais pré-congelamento. Valores representados em médias seguidas de desvio-padréo.

Foi considerado um valor de significancia p< 0,05

Parametros seminais pré-congelamento

Controle Gradiente P valor
Média £ DP | Min; Max | Média = DP | Min; Méax
Concentragdo de 96,6+56,9 [260-237,0| 61,0+550 |19,0-217,0 | 0,0002*
espermatozoides (x10°/mL)
Concentracao de
espermatozoides progressivos | 53,6 £+41,8 |12,0-192,0| 46,3+53,9 | 3,0-210,0 0,1186
(x108/mL)
Concentracado de
espermatozoides moveis 57,2+42,3 |14,0-194,0| 47,2+539 | 3,0-210,0 0,0558
(x108/mL)
Motilidade Progressiva (%0) 53,3+152 | 154-810| 659+214 | 158-96,8 0,0015*
Motilidade total (%0) 579+153 | 153-816 | 67,8+215 | 158-96,8 0,0113*
Vitalidade (%6) 69,9+10,2 | 48,0-90,0 | 81,1+119 | 50,0-98,0 0,0001*
Morfologia Normal (%0) 1,7+16 0,0-5,0 26+24 0,0-7,0 0,0005*

*Analises estatisticamente significativas

Apbés o descongelamento das amostras, foi verificada menor concentracdo de
espermatozoides no grupo Gradiente (34,1 + 28,4 x 10%/mL) que no grupo Controle (60,4 *
41,05), como também observado nesse mesmo parametro antes do congelamento das amostras.

N&o houve diferenca significativa nos parametros concentracdo de espermatozoides moveis e
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concentracdo de espermatozoides progressivos entre 0s grupos. Quanto a motilidade
progressiva e motilidade total, o grupo Gradiente (24,0% * 18,81; 27,5% + 19,78,
respectivamente) apresentou maiores médias que o Controle (15,6% + 11,07; 17,7% + 12,01,
respectivamente). A taxa de vitalidade e de espermatozoides com morfologia normal foi maior
no grupo Gradiente (56,3% = 22,12; 2,3% + 2,23, respectivamente) que no grupo Controle
(43,6% £ 15,92; 1,3% + 1,49, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros seminais pds-descongelamento. Valores representados em médias seguidas de desvio-
padrdo. Valor de significAncia de p<0,05.

Paréametros seminais p6s-descongelamento

Controle Gradiente P valor
Média £ DP | Min; Max | Média+ DP | Min; Max
Concentragdo de 604+411 |11,0-150,0| 341+284 | 49-1350 | 0,0001*
espermatozoides (x10°/mL)
Concentracao de
espermatozoides progressivos 10,6 +149 | 1,0-66,0 | 10,3+195 | 1,0-88,0 0,5082
(x10%/mL)
Concentracao de
espermatozoides moveis 11,7+ 154 1,0-69,0 11,3+£19,9 1,0-89,0 0,5023
(x10%/mL)
Motilidade Progressiva (%) 156+11,1 | 2,2-440 | 240+188 | 3,5-65,2 0,0063*
Motilidade total (%) 17,7+120 | 2,2-46,0 | 275+198 | 3,5-69,1 0,0014*
Vitalidade (%) 436+159 | 12,0-74,0 | 56,3+22,1 | 20,0-88,0 0,0002*
Morfologia Normal (%6) 13+15 0,0-5,0 231272 0,0-7,0 0,0005*

*Analises estatisticamente significativas

A motilidade progressiva pos-descongelamento foi maior no grupo Gradiente que no
Controle (Figura 1). Contudo, quando comparamos a taxa de recuperacdo de espermatozoides
moveis progressivos descongelados do grupo Gradiente em relacdo ao controle fresco com o
grupo Controle também em relacdo ao Controle fresco, ndo ha diferencas significativas entre
os dois experimentos (Figura 2). A motilidade progressiva é um dado percentual da amostra e
nesse caso, € comparada apenas entre os dados obtidos no pds-descongelamento de cada grupo.
J& a taxa de recuperacgdo de espermatozoides mdveis progressivos pds-descongelamento mede

os valores absolutos de espermatozoides encontrados ao final do descongelamento de cada
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grupo (Controle descongelado e Gradiente descongelado) em relagdo ao Controle fresco, antes

do congelamento.

Motilidade Progressiva Pés-Descongelamento

Gradiente— I *

Controle

%

Figura 2: Motilidade Progressiva avaliada ao final do descongelamento das amostras do grupo Controle e
Gradiente. Valores representados em Médias e Barras de Desvio-Padrdo (%). Valor de significancia adotado
p<0,05 (*)

A motilidade total p6s-descongelamento foi melhor no grupo Gradiente que no grupo
Controle (Figura 3). Entretanto, a taxa de recuperacdo de espermatozoides moveis totais pds
descongelamento em relacdo ao Controle Fresco, pré-congelamento, ndo apresentou diferencas

significativas entre os dois grupos (Figura 4).

A taxa de vitalidade apds o descongelamento encontrada no grupo Gradiente foi maior
que no grupo Controle (Figura 5). Todavia, quando avaliada a taxa de recuperacdo de
espermatozoides vivos pds descongelamento em relacdo ao Controle fresco, o grupo Controle

apresentou maior taxa que o Gradiente (Figura 6).

A taxa de espermatozoides normais encontrada apds o descongelamento no grupo
Gradiente foi significativamente maior que o grupo Controle (Figura 7). Assim como a taxa de
espermatozoides normais encontrada ap0s o descongelamento no grupo Gradiente foi
significativamente maior que a taxa de espermatozoides normais do Controle fresco, antes do
congelamento (Figura 8). Contudo, ao avaliar a taxa de recuperacdo de espermatozoides

morfologicamente normais encontrada ap6s o descongelamento em relagdo ao Controle fresco
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de cada grupo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos Controle e Gradiente (Figura
9).

Taxa de Recuperagdo de Espermatozoides Moveis Progressivos

30—

%

10
0 1 1
Q Q
O 4
) o)
& &
g N
& &°
Q S
000 00
o ©°
& &
& ®
< QS
& @
Q 5
& ¥
(oM @
O

Figura 3: Comparacédo da taxa de recuperacdo de espermatozoides moveis progressivos pos-descongelamento do
grupo Controle e do grupo Gradiente, ambos em relacdo ao Controle Fresco (antes do congelamento). Valores
representados em Médias e Barras de Desvio-Padrdo. Valor de significancia adotado p<0,05 (*).

Motilidade Total P6s-Descongelamento

Gradiente— | *

Controle

%

Figura 4: Motilidade total avaliada ao final do descongelamento dos grupos Controle e Gradiente. Valores
apresentados em Média e Barra de desvio-padrao. Valor de significancia adotado: p<0,05.
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Taxa de Recuperacao de Espermatozoides Maveis
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Figura 5: Comparagdo da taxa de recuperacdo de espermatozoides mdveis totais pos-descongelamento do grupo
Controle e do grupo Gradiente, ambos em relacdo ao Controle Fresco (antes do congelamento). Valores
apresentados em médias e barras de desvio-padrdo. Valor de significancia p<0,05.

Vitalidade P6s-Descongelamento
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Figura 6: Porcentagem de espermatozoides vivos (Vitalidade) avaliadas ao final do descongelamento nos grupos
Controle e Gradiente. Valores apresentados em médias e barras de desvio-padrdo. Valor de significancia p<0,05.
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Taxa de Recuperagdo de Espermatozoides Vivos
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Figura 7: Comparacdo da taxa de recuperacao de espermatozoides vivos pés-descongelamento do grupo Controle
e do grupo Gradiente, ambos em relagdo ao Controle Fresco (antes do congelamento). Valores apresentados em
médias e barras de desvio-padréo. Valor de significancia p<0,05.

Morfologia Pds-Descongelamento
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Controle

%

Figura 8: Porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais avaliada apds o descongelamento dos
grupos Controle e Gradiente. Valores representados em médias e barras de desvio-padrao. Valor de significancia
p<0,05.
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Espermatozoides Morfologicamente Normais

Gradiente Pds=— I *

Controle Pré

%

Figura 9: Porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais do grupo Gradiente ap6s o
descongelamento comparada a porcentagem avaliada no grupo Controle fresco, antes do congelamento. Valores
representados em médias e barras de desvio-padrdo. Valor de significancia p<0,05.

Taxa de Recuperagdo de Espermatozoides Morfologicamente Normais
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Figura 10: Comparacdo da taxa de recuperacdo de espermatozoides morfologicamente normais pos-
descongelamento do grupo Controle e do grupo Gradiente, ambos em relacdo ao Controle Fresco (antes do
congelamento). Valores representados em médias e barras de desvio-padrdo. Valor de significancia p<0,05.
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5. DISCUSSAO

A criopreservacdo de espermatozoides é uma ferramenta muito importante e
amplamente difundida na medicina reprodutiva. Entretanto, as taxas de recuperacdo de
espermatozoides viaveis no descongelamento ainda se mostram muito abaixo do ideal (100%)

e uma constante busca por procedimentos mais eficazes se torna necessario.

Os parametros seminais avaliados nesse trabalho foram concentracdo de
espermatozoides totais, de espermatozoides moveis progressivos e moveis totais, e 0s
percentuais de motilidade progressiva e motilidade total, morfologia e vitalidade. Esses critérios
sdo apontados na literatura como indicadores da qualidade seminal e consequentemente, séo
utilizados como preditores de taxas de sucesso de fertilizacdo. Contudo, diversos trabalhos
questionam a sensibilidade e eficiéncia desses parametros como indicativos de boas taxas de
fertilizacdo. Agarwal e Allamaneni relatam que em torno de 15% dos pacientes com fator
masculino de infertilidade comprovada ndo apresentam alteracbes desses parametros
(AGARWAL & ALLAMANENI, 2005). Defeitos na reacdo acrossémica do espermatozoide e
na interacdo dos espermatozoides com a zona pellcida do odcito estdo associados a baixas taxas
de fertilizacdo, além de falha total na fertilizacdo (BARRATT et al., 2011; OEHNINGER et al.,
2014). Tais defeitos foram encontrados em homens inférteis com analises seminais basicas
dentro da normalidade. A OMS descreve alguns testes funcionais, isto é, que ndo inviabilizam
a amostra seminal como um todo, que avaliam de forma mais adequada o potencial de
fertilizac@o dos espermatozoides (WHO, 2010). Dentre esses testes, podemos citar a avaliagdo
da ligacdo do espermatozoide aos receptores da zona pellcida, liberacdo do conteddo
acrossomal e fusdo com a membrana vitelinica do 6vulo. Todavia, esses testes ainda sdo de
dificil aplicacdo na rotina laboratorial, apesar de terem sido demonstrados como mais efetivos
na determinacdo do potencial de fertilizacdo do espermatozoide. Além disso, ja foi mostrado
que o congelamento seminal altera a composi¢do da membrana plasmatica (BELL et al., 1993)
e membrana acrossomal do espermatozoide (MCLAUGHLIN, 1993), levando a erros na
interacdo deste com o 6vulo e bloqueios na liberacéo do contedido acrossomal. Essas disfuncdes
estdo diretamente associadas as baixas taxas de fertilizacdo a partir de sémen criopreservado
(OEHNINGER, 2000). Dessa forma, apesar de ndo serem analises de féacil aplicacdo e
viabilidade na rotina laboratorial, poderiam ser mais eficazes na comparacdo do dos

espermatozoides criopreservados em cada grupo neste trabalho.
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A técnica de GDD ja esta muito bem consolidada na literatura e é aplicada diariamente
no preparo seminal de amostras para técnicas de reproducdo assistida. Ja foi provado por
diversos autores que o GDD aumenta a motilidade, vitalidade e morfologia de amostras
seminais (HAMMADEH et al, 2001; SAKKAS et al, 2000). Além desses parametros, é
comprovada a reducdo de ROS (DAS et al, 2008; TAKESHIMA et al, 2017) e de
espermatozoides com fragmentacdo de DNA pelo processamento por GDD (PUNJABI et al,
2018). Os dados pre-congelamento do grupo Gradiente apresentados no presente estudo
corroboram os dados da literatura, visto que a técnica de GDD melhorou os parametros
analisados. Os resultados descritos nesse trabalho e na literatura justificam a escolha do
processamento por GDD como um bom método para separagdo do plasma seminal e selecéo

dos melhores espermatozoides das amostras.

Muitos trabalhos foram realizados para investigar os efeitos do processamento seminal
antes do congelamento e/ou apds o descongelamento. Analises de diferentes parametros foram
realizadas com o intuito de melhorar as taxas de recuperagdo de espermatozoides e as taxas de
fertilizac&o destes. Fabozzi e colaboradores compararam a criopreservagéo de espermatozoides
com e sem plasma seminal (isolado pela técnica Sperm Wash), com dois meios comerciais de
congelamento diferentes. Eles observaram que a motilidade e viabilidade dos espermatozoides
(porcentagem de espermatozoides vivos) congelados diretamente com o plasma seminal apés
0 descongelamento eram estatisticamente melhores que o teste sem o plasma seminal,
independente do meio e congelamento utilizado (FABOZZI, 2016). Por outro lado, Petyim e
colaboradores mostraram que a motilidade apds o descongelamento de espermatozoides
criopreservados processados, pela técnica de swim-up antes do congelamento, eram maiores
que os espermatozoides processados apds o descongelamento (PETYIM et al, 2014). Uma
provavel explicagdo dos achados contraditorios de Petyim aos de Fabozzi é que no estudo
realizado por Petyim, além da separacdo do plasma seminal dos espermatozoides, a técnica de
swim-up também seleciona os espermatozoides e descarta espermatozoides mortos e debris
geradores de ROS. Em contrapartida, Allamaneni e colaboradores descreveram resultados que
apontam a técnica de processamento por GDD previamente ao congelamento como superior
nos quesitos motilidade e taxa de recuperacdo de espermatozoides vivos (sobrevivéncia)
comparado com a técnica de swim-up (ALLAMANENI et al, 2005).

No presente trabalho, a motilidade progressiva, motilidade total, vitalidade e
morfologia normal dos espermatozoides foram superiores no grupo processado pela técnica de

GDD previamente a criopreservagao ao grupo ndo processado. Entretanto, ndo houve diferencas
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significativas nas taxas de recuperagdo de espermatozoides mdveis progressivos e moveis totais
e morfologicamente normais. A comparacdo das taxas de recuperacdo desses trés parametros
nos grupos estudados foi considerada relevante para esse estudo, uma vez que essas taxas
refletem melhor o impacto do protocolo proposto nos experimentos do que simplesmente as
porcentagens de motilidade e morfologia medidas ao final do descongelamento. Nossos
resultados corroboram parcialmente os encontrados no artigo publicado por Brugnon e
colaboradores. Assim como no presente estudo, Brugnon e colaboradores (cols.) mostraram que
as taxas de recuperacdo de espermatozoides morfologicamente normais ndo diferem em
amostras criopreservadas processadas ou ndo por GDD. Contudo, Brugnon e cols. também
relataram que as taxas de recuperacgao de espermatozoides moveis progressivos e moveis totais
em amostras criopreservadas por GDD sdo superiores as ndo processadas. Podemos sugerir que
essa diferenca dos achados de Brugnon e cols. aos nossos, foram causadas pelos altos niveis de
forca de centrifugacdo aplicadas as amostras. Em nosso trabalho, foram aplicadas forcas de
centrifugagdo de 200g e em Brugnon e cols., forgas de 750g, pois esses autores afirmam que de
acordo com a sua experiéncia pratica, essas forcas promovem melhores taxas de recuperagédo
de espermatozoides (BRUGNON et al, 2013).

Ao avaliarmos a vitalidade dos espermatozoides ao final do descongelamento nos
grupos estudos, foi constatada superioridade do grupo Gradiente em relagédo ao grupo Controle.
Por outro lado, a taxa de recuperacdo de espermatozoides vivos do grupo Gradiente apds o
descongelamento foi significativamente inferior ao grupo Controle. Como abordado
anteriormente, é comprovado na literatura que o processamento por GDD seleciona
espermatozoides de melhor motilidade, morfologia, vitalidade e melhor integridade de material
genético, sendo esse Ultimo um dado ndo avaliado neste trabalho, mas bem estabelecido na
reproducéo assistida. De fato, observamos uma maior perda de espermatozoides vivos no grupo
Gradiente em relagdo ao Controle. Contudo, podemos justificar essa consideravel perda do
grupo Gradiente pela baixa qualidade dos espermatozoides nas amostras iniciais, do ejaculado
antes do congelamento. Encontrar mais espermatozoides vivos isoladamente nao significa

encontrar espermatozoides de melhor qualidade.

Diante da superioridade demonstrada nesse estudo quanto aos critérios motilidade,
vitalidade e morfologia do grupo Gradiente, mas ndo das taxas de recuperacdo de
espermatozoides de mdveis, vivos e morfologicamente normais, sugerimos uma abordagem
diferente das amostras na decisdo do protocolo de congelamento. O melhor protocolo de

congelamento de amostras seminais depende da particularidade de cada amostra analisada.
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Propomos com esse trabalho que o protocolo de preparo das amostras para
criopreservacao ndo seja padronizado. O panorama da qualidade seminal de homens inférteis é
extremamente variavel, apresentando muitos parametros seminais divergentes entre si, dentro
da mesma amostra seminal e amostras diferente do mesmo paciente. Dessa forma,
recomendamos que o protocolo de preparo seminal para criopreservacdo adotado seja baseado
no procedimento de reproducdo assistida que serd aplicado como desfecho final de uso da
amostra criopreservada. Amostras seminais que seriam congeladas com a finalidade de
realizacdo de 11U deveriam ser criopreservadas a partir do protocolo convencional (grupo
Controle), com o plasma seminal. Como a técnica de IIU requer uma alta concentracdo de
espermatozoides, o protocolo convencional seria mais adequado, pois esse apresenta maior

recuperacao de espermatozoides.

No entanto, caso a finalidade fosse ICSI, o protocolo mais adequado seria 0 proposto no
grupo Gradiente. Como o protocolo do grupo Gradiente fornece amostras com maior proporcao
de espermatozoides moveis, vivos e morfologicamente normais, esse protocolo seria mais
conveniente. Na ICSI, é mais relevante ter maiores probabilidades de encontrar
espermatozoides de boa qualidade, em termos de motilidade, vitalidade e morfologia

(porcentagem), do que valores absolutos desses parametros (concentracao de espermatozoides).

Infelizmente, em alguns casos ndo € possivel determinar a técnica de RA que sera
aplicada (11U, FIV ou ICSI) para o paciente futuramente, no momento da coleta da amostra para
criopreservacao. Nesses casos, € orientado que a decisdo da estratégia do congelamento seja
feita a partir dos parametros seminais da amostra, levando em consideragédo os dados obtidos

em nossa pesquisa.

Com o advento da ICSI, tornou-se possivel a fertilizacdo de dvulos a partir de sémens
com alteracdes criticas nos parametros seminais, alcangando melhores resultados de gestacao,
mesmo a partir de amostras criopreservadas. Essa conquista pode ter suprimido a busca por um
protocolo ideal de congelamento seminal. Poucos artigos foram publicados na comunidade
académica acerca do assunto nos ultimos anos e 0s existentes apresentam abordagens muito
divergentes em relacdo as possiveis melhorias no congelamento. Além disso, os resultados
disponiveis sobre as mesmas linhas de abordagem também apresentam muitas disparidades

entre si.

O trabalho em questdo apresentou resultados preliminares de comparacdo do

congelamento de espermatozoides entre amostras seminais ndo processadas e processadas pela
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técnica de GDD. Mais desdobramentos se fazem necessarios para determinacdo do protocolo
ideal de congelamento seminal, como por exemplo, avaliacbes da taxa de fertilizacdo,

implantacdo de embrides e gestacdes a termo, a partir de sémens criopreservados.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, ndo foi possivel determinar um melhor protocolo
padrdo unico de criopreservacao para todas as amostras a serem congeladas. O melhor protocolo
de congelamento pode variar, dentre outros fatores, da técnica de RA que sera aplicada como

desfecho.

Para 11U, o melhor protocolo de congelamento é o tradicional, realizado no grupo
Controle, isto é, com a presenca do plasma seminal. J& para ICSI, o protocolo mais indicado

seria 0 aplicado no grupo Gradiente, isto é, sem a presenga do plasma seminal.
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