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RESUMO

Werneck, Caio Luis Vieira. Aprimoramento do congelamento de sémen humano:
efeito da concentracédo seminal no resultado do protocolo 2019. 53 f. Dissertacéo
(Mestrado Profissional em Pesquisa Biomédica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

A criopreservacdo de sémen € uma técnica muito utilizada na reproducéo assistida
em casos de: homens com poucos espermatozoides, prévia a utilizacdo de
quimioterapicos, vasectomias ou cirurgias no aparelho reprodutor masculino ou ainda,
com o intuito de doacdo seminal. Na rotina clinica, o protocolo de congelamento
seminal independe da concentracéo de espermatozoides da amostra. O objetivo deste
estudo foi investigar se amostras seminais de um mesmo paciente, em concentracoes
especificas de 30, 15, 5 e 1 milh&o de espermatozoides por ml, comparadas com uma
amostra controle, em que ndo houve alteracdo da concentracdo original, tiveram a
mesma taxa de recuperacdo da motilidade espermatica e taxa de sobrevivéncia
espermatica com o0 uso do mesmo protocolo de criopreservacao. Foram
criopreservadas 20 amostras de voluntarios que compareceram a Clinica Vida para a
realizacdo de exame seminal. Os resultados obtidos ndo mostraram alteracéo na taxa
de recuperacdo da motilidade espermatica tampouco na taxa de sobrevivéncia
espermatica, devido a variagdo da concentracdo espermatica, apdés o
descongelamento. Houve correlacdo forte, positiva e significativa entre a taxa de
recuperacdo da motilidade espermatica e a taxa de sobrevivéncia esperméatica
(r=0,9564*, p<0,05). A correlacdo entre indicadores de qualidade seminal
(concentracdo e motilidade progressiva) e a taxa de recuperacdo da motilidade
espermatica foi fraca e ndo significativa. A concentracao seminal ndo interferiu na taxa
de recuperacdo da motilidade espermatica. Ndo houve evidéncia para modificar
protocolos de criopreservacdo de acordo com a concentracdo espermatica inicial da

amostra seminal.

Palavras-chave: Criopreservacao; sémen; concentracdo espermatica.



ABSTRACT

Werneck, Caio Luis Vieira. Improvement of human semen freezing: effect of
seminal concentration on protocol outcome 2019. 53 f. Dissertation (Professional
Master in Biomedical Research) - Carlos Chagas Filho Institute of Biophysics, Federal

University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Semen cryopreservation is a technique widely used in assisted reproduction in cases
of: men with few sperm, prior to the use of chemotherapeutic drugs, vasectomies or
surgeries in the male reproductive system or even for seminal donation. In the clinical
routine, the seminal freezing protocol is independent of the sperm concentration of the
sample. The aim of this study was to investigate whether seminal samples from the
same patient, at specific concentrations of 30, 15, 5 and 1 million sperm per ml,
compared with a control sample, where there was no change in the original
concentration, had the same rate of sperm motility recovery and sperm survival rate
using the same cryopreservation protocol. Twenty samples of volunteers who attended
the Vida Fertility Center for seminal examination were cryopreserved. The results
showed no change in sperm motility recovery rate or sperm survival rate due to sperm
concentration variation after thawing. There was a strong, positive and significant
correlation between sperm motility recovery rate and sperm survival rate (r = 0.9564 *,
p <0.05). The correlation between seminal quality indicators (concentration and
progressive motility) and sperm motility recovery rate was weak and not significant.
Seminal concentration did not affect sperm motility recovery rate. There was no
evidence to modify cryopreservation protocols according to the initial sperm

concentration of the seminal sample.

Keyword: Cryopreservation; semen; sperm concentration.
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1.INTRODUCAO

1.1. O aparelho reprodutor masculino

O sistema reprodutor masculino esta anatomicamente organizado a partir dos
testiculos, do pénis e das glandulas acessorias que compreendem as vesiculas
seminais, a prostata e as glandulas bulbouretrais.

O testiculo encontra-se anatomicamente no saco escrotal e € composto por
cerca de 900 tubulos seminiferos convolutos, onde sdo formados os espermatozoides
(gametas masculinos) (GUYTON, 2017). Apés sua formacao, os espermatozoides sao
conduzidos ao epididimo onde ficam armazenados até o momento da ejaculacao.

Durante o intercurso sexual os espermatozoides sédo deslocados, a partir do
epididimo, pelos canais deferentes, que se alargam imediatamente antes do canal
adentrar no corpo da glandula prostética, na regido denominada ampola prostatica.

E na regido da ampola prostatica onde as duas vesiculas seminais, que
ladeiam a prostata, desembocam seu conteudo rico em citocinas, prostaglandinas e
frutose, contribuindo com o maior contetido molecular do sémen (GONZALES, 2001).
Os espermatozoides, juntamente com o contetdo das vesiculas seminais atravessam
0 agora denominado ducto ejaculatorio através de toda a extensdo do corpo da
glandula prostética.

A prostata secreta seu conteudo, rico em enzimas proteoliticas, citrato e
lipideos (MANN, 1974), no ducto ejaculatorio, através dos ductos prostéticos. O ducto
ejaculatorio atinge a uretra prostética e, por fim, se encaminha a uretra.

A uretra € o ultimo elo dos testiculos com o exterior. A uretra contém muco
proveniente das inUmeras e pequenas glandulas uretrais, localizadas em toda a sua
extensdo, e, em maior quantidade, das glandulas bulbouretrais (glandulas de
Cowper), localizadas proximas da origem da uretra (GUYTON, 2017). As glandulas
bubouretrais secretam galactose, acido sialico e muco que lubrificam tanto percurso
guanto o liquido seminal, tornando o transporte dos espermatozoides mais eficiente
(MANN, 1974). ApoOs percorrer toda extensdo do pénis, a uretra se abre ao meio

exterior.
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1.1.1.  Liquido seminal

O liquido seminal € o composto final da associacdo dos espermatozoides
provenientes dos testiculos e dos liquidos produzidos pelas glandulas acessorias
(vesiculas seminais, préstata e glandulas bulbouretrais).

De uma perspectiva funcional, o liquido seminal ndo sO carreia e prové a
nutricdo dos espermatozoides como também modula a sua funcéo e interacdo com o
trato genital feminino, principalmente no que tange os componentes do sistema
imunolégico feminino (DRABOVICH et al., 2014).

Seu papel continua importante ao, regulando a liquefacédo e coagulagcédo do
sémen, modular a motilidade e ativacdo dos espermatozoides. Sua funcdo mais
amplamente estabelecida reside em neutralizar do pH do trato genital feminino
viabilizando a sobrevivéncia espermatica (MANN, 1974).

Em sua composicdo entram diferentes macromoléculas (lipideos, proteinas e
carboidratos), ions inorganicos e biopolimeros como DNA, RNA, microRNA e
peptideos. (DRABOVICH et al., 2014).

A frutose, carboidrato presente em abundancia no liquido seminal, juntamente
com os lipideos formam as principais fontes de nutricdo para os espermatozoides
(LENZI et al., 1996). O zinco, ion inorganico encontrado em abundancia, esta
intimamente relacionado ao processo de coagulacao e liguefacdo seminal (YOSHIDA
et al., 2008). Os ions de cobre e selénio atuam como componentes cruciais de
enzimas antioxidantes que sao imprescindiveis para que a espermatogénese ocorra
de forma correta (CAMEJO et al., 2011).

1.1.2. Espermatogénese

Os testiculos, 6rgdos responsaveis pela espermatogénese, sao também
responsaveis pela sintese de horménios sexuais, assumindo assim a funcdo de
glandulas. Seus horménios asseguram a fertilidade, o desenvolvimento e a
manutencao das caracteristicas sexuais masculinas.

O controle hormonal sobre os testiculos comeca no eixo hipotalamo-
hipofisario. O hipotalamo secreta, de forma pulséatil, o hormdnio liberador de

gonadotrofinas (GnRH). Este, por sua vez, estimula a hipofise a liberar o horménio
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luteinizante (LH) e o horménio foliculo-estimulante (FSH). Ambos horménios séo
conhecidos por gonadotrofinas, uma vez que atuam diretamente sobre as gonadas
masculinas, controlando a espermatogénese e a producdo hormonal (GRIFFIN, 2003).

E na puberdade que comeca a atuacéo do FSH sobre as células de Sertoli,
estimulando-as a aumentar a producao da proteina ligadora de androgenos (ABP). A
testosterona (androgénio) circulante se liga a ABP (do inglés, proteina ligadora de
androgenos), assegurando sua alta concentracdo local. Esse aumento na
concentracdo local de testosterona € fator imprescindivel para que a
espermatogénese ocorra (HEINLEIN, 2002).

O LH, juntamente com o FSH, atua na maturacdo das células de Leydig,
induzindo-as a produzirem a testosterona que ird participar da formacdo dos
caracteres masculinos secundarios e da espermatogénese (PLANT, 2001).

Os caracteres masculinos secundarios sao a alteracdo na distribuicdo de
pelos pelo corpo aumentando sua proporcdo na regido do pubis, na parte superior da
linha alba, na regido da face e térax; mudancas na voz devido a hipertrofia da mucosa
laringea e ao alargamento da laringe; aumento da espessura e rigidez da pele
juntamente ao aumento na atividade das glandulas sebaceas, ocasionando acnes;
aumento do anabolismo proteico culminando com o aumento da massa muscular; e
aumento da taxa de metabolismo basal (LUIS et al., 2005.).

A espermatogénese pode ser definida como a complexa sequéncia de
processos celulares que ocorrem nos tubulos seminiferos e resultam na formacéao do
espermatozoide, o gameta masculino maduro (NETO et al., 2016.).

As células germinativas, presentes na gdbnada masculina desde o nascimento,
sdo chamadas de células germinativas primordiais. Durante toda a infancia elas se
dividem lentamente por mitose e d&do origem as espermatogdnias (ARAUJO et al,
2007). Ao atingir a puberdade, o individuo conta com aproximadamente 6 milhdes de
espermatogonias (AIRES, 2012)

Conforme Turek sintetizou em seu livio (TUREK, 2016), os processos da
espermatogénese envolvem a proliferacdo das espermatogbnias; a posterior
diferenciacdo das espermatogbnias em espermatocitos (cada espermatogonia dara
origem a 16 espermatdcitos); os espermatocitos sdo as células que passam pelo
processo da meiose (processo reducional genético) produzindo, cada um, quatro

espermétides redondas. As espermatides redondas amadurecem e passam pelo
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processo de espermiogénese (diferenciacdo e especializagdo morfolégico-celular).
Através da espermiogénese € que as espermatides redondas se transformarem em
espermatozoides maduros, que sao liberados dentro do lumen dos tubulos
testiculares.

Estes espermatozoides maduros € que sdo aptos a cumprir sua funcéo
bioldgica, tornando-se os responsaveis por carrear toda informagéo genética paternal
ao feto, possibilitando a perpetuacao da espécie humana.

Estudos recentes demonstraram que todo o processo da gametogénese
masculino dura em torno de 42 a 76 dias (MISELL et al., 2006) e que a capacidade de
producdo espermatica diaria em um homem sadio € em torno de 150 a 275 milhdes
de espermatozoides por dia (HELLER, 1964; AMANN, 2008).

1.1.3.  Espermiogénese

Espermiogénese € o0 processo no qual uma espermatide redonda se
transforma em um espermatozoide maduro. Diversas modificacdes citoplasmaticas e
nucleares devem ocorrer para que 0 processo tenha éxito. Toda a formacédo da
estrutura basica da membrana do espermatozoide ocorre durante a
espermatogénese, periodo em gque essas células ainda possuem no citoplasma as
organelas essenciais a sintese celular, tais como o reticulo endoplasmatico (liso e
rugoso) e o aparelho de Golgi (BARTH, 1989)

O acrossoma se organiza a partir do aparelho de Golgi (CLERMONT, 1995;
OKO, 2009). O nuacleo torna-se super-condensado com o auxilio de protaminas
(substituem 85% das histonas) as quais possuem carater basico, ricas em arginina e
cisteina (KOSOWER, 1992). Torna-se mais condensado aumenta a protecdo ao DNA
e silencia, em sua maioria, a transcricdo génica (TANPHAICHITR et al., 1978;
CONWELL, 2003; BIERMANN, 2007; KLEENE, 2003; SUN, 1997). A cauda do
espermatozoide surge a partir dos centriolos, que gradualmente vado alongando a
forma da espermatide. O numero de mitocondrias aumenta e ocorre sua aglomeracéo
ao redor da base da cauda recém-formada, iniciando a formacdo da peca
intermediaria (SUTOVSKY, 2006; EDDY, 2003; AMARAL et al., 2013). O excesso de
citoplasma contendo organelas residuais é removido, formando os corpos residuais
gue sao fagocitados pelas células de Sertoli ( BREUCKER, 1985).
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1.1.4. O espermatozoide

O espermatozoide, gameta masculino, é dividido, didaticamente, em trés
partes: cabeca, peca intermediaria e cauda. E na cabeca que se encontram o
acrossoma (grande vesicula repleta de enzimas digestivas, em especial a
hialuronidase) e o nucleo do espermatozoide (material genético haploide, responsavel
pela heranca genética paterna).

J& na peca intermediaria € onde se encontram as mitocondrias, responsaveis
por gerar toda energia necessaria ao batimento flagelar e deslocamento celular.

A cauda, composta pelo alongamento dos centriolos, € a estrutura que
realiza e possibilita, de fato, a propulsdo para a natacao do espermatozoide.

A importancia da morfologia espermética e o sucesso dos tratamentos
de fertilizac&@o in vitro ja foram, ha muito tempo, relacionados de forma concordante
(KRUGER et al., 1986, 1987). A boa morfologia espermética permite a boa natacéo e
o deslocamento continuo do espermatozoide, afim de que ele se desloque em direcao

ao ovulo e possa fertiliza-lo.

1.2. Reproducdo assistida

A American Society for Reproductive Medicine (ASRM) define a infertilidade
como patologia do sistema reprodutor masculino ou feminino, que impede a
concepcgao ou manutencado da gravidez com parto a termo. Define como infértil o casal
que, ap6s um periodo de doze meses com relacbes sexuais frequentes e sem a
utilizacdo de nenhum método contraceptivo, ndo atinge a gravidez, seja clinica ou
apenas hormonal (ASRM, 2013).

A busca por tratamentos da infertilidade tem aumentado nos ultimos anos.
Como principais causadores deste aumento estdo os habitos da vida moderna como:
uso indiscriminado de métodos contraceptivos; aumento da liberdade sexual
ocasionando maior incidéncia de doencas sexualmente transmissiveis; aumento no
namero de casais que postergam a gestacdo em detrimento a sonhos de melhores
posicdes, tanto sociais quanto profissionais (NASCIMENTO, 2009; DROSDZOL,

2009).
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Nesse contexto, as técnicas de reproducdo humana assistida (tRHA) se
difundem dia apos dia e séo, continuamente, aprimoradas com o intuito de auxiliar

casais acometidos pela infertilidade a realizarem o sonho de gerar um bebé.

1.2.1.  Classificacao espermatica

A motilidade espermatica é parametro fundamental dentro das fungbes do
espermatozoide uma vez que sem ela ndo ha condi¢cdes da fecundacao ocorrer de
forma espontanea e natural. A Organizacdo Mundial da Saude (do inglés, World
Health Organization - WHO), classifica a motilidade espermatica em trés categorias:
motilidade progressiva, motilidade in situ e imotilidade (WHO, 2010).

Como motilidade progressiva sao assim classificados os espermatozoides
gue se deslocam, de forma continua em movimento retilineo e rapido. Sdo esses 0s
espermatozoides com maior potencial de fertilizag&o.

Como motilidade in situ sdo assim classificados os espermatozoides que
apresentam movimentos que acusam sua Vviabilidade, porém se deslocam em
pequenos circulos ou apenas se movem sem que haja deslocamento celular.

Como imotilidade sdo assim classificados os espermatozoides que néo se
movimentam, deixando o avaliador em duvida se ha viabilidade celular e apenas néao
h& batimento flagelar ou se ndo h& mais viabilidade celular (apoptose).

Segundo Grimes (2007) as alteracdes nos parametros seminais podem ser
denominadas como:

e Normozoospermia: auséncia de alteracdes, amostra normal para o0s
parametros avaliados;

e Oligozoospermia: redugcdo da concentracdo de espermatozoides
presentes na amostra (<15 milh6es de espermatozoides por ml);

e Astenozoospermia: reducdo da motilidade progressiva dos
espermatozoides presentes na amostra (<32% de espermatozoides com
motilidade progressiva);

e Teratozoospermia: alteracdo da morfologia espermatica (<4% de
espermatozoides com morfologia normal);

e Oligoastenoteratozoospermia: distarbio nas trés variaveis seminais;
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e Azoospermia: auséncia de espermatozoides no liquido seminal;

e Aspermia: auséncia de ejaculado.

1.2.2.  Capacitacdo espermatica

O processo de capacitacdo espermatica é natural e inclui transformacdes
funcionais, estruturais e morfolégicas do espermatozoide. Todas essas
transformacdes acontecem com o intuito de que o espermatozoide se torne apto a
fertilizar um ovécito com sucesso (AUSTIN, 1952).

Conceitualmente, acreditava-se que tais transformagfes ocorressem apenas
guando, durante intercurso sexual, os espermatozoides fossem lancados ao trato
genital feminino. E, mais ainda, acreditava-se que tais transformac¢des ocorriam de
forma progressiva, uma vez que in vivo, 0s espermatozoides demoram certo tempo
para alcangarem a regido da ampola, na tuba uterina, e iniciarem sua interagdo com
0S 0VOCitos.

Chang observou em 1951 que era possivel se obter capacitacdo in vitro dos
espermatozoides na presenca de fluidos bioldgicos ou simples meios de cultura
(CHANG, 1951). Em 1983 Bedford fez novo estudo para observar se essa
capacitacdo precoce (in vitro) era potencialmente deletéria a fertilizacdo (BEDFORD,
1983), no qual ndo foram encontrados indicios de prejuizo ao potencial de fertilizacédo
do espermatozoide precocemente capacitado.

Para se capacitar, o espermatozoide necessita que haja efluxo de colesterol
da sua membrana plasmatica (YANAGIMACHI, 1994). Isso se deve ao fato do
colesterol agir como elemento regulador da fluidez das membranas ao posicionar-se
entre as cadeias dos fosfolipidios, interferindo em sua interacdo, tornando a
membrana menos fluida, aumentando sua densidade e temperatura de fusdo (VOS,
2001).

O efluxo do colesterol da membrana dos espermatozoides se d4,
principalmente, pela sua ligacao a albumina presente no trato genital feminino (DAVIS,
1979; VISCONTI et al., 1998; OSHEROFF et al., 1999; WU et al., 2001).

Apo6s o efluxo de colesterol ocorre o transporte ativo de ions de célcio (Ca?*),
de bicarbonato (HCO?%*) e perdxido de hidrogénio (H202), para o meio intracelular
(GADELLA, 2001).
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O aumento de Ca?* é associado com a elevacéo do pH intracelular e promove
mudancas conformacionais das proteinas de fusdo da membrana plasmatica com a
membrana externa do acrossoma em pontos multiplos. Essas mudancas culminam na
fusdo das membranas e liberacdo do conteudo acrossomal (BARTH, 2002), processo
conhecido por reag&o acrossomica. A reacao acrossomica habilita o espermatozoide
a penetrar através da zona pellcida e a fundir-se com a membrana plasmatica do
ovocito (BARROS et al., 1967).

A modulacéo do ion calcio é fundamental para os espermatozoides adquirirem
capacidade de fertilizagcdo. Os espermatozoides possuem canais de célcio que
facilitam a rapidez com que esse influxo ocorre (FRASER, 1994). Fraser (1982) fez
um estudo tratando os espermatozoides com ionéforo de calcio e observou o rapido
influxo de Ca?* para o meio intracelular e tal fato foi pés-cedido da imediata exocitose
da regido acrossdmica (reagao acrossomica).

Por outro lado, com o sucesso da primeira injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) (PALERMO et al., 1992) ficou estabelecido que a reacdo
acrossdmica nao é pré-requisito para que o nucleo do espermatozoide possa se ativar

e participar no processo meiético (LIU, 1998).

1.2.3.  Processamento seminal na reproducao
assistida

Em todos os casos onde houver necessidades de intervencdo com as tRHA,
sejam estas de baixa ou alta complexidade, deve-se realizar o processamento dos
espermatozoides no laboratério. O processamento seminal visa tanto a selecédo dos
melhores gametas quanto a remocéao de toxinas e contaminantes.

O processamento seminal pode ser feito através de técnicas amplamente
difundidas como: gradiente de densidade, lavagem simples e swim up.

No gradiente descontinuo de densidade a amostra de sémen € colocada
sobre duas solucdes prévias de percoll com diferentes concentracdes (geralmente
45% e 90% de percoll). Ao centrifugar esse conjunto temos que, ao final da
centrifugacéo, o plasma seminal formara a primeira fase do tubo. Logo abaixo, na

regido de intersecado do sémen com o percoll 45% posicionam-se as células brancas
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possivelmente presentes na amostra. Abaixo, na regido de interse¢édo das solugoes
de percoll (45%-90%), os espermatozoides menos densos (possivelmente mortos ou
com alteracbes morfologicas consideraveis) e debris celulares. Por fim, no final do
tubo abaixo do percoll concentrado em 90%, ficam apenas 0s espermatozoides vivos,
mais densos e mais maduros.

A lavagem simples pode ser realizada em dois momentos distintos: com o
sémen bruto, geralmente utilizada em casos com raros espermatozoides presentes
na amostra e também apods o gradiente de percoll, retirando essa substancia téxica
do contato com os espermatozoides, lavando-os. A técnica consiste em adicionar
meio de cultivo especifico, diluindo os componentes seminais ou percoll da amostra e
sua posterior centrifugacdo. Ao final da lavagem os espermatozoides ficam
precipitados e concentrados no final do tubo, formando o pellet.

O swim up pode ser realizado em dois momentos distintos: com o sémen
bruto, logo apds o ejaculado, ou como parte final de um preparo seminal, completando
as técnicas de gradiente e lavagem simples. O protocolo consiste em adicionar meio
de cultivo vagarosamente acima do precipitado de espermatozoides (independente da
sua origem) e com isso aguardar a natacédo dos espermatozoides acontecer de forma
espontanea, o que leva geralmente de 30 minutos até 1 hora. Ap6s esse periodo é
retirada apenas a parte superior do liquido, local para onde os espermatozoides mais

rapidos e mais capazes nadaréo.

1.3.  Criobiologia

A criobiologia, ciéncia que estuda o comportamento da vida em baixas
temperaturas, € uma ciéncia antiga e sem um ponto de comeco bem estabelecido. A
etimologia da palavra nos remete ao grego, onde “cryo” se liga a frio, “bios” a vida, e
“logos” a ciéncia.

A preservacao de materiais liquidos através do frio ja era descrita por gregos
e romanos que resfriavam suas bebidas com gelo trazido das montanhas,
preservando-as. Mas foi s6 em 1842 que uma patente Britanica foi expedida para uma
solugéao de gelo e salmoura, com o intuito de preservar o frescor dos alimentos por

mais tempo (Encyclopaedia Britannica).

19



Um dos primeiros registros historicos ocorreu em 1779, por Carl W. Scheele,
um quimico Sueco. Ele descreve ter preparado um novo, transparente e xaroposo
liquido, resultante do aquecimento de 6leo de oliva e litargirio (6xido de chumbo
amarelo, PbO) (DAVID, 1996), liquido o qual ele nomeou de Glicerol (do Grego
“glycos”, doce). Anos mais tarde esse liquido foi classificado como um &lcool (propan-
1,2,3-triol, segundo a Uni&o Internacional de Quimica Pura a Aplicada — IUPAC) e sua
funcdo como o crioprotetor foi amplamente estudada e difundida.

Dentre os possiveis marcos para o inicio da criobiologia, J.K Sherman
descreve o0 ano de 1949 como ponto inicial (SHERMAN, 1964), uma vez em que foi
nesse ano em que houve a primeira utilizacdo do Glicerol como agente crioprotetor,
por Christophe Polge, Alan Parkes e Audrey Smith (POLGE, 1949).

Desde 1949 outros agentes crioprotetores foram descobertos e seu uso
aprimorado de acordo com suas caracteristicas fisico quimicas, seja para a industria
alimenticia ou farmacéutica.

Os primeiros sucessos da criopreservacdo de espermatozoides foram bem
relatados na monografia de A.U. Smith’s, em 1961 (SMITH, 1961).

1.3.1.  Criopreservacao do sémen

A criobiologia se aplica no ambito da reprodugéo humana como o conjunto de
técnicas nas quais gametas, tecidos e embrides podem ser preservados pelo frio para
Seu uso posterior.

Compreender os principios fisiolégicos da criopreservacao e suas restricoes
sao de suma importancia para se compreender seu SUcesso e evitar seu insucesso.

Entende-se como sucesso da criopreservacdo a manutencao da integridade
estrutural e da viabilidade metabdlica celular apds sua exposicdo as temperaturas
criogénicas (abaixo de -150°C). Em temperaturas criogénicas as células e tecidos ndo
possuem demanda metabdlica (WALCERZ, 1996).

Ao expor material biologico viavel a tdo baixas temperaturas, ha possibilidade
de serem causados danos celulares. Esses danos celulares sdo conhecidos por crio
injaria, e podem, nos espermatozoides, afetar sua qualidade estrutural e funcional,

comprometendo seu potencial de fertilizacdo (OETTLE et al., 1992).
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Desde o inicio da utilizacdo dos crioprotetores, diversos estudos ja foram
dedicados a compreensao dos mecanismos celulares responséveis pela crio injaria,
uma vez que esta € a principal causa de morte celular decorrente do processo de
congelamento e descongelamento.

A crio injaria € explicada por diversas causas como o efeito solugdo, formacéo
de cristais de gelo intracelular, volume celular minimo e transicdo de fases da
membrana (RALL, 1985; LOVELOCK, 1953; MAZUR, 1963; FARRANT, 1977;
MERYMAN, 1977). Logo, os crioprotetores possuem a funcao de evitar a formacao de
grandes cristais de gelo intracelular, reduzir o estresse osmoético por meio da
reposicéo de 4gua necessaria para manutencao do volume celular, interagir com ions
e macromoléculas, reduzir o ponto de congelacdo da agua, assim como servir de
tampdo para ajustes de possiveis alteracbes do potencial de hidrogénio - pH
(MEDEIROS et al., 2002).

J. Kopeika demonstrou em 2015, em revisdo bibliografica, que danos a
membrana celular e alteracdes no funcionamento e metabolismo, tanto celular quanto
mitocondrial, sdo correlacionados ao processo da criopreservacdo. Porém, os dados
ainda ndo sao conclusivos no que tange 0s danos que a criopreservacao pode
acarretar a integridade do DNA humano (quebra em fita simples, fragmentacéo,
metilacdo, expressao génica, alteracdes no grau de condensacéo e danos ao DNA
mitocondrial) (KOPEIKA, 2015).

O sucesso da exposicdo de materiais bioldégicos as temperaturas nao
fisiologicas s6 foi possivel apds uso de substancias crioprotetoras (SMITH,1961).
Estas substancias séo esséncias ao congelamento uma vez que evitam 0 processo
de nucleacdo da agua que, na mudanca de fase e cristalizacéo (solidificacéo), culmina
com o crescimento dos cristais de gelo (PURDY, 2006).

De forma a ficar didatico, os crioprotetores foram divididos em dois grandes
grupos, os permeaveis a membrana plasmatica e 0os ndo permeaveis a membrana
plasmatica.

Crioprotetores permeaveis a membrana (ou intracelulares) ainda foram, em
1987, classificados por Ashwood-Smith em dois subgrupos: alcodlicos e amidas
(ASHWOOD-SMITH, 1987). Entre os crioprotetores alcodlicos utilizados na
criopreservacéo de espermatozoides pode-se citar o glicerol, o etilinoglicol e o DMSO

(dimetilsulfoxido) (FICKEL, 2007). Entre as amidas, também utilizadas na
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crioservacdo de espermatozoides, pode-se citar a acetamida, a lactamida
(KASHIWAZAKI et al.,, 2006), a dimetilformamida (OLIVEIRA et al., 2006) e a
dimetilacetamida (BIANCHI et al., 2008).

Os crioprotetores permeaveis a membrana atuam de forma dupla, tanto
interna quanto externamente, desidratando a célula ao causar efluxo da agua
intracelular para equilibrar o meio extracelular, evitando a formagdo de cristal
intracelular (processo conhecido por nucleacdo) (MAZUR, 1972). A entrada dos
crioprotetores permeaveis se da por meio da difusdo passiva, sem gasto de energia
para a célula, criando um meio hiperténico que induz o efluxo de agua das células
esperméticas (PURDY, 2006).

Os crioprotetores ndo permeaveis a membrana sao representados por
macromoléculas com peso molecular elevado, como agucares complexos (rafinose,
trealose, sucrose), lipoproteinas da gema do ovo, proteinas do leite e alguns
aminoé&cidos (AMANN, 1987).

Atuam por meio do efeito osmotico, induzindo a saida de agua do interior da
célula e prevenindo a formacédo de cristais de gelo no meio intracelular (AMANN,
1987). Esses crioprotetores, quando adicionados a suspensdo com espermatozoides,
fazem com que a 4gua intracelular se desloque para o meio extracelular, devido a sua
maior pressdo osmatica, resultando na diminuigdo do volume celular e evitando o

processo de nucleacao.

1.3.2.  Reproducdo assistida e a criopreservacao

Espermatozoides ja sao rotineiramente armazenados em centros de
investigacdo e tratamento da infertilidade. Nesses casos 0 nitrogénio liquido com
temperatura de -196°C é fundamental para manutencdo da qualidade e viabilidade da
amostra.

Apesar de ser utilizado ha anos, o congelamento seminal tem suas limitacdes.
A técnica de criopreservacao evoluiu muito desde o ano de 2005, época em que
nasceu o primeiro bebé resultante da fertilizacdo de um ovaocito criopreservado por um
espermatozoide criopreservado (TJER et al., 2005). Porém, como toda técnica ainda

em evolucdo, o congelamento seminal ndo apresenta resultados tdo expressivos no
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que tange a taxa de sobrevivéncia ap6s aquecimento. Em média com uma
recuperacdo que varia de 15% a 60% de espermatozoides viaveis apds o
descongelamento, a técnica ja pode ser considerada um sucesso caso se enquadre
nesses valores (FABOZZI et al., 2016).

Em alguns casos essa baixa viabilidade recuperada no descongelamento ja é
vista como satisfatéria, uma vez que, em determinados tratamentos, um numero
pequeno de espermatozoides é utilizado, por exemplo, nos casos onde a técnica
laboratorial de escolha para o tratamento € a ICSI (injecéo intracitoplasmatica de
espermatozoide) em que apenas um espermatozoide é utilizado por ovocito aspirado.

Em outros casos, a quantidade recuperada de espermatozoides precisa ser
maior, a exemplo dos pacientes que poderiam se submeter a técnicas mais simples e
menos invasivas como a inseminacao intrauterina (11U), o sémen apds processamento
é introduzido diretamente na cavidade uterina e os espermatozoides devem migrar
para a tuba uterina onde o processo de fertilizacdo ocorrera de forma natural.

A criopreservacao de espermatozoides € indicada por uma série de razdes.
Abaixo seguem elencados alguns dos motivos que levam o paciente a recorrer ou
necessitar da criopreservacao de espermatozoides.

e Para homens com concentracdo de espermatozoides abaixo de 15
milhdes por mililitro do ejaculado (oligospérmicos) e principalmente
quando a concentracdo esta abaixo de 1 milhdo por mililitro do ejaculado
(oligospérmicos acentuados), por seguranca.

e Para homens que serdo submetidos a tratamentos oncoldgicos,
principalmente os que seréo submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia.
Sabe-se que apds os tratamentos, uma consideravel parcela destes
homens ndo apresentard mais espermatozoides no ejaculado ou nos
testiculos.

e Para homens que serédo submetidos a procedimentos cirargicos de busca
de espermatozoides, como a puncéo de epididimo ou bidpsia testicular
(casos com azoospermia obstrutiva), evitando assim nova cirurgia.

e Para homens que serdo submetidos a vasectomia e que desejam
preservar a fertilidade evitando novas cirurgias para reversdao de

vasectomia ou busca por espermatozoides.
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e Para homens que serédo submetidos a cirurgias de prostata e que poderéao
evoluir para ejaculacao retrégrada ou anejaculacao.
e Para homens que ndo podem estar presentes no momento de um
tratamento, seja por viagem ou dificuldades de coleta.
Analisando rapidamente esses seis grupos de indicacfes podemos constatar
que, para alguns pacientes, o congelamento seminal é a Unica forma concreta de no

futuro eles poderem gerar filhos com seu proprio patriménio genético.

1.4.  Apresentacao do Problema

Na rotina diaria de um laboratério de andrologia em uma clinica de reproducéo
assistida, o congelamento de sémen é, independente do caso, realizado por um
protocolo padrédo. Esse protocolo consiste na diluicio da amostra seminal na
proporcao de 1:2 em meio de criopreservacédo e a utilizagdo da mesma rampa de
resfriamento, independente da concentracdo e qualidade seminal apresentada. Desta
forma, um ejaculado com concentracdo de 60 milhdes de espermatozoides/ml passara
pelo mesmo protocolo que um ejaculado com 1 milhdo de espermatozoides/ml.

Portanto, apesar da técnica de congelamento de sémen ser difundida e
utilizada em praticamente todas as clinicas de reproducédo assistida, ainda ha uma
demanda para se encontrar técnicas que entreguem melhores taxas de sobrevivéncia
espermatica ap0s o descongelamento. Essa melhora agregard maior qualidade e
melhor progndéstico ao tratamento para infertiidade conjugal. O que, para
determinados pacientes que nao dispdem de outra possibilidade reprodutiva, torna-se
essencial.

Os resultados deste estudo possibilitam verificar como a mesma amostra de
sémen, em variadas concentracdes, se comporta ao se utilizar a mesma técnica de
criopreservacao. Isso torna possivel novos caminhos para que novos protocolos que
individualizem as técnicas de congelamento para cada paciente, almejando melhores

resultados na pratica clinica.
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1.5.  Justificativa

Amostras seminais com diferentes concentracdes de espermatozoides séo
constantemente apresentadas ao laboratério de andrologia de clinicas de reproducao
assistida. Quando solicitado, estas amostras sdo congeladas por um protocolo Unico
independente da concentracdo observada. Desta forma, este projeto tentou responder
se a concentracdo de espermatozoides do ejaculado poderia determinar o resultado
da técnica de congelamento seminal a ser realizada. Esse projeto faz parte do
conjunto de investigacbes que tem como objetivo entender todos os fatores que
influenciam os resultados da criopreservagcéo seminal humana.

A proposta do experimento foi de fracionar uma amostra diversas vezes
minimizando (e possivelmente eliminando) a variabilidade dentre diferentes
individuos. Com isso foi criada a possibilidade de comparar os resultados de um
paciente com seus proprios parametros em condi¢cdes de congelamento diversas.
Mais do gue isso, comparar resultados do mesmo ejaculado, evita a variabilidade ja
esperada entre diferentes ejaculacbes de um mesmo individuo (BAKER,1985;
ALVAREZ et al., 2003).
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1.6. Objetivos

e Avaliar os resultados de criopreservacédo de sémen em amostras com
diferentes concentracdes de espermatozoides.

e Correlacionar a taxa de recuperacao da motilidade espermética com a

taxa de sobrevivéncia espermatica.
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2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi composto por 20 amostras de voluntarios da rotina de
andrologia da Clinica Vida Centro de Fertilidade. Para cada voluntario a coleta de
sémen foi feita em sala apropriada e em coletor estéril, conforme protocolos padrées
da clinica. Aos voluntarios foi explicado o experimento e ressaltado que, logo apés

sua realizacdo, as amostras seriam devidamente descartadas.

Os mesmos assinaram termo de consentimento, autorizando a participagéo
da amostra. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, do Hospital

Universitario Clementino Fraga Filho, pelo parecer nimero 15193319.3.0000.5257.

2.1. Critérios de inclusdo e exclusao:

Os critérios de inclusé@o dos pacientes foram baseados na qualidade seminal.
Apenas as amostras normospérmicas (sem alteracdes nos padrdes seminais
determinados pelo manual da OMS para exame e preparo seminal (WHO, 2010))
foram aceitas. Os critérios de inclusao foram:

e Volume seminal igual ou superior a 1,5 mi;

e Concentracdo de espermatozoides igual ou superior a 15 milhdes por ml
do ejaculado;

e Numero total de espermatozoides ejaculados igual ou superior a 39
milhdes;

e Porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva superior
a 32%;

e Morfologia normal, segundo critérios de Kruger (KRUGER et al., 1986),
igual ou superior a 4%;

e Auséncia de leucocitose (presenca de células brancas em concentracéo
inferior a 1 milh&o por ml do ejaculado).

As seguintes condi¢des foram usadas como critérios de exclusao e impediram
a entrada de pacientes no estudo:

e Periodo de abstinéncia ejaculatéria superior a 5 dias;

e Perda de volume do ejaculado durante a coleta;
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e Contaminacédo do ejaculado de qualquer natureza;
e Ingestao de alcool no periodo de abstinéncia ejaculatoria;
e Quadro viral ou bacteriano com manifestacdo febril no periodo de

abstinéncia ejaculatoria.

2.2. Preparo das amostras:

Cada uma das 20 amostras coletadas foi homogeneizada e seus parametros
de concentracdo e motilidade foram avaliados e registrados. As amostras foram
diluidas (ou concentradas, na dependéncia da concentracdo espermatica inicial) em
meio de cultivo tamponado (Global with Hepes) gerando o total de mais quatro

amostras com as concentragcdes determinadas abaixo:

1) Amostra com concentracao original (grupo controle);
2) Amostra com 30 milhdes de espermatozoides por ml;
3) Amostra com 15 milhdes de espermatozoides por ml;
4) Amostra com 5 milhdes de espermatozoides por mi;

5) Amostra com 1 milhdo de espermatozoides por ml.

2.3. Teste de vitalidade

De cada uma das amostras geradas foi feito o teste de vitalidade espermética
antes do congelamento. A vitalidade dos espermatozoides foi avaliada pela submissao
das amostras ao corante eosina-nigrosina do kit Vitalscreen™ (FertiPro, Bélgica). Em
cada lamina de vitalidade foram contabilizados 200 espermatozoides para se obter o

resultado proporcional de espermatozoides vivos.

No teste de vitalidade, realizado segundo o protocolo do fabricante, em caso
de espermatozoide vivo ndo ha coloracao celular (o corante ndo consegue penetrar a
membrana integra do espermatozoide vivo). Em caso de espermatozoide morto ha
coloracdo celular avermelhada (o0 corante consegue penetrar a membrana

espermatica degenerada do espermatozoide em processo de apoptose).
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2.4. Criopreservacao das amostras

A criopreservacao foi feita por meio da adicdo do meio de congelamento TYB
— TEST-yolk buffer — com gema de ovo inativada pelo calor, glicerol e gentamicina, da
Irvine Scientific, EUA. A adi¢do de TYB foi feita da forma lenta, de gota a gota, até a

completa homogeneizacdo do sémen com o crioprotetor.

Posteriormente a adicdo de crioprotetor, as amostras foram envasadas em
palhetas de 0,5 ml e seladas por calor. Em seguida as amostras foram submetidas ao
seguinte protocolo lento de resfriamento:

e Rampa lenta: depois da adicdo do crioprotetor, as amostras foram dispostas
em palhetas de criopreservacdo de 0,5ml. Entdo foram incubadas por 10
minutos em temperatura ambiente; 20 minutos a 4°C na geladeira; 20
minutos a -20°C no freezer; 20 minutos em vapor de nitrogénio liquido. Apos
este periodo de resfriamento seriado, a amostra foi imersa em nitrogénio
liquido (-196°C).

As amostras permaneceram congeladas por 1 a 3 dias (ha dependéncia da
rotina de trabalho), quando, entéo, foi realizado o protocolo de descongelamento.

2.5. Descongelamento das amostras

Para o descongelamento as amostras foram retiradas do nitrogénio liquido e,
imediatamente, colocadas em banho maria a 37°C, durante 30 segundos. As palhetas
foram cortadas com material estéril e, entéo, dispostas em tubos estéreis. Em seguida
foi adicionado 2ml de AllGradWash® (Global Life, EUA) e as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 200G. Apés a centrifugacdo e formacgéo do pellet o
sobrenadante foi descartado para limpar os resquicios do meio de congelamento. O
pellet foi ressuspendido em 0,25ml de Global Fertilization® (Global Life, EUA) e as
amostras foram postas na camera de Makler para avaliacdo da recuperacdo da
motilidade espermatica. Ao mesmo tempo, novas laminas de vitalidade foram feitas
(Vitalscreen™, FertiPro, Bélgica) para cada uma das amostras descongeladas. Toda

avaliacdo e contagem espermatica pds-descongelamento foi feita de forma cega.
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2.6. Parametros avaliados

A recuperacdo da motilidade de cada amostra foi calculada com base na
porcentagem de espermatozoides moveis na amostra a fresco, comparando-a com a
porcentagem de espermatozoides moveis na amostra descongelada. Para ambas
situacdes, foram considerados como moveis tanto 0s espermatozoides moveis

progressivos quanto os maéveis in situ.

A comparacdo foi feita através da razdo entre o percentual de
espermatozoides modveis na amostra descongelada para o percentual de
espermatozoides moveis na amostra a fresco. Essa comparacdo proporcional foi

denominada taxa de recuperacdo da motilidade espermatica.

A vitalidade da de cada amostra também foi avaliada. Para isso a vitalidade
da amostra inicial também foi comparada com a vitalidade apds o descongelamento.
Essa comparacdo foi feita através da razdo entre o percentual de vitalidade da
amostra descongelada para o percentual de vitalidade da amostra a fresco. Essa

comparacao proporcional foi denominada taxa de sobrevivéncia espermatica.

2.7. Analise estatistica

A taxa de recuperacdo da motilidade espermatica foi analisada,
primeiramente, comparando as diferentes taxas de recuperagcao da motilidade para as
diferentes concentracdes seminais que compuseram o estudo. Para tal, foi utilizado
teste One-way ANOVA.

Posteriormente, a fim de se estabelecer correlacdo causal entre a melhora
e/ou piora da recuperacao da motilidade espermatica com os parametros indicadores
de qualidade seminal — concentracdo e motilidade progressiva —, foi utilizado o

coeficiente de correlacdo de Pearson.

A correlacdo entre a taxa de recuperacdo da motilidade e a taxa de
sobrevivéncia esperméatica também foi avaliada através do coeficiente de correlacéo

de Pearson.
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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 *.

2.8.  Biosseguranca

Seguindo os preceitos da RDC Ne- 23, publicada pela ANVISA (agéncia
nacional de vigilancia sanitaria) em 27 de maio de 2011 todo trabalho ocorreu dentro
de uma cabine de seguranca biologica classe Il tipo Al. Isso porque 0 sémen humano
€ considerado material bioldgico potencialmente infectante.

Isto foi necessario para protecao do andrologista que manipulou as amostras
e proteger as amostras, tratando-a de forma estéril (por se tratar de um material fragil
e imprescindivel para a perpetuacédo da espécie humana). Isso implica em que, tendo
sido uma vez coletado, o0 sémen humano s6 foi exposto ao ambiente externo quando
dentro da cabine de seguranca biolégica.

A manipulacdo das amostras foi feita seguindo os protocolos da clinica,
evitando qualquer tipo de contaminag&o cruzada entre as amostras. Para tal fim, todo
o trabalho foi realizado com material descartavel e o lixo gerado foi encaminhado

diretamente ao lixo de risco biolégico, para devido tratamento, apds 0 uso.
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3. RESULTADOS

Com o objetivo de compreender e elucidar os fatores impactantes na
sobrevivéncia e na recuperacdo da motilidade espermatica ao processo de
criopreservacéo e descongelamento, analisamos os dados obtidos de forma conjunta
e isolada.

Na figura 1 observa-se a taxa de recuperacao da motilidade espermatica que
cada uma das cinco amostras de cada um dos 20 voluntarios apresentou em todas as
concentracOes avaliadas neste estudo.
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motilidade espermatica
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B [Controle] m[30] [15] [5] m[1]

Figura 1: Taxa de recuperacao da motilidade de cada um dos vinte voluntarios em cada uma
das concentracdes estudadas (controle, 30, 15, 5 e 1 milhdo de espermatozoides por ml).

Na Figura 2 é observada a taxa de sobrevivéncia que cada uma das cinco
amostras de cada um dos 20 voluntarios apresentou em todas as concentracdes
avaliadas neste estudo.
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Figura 2: Taxa de sobrevivéncia espermética de cada um dos vinte voluntarios em cada uma
das concentracdes estudadas (controle, 30, 15, 5 e 1 milhdo de espermatozoides por ml).

Na correlagdo entre a recuperacdo da motilidade espermética e a
sobrevivéncia espermatica, o coeficiente correlacdo de Person mostrou-se positivo e
significante (r=0.9564*, p<0,05), demonstrando que ha correlacdo linear forte e
significativa entre a taxa de recuperagdo da motilidade e a taxa de sobrevivéncia
espermatica (Figura 3).
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Figura 3: Correlacéo entre taxa de recuperacao da motilidade espermatica e taxa de
sobrevivéncia espermatica (r=0.9564*, p<0,05).
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A motivagao principal do presente trabalho foi identificar se a concentragéo
espermatica, como fator isolado, evidenciaria ser impactante para o0 sucesso da
criopreservacdo, a despeito de se usar 0 mesmo protocolo para amostras com
concentracoes variadas.

N&o houve diferenca na média de recuperacao da motilidade pelas variadas
concentracdes do estudo (p=0.5774) (Figura 4):

[Controle] [30] [15]
Concentragdo espermatica

30%

25

X

20%

15%

10%

Percentual de sobrevivéncia

5

X

0%

Figura 4: Percentuais de recuperacao da motilidade média pelas diferentes concentracdes
espermaticas estudadas (p=0.5774).

A taxa de recuperacdo da motilidade média por voluntario foi de 21,3+ 5,7%.
60%
50%
40%

30%

20%
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Voluntario

Percentual de sobrevivéncia

X

18 19 20

17

Figura 5: Percentuais de recuperac¢do da motilidade média dos diferentes voluntarios estudados.
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Neste estudo foi avaliado também as possiveis correlagdes entre marcadores
de qualidade seminal (motilidade progressiva e concentragdo espermatica) e a

recuperacdo da motilidade espermatica.
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Figura 6: Correlag&o do percentual de recuperacéo da motilidade do grupo controle com a
concentracao espermatica inicial da amostra (r=-0.019, ns).

A correlacdo entre o percentual de recuperacédo da motilidade espermatica do
grupo controle e a concentracdo espermatica inicial da amostra foi fraca e néo
significativa (r=-0.019, ns) (Figura 6).
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Figura 7: Correlacdo do percentual de recuperacéo da motilidade do grupo controle com a
motilidade progressiva inicial da amostra (r=0.2154, ns).
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A correlagdo entre o percentual de recuperacdo da motilidade espermatica do
grupo controle e a motilidade progressiva inicial da amostra foi fraca e nao significativa
(r=0.2154; ns) (Figura 7).

As analises utilizando o percentual de recuperacao da motilidade espermatica
do grupo controle com os parametros de qualidade seminal (concentracdo e
motilidade progressiva) ndo demonstraram correlacdo forte ou significativa (Figura 6
e7).

Como as analises apenas com o grupo controle ndo foram significativas, o

percentual de recuperacdo da motilidade média de cada voluntario foi analisado.
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Figura 8: Correlacdo do percentual de recuperacédo da motilidade média por voluntario com
a concentragdo espermatica inicial (r=-0.063, ns).

A correlacéo entre a recuperacao da motilidade espermética média de cada
voluntéario e a concentracdo espermatica da amostra original mostrou-se fraca e nao

significativa (r=-0.063, ns) (Figura 8).
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Figura 9: Correlacéo do percentual de recuperacédo da motilidade média por voluntario com
a motilidade progressiva inicial (r=0.3341, ns).

A correlacéo entre a taxa de recuperacao da motilidade espermatica média e
a motilidade progressiva da amostra inicial também foi fraca e ndo significativa
(r=0.3341, ns) (Figura 9).

A figura 10 ilustra de forma mais sintética, a sequéncia de correlacbes

realizadas neste estudo.

Taxa de sobrevivéncia Concentracao Motilidade

Correlagoes fhs e .
espermatica espermatica inicial | progressiva inicial

Taxa de recuperagdo da r=0.9564*, p<0,05 - -

motilidade
T??(a de recuperacdo da - r=-0.019, ns r=0.2154, ns
motilidade do grupo controle
Taxa de recuperagao da i r=-0.063, ns (=0.3341, ns

motilidade média do voluntario

Figura 10: Tabela resumo das correlacdes analisadas no presente estudo.
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4. DISCUSSAO

Uma clinica de reproducdo humana convive diariamente com o atendimento
de casais com os mais variados fatores de infertilidade ou indicacées e motivos para
realizar tratamentos reprodutivos.

Sao observados casos simples, onde ndo ha comprometimento da qualidade
intrinseca dos gametas como casos complexos onde os fatores de infertilidade sao
deletérios aos gametas produzidos seja em sua morfologia, estrutura ou genética.

Dentre as varias possibilidades de tratamentos, saber elencar aquela que ira
auxiliar com a melhor eficacia e maior eficiéncia os pacientes € um desafio diario que
os profissionais lidam.

Técnicas auxiliares ao protocolo, como o caso do congelamento de gametas,
vém para suplementar o tratamento de reprodugcdo humana assistida. Novas
possibilidades e novas formas de lidar com a infertilidade surgiram a partir desta
técnica. Um casal pode, por exemplo, iniciar um processo de fertilizacdo e o marido,
caso more em outro pais, congelar o sémen e ndo estar presente no dia da fertilizacao.
Esse é um ponto simples do congelamento seminal.

Variando entre os extremos, um ponto muito importante do congelamento
seminal, é a sua utilizacdo em tratamentos oncolégicos que potencialmente podem
causar esterilidade ao paciente. Pacientes que passaram por intervencdes cirargicas,
como a biopsia testicular, para obtencdo de espermatozoides também podem ser
beneficiados pela técnica. Sdo casos extremamente delicados onde toda a qualidade
ofertada ao paciente pode fazer a diferenca.

Com este objetivo, técnicas de congelamento seminal devem, assim como as
demais, serem aprimoradas. E reconhecido que o processo de congelamento e
descongelamento seminal diminui a viabilidade e a motilidade espermatica
(PUNYATANASAKCHALI et al., 2008). Atribui-se isso aos diversos impactos que o
congelamento pode provocar como a leséo pelo frio, excessiva desidratacdo celular,
modificacdes deletérias na estrutura do espermatozoide, alteracdes morfologicas,
danos a membrana plasmatica e/ou acrossomal, danos mitocondriais, inducéo de
apoptose e fragmentacédo do DNA (MERINO et al., 2015; SHARMA et al., 2010). Este
estudo teve sucesso em correlacionar positivamente a taxa de sobrevivéncia
esperméatica e a taxa de recuperacdo da motilidade espermética. Na prética clinica

essa correlacdo tem influéncia pois, ap0s o primeiro sucesso da técnica de ICSI
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(PALERMO et al., 1992) foi possivel que espermatozoides iméveis também fossem
utiizados nas técnicas de reproducdo assistida. Isso porque a injecao
intracitoplasmatica de espermatozoide é feita de forma ativa, com o uso de
micropipetas e independe da motilidade espermatica.

Diversos estudos j& demonstraram que espermatozoides frescos e iméveis
provenientes do ejaculado (KAHRAMAN et al., 1996; NIJS et al, 1996;
VANDERVORST et al.,, 1997; WANG et al.,, 1997; BARROS et al.,, 1998) ou de
bidpsias testiculares (NIJS et al., 1996; KAHRAMAN et al., 1997; SHULMAN et al.,
1999) podem ser utilizados para a fertilizacdo e produzem gestacdes com sucesso.
Todavia, essas taxas de gestacao sdo mais baixas que as médias e a qualidade dos
embrides formadas € inferior (STALF et al., 2005).

Porém, em casos de amostras criopreservadas, onde a amostra seminal
inicial possua espermatozoides com motilidade e apds seu descongelamento néo
apresente mais espermatozoides com motilidade, deve-se, se possivel, buscar nova
amostra espermatica, uma vez que, apos estabelecida essa correlacdo, a auséncia
de motilidade, em amostras descongeladas, é forte indicio da auséncia de viabilidade
espermatica.

Embora os resultados do congelamento seminal ainda nao sejam
completamente satisfatorios e a razdo para as suas falhas ainda n&o tenha sido
totalmente elucidada, existem situacfes onde ha necessidade de se implementar essa
técnica (MESEGUER et al., 2004).

A ideia de se ter um protocolo Unico para o congelamento de sémen humano,
sem que a individualizacao pela particularidade de cada amostra € pratica de trabalho
na rotina laboratorial. Porém, neste trabalho questionamos se esta rotina € a mais
eficiente. O intuito foi corroborar com o que € feito na pratica ou refutar esse
procedimento e sugerir um novo protocolo, uma nova maneira de se criopreservar
sémen de acordo com a individualidade e caracteristicas de cada amostra.

Nos ultimos anos, uma énfase especial tem sido aplicada a medicina
personalizada. E uma proposta para que tratamentos médicos, praticas clinicas e
terapias sejam adaptadas para cada individuo. Essa discussdo tem sido realizada
também para a medicina reprodutiva e aplicada na orientacdo para a inducao ovariana
(ROQUE et al., 2019). O conceito da individualizacdo terapéutica deve ser aplicado

em todas as areas da medicina e também no laboratério de andrologia das clinicas de
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medicina reprodutiva. S&o muitas as variagbes seminais entre os homens e suas
respostas a tratamentos semelhantes (WRIGHT et al., 2014)

Ao final deste estudo observamos que, independente das variagcdes seminais,
o congelamento do sémen teve sua eficiéncia inalterada em funcéo da concentracao.
Desta forma, estes dados corroboraram com as praticas clinicas de um protocolo
anico de congelamento para todas as amostras seminais.

Dados importantes foram encontrados uma vez que as correlacbes de
sobrevivéncia espermatica com concentracdo e motilidade espermatica ndo foram
fortes o suficiente, o que vai de encontro ao estudo de ARIBARG et al., 1995 e de
IMRAT et al., 2013. JA4 em outro estudo, foi observado que a recuperacdo da
motilidade estava inversamente correlacionada com a motilidade progressiva inicial
da amostra e estava diretamente correlacionada com a concentracdo inicial da
amostra (ZHOU et al., 2014). Este estudo néo evidenciou correlacéo forte entre a
recuperagdo da motilidade com a sazonalidade, volume do ejaculado ou tipo
sanguineo.

A queda na qualidade seminal, encontrada no presente estudo apds o
descongelamento é também apresentada por IMRAT et al., 2013, que demonstrou
que o processo de criopreservacdo traz prejuizos significativos aos parametros
seminais de motilidade.

O presente estudo demonstrou que a qualidade seminal, seja avaliada pelo
parametro da concentracdo espermatica ou pelo parametro da motilidade
espermatica, ndo apresenta correlacao forte para o prognéstico de sobrevivéncia pés
congelamento. A implicacao clinica é que ainda € necessério investigar quais fatores
podem inferir se uma amostra seminal ird ou nao ter boa recuperacao da motilidade
apos descongelamento (JIANG et al., 2017).

Em outras espécies animais, a concentracao pode influenciar o resultado do
congelamento de sémen (WOELDERS, 2017). Diferentes concentragdes de propileno
glicol e DMSO foram usados no congelamento de sémen de equinos de acordo com
concentracéo e a velocidade de resfriamento (OLDENHOF et al., 2017). O presente
estudo sugere que esta mesma relacdo parece ndo ser encontrada com sémen
humano.

Uma das motivagbes deste estudo foi, também, o fato do congelamento

seminal apresentar resultados satisfatorios, mas ainda longe do ideal. Apesar desta
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técnica ser utilizada ha anos, fatores individuais continuam influenciando os resultados
(O’NEILL et al., 2019). O motivo do congelamento do sémen foi uma possivel causa
de oscilacbes na recuperacdo da motilidade (NALLELLA et al., 2004). Estas foram de
32% até 54%, na dependéncia desta indicacéo.

No presente estudo o motivo do congelamento ndo fez parte do desenho
experimental. O estudo foi realizado por voluntérios presentes na clinica Vida e néo
necessariamente pacientes que realizaram o congelamento por alguma indicacéao
meédica para sua utilizacdo no futuro.

O crioprotetor € um componente fundamental dos meios de congelamento de
sémen e o glicerol tem sido quase unicamente utilizado na rotina laboratorial.
Recentemente, um estudo diversificou o crioprotetor utilizado (RAAD et al., 2018) e
encontrou diferencas significativas para a recuperacédo da motilidade na dependéncia
do crioprotetor. No presente estudo o glicerol foi usado como crioprotetor intracelular.

Um outro componente frequentemente encontrado no meio de congelamento
de sémen é a gema de ovo (GILMORE et al., 1997; PRINS & WEIDEL, 1986). Devido
a presenca deste produto animal, ja existe no mercado um meio sem a presenca deste
componente e com resultados que indicam uma menor taxa de fragmentacdo da
cromatina (BUNGUM et al., 2011). Porém, boa parte dos laboratérios continua a
utilizar meios a base de gema de ovo.

Este estudo o meio utilizado foi a base de gema de ovo e esta relacdo entre a
composicdo do meio (presenca de gema e crioprotetor), concentracdo, motilidade e
recuperacdo pés congelamento deve ser melhor investigada. Esta investigacdo deve
ser direcionada ao desenvolvimento de um meio melhor, mas também a sua relacéo
com a individualidade do paciente.

Este estudo investigou se a concentracdo de espermatozoides poderia
influenciar o resultado do congelamento seminal. Ndo foram observadas diferencas
entre as concentracdes, mas a necessidade de continuar a busca por fatores que
afetam o resultado do congelamento seminal deve ser continuada pois 0 meio ideal
ainda néo foi encontrado (JIANG et al., 2017).

Diversos fatores podem afetar os resultados, como o congelamento do sémen
em palhetas de 0,5 ou 0,25 ml ou em criotubos, trés tipos de devices amplamante

utilizados. Um estudo tentou identificar se h& diferenca nos resultados pos
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congelamento entre estes dois devices e o resultado foi semelhante ao encontrado no
presente estudo (LI et al., 2019).

Fatores nutricionais (SALAS-HUETOS et al., 2019) bem como ocupacionais
(CREMONESE et al., 2017) estdo relacionados a qualidade seminal e
consequentemente ao resultado do congelamento destes espermatozoides. Estes
trabalhos ilustram que juntamente com a necessidade de entender o processo de
congelamento seminal, € necessario também entender os fatores que afetam a
qualidade dos espermatozoides. A variacdo encontrada pode estar relacionada a
exposicdo dessas células a uma série de fatores que estdo associados ao dia a dia
do homem em nossa sociedade e ndo somente a questdes técnicas dos protocolos.

Portanto, este estudo contribui para aumentar o conhecimento a respeito das
técnicas envolvidas no congelamento seminal humano. A concentracdo dos

espermatozoides parece ndo estar associada ao resultado do congelamento.
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5. CONCLUSAO

A variacao exclusiva da concentracdo espermatica nao influenciou na taxa de
recuperacdo da motilidade espermatica e também nao influenciou na taxa de
sobrevivéncia espermatica apos o processo de congelamento e descongelamento.

Ha correlacao linear entre a taxa de recuperacédo da motilidade espermética e
a taxa de sobrevivéncia espermatica.

Baseado nos resultados desse estudo, ndo ha necessidade de alteracfes no
protocolo de congelamento utilizado na Clinica Vida em fungdo da concentracédo

espermética inicial da amostra seminal.
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