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RESUMO

FARIAS JUNIOR, LINCOLN BASTOS. Definicao de um protocolo de criopreservagao
seminal para o Banco de Sémen do Rio de Janeiro. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Formacao para Pesquisa Biomédica). Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Introducdo: O congelamento seminal permite a preservacdo da fertilidade de
pacientes que passam por tratamentos e/ou cirurgias que afetem o potencial
reprodutivo. Entretanto, sem o uso de um agente crioprotetor, o processo pode levar
ao choque térmico ou a formacdo de cristais de gelo e limitar a viabilidade dos
espermatozoides. Nos meios de congelamento comercias, s&o utilizados
crioprotetores permedveis e impermeaveis. A gema de ovo é um crioprotetor
impermeavel muito utilizado, porém, por ser de origem animal, pode ter maior
suscetibilidade a contaminacéo e dificil padronizacdo entre os lotes. Estudos indicam
gue componentes na gema de ovo podem interferir com proteinas do liquido
seminal. A albumina sérica humana e a frutose oferecem uma prote¢cdo maior ou
igual & da gema de ovo contra danos causados pelo resfriamento. Sendo assim,
estudos comparativos sédo importantes para a obtencdo de melhores resultados
nesta técnica. Objetivo: O objetivo do presente trabalho é comparar o0s
crioprotetores Spermfreeze™, Spermfreeze SSP™ e Inga Spermfreezing™ e definir
o Protocolo Operacional Padrdo (POP) para o criopreservagdo seminal no Banco de
Sémen do Rio de Janeiro (BSRJ) Materiais e métodos: Participaram do estudo 13
pacientes do Banco de Sémen do Rio de Janeiro. Antes da analise, 0os pacientes
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que informa a utilizacao
de seus dados em estudos cientificos. Foram excluidos no estudo os pacientes que
apresentaram azoospermia ou oligospermia acentuada. O congelamento foi
realizado de acordo com o protocolo do fabricante de cada meio e as amostras
ficaram congeladas pelo periodo de um més. Apds um més, passaram pelo
processo de descongelamento para nova analise das taxas de motilidade, vitalidade
e morfologia espermaticas. Resultados: Apds a andlise antes e apds o
congelamento da amostra, a média de recuperacdo da motilidade espermatica foi de
59,21+£5,027 utilizando o  Spermfreeze™, 61,154,562  utilizando o



IngaSpermfreezing™, e 61,86+6,134 utilizando o Spermfreeze SSP™; a média de
recuperagdo da morfologia espermética foi de 91,59+3,299 utilizando o
Spermfreeze™, 86,01+£5,536 utilizando o IngaSpermfreezing™, e 91,20+4,452
utilizando o Spermfreeze SSP™; a média de recuperacdo da vitalidade espermatica
foi de 60,064,940 utilizando o Spermfreeze™, 58,88+6,512 utilizando o
IngaSpermfreezing™, e 56,16+7,275 utilizando o Spermfreeze SSP™. N&o foi
encontrada diferenca significativa entre os entre os crioprotetores nos parametros
motilidade, sobrevida e morfologia espermatica. Conclusdo: Com o0 objetivo de
diminuir o uso de componentes de origem animal no laboratério do BSRJ e
pensando no custo-beneficio de cada meio de criopreservacdo, 0 meio
Spermfreeze™ da Fertipro® foi eleito como crioprotetor de escolha para a

criopreservacao seminal no BSRJ.

Palavras-chave: espermatozoides, criopreservacao, fertilidade



ABSTRACT

FARIAS JUNIOR, LINCOLN BASTOS. Definition of a protocol of seminal
cryopreservation for Rio de Janeiro’s Sperm Bank.. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Formacdo para Pesquisa Biomédica). Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Introduction: Sperm freezing has been allowing fertility preservation of patients that
go through citotoxic treatments and/or surgeries that affect the reproductive potential.
Without a protector agent, the freezing can lead to thermal shock or the formation of
ice crystals, which damages the spermatozoa. In the commercial crioprotetor, there
are the permeable crioprotetor and the non permeable crioprotetor. The egg yolk is
largely used as a non permeable crioprotetor media. However, as this substance has
an animal origin, it can be more susceptible to contamination and it can be harder to
standardize the batches. Studies show that components in the egg yolk can interfere
with the seminal proteins. The human serum albumin and the fructose offer a greater
or similar protection against the damage caused by freezing. Therefore, comparative
studies are important to improve the freezing techniques. Objective: The aim of this
study is to compare the crioprotetors Spermfreeze™, Inga Spermfreezing™ and
Spermfreeze SSP™ and define a standard operating procedure (SOP) for sperm
cryopreservation at Rio de Janeiro’'s Sperm Bank. Methodology: Samples of 13
patients of Rio de Janeiro Sperm Bank were used. The patients signed a Free and
Informed Consent Form, which informs the possibility of using their data in scientific
studies. Patients with azoospermia, severe oligospermia were excluded from the
study. Before the freezing, the parameters motility, morphology and vitality of the
samples were analyzed. The freezing was carried out according to the protocol of
each kit and the samples were frozen for a period of one month. After one month,
they went through the thawing process to analyze the rates of motility, vitality and
sperm morphology. Results: After the analysis before and after freezing the sample
of the volunteers, the mean of recovery of sperm motility was 59,21,1+5,027 using
Spermfreeze™, 61,154,562 using Inga Spermfreezing and 61,86+6,134 using
Spermfreeze SSP™; the mean of recovery of sperm morphology was 91,59+3,299
using Spermfreeze, 86,01+5,536 using Inga Spermfreezing and 91.20+4,452 using



Spermfreeze SSP™, the mean of recovery of sperm vitality was 60,06 + 4.940 using
Spermfreeze, 58.88+6,512 using Inga Spermfreezing and 56,16+7.275 using
Spermfreeze SSP™. No significant difference was found between cryoprotectants in
the parameters of motility, survival, and sperm morphology. Conclusion: Aiming the
reduction of the use of components of animal origin in the laboratory at Rio de
Janeiro's Sperm Bank and considering the cost-effectiveness of each
cryopreservation medium, Fertipro® Spermfreeze™ medium was used as the
cryoprotector solution of choice for seminal cryopreservation at Rio de Janeiro’'s

Sperm Bank.

Key-words: spermatozoa, cryopreservation, fertility
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DA CRIOPRESERVACAO SEMINAL

A tentativa de preservar tecidos bioldégicos é muito antiga. Existem registros
de 1322 que relatam o uso do leite de camelo para preservagdo de sémen equino
até o momento de seu uso em uma inseminacgao artificial (ALI; ALHARBI; ALI, 2017;
ARRUDA DE OLIVEIRA et al., 2015).

Em 1776, ocorreu a primeira tentativa documentada de congelamento de
amostra biologica seminal, realizada pelo pesquisador Spallanzani. Foram
realizados experimentos utilizando espermatozoides de humanos, cées, cavalos,
touros, sapos e salamandras. O congelamento foi realizado em neve e apos o
descongelamento foi observada, ao microscopio, a retomada do movimento dos
espermatozoides (ROYERE et al., 1996; SPALLANZANI, 1776; SZTEIN; TAKEO,;
NAKAGATA, 2018).

O espermatozoide € uma célula pequena, porém, com grande area de
superficie, o que o torna menos susceptivel ao dano causado pela diminuicdo da
temperatura. Ainda assim, sem um agente protetor, 0 congelamento pode levar ao
choque térmico ou a formacao de cristais de gelo e inviabilizar células (HEZAVEHEI
et al.,, 2018). Em 1949, o glicerol foi descrito como a primeira substancia com a
capacidade de proteger os espermatozoides contra esses danos causados pelo
congelamento, nesse estudo, foram utilizados espermatozoides de galo. (POLGE;
SMITH; PARKES, 1949).

Em 1953, foi realizado o primeiro congelamento bem sucedido de sémen
humano com posterior uso em inseminacao artificial e obtencéo de gravidez em trés
mulheres (BUNGE; SHERMAN, 1953). Até este momento, 0s espermatozoides eram
criopreservados em gelo seco, na temperatura de -75 °C. Porém, em 1963, o
nitrogénio liquido a -196 °C passou a ser utilizado ja que proporcionava uma melhor

qualidade seminal pos-descongelamento (SHERMAN, 1963).
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1.2 FERTILIDADE MASCULINA

1.2.1 Espermatogénese

O gameta masculino é uma célula haploide altamente diferenciada que tem a
capacidade de reconhecer e fertilizar o gameta feminino (TOSHIMORI, 2003). Essa
célula é formada nos tubulos seminiferos dos testiculos. Esses oOrgdos ficam
localizados no saco escrotal, regido na qual a temperatura é de 2 a 3 °C menor que

a do corpo, sendo ideal para a espermatogénese (THIJSSEN et al., 2014).

Antes da puberdade, os tubulos seminiferos ndo apresentam luz e sao
compostos por células de sustentacdo e células germinativas primordiais, as
espermatogbnias-tronco (MOORE, 2016). Na puberdade, essas células de
sustentacdo se diferenciam nas células de Sertoli, que sdo células somaticas
importantes para espermatogénese. Elas fornecem suporte nutricional e fisico para
células germinativas, além de secretar substancias necessarias para a
espermatogénese (ALVES et al.,, 2013). Outro tipo celular muito importante para
esse processo sao as células de Leydig, que estdo presentes no espaco intertubular
e sao responsaveis pela secrecdo de testosterona, hormoénio essencial para

producado de espermatozoides (ILIADOU et al., 2015).

A espermatogénese depende de uma complexa regulacdo enddcrina,
paracrina e autécrina. O eixo hipoalamo-hipdéfise-gbnada, esta muito envolvido
nesse processo. O hipotalamo é uma regido do sistema nervoso central que tem
como uma de suas funcgdes, junto com a hipofise, glandula enddcrina, regular a
atividade de diversas glandulas do corpo humano. O hipotalamo secreta o horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH, do inglés Gonadotropin hormone-releasing
hormone) que estimula a hipdéfise a produzir e secretar tanto o horménio luteinizante
(LH, do inglés luteinizing hormone) quanto o hormdnio foliculo estimulantes (FSH, do
inglés follicle stimulating hormone), também denominados gonadotrofinas. Ambos os

horménios sdo esséncias para a espermatogénese (AIRES, 2008).

As gonodrotofinas vao atuar diretamente nas células do testiculo. O LH age

nas células de Leydig, estimulando a producao de testosterona e o FSH vai agir nas
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células de Sertoli, estimulando a producdo da inibina, da proteina ligadora
de andrégenos (ABP, do inglés androgen binding protein) e de diversos fatores de
crescimento (GUNES et al., 2016). Tanto a testosterona como a inibina funcionam
como um feedback negativo para o hipotalamo e a hipoéfise, inibindo a sintese e
liberacdo de GnRH e das gonadotrofinas, o que permite a regulacao da liberacao
hormonal (ROTH; PAGE; BREMNER, 2016). A testosterona € liberada na corrente
sanguinea e age em diversos orgaos do corpo do homem, porém, parte desse
androgeno também deve permanecer nos testiculos. O ABP produzido pelas células
de Sertoli se liga a testosterona e faz com que esse androgeno ndo seja liberado em
sua totalidade, agindo também nas génadas masculinas (GRISWOLD, 2018).

A testosterona ndo age diretamente nas células germinativas, ela se liga aos
receptores de androgenos presentes nas células de Leydig, do muasculo liso das
arteriolas e das células do endotélio vascular, realizando uma sinalizacdo paracrina.
A testosterona é o principal estimulo para maturacéo das células de Sertoli (REY et
al., 2009). Esse andrégeno também age nas proprias células de Leydig, realizando
uma sinalizacdo autdcrina, atuando na maturacdo dessas células e estimulando a
expressdo de proteinas envolvidas na sintese desse horménio (O'HARA et al.,
2015). Além disso, também é essencial para pelo menos quatro fases da
espermatogénese: manutencdo da barreira hematotesticular (estimulando a
expressdo de proteinas de juncdo de ocluséo), meiose (a falta de testosterona faz
com que poucas espermatides sejam formadas), adesdo das espermatides as
células de Sertoli (durante as espermiogénese, as espermatides estdo aderidas as
células de Sertoli e, sem a testosterona, h4 um aumento da liberacdo de células
imaturas, sem que seja completo esse processo), liberacdo dos espermatozoides na
luz dos tdbulos seminiferos (sem a testosterona muitos espermatozoides ndo séo
liberados para o lumen tubular e sdo fagocitados pelas células de Sertoli) (SMITH;
WALKER, 2014).

A espermatogénese comeca quando as espermatogoOnias-tronco, presentes
no testiculo desde o0 nascimento, passam por sucessivas divisdes mitéticas
formando primeiramente espermatogbnias A-paired (Ap) e depois as
espermatogbnias A-aligned (Aal), decorrente de fatores de crescimento secretados
pelas células de Sertoli, sob o estimulo de FSH, um exemplo é o Fator neurotréfico
derivado da Glia (GDNF, do inglés, Glial Cell Line-derived Factor). Essas células
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sofrem diferenciagdo por sucessivas divisbes mitoticas formando as
espermatogbnias do tipo Al, A2, A3, A4 e B (CANNARELLA et al., 2020). As
espermatogbnias B serdo as que se diferenciardo em espermatdcitos primarios
(JUNQUEIRA, 2013; MOORE, 2016). Os espermatécitos primarios passam pela
meiose |, e ddo origem aos espermatoécitos secundarios. Essa primeira divisdo
meibtica é reducional, ou seja, o0 nimero de cromossomos da célula filha possui
metade do numero de cromossomos da célula mée. S&o formadas células
haploides. Essas células realizam a meiose Il e formam as esperméatides. Essa
segunda divisdo meiotica é equacional, ou seja, ndo ha alteragdo no numero de
cromossomos. As espermatides passam por um processo chamado espermiogénese
para, entdo, formar os espermatozoides (MOORE, 2016). A figura 1 mostra um

esquema do processo completo da espermatogénese.

Figura 1 - Esquema mostrando as fases da espermatogénese. As espermatogonias-
tronco se diferenciam por sucessivas divisbes mitéticas em espermatogbnias AP, que
continuam essas divisbes formando espermatogOnias Aal, Al, A2, A3, Ad e B. A
espermatogbnias B passam por uma diferenciacdo celular o que da origem aos
espermatocitos | que passam pela meiose | que culmina na formacéo dos espermatécitos
Il. Esses passam pela meiose Il, que forma as esperméatides. As espermatides passam
pelo processo de espermiogénese para formacdo dos espermatozoides.

Aal B Espermatocito |

®"©->®->®->®->©->®->®
@ — Espermatide ESPErmatumtu 1]

Espermatogdnia-tronco . _ ® Espermatumtu ]
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na espermiogénese diversas modificagbes levam a espermatide,
originalmente redonda, a se tornar espermatozoides compostos por cabeca, peca
intermediaria e cauda. As etapas da espermiogénese sdo: do complexo de Golgi, do
acrossoma e de maturacdo. Na primeira etapa, ha um acumulo de granulos pré-
acrossdmicos que se fusionam, o que resulta na formacdo de um granulo
acrossémico unico. O granulo acrossémico é armazenado na vesicula acrossémica.
Outro evento que ocorre nesta fase é a migracao dos centriolos para posi¢cao oposta
a essa vesicula, o que forma o axonema. Essa estrutura é o eixo central do flagelo.
Na préxima etapa, o granulo e a vesicula se posicionam na metade anterior do
nucleo, formando o capuz acrossémico, que vai originar o acrossoma e, o flagelo é
formado a partir dos centriolos. Concomitantemente, mitocéndrias se deslocam para
porcao proximal do flagelo, o que dard origem a peca intermediaria. O nucleo se
torna mais condensado e alongado durante esse periodo. Na etapa de maturacao,
grande parte do citoplasma da espermatide é desprezado. Os corpos residuais sao
fagocitados pelas células de Sertoli. Com o fim da espermiogénese, 0s
espermatozoides formados séo liberados no Iimen dos tubulos seminiferos e
levados ao epididimo, onde passardo pelo processo de maturacdo (JUNQUEIRA,
2013). A figura 2 mostra as alteracbes morfoldgicas que ocorrem na

espermiogénese.

Figura 2 — Espermiogénese - A) Mudancas morfoldgicas que ocorrem na espermatide no
processo de espermiogénese até a formagdo do espermatozoide, como a formacdo do
acrossoma pelo complexo de golgi, a migragdo das mitocéndrias para regido da peca
intermediaria e a reorganizacao dos microttbulos para formacao da cauda. B) Esquema de
um espermatozoide apds o processo de espermiogénese.

Grénulo acrossdmico Vesicula acrossdmica Capuz acrossdmico Acrossomo

B Pega intermediaria

A

Corpos residuais

Mitocondrias Acrossomo

5 um 50 um 5 um ;'5 um

B Peca final Peca principal Peca intermediaria Cabeca

Fonte: (JUNQUEIRA, 2013).
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1.2.2 Prevaléncia da Infertilidade

A infertilidade € uma doenca conjugal, ou seja, pode ser causada por fator
masculino, feminino ou ambos, e é definida pela ndo obtencdo de gravidez clinica
apos doze meses de relagdes sexuais frequentes sem uso de nenhum método
contraceptivo (LINDSAY; VITRIKAS, 2015; ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 2009).

Essa condicéo é considerada um problema de saltde mundial atualmente. Ela
afeta de 10 a 20% dos casais em idade reprodutiva (EISENBERG et al., 2023). De
acordo com a projecao do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
(https://www.ibge.gov.br/apps//populacao/projecao/) temos uma populagdo atual no
Brasil de 213 milhdes de pessoas. Destes, temos 43 milhdes de homens e mulheres
em idade reprodutiva (20-45 anos). Considerando a taxa média de 15% indicada
acima, podemos estimar uma populacdo de 6.45 milhdes de individuos com algum

problema de infertilidade.

O fator masculino é o responsavel pelo diagnostico de infertilidade em 20 a
30% dos casos. Porém, ele esta presente, em combinacédo com o fator feminino, em
50% dos casos (MATUMO et al.,, 2020; VANDER BORGHT; WYNS, 2018).
Considerando a estimativa acima do namero potencial de casais com problemas de
fertilidade, podemos estimar que problemas masculinos estdo presentes em 1.3
milhdes destes casais. Estas estimativas podem ilustrar a importancia das técnicas
de reproducdo assistida e a necessidade de ferramentas mais eficientes de

investigacao e preservacao da fertilidade masculina.

Existem condicdes que podem afetar a espermatogénese, prejudicar 0s
orgaos do sistema reprodutor masculino ou causar alteracdes hormonais e, por
consequéncia, prejudicar a fertilidade masculina. Algumas dessas condicfes serao
discutidas em seguida (DE ROO et al., 2016; FERRARI et al., 2016; HEZAVEHEI et
al., 2018).
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1.3 POR QUE CRIOPRESERVAR?

O congelamento seminal € uma forma de preservacdo da fertilidade
masculina que pode ser utilizada em diversas situagcdes. Alguns motivos para

realizar esse procedimento sao (figura 3):

e pacientes em tratamento oncoldgico (quimioterapia e radioterapia),

e cirurgias que vao afetar diretamente a producdo de espermatozoides
ou do sémen (orquiectomia e/ou prostatectomia),

e cirurgia de vasectomia,

e tratamentos de transicdo de género,

e pacientes soropositivos que desejam realizar técnicas de reproducéo
assistida,

e doacao de gametas.

Esse armazenamento permite 0 uso futuro dessas amostras em

procedimentos de reproducgéo assistida (HEZAVEHEI et al., 2018).

Tratamentos como quimioterapia e radioterapia podem afetar a producao de
espermatozoides e/ou o potencial reprodutivo. Esses tratamentos para cancer
podem afetar negativamente a gametogénese. As drogas utilizadas tém o objetivo
de destruir as células cancerigenas, as quais proliferam com muita rapidez. As
células envolvidas na espermatogénese também passam por essa rapida
proliferacdo, portanto, teoriza-se que, por esse motivo, elas também sejam atacadas
por esses farmacos. O dano causado vai depender da dose, do tempo de
administracdo, do medicamento utilizado no tratamento e de caracteristicas de cada
individuo (ANDERSON et al.,, 2015; BARAK, 2019; POIROT et al., 2013;
VAKALOPOULOS et al., 2015). Além disso, o cancer em si pode levar a um declinio
do potencial reprodutivo, sendo o cancer de testiculo o tipo de malignidade mais
comumente associado a baixa qualidade seminal. Todavia, outros tipos de cancer
como cancer de préstata, melanoma e linfoma ndo Hodgkin foram relacionados com
0 prejuizo da produgéo espermatica mesmo antes do inicio de qualquer tratamento
(DEARING, C. et al, 2014; DEARING, C. G.; JAYASENA; LINDSAY, 2017;
DOHLE, 2010). Um estudo de 2016 comparou a qualidade seminal de voluntarios a
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doacdo de sémen e de homens que obtiveram gestacdo clinica com a qualidade
seminal de pacientes oncoldgicos com diferentes tipos de cancer. Dentre eles:
Cancer de testiculo, linfoma Hodking e ndo Hodking, leucemia, sarcoma e tumor
cerebral. Destas malignidades, os pacientes com cancer de testiculo e Linfoma
foram os que apresentaram piores parametros seminais. Porém, todos 0s grupos
apresentaram um declinio de qualidade seminal quando comparado com o grupo de
homens saudaveis. Esse estudo mostra a importancia da preservacao da fertlidade
em pacientes oncoldgicos e a necessidade de trabalhos para entender melhor como
0 cancer pode afetar a fertilidade (AUGER; SERMONDADE; EUSTACHE, 2016).

Algumas cirurgias no aparelho reprodutivo masculino podem levar a reducao
da qualidade seminal ou até mesmo a infertilidade. Cirurgias como a prostatectomia
(retirada da proéstata) e orquiectomia (retirada do testiculo) sdo exemplos, ja que a
prostata € uma glandula importante para a formacédo do sémen e os testiculos sdo

os 6rgdos que produzem os espermatozoides (JUNQUEIRA, 2013).

Dentre os procedimentos cirurgicos, também podemos destacar a vasectomia
que é uma forma de contracepc¢do masculina. Ela é atualmente muito comum e tem
como objetivo impedir que 0s espermatozoides estejam presentes no ejaculado.
Nessa cirurgia, o vaso deferente € seccionado, o que impossibilita a chegada dos
espermatozoides a uretra e, por consequéncia, impede sua liberacdo no liquido
seminal (FAINBERG; KASHANIAN, 2018).

Outro grupo que pode se beneficiar da criopreservacdo seminal sdo pessoas
que vao passar por tratamentos de transicdo de género. Nesse caso, individuos que
nasceram com 0 sexo bhioldgico masculino e ndo se identificam com o mesmo,
podem realizar procedimentos de redesignacdo de género. Tanto as intervencdes
cirdrgicas quanto as hormonais podem afetar o potencial reprodutivo parcial ou
completamente (DE ROO et al.,, 2016; T'SJOEN; VAN CAENEGEM; WIERCKX,
2013).

Em todos os casos citados acima, o congelamento seminal representa a
possibilidade de preservacdo da fertilidade. Esta técnica permite que o individuo
possa utilizar essas células futuramente em técnicas de reproducdo assistida para
obter uma gestacao (RAJAN; MATSUMURA, 2018).
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O congelamento seminal ndo é utilizado apenas para quem necessita
armazenar seus gametas por longos periodos de tempo. Um exemplo disso sao
pacientes portadores do Virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human
immunodeficiency virus) que desejem realizar técnicas de reproducédo assistida. O
HIV est4d presente no plasma seminal, portanto, nesses casos, 0 sémen €
processado com técnicas de capacitacdo espermatica para que os espermatozoides
sejam separados do plasma seminal e, assim, seja possivel reduzir a chance da
presenca do virus nesse material. Porém, parte dessa amostra processada deve
passar por testes para confirmacdo da auséncia de virus, para que, entao, possa ser
utilizada. Como esses resultados podem nao ser imediatos, o restante da amostra
deve ser congelada para ser utilizado quando se obtiver o resultado (BUJAN et al.,
2007; PRISANT et al., 2010; SANTULLI et al., 2011).

Outro procedimento que envolve o congelamento seminal € a doacao de
sémen. Homens saudaveis com uma boa qualidade seminal podem doar seus
gametas em bancos de sémen (HUANG et al., 2019). Cada pais tem legislacbes
especificas sobre a doacdo de sémen. No Brasil, de acordo com a RDC N° 23, de 27
de maio de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a doacao so
pode ser feita por homens com idade maior ou igual a 18 anos e deve ser andénima.
Além disso, o doador precisa passar por uma série de exames de infeccdes
sexualmente transmissiveis (IST’s) antes das coletas e devem repetir esses exames
devido a janela imunoldgica (ANVISA, 2011). Isso quer dizer que, no Brasil, uma
amostra seminal doada fica, obrigatoriamente, criopreservada antes de poder ser

utilizada.
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Figura 3 - Esquema com o0s principais motivos que levam ao congelamento de

sémen.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

1.4. BANCO DE SEMEN DO RIO DE JANEIRO

O Banco de Sémen do Rio de Janeiro (BSRJ) foi criado em 2016 com o
objetivo de melhorar o atendimento aos homens que procuram servicos relacionados
a fertiidade masculina. Sua equipe € formada por bidlogos e biomédicos

especialistas na area de Reproducdo Humana Assistida.

Diferentemente de uma clinica de reproducdo assistida, em um banco de
sémen, os servicos sdo voltados exclusivamente para o fator masculino. Eles
incluem exames para avaliacdo da qualidade seminal, preparo de amostras para
inseminacao intrauterina e o congelamento de sémen. Atualmente, o banco possui
amostras criopreservadas homologas (em que o paciente congela para uso proprio)
e amostras para doacédo. As amostras para doagao sdo fornecidas para diversas
clinicas pelo Brasil.

No BSRJ, o congelamento de sémen era realizado com meios comerciais
com a presenca de gema de ovos de galinha. Porém, estudos indicam que 0 uso

desse componente pode aumentar o risco de contaminacdo da amostra, por ser de



25

origem animal. Também pensando na diminuicdo do uso de substéncias de origem
animal no laboratério, o uso de um novo meio de congelamento sem a presenca da
gema de ovo passou a ser sugerido. Este trabalho tem o intuito de testar
cientificamente se o0 uso de um meio sem gema apresenta resultados semelhantes

ou melhores que o meio tradicional com gema de ovo.

1.5 CRIOPROTECAO

Atualmente, o congelamento seminal se mostra como a principal medida
confiavel para preservacdo da fertilidade masculina. O sémen pode se manter
criopreservado por décadas, sendo 28 anos o maior periodo de armazenamento que
resultou em gravidez em seres humanos por técnicas de reproducdo assistida até o
momento (ABRAM MCBRIDE; LIPSHULTZ, 2018).

Entretanto, o congelamento e descongelamento seminal ainda hoje podem
resultar em danos aos espermatozoides, levando a uma diminuicdo de sua
motilidade e vitalidade. Estima-se que apenas 50% dos espermatozoides méveis
sobrevivam ao processo de congelamento e descongelamento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION., 2021). Isto leva ao desenvolvimento de diferentes tipos de meio
de congelamento com concentracdes diferentes das substancias utilizadas (RAAD et
al., 2018). Sendo assim, € necessario que existam estudos comparando 0s
diferentes meios de congelamento, para destacar qual € o mais vantajoso para a

preservacao da fertilidade.

Uma estratégia para minimizar os efeitos que as baixas temperaturas e o
congelamento causam nas células € o uso de substancias crioprotetoras. A primeira
substancia encontrada com a capacidade de oferecer essa protecédo foi o glicerol
(POLGE et al., 1949). Essa é um composto organico com funcao alcool e que ainda
€ largamente utilizado (LE et al., 2019). Posteriormente, diversos estudos
identificaram outros agentes com caracteristicas crioprotetoras similares, como por
exemplo: propileno glicol, etileno glicol, entre outros (AGCA; CRITSER, 2002; NIJS;
OMBELET, 2001; RAJAN; MATSUMURA, 2018).
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O fator protetor destes componentes é fundamentado no principio da osmose
e difusdo (ALMODIN; COSTA, 2014). Estes crioprotetores séo divididos em dois
tipos principais de acordo com a capacidade de penetracdo na célula, crioprotetores

permedaveis e impermedveis (Figura 4).

Figura 4 - Esquema de exemplos do crioprotetores permeaveis e impermeaveis. Os
crioprotetores permeéveis penetram nas células e impedem a formacéo de cristais de gelo.
J& os impermedaveis promovem a desidratacdo da célula por osmose, permitindo assim, a

entrada do crioprotetor permeavel na célula.

Permeaveis Impermeaveis

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os crioprotetores permeaveis penetram nas células, substituindo as
moléculas de agua e impedindo a formacao de cristais de gelo. Isso ocorre devido a
diminuicdo do ponto de congelamento (SHARMA et al., 2015). Exemplos de
crioprotetores permeaveis sao: glicerol, dimetisulfoxido, etileno glicol, metano e
propileno glicol (AGCA; CRITSER, 2002). Ja os crioprotetores impermeaveis
promovem a desidratacdo da célula por osmose. O meio extracelular se torna mais
concentrado, o que leva a desidratagdo do espermatozoide pela saida de agua para
0 meio externo. Esse processo também permite a entrada do crioprotetor permeavel
na célula (SIEME; OLDENHOF; WOLKERS, 2016). Exemplos de crioprotetores
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impermeaveis sao: frutose, albumina, glicose e gema de ovo (NIJS; OMBELET,
2001).

A gema de ovo € amplamente utilizada em meios de criopreservagdo humano
e animal. Porém, o fato de ser de origem animal faz com que seja necessaria a
pesquisa de substitutos para esse componente por ter maior suscetibilidade a
contaminacao e dificil padronizacdo entre os lotes (ABDEL-AZIZ SWELUM et al.,
2019; TIWARI et al., 2017). Estudos com congelamento de sémen animal indicam
que os diversos componentes na gema de ovo podem interferir com proteinas
importantes presentes no liquido seminal. PINI et al. (2018) observou uma alteracao
no perfil proteico do sémen de carneiros congelados com o uso de gémea de ovo,
inclusive foi observada a presenca da proteina ApoAl, principal componente da
lipoproteina de alta densidade, que pode ter impacto prejudicial na capacitacdo
espermatica. Essa proteina pode causar desestabilizacdo da membrana do
espermatozoide e perda da integridade do acrossoma. RAMIREZ-VASQUEZ, R. R.
A. et al. (2019), também utilizando sémen de carneiros, identificou uma diminuigdo
da interacéo de proteinas do plasma seminal com a membrana de espermatozoides
guando utilizados meios com gema de ovo. Outro estudo de RAMIREZ-VASQUEZ,
R. et al. (2019) mostrou que a presenca da gema de ovo pode diminuir a capacidade
das proteinas seminais de proteger os espermatozoides contra danos causados pelo
congelamento, nesse estudo também foram utilizados espermatozoides de carneiro.
Ainda ndo se sabe como essa interferéncia pode afetar a taxa de fertilizacdo dos
espermatozoides, porém, esse é um dado importante para estimular a realizacéo de
estudos utilizando outros tipos de crioprotetores ndo permeaveis (RAMIREZ-
VASQUEZ, R. R. A. et al., 2019).

A albumina sérica humana e a frutose oferecem uma protecdo maior ou igual
a da gema de ovo contra danos causados pelo resfriamento e tém potencial para
substituir a gema de ovo, diminuindo o uso de substancias de origem animal no
laboratério de andrologia (MAHADEVAN; TROUNSON, 1983)

Existe, ainda, um bom espaco para melhorias nos meios e nas tecnologias de
congelamento de sémen. Podemos listar as areas nas quais é possivel melhorar o

processo de congelamento de sémen humano:
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Aumento na motilidade e vitalidade dos espermatozoides que
sobrevivem ao processo.

Desenvolvimento de novos meios de criopreservacao sem a utilizagao
de componentes animais.

Desenvolvimento de novos meios de envase das amostras congeladas.
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2 JUSTIFICATIVA

O Banco de Sémen do Rio de Janeiro € um laboratério voltado para a
investigacdo e preservacao da fertilidade masculina. Atualmente, diferentes meios
de congelamento estédo disponiveis no mercado com diferentes composi¢cdes. Uma
das principais diferencas € a presenca ou auséncia de um componente animal no

meio, a gema de ovo de galinha.

O Banco de Sémen do Rio de Janeiro precisa definir o meio que serd utilizado
em sua rotina. A proposta do presente trabalho é testar qual meio tem o melhor
desempenho no congelamento e descongelamento seminal e definir o protocolo

padréo para o laboratorio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar o0s crioprotetores Spermfreeze™, Spermfreeze SSP™, Inga
Spermfreezing™, e com isso, estabelecer o Protocolo Operacional Padrao (POP)

para congelamento de sémen no Banco de Sémen do Rio de Janeiro.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Verificar o meio de crioprotecéo utilizado pelos profissionais de Reproducao

Humana Assistida no Brasil, bem como o motivo da escolha.

Comparar a qualidade seminal pos-descongelamento, através da avaliacao
dos parametros de motilidade, vitalidade e morfologia espermaticas, utilizando-se
trés diferentes crioprotetores (Spermfreeze™, Spermfreeze SSP™, Ingéa

Spermfreezing™).

Comparar o custo beneficio dos trés crioprotetores (Spermfreeze™,

Spermfreeze SSP™, Inga Spermfreezing™).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 QUESTIONARIO PARA PROFISSIONAIS DA AREA DA REPRODUCAO
HUMANA ASSISTIDA

Foi elaborado um questiondrio para profissionais da &rea da reproducao
humana assistida utilizando a plataforma Google Forms. No questionario foi
perguntado qual o meio de congelamento seminal que é utilizado, o motivo da

escolha e a regido onde se encontra a clinica.

Este questionario foi enviado para profissionais que realizam congelamento
seminal, em clinicas de reproducao assistida, no Brasil. Para analise dos resultados
foi utilizado o programa Excel. Os dados foram apresentados em percentual para

meio utilizado, para o motivo de seu uso e para regido da clinica.

No questionario foram feitas as seguintes perguntas, com suas respectivas

opcdes de resposta:

A. Qual meio é usado em sua clinica para a criopreservacdo seminal?
Marque uma ou mais opgdes se necessario (em caso de “outros” anotar o
meio utilizado no espaco disponivel)

o Spremfreeze - Fertipro

o Spermfreeze SSP — Fertipro

o Inga Spermfreezing - Ingamed

o TYB - Irvine

o Sperm Freezing — Global

o SpermFreeze Solution - Vitrolife

o Outros:
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B. Qual o motivo da escolha desse meio de criopreservacdo seminal?
Marque uma ou mais opgdes se necessario (em caso de “outros” anotar o
motivo no espaco disponivel)

o Prego

O Praticidade

0 Qualidade

o Composi¢do

0 Facilidade da entrega

o Temperatura de armazenamento

o Outros:

C. Em que regiao se localiza seu laboratério?
o Norte
o Nordeste
o Sul
o Sudeste
o Centro-Oeste

4.2 SELECAO DE PACIENTES

Para comparacdo dos meios de criopreservacdo foram selecionados
voluntarios provenientes do laboratério do Banco de Sémen do Rio de Janeiro, que
estavam em investigacdo de qualidade seminal de novembro de 2020 a maio de
2021. Antes da andlise seminal, os pacientes que aceitaram participar da pesquisa
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1) que
informa a possibilidade de utilizacdo de seus dados em estudos cientificos. O projeto
estd em consonancia com a Resolucdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012 e
Resolucdo n° 441 de 12 maio de 2011 do Conselho Nacional de Satde (CNS). Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ) sob o niumero 4.223.580 (ANEXO 1).
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4.2.1 Critério de inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes de 18 a 50 anos, provenientes do
Laboratério do Banco de Sémen do Rio de Janeiro, que se submeteram ao

espermograma, e que concordaram em participar do trabalho.

4.2.2 Critério de exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes que possuissem menos de 3 ml de
volume seminal, diagndstico de azoospermia ou oligospermia acentuadas (menos de
5 x 10° espermatozoides/mL) (BAK et al., 2010; SONG et al., 2010)

4.2.3 Questionario para os pacientes

Todos o0s pacientes que participaram do estudo responderam a um
questionario padrdo do Banco de Sémen do Rio de Janeiro. Esse questionario é
respondido rotineiramente por todos os pacientes que realizam algum dos exames
oferecidos pelo BSRJ (ANEXO II).

4.3 COLETA SEMINAL

A coleta seminal foi feita por meio da masturbacéo, respeitando o periodo de
abstinéncia de 2 a 5 dias. As amostras foram coletadas em frascos estéreis e
permaneceram a 37°C por 30 minutos até liquefacdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION., 2021).
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4.4 ANALISE SEMINAL PRE-CONGELAMENTO

Apos a liguefacdo da amostra e antes do congelamento foi realizada analise
dos parametros motilidade, vitalidade e morfologia espermaticas de acordo com o
Manual da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) de analise e processamento
seminal (WORLD HEALTH ORGANIZATION., 2010). O sémen é composto pelos
espermatozoides e o plasma seminal. Neste trabalho ndo houve separacdo e
remocao do plasma seminal. Todas as analises e protocolos de congelamento foram

realizados com o sémen bruto.

4.4.1 Andlise da motilidade

A motilidade foi avaliada por meio da contagem e classificacdo dos
espermatozoides na camara de Makler®. Foram adicionados 10 pyL de sémen na
camara de Makler e a avaliagcéo foi realizada em microscopio 6ptico no aumento de
20X (Figura 5) Os espermatozoides foram classificados em percentual de méveis

progressivos (A+B), moveis ndo progressivos (C) e imdveis (D).

Figura 5 - Espermatozoides observados em aumento de 20X, na cAmara de contagem.

ettt

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4.2 Analise da vitalidade

A andlise da vitalidade foi realizada com o kit VitalScreen™ da empresa
Fertipro®. Foi adicionado a um tubo de 1,5 mL, 50 pL de sémen. Foi adicionado ao
sémen, duas gotas do corante 1 (Eosina Y) e trés gotas do corante 2 (Nigrosina).
Em seguida, essa mistura de sémen com os corantes foi colocada em uma lamina
coberta por uma laminula. Os espermatozoides foram avaliados com aumento de
40X. Foram contatos 100 espermatozoides e eles foram classificados em percentual
de mortos (espermatozoides corados de rosa) e vivos (espermatozoides nao

corados) (Figura 6).

Figura 6 - Espermatozoides observados em microscopio éptico no aumento de 40X apds o
teste de vitalidade. Espermatozoides mortos corados de rosa e espermatozoides vivos
nao corados (indicado pela seta).

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.3 Analise da morfologia

A anadlise da morfologia foi realizada com o kit Spermac™ da empresa
Fertipro®. Foi feito um esfregaco com 10 pL de sémen bruto em uma lamina. A
fixacdo do esfregaco foi realizada através da imersdo da lamina em solucdo de
formaldeido por 5 minutos. Apos a fixacdo, a lamina permaneceu a temperatura
ambiente até secar novamente, por completo. A lamina foi lavada com 7 imersfes

em 4gua destilada. Foi feita a imersao da lamina no corante A do kit (composto de
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agua ultrapura, alcool etilico, rosa bengala e vermelho neutro), por 1 minuto, seguida
de duas lavagens, através de 7 imersdes em agua destilada. Foi feita a imersao da
lamina no corante B do kit (composto de agua ultrapura, acido fosfomolibdico, alcool
etilico, pironina Y e Laranja G), por 1 minuto, seguida de lavagem, através de 7
imersBes em &gua destilada. Por dltimo, foi feita a imersédo da lamina no corante C
do kit (composto de agua ultrapura, Verde Janus B e Fast Green FCF), por 1 minuto,
seguida de lavagem, com 7 imersdes em agua destilada. Apos secagem completa
da lamina, os espermatozoides foram observados em microscopio 6ptico no
aumento de 100X em imersdo, sendo contatos 100 espermatozoides. Eles foram
classificados de acordo com o critério estrito de Kruger (MENKVELD et al., 1990;
WORLD HEALTH ORGANIZATION., 2021) em percentual de espermatozoides
morfologicamente normais, alteracdo na cabeca, alteracdo na peca intermediaria,

alteracdo na cauda e altera¢cdes em multiplas partes (Figura 7).

Figura 7 - Espermatozoides observados em microscopio 6ptico no aumento de
100X. Corados com o kit Spermac™.

10 ym

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 CONGELAMENTO SEMINAL

ApoOs a analise pré-congelamento, foi reservado um volume seminal total de 3

mL de cada amostra. Foi utilizado 1 mL de sémen para o congelamento em cada um

dos trés protocolos testados seguindo as orientacdes da bula de cada meio:
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1) Spermfreeze™ - Fertipro.
2) Inga Spermfreezing™- Ingamed.

3) Spermfreeze SSP™- Fertipro.

Em todas as técnicas, o sémen com crioprotetor foi envasado em palhetas de
congelamento seminal (marca da palheta: Ingamed, capacidade de volume da
palheta: 0,5 mL) e as pontas das palhestas foram seladas com uma seladora. As
palhetas foram acomodadas em raquis plasticas (Figura 8A e 8B), e passaram pelas
etapas de temperatura ambiente, vapor de nitrogénio liquido e, posteriormente,
mergulhadas em nitrogénio liquido.

Figura 8 — Materias utilizados no congelamento seminal. A) Palhetas de
congelamento seminal. B) Raquis plasticas utilizadas para acondicionamento de
palhetas de congelamento seminal.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.1 Congelamento com Spermfreeze™- Fertipro®

Nessa técnica, foi adicionado 0,7 mL de crioprotetor a 1 mL de sémen
previamente separado. O crioprotetor foi adicionado de forma gotejante e lenta.
Apés isso, o sémen com criprotetor foi imediatamente envasado em 3 palhetas
(cerca de 0,5 ml de sémen com meio, por palheta) . As palhetas foram acomodadas
na raqui plastica e ficaram por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esse

tempo, a raqui, contendo as palhetas, foram colocadas em uma caixa de isopor a 2
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centimetros de distancia do nitrogénio liquido para que a amostra ficasse apenas em
contato com o vapor de nitrogénio por mais 15 minutos. Passado esse tempo, a
raqui foi mergulhada em um tanque de nitrogénio liquido, completando, assim, o

congelamento.

4.5.2 Congelamento com Spermfreeze SSP™- Fertipro®

Nessa técnica, foi adicionado 0,3 mL de crioprotetor a 1 mL de sémen
previamente separado. O crioprotetor foi adicionado de forma gotejante e lenta.
Apés isso, o sémen com criprotetor foi imediatamente envasado em 3 palhetas
(cerca de 0,5 ml de sémen com meio, por palheta) . As palhetas foram acomodadas
na raqui plastica e ficaram por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
tempo, a raqui, contendo as palhetas, foram colocadas em uma caixa de isopor a 2
centimetros de disténcia do nitrogénio liquido para que a amostra ficasse apenas em
contato com o vapor de nitrogénio por mais 15 minutos. Passado esse tempo, a
raqui foi mergulhada em um tanque de nitrogénio liquido, completando, assim, o

congelamento.

4.5.3 Congelamento com Inga Spermfreezing™- Ingamed®

Nessa técnica, foi adicionado 1,0 mL de crioprotetor a 1 mL de sémen
previamente separado. O crioprotetor foi adicionado de forma gotejante e lenta.
Apés isso, o sémen com criprotetor foi imediatamente envasado em 3 palhetas
(cerca de 0,5 ml de sémen com meio, por palheta) . As palhetas foram acomodadas
na raqui plastica e ficaram por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
tempo, a raqui, contendo as palhetas, foram colocadas em uma caixa de isopor a 2
centimetros de disténcia do nitrogénio liquido para que a amostra ficasse apenas em
contato com o vapor de nitrogénio por mais 10 minutos. Passado esse tempo, a
raqui foi mergulhada em um tanque de nitrogénio liquido, completando, assim, o

congelemento.
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4.6 DESCONGELAMENTO SEMINAL

As amostras permaneceram congeladas por um més. Para o
descongelamento seminal, as palhetas congeladas foram deixadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. Em seguida, uma das extremidades da palheta foi cortada

para permitir que seu contetdo fosse colocado em um tubo de 15 mL.

4.7 ANALISE SEMINAL POS-DESCONGELAMENTO

Imediatamente apdés o0 descongelamento, foi realizada a analise dos
parametros de motilidade, vitalidade e morfologia espermaticas da mesma forma
gue nas amostras pré-congelamento e ja descritas anteriormente. Apos a realizacao

das andlises, todas as amostras seminais foram devidamente descartadas.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico GraphPad Prism 6.0 foi utilizado para analise dos
resultados. Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média. A
normalidade da amostra foi testada através do teste D’Agostino-Pearson. Para
andlise estatistica dos resultados de motilidade, vitalidade e morfologia espermatica
antes do congelamento e apos o descongelamento em todos os protocolos foi
utilizado o ANOVA, com o pos teste Tukey. A significAncia estatistica foi considerada

guando p foi menor ou igual a 0.05.
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4.9 ANALISES DE CUSTO-BENEFICIO

Além das avaliacbes laboratoriais, foi realizada uma analise de custo-

beneficio dos crioprotetores utilizados.

Foram levados em consideracdo o preco, a temperatura de armazenamento
do meio, a logistica de entrega, a validade do produto, e a auséncia ou presenca de

componente animal.
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5. RESULTADOS

5.1 QUESTIONARIO PARA PROFISSIONAIS DA REPRODUCAO ASSISTIDA

O questionario enviado contou com 37 respostas de profissionais da

reproducao humana assistida no Brasil.

No grafico 1 estdo representadas as respostas para a primeira pergunta:
“Qual meio é usado em sua clinica para a criopreservagao seminal?”. Das 37
respostas, 11 profissionais declararam utilizar o IngaSpermfreezing™ da Ingamed,
13 declararam utilizar o TYB™ da Irvine, 7 declararam utilizar o Spermfreeze™ da
Fertipro, 1 declarou utilizar IngaSpermfreezing™ e Spermfreeze™, 1 declarou utilizar
IngaSpermfreezing™ e o SpermFreezing™ da Global, 2 declararam utilizar o
Spermfreeze Solution™ da Vitrolife, 1 declarou utilizar o IngaSpermfreezing™ e o

TYB™ e 1 delcarou utilizar o TYB™ da Irvine e o Spermfreeze SSP™ da Fertipro.

Figura 9 - Gréafico 1 de respostas para a primeira pergunta do questionario: “Qual meio é
usado em sua clinica para a criopreservacdo seminal?”.

Spremireeze - Ferfipro 9 (24 3%)

Spermfreeze SSP - Fertipro 1(2,75%)

Ingd Spermfreszing - Ingamed 14 (37 .8%)
TYE - Irvine 14 (37.8%)
Sperm Freezing - Global 1(2,7%)
SpermFreeze Solution - Vitrolife 2 (5 4%)

0 5 10 15
Fonte: Elaborada pelo autor.

Dos 11 profissionais que escolheram o Inga Sperfreezing™ da Ingamed, 9
selecionaram o preco como um dos motivos da escolha, 7 selecionaram a
praticidade, 7 selecionaram a facilidade de entrega, 7 selecionaram a qualidade e 1

selecionou a composicgéao.
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Dos 13 profissionais que escolheram o TYB™ da Irvine, 2 selecionaram o
preco como um dos motivos da escolha, 6 selecionaram a praticidade, 7
selecionaram a qualidade, 3 selecionaram a facilidade de entrega, 2 selecionaram a
temperatura de armazenamento, 1 selecionou a comodidade, 1 selecionou a

composicao.

Dos 7 profissionais que escolhneram o Spermfreeze™da Fetipro, 5
selecionaram o prego como um dos motivos da escolha, 3 selecionaram a qualidade,
3 selecionaram a praticidade, 2 selecionaram a temperatura de armazenamento, 1

selecionou composicéao e 1 selecionou facilidade de entrega.

Dos 2 profissionais que escolheram o Spermfreeze Solution™da Vitrolife,
ambos selecionaram a qualidade como um dos motivos da escolha, e 1 selecionou

também a facilidade de entrega.

O profissional que selecionou SpermFreeze™da Global Fertipro e

IngaSpermfreezing™ selecionou prego e qualidade como motivo da escolha.

O profissional que selecionou IngaSpermfreezing™ da Ingdmed e o
SpermFreezing™ da Global selecionou preco, qualidade e praticidade como motivo

da escolha.

O profissional que selecionou TBY™ da Irivine e IngaSpermfreezing™ da

Ingamed selecionou praticidade e facilidade de entrega como motivo da escolha.

O profissional que selecionou Spermfreeze™ da Fertipro e TBY™da Irvine

selecionou composi¢cdo como motiva da escolha.

A tabela 1 resume o0s motivos da escolha dos profissionais e grafico 2
representa as respostas para a segunda pergunta: “Qual o motivo da escolha desse

meio de criopreservagao seminal?”
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Tabela 1 - Motivos da escolha de cada crioprotetor pelos profissionais da area de
Reproducdo Humana Assistida.

Crioprotetor Preco Praticidade Qualidade Composicde Facilidade Temperaturade Comodidade
IMotivo da escolha deentrega armazenamento
Inga Spermfreezing™ (11) 9 7 7 1 7 X X
TYB™(13) 2 ] 7 1 3 2 1
Spermfreeze™ (T) 5 3 3 1 1 2 X
SpermFreeze Solution™ (3) X X 2 X 1 X X
Spermfreeze ™/Inga Spermfreezing 1 x 1 X X X x
™1
Ingd Spermfreezing™/Sperm 1 1 1 X X X X
Freezing™ (1)
Inga Spermfreezing™/TYB™ (1) X 1 X X 1 X X
Spermfreeze™TYB™ (1) X x X 1 X X X

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 10 - Gréfico 2 de respostas para a segunda pergunta: “Qual o motivo da escolha
desse meio de criopreservagao seminal?”

Preco

Praticidade

Qualidade

Composicao

Facilidade de enirega
Temperatura de armazenamento

comodidade

Fonte: Elaborada pelo autor.

No grafico 3 estdo as respostas para a terceira pergunta: “Em que regiao se
localiza seu laboratério?” Dos 37 profissionais, 18 trabalham na regido Sudeste
(48,6%), 7 na regiao Sul (18,9%), 2 na regido Norte (5,4%), 4 na regidao Nordeste
(10,8%) e 6 na regido Centro-Oeste (16,2%).
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Figura 11 - Grafico 3 de respostas para a terceira pergunta do questionario: “Em que regiao
se localiza seu laborat6rio?"

B Sudeste
m Sul

W Norte

B Nordeste

W Centro-Oeste

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 ANALISE SEMINAL

Os resultados foram obtidos de amostras de 13 voluntarios que realizaram
espermograma no Banco de Sémen do Rio de Janeiro. Todas as 13 amostras foram
congeladas utilizando os trés meios criprotetores estudados (Inga Spermfreezing™,

Spermfreeze™ e Spermfreeze SSP™).

5.2.1 Taxa de recuperacao

A taxa de recuperagdo da motilidade, vitalidade e morfologia foi calculada
obtendo a porcentagem de cada um desses parametros antes do congelamento e
considerando como 100%. Apos a andlise ap0s o descongelamento, foi calculado a

porcentagem que foi recuperada em cada parametro.
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5.2.2 Motilidade

O resultado da motilidade dos espermatozoides foi analisado com base na
motilidade espermatica antes e apos congelamento seminal. O percentual de
motilidade antes do congelamento foi comparado com o percentual de motilidade
pés-descongelamento. A tabela 2, 3 e 4 mostram os resultados de motilidade antes
do congelamento e apdés o descongelamento, com cada um dos meios
crioprotetores. O percentual de motilidade recuperada, comparando as duas
condic@es, foi calculado e também estad presente nas tabelas. A tabela 2 representa
os resultados obtidos com o crioprotetor Spermfreeze™, a tabela 3 representa os
resultados obtidos com o crioprotetor Inga Spermfreezing™ e a tabela 4 representa

os resultados obtidos com o crioprotetor Spermfreeze SSP™.

Tabela 2 - Percentuais de motilidade de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apds descongelamento e recuperagdo com o uso do crioprotetor
Spermfreeze™

Motilidade (%)

Amostras Pré Pos descongelamento - Recuperacdo -
congelamento Spermfreeze Spermfreeze
1 47,4 32,0 67,5
2 37,5 21,6 57,6
3 60,9 52,8 86,7
4 66,6 15,7 23,6
5 39,2 14,9 38,0
6 33,3 19,0 57,1
7 41,5 22,9 55,2
8 46,4 18,7 40,3
9 40,0 25,5 63,8
10 55,0 30,9 56,2
11 19,2 16,2 84,4
12 51,5 40,1 77,9
13 57,7 35,4 61,4

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 - Percentuais de motilidade de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apdés descongelamento e recuperagcdo com o0 uso do crioprotetor Inga
Spermfreezing™

Motilidade (%)

Amostras Pré congelamento Pos descongelamento —Inga Recuperagao-Inga
Spermfreezing Spermfreezing
1 47,4 41,5 87.6
2 37.5 18,7 49,9
3 60,9 55,1 90,5
4 66,6 24,9 37,4
5 39,2 20,7 52,8
& 33,3 13,6 40,8
7 41,5 21,2 51,1
8 46,4 25,5 55,0
9 40,0 28,0 70,0
10 55,0 34,6 62,9
11 19,2 12,9 67,2
12 51,5 38,9 75,5
13 57,7 31,3 54,2

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 4 - Percentuais de motilidade de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apds descongelamento e recuperacdo com o0 uso do crioprotetor
Spermfreeze SSP™

Motilidade (%)

Ameostras Pre Pos descongelamento - Recuperagdo-
congelamento Spermfreeze SSP Spermfreeze SSP
1 47,4 241 50,8
2 37,5 13,4 35,7
3 60,9 55,2 90,6
4 66,6 21,2 31,8
5 39,2 23,3 59,4
[} 33,3 21,8 65,5
7 41,5 29,1 70,1
8 46,4 20,9 45,0
9 40,0 16,4 41,0
10 55,0 33,7 61,3
11 19,2 21,0 1094
12 51,5 40,0 17
13 57,7 38,0 65,9

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A tabela 5 mostra a média e erro padrdao da taxa de recuperacdo da
motilidade com o uso de cada crioprotetor.

Tabela 5 - Média e erro padréo das taxas de recuperacéo de motilidade com os criprotetores
utilizados

Grupos/tratamentos
Spermfreeze ™ Inga Spermfreeze
Spermfreezing™ Ssp™
Taxa de recuperagac 99,2+ 3,027 61,2+4,562 61,9+6,134

da Motilidade

Fonte: Elaborada pelo autor.

ApOs a andlise estatistica, ndo foi observada diferenca significativa na
comparacdo das taxas de recuperacdo da motilidade espermética com os

crioprotetores utilizados (P= 0,76).

5.2.3 Vitalidade

O resultado da vitalidade dos espermatozoides foi analisado com base na
vitalidade espermatica antes e ap0s congelamento seminal. A tabela 6, 7 e 8
mostram o0s resultados de vitalidade antes do congelamento e apos o
descongelamento. O percentual de vitalidade recuperada, comparando as duas
condicdes, foi calculado e também esta presente nas tabelas. A tabela 6 representa
os resultados obtidos com o crioprotetor Spermfreeze™, a tabela 7 representa os
resultados obtidos com o crioprotetor Inga Spermfreezing™ e a tabela 8 representa

os resultados obtidos com o crioprotetor Spermfreeze SSP™.



Tabela 6 - Percentuais de vitalidade de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apos descongelamento e recuperacdo com o uso do crioprotetor
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Spermfreeze™
Vitalidade (%)
Amostra Pré congelamento Pés descongelamento - Recuperacdo -

Spermfreeze Spermfreeze

1 85,0 50,0 58,8

2 76,0 30,0 39,5

3 84,0 58,0 69,0

4 39,0 28,0 71,8

5 61,0 35,0 57,4

6 35,0 22,0 62,9

7 63,0 30,0 47,6

8 61,0 36,0 59,0

9 70,0 20,0 28,6

10 81,0 36,0 44,4

11 72,0 45,0 62,5

12 72,0 65,0 90,3

13 82,0 73,0 89,0

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 7 - Percentuais de vitalidade de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apds descongelamento e recuperag¢do com o uso do crioprotetor
IngaSpermfreezing™

Vitalidade (%)

Amostra

W e~ B W NRE

B BB
N = O

13

Pré congelamento

85,0
76,0
84,0
39,0
61,0
35,0
63,0
61,0
70,0
81,0
72,0
72,0
82,0

Pds descongelamento -
Ingamed
42,0
37,0
51,0
26,0
30,0
31,0
17,0
47,0
17,0
25,0
44,0
65,0
75,0

Recuperacdo -
Ingamed
49,4
48,7
60,7
66,7
49,2
88,6
27,0
77,0
24,3
30,9
61,1
90,3
91,5

Fonte: Elaborada pelo autor.



Tabela 8 - Percentuais de vitalidade de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apds descongelamento e recuperacdo com o uso do crioprotetor

Spermfreeze SSP™
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Vitalidade (%)

Amostra Pré congelamento Pds descongelamento -
Spermfreeze SSP
1 85,0 22,0
2 76,0 26,0
3 84,0 76,0
4 39,0 20,0
5 61,0 30,0
6 35,0 33,0
7 63,0 21,0
8 61,0 32,0
9 70,0 11,0
10 81,0 39,0
11 72,0 44,0
12 72,0 62,0
13 82,0 72,0

Recuperacdo -
Spermfreeze SSP
25,9
34,2
90,5
51,3
49,2
94,3
33,3
52,5
15,7
48,1
61,1
86,1
87,8

Fonte: Elaborada pelo autor.

A tabela 9 mostra a média e erro padrdo da recuperacao da vitalidade com o

uso de cada crioprotetor.

Tabela 9 - Média e erro padréo das taxas de vitalidade com os criprotetores utilizados

Grupos/tratamentos
Spermfreeze™ Inga
Spermfreezing™
Taxa de recuperagio 60.1=4.940 58,9+6,512
da Vitalidade

Fonte: Elaborada pelo autor.

Spermfreeze

SSp™
56,2+7.275

Apdés a andlise estatistica, ndo foi observada diferenca significativa na

comparacdo das taxas de

crioprotetores utilizados (P= 0,62).

recuperacdo da vitalidade espermatica com o0s
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5.2.4 Morfologia

O resultado da morfologia dos espermatozoides foi analisado com base na
morfologia espermatica antes e apos congelamento seminal. A tabela 10, 11 e 12
mostram os resultados de morfologia antes do congelamento e apds o
descongelamento. A taxa de recuperacdo de morfologia espermatica, comparando
as duas condicdes, foi calculada e também esta presente nas tabelas. A tabela 10
representa os resultados obtidos com o crioprotetor Spermfreeze™, a tabela 11
representa os resultados obtidos com o crioprotetor Inga Spermfreezing™ e a tabela

12 representa os resultados obtidos com o crioprotetor Spermfreeze SSP™.

Tabela 10 - Percentuais de morfologia de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apds descongelamento e recuperagdo com o uso do crioprotetor
Spermfreeze™

Morfologia (%)

Amostra Pré Pds descongelamento - Recuperacdo -

congelamento Spermfreeze Spermfreeze
1 2,0 2,0 100,0
2 1,0 1,0 100,0
3 7,0 6,0 85,7
4 1,0 1,0 100,0
5 4,0 3,0 75,0
6 1,0 1,0 100,0
7 6,0 4,0 66,7
8 1,0 1,0 100,0
9 1,0 1,0 100,0
10 1,0 1,0 100,0
11 2,0 2,0 100,0
12 5,0 4,0 80,0
13 6,0 5,0 83,3

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 11 - Percentuais de morfologia de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apds descongelamento e recuperacdo com o uso do crioprotetor

IngaSpermfreezing™

Morfologia (%)

Amostra Pré congelamento

W 00~ N WM =

e
N = O

13

2,0
1,0
7,0
1,0
4,0
1,0
6,0
1,0
1,0
1,0
2,0
5,0
6,0

Posdescongelamento—Inga Recuperacgdo-Inga

Spermfreezing

1,0
1,0
5,0
1,0
2,0
1,0
4,0
1,0
1,0
1,0
2,0
4,0
6,0

Spermfreezing
50,0
100,0
71,4
100,0
50,0
100,0
66,7
100,0
100,0
100,0
100,0
80,0
100,0

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 12 - Percentuais de morfologia de todas as amostras do estudo antes do
congelamento, apds descongelamento e recuperacdo com o uso do crioprotetor

Spermfreeze SSP™

Morfologia

Amostra Pré

congelamento

1 2,0
2 1,0
3 7,0
4 1,0
5 4,0
6 1,0
7 6,0
8 1,0
9 1,0
10 1,0
11 2,0
12 5,0
13 6,0

Pés descongelamento -
Spermfreeze S5P

2,0
1,0
6,0
1,0
4,0
1,0
5,0
1,0
1,0
1,0
1,0
5,0
4,0

Recuperacdo - Spermfreeze SSP

100,0
100,0
85,7
100,0
100,0
100,0
83,3
100,0
100,0
100,0
50,0
100,0
66,7

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A tabela 13 mostra a média e erro padrao da recuperacdo da morfologia com
0 uso de cada crioprotetor.

Tabela 13 - Média e erro padrdo das taxas recuperacao de morfologia com os criprotetores
utilizados

Grupos/tratamentos
Spermfreeze™ Inga Spermfreeze
Spermfreezing™ SSp™
Taxa de recuperagio 91,6+3,299 86,0+5,536 91.2+4 452
da Morfologia

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apdés a andlise estatistica, ndo foi observada diferenca significativa na
comparacdo da taxa de recuperagcdo da morfologia espermatica com o0s
crioprotetores utilizados (P= 0,52).

5.3 ANALISES DE CUSTO-BENEFICIO

A tabela 14 mostra os resultados em relacdo ao custo beneficio dos
crioprotetores utilizados.

Tabela 14. Comparacao do custo-beneficio apresentado por cada crioprotetor

Spermfreeze IngaSpermfreezin Spermfreeze
™ g™ Sgp™
Valor por mL 13 reais/mL 10,5 reais/mL 200 reais/mL
Valor para congelar1 mL de sémen 9,1reais 10,5 reais 60 reais
Temperatura de armazenamento 2e 8°C -20°C 2e 8°C
Logistica de entrega Pronta Até 7 dias corridos  Pronta entrega
entrega

Validade 18 meses 12 meses 18 meses
Auséncia e presenca de componente Auséncia Presenca Auséncia

animal

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4 DEFINICAO DO PROTOCOLO OPERACIONAL PADRAO

Baseado nestes resultados, foi definido como Protocolo Operacional Padréao
para o Banco de Sémen do Rio de Janeiro o crioprotetor Spermfreeze™ da marca

Fertipro.

Nessa técnica, deve se adicionar 0,3 mL de crioprotetor a cada 1 mL de
sémen que serd criopreservado. O crioprotetor deve ser adicionado de forma
gotejante e lenta.

Apéds isso, 0 sémen com crioprotetor deve ser imediatamente envasado em
palhetas de criopreservacédo (que contém cerca de 0,5 ml de volume). As palhetas
devem ser acomodadas em raqui plastica e ficar por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apés esse tempo, a raqui, contendo as palhetas, devem ser colocadas em
uma caixa de isopor a 2 centimetros de distancia do nitrogénio liquido para que a

amostra figue apenas em contato com o vapor de nitrogénio por mais 15 minutos.

Passado esse tempo, a raqui deve ser mergulhada em um tanque de
nitrogénio liquido, completando, assim, o congelamento. A figura 9 mostra esse

protocolo de forma esquematizada.



Figura 12 - Esquema do Protocolo Operacional padréo escolhido (Spermfreeze™)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Coleta desémen em
frasca estéril

Liquefacdo dosémen

Adigio de 0,7 mida
Crioprotetor
Spemfreeze™ &
cada 1 mbL de
Saman
T

Transferéncia para
palhetas e manter a
temperatura
ambiente por 10 min

:

Deixaras palhetasemvaporde
M, poar 15 min

Mergulhar as amostras em M,
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6 DISCUSSAO

Varios meios comerciais de congelamento de sémen humano disponiveis no
mercado ja foram testados no Banco de Sémen do Rio de Janeiro (BSRJ). Porém, a
direcdo do banco decidiu ser necessaria a escolha de um protocolo principal. Nesta
mesma linha, as diretoras do BSRJ optaram por seguir a tendéncia da ciéncia que
visa cada vez mais reduzir o uso de componentes animais (LEWIS, 2019) e utilizar
um meio que nao tenha como ingrediente a gema do ovo de galinha. Até o presente
estudo, o meio utilizado para congelamento seminal no BSRJ era o
IngaSpermfreezing da Ingamed. Porém, com a chegada de novos meios no mercado
sem o uso de gema de ovo (Spermfreeze e Spermfreeze SSP da Fertipro) houve o
interesse de realizar a comparacdo de resultados com esses novos meio. Além
disso, a distribuidora desses novos meios fica localizada na cidade do Rio de

Janeiro, o que foi um dos motivos para escolha dos mesmos.

De acordo com a pesquisa realizado com os profissionais de reproducgao
assistida do Brasil, dos trés crioprotetores mais utilizados, dois possuem gema de
ovo em sua composicdo (Inga SpermFreezing™ da Ingamed e TBY™ da Irvine) e
um deles nao possui (Spermfreeze™ da Fertipro). A gema de ovo se mostra como
uma opgao para proteger os espermatozoides contra os danos do congelamento
desde 1940 (BENCHARIF; DORDAS-PERPINYA, 2020), antes mesmo da descri¢éo
do Glicerol como crioprotetor. Desde entdo nesses mais de 80 anos, esse
componente tem se mostrado eficiente para criopreservacdo seminal (BENCHARIF;
DORDAS-PERPINYA, 2020). Ser um produto utilizado ha tanto tempo com
resultados satisfatorios pode ser o principal motivo pelo qual esse componente ainda
é utilizado atualmente. Isso é evidenciado na pesquisa realizada sobre o uso de
crioprotetores no Brasil. Os dois crioprotetores mais utilizados possuem a gema de
ovo como principal componente, porém, isso pode refletir um pensamento
conservador em relacdo a técnica de congelamento seminal, pois € um componente

utilizado ha muito tempo.

Componentes de origem animal possuem um maior potencial de levar a
contaminacao (SICCHIERI et al., 2021). Além disso, a composicdo da gema de ovo

vai depender da alimentacdo e saude das galinhas utilizadas, o que torna muito
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dificil a padronizacdo entre os lotes (MUTALIK et al., 2014). Na tentativa de diminuir
0 uso do componente animal, estudos séo realizados com o objetivo de encontrar
substitutos. Um estudo realizado com espermatozoides de touro mostrou que o
congelamento utilizando o complexo ciclodextrina-colesterol apresenta resultados
similares aos encontrados com a gema de ovo (ANZAR; RAJAPAKSHA; BOSWALL,
2019). A lectina de soja também tem sido estudada com o objetivo de substituir a
gema de ovo e apresenta resultados promissores. ANZAR et al. (2019) obteve
resultados similares aos obtidos com gema de ovo usando esse componente no
congelamento de espermatozoides de carneiro. A mesma conclusao foi obtida por
outro estudo utilizando espermatozoides de cdes (ANZAR et al., 2019). A albumina
também se mostra um substituto com qualidade igual ou superior a gema de ovo
(MAHADEVAN; TROUNSON, 1983), esse componente evita o choque osmotico,
bem como a formacao de cristais de gelo (SEIFI et al., 2020). Na pesquisa realizada
com os profissionais da reproducdo humana assistida no Brasil, foi observado que
12 dos profissionais utilizam meios sem a presenca de gema de ovo em seus
laboratérios, sendo um meio Unico ou intercalando com outro tipo de meio. Tendo
em vista o rigoroso controle de qualidade presente em um laboratério em que sdo
processados gametas humanos, esse resultado mostra a seguranca do uso desses

meios para o congelamento seminal.

Aléem do claro esforco no meio cientifico para diminuicdo do uso de
componentes de origem animal, esse comportamento também pode ser observado
na sociedade com o crescimento dos adeptos ao veganismo (MARRONE et al.,
2021). Cada vez é mais comum o0 consumidor se preocupar com a presenca de
componentes ou uso de testes em animais em cosmeéticos, produtos de higiene,
vestimenta e até medicamentos. A tendéncia global de reducédo do uso de animais
em pesquisas e praticas industriais se estende a reproducéo assistida, onde a ética
e 0 bem-estar animal ganham destaque. Nesse contexto, emerge a importancia do
uso de crioprotetores de sémen humano sem a presenca de gema. Esses
crioprotetores fornecem uma alternativa mais ética e confidvel, alinhada com os
valores contemporaneos de respeito aos animais. Além disso, optar por meios de
congelamento de sémen definidos, nos quais os componentes e concentragdes sao
conhecidos, garante a consisténcia e qualidade dos resultados, permitindo avancos

mais precisos e seguros na reproducao assistida. Essa mudanca de paradigma néo
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apenas atende as demandas sociais por responsabilidade ética, mas também
promove avancos cientificos mais sélidos e confiaveis no campo da reproducéo

humana.

Porém, para garantir que essa substituicdo possa ser feita sem prejuizo aos
pacientes do Banco de Sémen do Rio de Janeiro, seria necessario verificar se os
crioprotetores sem gema de ovo apresentariam resultados semelhantes ou
superiores ao que possui esse componente animal. JA € conhecido que had uma
perda de aproximadamente 50% da vitalidade dos espermatozoides apds o
descongelamento (WATSON, 2000; WORLD HEALTH ORGANIZATION., 2021).
Sendo assim, o ideal € que se tente minimizar essa perda da melhor forma possivel,
0 que inclui o uso de um crioprotetor com resultados confidveis. Tendo em vista os
criprotetores disponiveis no mercado e a demanda do laboratério foi iniciado este
projeto de comparacdo entre os trés crioprotetores estudados. Dos crioprotetores
estudados, um utiliza a gema de ovo como crioprotetor impermeavel (Inga
Spermfreezing™) e o0s outros dois utilizam a albumina como crioprotetor

impermeavel (Spermfreezing™ e Spermfreezing SSP™)

A principal limitacdo desse estudo € o niumero amostral pequeno. I1Sso ocorre
devido a diversos fatores. Um deles € a dificuldade de encontrar voluntarios que
aceitem participar de uma pesquisa que envolve congelamento de material genético,
pois, muitos, mesmo apods a explicagdo detalhada do trabalho, tém receio que seu
material seja doado e n&o aceitam participar. Ainda deve se levar em conta que para
muitos a coleta seminal € uma situacéo constrangedora, o que dificulta a abordagem
para convite para participar no estudo. Além disso, muitas vezes os voluntarios que
aceitam participar ndo possuem uma qualidade seminal adequada para serem
incluidos no estudo. Outro ponto é a adequacdao da rotina do laboratério a realizacéo
dos experimentos, ja que o sémen deve ser congelado em até uma hora apés a
coleta. Também deve se levar em consideracdo a disponibilidade de meios de

congelamento no laboratorio para realizacao dos experimentos.

Mesmo com essas dificuldades, através desse estudo pode-se observar que
nao foram encontradas diferengas significativas entre as taxas de recuperacdo da

motilidade, vitalidade e morfologia espermatica com o uso dos trés diferentes
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crioprotetores. Sendo assim, outras variaveis foram analisadas para a escolha do

Protocolo Operacional Padrao (POP) de congelamento seminal do laboratério.

A principal variante entre os meios € a presenca ou auséncia de componente
animal na composicao do produto. Estudos indicam que a presenca de gema de ovo
pode interferir com proteinas presentes no sémen (PINI et al.,, 2018; RAMIREZ-
VASQUEZ, R. et al., 2019). Essas analises foram realizadas em espermatozoides de
animais, entretanto ja fornecem alguma evidéncia que a gema de ovo deveria, se
possivel, ser evitada na criopreservacdo seminal. Essas informacdes também abrem
a discussao da necessidade da avaliacao do perfil proteico do sémen humano antes
e apos o congelamento com diferentes meios. O que permitiia um melhor

entendimento de como o esse procedimento pode afetar os espermatozoides.

Um ponto que deve ser levado em consideracdo é a temperatura de
armazenamento. Os crioprotetores que possuem gema de ovo necessitam ser
armazenados em temperaturas inferiores a -20°C (BENCHARIF; DORDAS-
PERPINYA, 2020). Ja os crioprotetores sem o0 uso de gema de ovo devem ser
armazenados em temperaturas entre 2 e 8°C (MAHADEVAN; TROUNSON, 1983),
que é a temperatura de armazenamento de todos 0s outros meios e reagentes
utilizados no laboratorio do Banco de Sémen do Rio de Janeiro, que podem ser
armazenados em geladeira. O uso de crioprotetores com gema de ovo demandam a

presenca e monitoramento de um freezer exclusivamente para seu armazenamento.

Também € importante destacar a logistica de entrega dos meios
apresentados. A empresa distribuidora do Spermfreeze™ e Spermfreeze SSP™ ¢é
localizada na cidade do Rio de Janeiro, permitindo entrega imediata, caso seja
necessario. Esse fato € muito importante em caso de emergéncias de falta de

produto em estoque devido a acidentes.

A validade do produto também deve ser analisada. O crioprotetor Inga
Spermfreezing™ possui validade de 12 meses apds a data de fabricagao, enquanto
0s meios Spermfreeze™ e Spermfreeze SSP™ possuem validade de 18 meses
apos a data de fabricacdo. Uma validade mais ampla permite a manutencdo de um

estoque maior sem desperdicio, caso a mesma expire antes do uso.
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Outro ponto importante para um laboratério € o custo envolvido no
procedimento. Sendo assim, o preco de cada crioprotetor foi levado em
consideracdo. Na ultima cotacdo realizada com as empresas distribuidoras dos
meios foram obtidos os valores: Inga Spermfreezing™ (52,50 reais cada frasco),
Spermfreezing™ (65 reais cada frasco) e Spermfreezing SSP™ (200 reais cada
frasco). Além do preco, foi analisado o quanto de crioprotetor é necessario para
congelar 1 mL de sémen. Ja que a concentracdo de crioportetores é diferente em
cada meio, a quantidade de crioprotetor utilizada também vai diferir. Para a
criopreservacao da mesma quantidade de sémen (1 mL) é necesséria a utilizagao de
1 mL do crioprotetor Inga Spermfreezing™, 0,7 mL do crioprotetor Spermfreeze™ e
0,3 mL do crioprotetor Spermfreeze SSP™. O valor para congelar 1 mL de sémen
com o crioprotetor Spermfreeze™ & de 9,1 reais, do crioprotetor Inga

Spermfreezing™ é de 10,5 reais e do crioprotetor Spermfreeze SSP™ ¢é de 60 reais.

Por fim, ap6s a andlise desses valores e tendo em vista que nao foram
encontradas diferencas significativas nos parametros seminais analisados, fica claro
que o crioprotetor Spermfreeze SSP™ nao apresenta vantagem em relagédo aos
outros dois, j4 que apresenta um custo muito mais alto e resultados similares. Ja o

custo dos crioportetores Spermfreeze™ e Inga Spermfreezing™ ¢é similar.

Em resumo, a tendéncia em dire¢cdo ao uso de meios sem gema de ovo na
criopreservacao de sémen humano esta em ascensdo, embasada por preocupagdes
com seguranca, ética e evidéncias de resultados comparaveis. Com meios sem
gema de ovo prontamente disponiveis no mercado e a confirmacgéo de sua eficacia,
€ provavel que essa mudanca continue a ser adotada de forma mais ampla no

campo da reproducao assistida.
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7 CONCLUSAO

Foi observado que os trés crioprotetores mais utilizados pelos profissionais de
Reprodugcao Humana Assistida sdo Inga SpermFreezing™ da Ingamed, TBY™ da
Irvine (que possuem gema de ovo em sua composi¢ao) e Spermfreeze™ da Fertipro
(que ndo possui gema de ovo em sua cCOmposi¢ao) e que 0s principais motivos de

escolha séo: praticidade, preco e qualidade.

ApOs a comparacdo dos parametros motilidade, morfologia e vitalidade
espermatica antes e apds o congelamento com o uso dos trés criprotetores, nao foi

encontrada diferenca significativa entre os resultados.

Levando em consideracdo outros pontos analisados em relacdo aos meios
crioprotetores, como temperatura de armazenamento, logistica de entrega, validade,
0 custo-beneficio e a auséncia ou presenca de componente animal, o meio de
crioprotecdo Spermfreeze™ da marca Fertipro foi o protocolo selecionado para

criopreservacdo seminal no Banco de Sémen do Rio de Janeiro.
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8 PRODUTO FINAL

O produto final desta dissertacdo foi a definicdo do Protocolo Operacional

Padréo para congelamento seminal no Banco de Sémen do Rio de Janeiro.
O protocolo escolhido foi o do crioprotetor SpermFreeze™ .

O protocolo elaborado se encontra no Apéndice Il e a ficha de elaboracao do

protocolo operacional padrao se encontra no Apéndice Il desta dissertacéo.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

As principais perspectivas futuras desse trabalho sdo: aumentar o nimero
amostral e analisar de forma mais profunda as alteracbes causadas aos

espermatozoides pelo congelamento.

A reprodutibilidade dos resultados € uma das caracteristicas fundamentais da
ciéncia. Desta forma, pretendemos realizar novas comparacbes entre 0S meios,
principalmente o Spermfreeze e 0 IngaSpermfreezing, que apresentam custos

préoximos, para observar se os resultados serdo semelhantes ao do presente estudo.

Devido a rotina do laboratorio, disponibilidade de meio de criopreservacao e
dificuldade de aceite dos pacientes a participar da pesquisa, o0 numero amostral do

estudo foi pequeno. Porém, a intencdo é ampliar esse estudo para uma melhor

avaliacdo estatistica.

Além disso, a partir da analise da literatura, foi observada uma falta de
estudos que analisam as alteracdes no perfil proteico do sémen de humanos apos o
congelamento. Sendo assim, também é uma intencéo realizar uma avaliagdo mais

detalhada do que pode ser alterado pelo congelamento seminal.
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APENDICE | — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto de Pesquisa: “Definicdo de um protocolo de criopreservagédo seminal para o
Banco de Sémen do Rio de Janeiro”

Pesquisadores: Paula Fontoura Coelho de Souza e Marcel Frajblat

Mestrando: Lincoln Bastos Farias Junior

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Banco de Sémen do Rio de
Janeiro. Av. Presidente Vargas, 590, sala 2109, Centro. Rio de Janeiro, RJ.
Programa de PoOs Graduacdo do Pesquisador: Mestrado Profissional em Formacéo
para Pesquisa Biomédica - UFRJ

Telefone para contato: (21) 972150250

E-mail: contato@bsrj.com.br

INFORMACOES SOBRE O PROJETO

O senhor esta sendo convidado a participar da pesquisa “Definicdo de um protocolo
de criopreservacdo seminal para o Banco de Sémen do Rio de Janeiro” conduzida
pelos pesquisadores: Paula Fontoura Coelho de Souza, Marcel Frajblat e Lincoln
Bastos Farias Junior. Antes de decidir se participara, é importante que o senhor
entenda porque o estudo esta sendo feito e o que ele envolvera. Reserve um tempo
para ler cuidadosamente as informacdes a seguir e fagca perguntas se algo nao
estiver claro ou se quiser mais informacdes. Nao tenha pressa de decidir se deseja
ou néo participar desta pesquisa.

O congelamento seminal tem permitido a preservacao da fertilidade de pacientes
que passam por tratamentos citotéxicos como quimioterapia ou cirurgias que afetem
o potencial reprodutivo de alguma forma (como a vasectomia e a orquiectomia),
além disso, permite 0 armazenamento de amostras de pacientes que tenham a
intencdo de realizar procedimentos de reproducao assistida. Porém, sem um agente
protetor, o congelamento pode levar a choque térmico ou formacédo de cristais de
gelo, inviabilizando a célula. A primeira substancia encontrada com a capacidade de
oferecer essa protecdo foi o glicerol, que é uma substancia utilizada até hoje.
Todavia, com 0 avanco da ciéncia, outras substancias tém sido utilizadas, criando
uma grande variedade de crioprotetores no mercado. Sendo assim, estudos
comparativos sao importantes para a que a técnica de congelamento seja cada vez
melhor. O objetivo do trabalho é comparar os crioprotetores Spermfreeze™ e
Spermfreeze  SSP™, ambos da marca Fertipro® e o0 crioprotetor
IngaSpermfreezing™ da marca Ingamed®, revelando as vantagens e desvantagens
de cada técnica. Verificar se houve diferenca nas taxas de motilidade, vitalidade e
morfologia esperméticas apos o descongelamento. Para isso serd utilizado 3,0 mL
de sémen que sera armazenado por um més e descartado apo6s o término da
andlise. Além do uso dos dados obtidos através de um questionario, sendo mantido
sigilo absoluto das informacdes do participante.

Riscos: O Unico risco que apresentamos € de que o participante se sinta
desconfortavel durante a abordagem do uso das leituras para pesquisa e o tempo
despendido na leitura deste documento. Nos casos de desconforto ou
constrangimento por parte do participante, os profissionais envolvidos na pesquisa
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oferecerdo a assisténcia relacionada ao fornecimento de mais informacdes
detalhadas, mostrar-se totalmente disponiveis ndo somente no recrutamento inicial
do participante para a pesquisa, mas ao longo de todo o periodo necessério ao
participante; conversar sobre a importancia do estudo e, o0 mais importante, deixa-lo
a vontade para néo participar do estudo.

Beneficios: Este estudo pode beneficiar os pacientes que buscam a preservacao da
fertilidade masculina, trazendo melhora durante a execucéo de técnicas do
congelamento seminal. Como consequéncia, estes beneficios contribuem também
para a melhora na conduta dos profissionais especializados.

Criterios de incluséo: Participarao do estudo todos os participantes provenientes do
Laboratorio do Banco de Sémen do Rio de Janeiro, que estejam realizando
espermograma, e que estejam interessados em participar.

Critérios de exclusdo: Serdo excluidos do estudo os participantes com diagnostico
de azoospermia ou oligospermia acentuada.

Rubrica:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Definicdo de um protocolo de criopreservagao seminal para o
Banco de Sémen do Rio de Janeiro”

Pesquisadores: Paula Fontoura Coelho de Souza e Marcel Frajblat

Mestrando: Lincoln Bastos Farias Junior

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responséavel: Banco de Sémen do Rio de
Janeiro. Av. Presidente Vargas, 590, sala 2109, Centro. Rio de Janeiro, RJ.
Programa de P6s Graduacdo do Pesquisador: Mestrado Profissional em Formacéo
para Pesquisa Biomédica - UFRJ

Telefone para contato: (21) 972150250

E-mail: contato@bsrj.com.br

Eu, , fui

devidamente informado e esclarecido sobre o projeto de pesquisa acima do qual me

disponho fazer parte, como voluntario.
Estou ciente de que ndo terei direito a nenhuma remuneracdo, ja que minha

participacdo no projeto € voluntaria e sem interesse financeiro.

Estou ciente da confidencialidade das informacdes geradas e de que a pesquisa
trabalha com o anonimato. Também estou ciente de que esta pesquisa podera ser
publicada, em formato de artigo cientifico ou de apresentacdes -cientificas,

assegurando-se a confidencialidade dos individuos nela envolvidos.

Aceito que as avaliacBes da taxa de motilidade, vitalidade e morfologia, pré e pos-

congelamento, da minha amostra sejam submetidas a avaliagcéo estatistica.

A qualquer momento, terei o direito de conhecer os resultados da pesquisa, assim
como, terei o direito de me retirar do projeto em qualquer fase da pesquisa, se assim

o desejar.

Este documento é redigido em 2 vias, para o participante e para o pesquisador.
Rio de Janeiro, de de 20

(Assinatura do Participante) (Assinatura do Pesquisador)
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APENDICE Il - Protocolo Operacional Padréo para o congelamento seminal no
Banco de Sémen do Rio de Janeiro

BANCD DE SEMEN
DO RIC DE 14ANMERD

Protocolo Operacional Padrdo para Congelamento Seminal no
Banco de Sémen do Rio de Janeiro

Introducio

O congelamento seminal & um procedimento realizado para preservacio da
fertilidade em casos de pacientes que passarao alguma intervencdo que possa
afetar sua ferilidade ou em casos de doacao de sémen. AS amostras passam
por um processamento de adigdo de crioprofetores que preservam por tempo
indeterminado a estrutura e fungao celulares durante o congelamento e
descongelamenta.

Coleta

A coleta seminal deve ser feita por meio da masturbacdo, respeitando o
periodo de abstinéncia de 2 a 5 dias. As amostras devem ser coletadas em
frascos estéreis @ permanecer a 37°C por 30 minutos até liguefagdo.

Congelamento Seminal com o meio Spermfreaza

Apds a liguefacio, deve ser adicionado 0.7 mL de crioprotetor a cada 1 mL de
sémen. O crioprotetor deve ser adicionado de forma gotejante & lenta.

Apds isso, o sémen com crioprotetor deve ser dividido em palhetas de

congelamento seminal. Cada palheta tem a capacidade de volume de 0.5 mL.

Az palhetas devem ser acomodadas em ragquis plasticas achatadas. As

mesmas devem ficar por 10 minutos 4 temperatura ambiente.

Apbds esse tempo, a raqui, contendo as palhetas, devem ser colocadas em

vapor de nitrogénio liquido por mais 15 minutos.

Apds o perfodo de 15 minutos no vapar de nitrogénio liquido, a ragui deve ser
mergulhada em um tanque de nitrogénio liguide, completando assim, o

congelamento seminal.



APENDICE Ill = Ficha de elaborac&o de Protocolo Operacional Padrdo

1@ Universidade Federal do Rio de Janeiro

e Procedimento Operacional Padrao (POP)

MNome do Processo:

Fratocolo de criopreservagdo samingl para o Ganco de Sémen do Rio de Janairo

DObgjetiva Estratégico:

Dascraver o Profocolo Operacional Padrdo (POP) para congelamento de sémen no Banco de Sémen da
Rio de Janeiro

Campo da aplicacia:
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f;“' Universidade Federal do Rio de Janeiro
e Procedimento Operacional Padrio (POP)

MNome do Processo:

Frafocoln de crioprasarvagdo saminal para o Banca da Sédmen da Rio de Janeiro

DOibjativo Estratégico:

Daescraver o Profocolo Opevacional Padrdo (POP) para congalamanto de sémen no Banco de Sémen do
Rio de Janairo

Campo da aplicacio:
Crioprasernvagao saminal
Unidade responsavel: Varsao: Mimearo da paginas:
Banco de Sémen do Rio de Jansiro i 28
l. Palavras-chave

Esparmalozoide, congalamenio seminal, fedilidade masculina

ll. Diciondrio de termos e siglas

Termo'Sigla Significado
Aal: Espermatogdnia a-aligned
ABP: do inglés androgen binding protein
Anvisa: Agéncia Nacional de VigilAncia Sanitidria
Ap: Espermatogdnia a-paired
BSR.J: Banco de 3&men do Rio de Janeiro
CNS: Conselho Nacional de Sadde
FSH: do inglés follicle stimulating hormone
GDMF: do inglés, Glial Cell Line-gderived Faclor
GnRh: do inglés Gonadotropin hormone-releasing hormaone
HIY do inglés human immunodeficiency virus
IBGE: Instituto Brazileiro de geografia e estatistica
LH: do inglés Luteinizing hormone
OMS: Organizacao Mundial da Sadde
POP: Protocolo operacional padrao
TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
UFR.J: Universidade Federal Do Rio de Janeiro
Elaborada por: Aprovado par: Diala aprovacaa:

Lincaln Basfos Farias Juniar Marcel Frajbiaf 104122022
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fg:\ Universidade Federal do Rio de Janeiro
. IT-“ Procedimento Operacional Padro (POP)
MNome do Procasso:

Protocolo de criopreservacdo seminal para o Banca de Sémen do Rio de Janeiro

Dhbjetiva Eslralégico:

Descraver o Profocolo Operacional Padrao (POP) para congelamento de sémen no Banco de Sémen do
Rio de Janeiro

Campo da aplicacio:

Cropréesenvagas semimal

Unidade responsavel: Varsdo: Momearo de paginas:
Banco de Sdmaen do Rio de Janairo i I8

lll. Resultados finais do processo

O resullado esperado seria definir, a partir da analise do cuslo beneficio & da analise
da motilidade, vilalidade & morfologia dos espermalozoides antes do congelamento &
apos o descongelamento, o prolocolo gue apresente mais vanlagens nos parametros
descritos. O resullado final foi definide a parlir da analise laboralorial em comparagao
ao custo-beneficio dos prolocolos apresentada. E o protocolo operacional padréo de

escolha para o Banco de Sémen do Rio de Janeim foi o Spermireeze ™ da Ferlipro.

IV. Documentos de referéncia

Referéncia Descricdo
Sparmfreaze. [bula). Balgica: Fertipro. Protocolo de congelamento seminal
Dispanivel am: do meio Sparmfreaza™ - Feripro

hitpszfertipro.comiinsars'SparmFreeza_2021
pdf - Acasso em: 220032023

Summary of Safely and Clinical Parformanca. | Resumao de Seguranca g
Belgica: Farlipro. Disponivel am: parfformance  clinica do  meio
hitps2ifertipro.comfinsarts/SparmFreeze 55P | Sparmfreeze ™ - Ferlipro

_2021 pdf - Acesso em: 22/03/2023

Elaborado par: Aprovado por: Dala aprovagao:
Lincaln Bastas Farias Juniar Marcal Frajhial 100122022
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fa\ Universidade Federal do Rio de Janeiro
Ly Procedimento Operacional Padrio (POP)

Nome do Processo:

Prafocolo de crioprasandgdao saminal para a Banco dé Sémean do Rio da Janairo

Objalivo Estratégico:

Descrever o Profocolo Operacional Padrao (POP) para congelamento de sémen no Banco o Semen oo
Rio de Janeiro

Campo de aplicagio:
Cropraservaiao semimal
Unidade responsavel: Versdo: Momearo de paginas:
Banco de Sémen do Rio da Janairo 1 48
Refaréncia Descricao
SparmFreaze Salely Data Sheel. Bélgica: | Documento detalhado com  as
Farlipro. Disponival am: | subslancias presenles no  meio
hittpsaiferdipro.comiinsarts/SpermFreeze_55P | Spermirasze ™ - Fartipro.
_ 2021 pdf - Acesso em: 220372023 Informando: suas propriedades fisco-

guimica, eslabilidade e reatividade,
informacoes loxicologicas,
informagtes ecoldgicas @ madidas de

SEQUIanGa.

WORLD HEALTH ORGANMIZATION. WHO | Manual de analise e procassamento
laboratory manual for the examination and | seminal elaborado pela Organizacao
processing of human semen. Gth. Genava: | Mundial da Salide.

World Health Organization, 2021. kv, 271 p.

V. Pardmetros para medicido do desempenho do processo

Apas a liquelfacio da amostra de sémen & anles do congelamento foi realizada analise

dos paramatros molilidade, vilalidade & morfologia esparmaticas.

Apds o descongelamenio, foi repetida a analise dos paramatros de molilidade,
vitalidade & morfologia espermaticas, com o inluilo de comparar com os resultados

oblidos anies do congelamento seminal & depois do descongelamento seminal.

Elaborado por: Aprovado por: Dala aprovacao:
Lincaln Baslos Farias Juniar Marcal Frajbiat 104122022




@ Universidade Federal do Rio de Janeiro
£ Procedimento Operacional Padrao (POP)

Nome do Processa.

Praotocolo de criopreservacdo seminal para o Banca de Sémen do Rio de Janeiro

Objelivo Estratégico:

Descrever o Profocolo Operacional Padrdo (POP) para congalamento de sémen no Banco de Sémen do
Fip da Janheko

Campo de aplicagio:

Criopreservagso seminal

Unidade responsavel: Versao: MiOmera de paginas:
Banco da Sdmen do Rio de Janairo 1 58

V. Procedimentos

Sparmireaze ™ - Faripro:

O sémen & colelado em frasco estarl & fica a temperatura ambiente por 30 minutos
até sua liguefacao.

Apds a liguefagdo, & adicionado 0,7 mL de crioprotelor a cada 1 mL da sémean. O
cricprotalor & adicionado de forma golejants a lenta.

Apds iss0, 0 samén com criprotelor & dividido em palhelas de congelamento seminal.
Cada palhela tem a capacidade de valume de 0.5 mlL.

As palhelas 580 acomodadas em raguis plasticas achaladas. As masmas ficaram por
10 minutos a temparatura ambients.

Apds aesse lempo, a raqui, contendo as palhelas, s8o0 colocadas am vapor de
nitrogénio liguido por mais 15 minutos.

Apds o periodo da 15 minutos no vapor de nitrogénio ligudio, a raqui @ margulhada em
um tangue de nitrogénio liguido, complelande assim, o congelamenie seminal

Elaborado par: Aprovado por: Data aprovagdo:
Lincaln Bastas Farias Juniar Marcal Frajbiat 104122022




@ Universidade Federal do Rio de Janeiro
- Procedimento Operacional Padrao (POP)
Mome do Processo:

Frotocolo de criopreservacdo seminal para o Banco de Sémen do Rio de Janeiro

Objativo Eslratégico:

Descréver o Profocolo Operacional Padrao (POF) para congelamento de semen no Banco o8 Semen do
Rio de Janairo

Campo de aplicagia:

Criopreservacio seminal

Unidada responsavel: Wersdo: Mimero de paginas:
Banco de Sédmen do Rio de Jansiro 1 6B

Vil. Condigbes de biossegurancga

Toda amostra de sémen deve ser considerada polencialmente infectante. Por issa,
laboratdrios am que existe a manipulagio desse fluido corporal lem o nivel de

biossaguranca 2 (MB-2).

Sendo assim, todos os procedimentos, que envolvem o ejaculado, 580 realizados

utilizando jaleco e luvas descarlaveis, em cabine de seguranga bioldgica classa Il

Todo material que enfra em contalo com o sémen deve ser considera residuo do tipo
A (polencialmente infeccioso). Os residuos secos (pipata Pasteur, pontairas, luvas,
anfre outros malerias) devem ser descarlados em saco branco leitoso com o simbolo
de infectante & s30 recolhidos por uma empresa especializada no descarle desse
malterial. O resto de sémen que sobra apds o exame & depositado em um recipienta
de descarie. O conteddo desse recipients & descartado no expurgo de onde vai para o

sislema de esgolo.

Os residuces do grupo E (residuos perfurccoriantes), (como as lBminas de marfologia.)
s80 acondicionadas em recipiente rigido do lipo Descarpack, respeitando o wolume
mazxima (213 do volume). Esse recipiente & recalhido por empresa especializada em

descarie.

Elaborado por: Aprovado por: Data aprovagao:
Lincaln Baslas Farias Juniar Marcal Frajbiat 104122022
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ifg\l Universidade Federal do Rio de Janeiro
- "' Procedimento Operacional Padrao (POP)

Nome do Procasso:

Prafocolo de criopreservacao seminal para o Banca de Sémen do Rio de Janeira

Dbjetivo Estratégico:

Descrever o Profocolo Operacional Padraa [POP) para congelamento de sémen no Banco de Seémen do
Rio de Janaire

Campo de aplicagio:

Criopraservacao saminal

Unidade responsavel: Varsao: Momero de paginas:
Banco de Sémen do Rio de Janairo 1 8

Vill. Fluxograma

Caleta de sémen em
frasco esteril

Liguefagio dosémen ]

i
Adgdode 0.7 mido
Crioproibator
Spammireaze™a
cada 1ml de
Sémen

L
Transferémaa para 3
palhetas e mantera

temp aratura
ambienie por 10min

Deixar as palhetas em vapor de
N par 15min

Mergulhar as amastras em M,

Elaborado por: Aprovado por: Dala aprovagio:
Lincaln Bastos Farias Junior Marcel Frajbiat 104122022
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Universidade Federal do Rio de Janeiro
Procedimento Operacional Padrao (POP)

Nome do Processo:

Pratocols de crioprasanacdo seminal para o Banco de Sémen do Rio de Janeiro

Objativa Estratégica:

Dascraver o Profocolo Operacianal Padrda (POP) para congalameanto de séman no Banco de Sémen do

Rio de Janeio

Campo de aplicagio:

Criopreservagao seminal

Unidade responsaval:

Varsdo: Momearo da paginas:

Banco de Sémen do Rio de Janairo

IX. Controle das alteragdes

M* da Data Tipo de alteracio ltens revisados Responsavel pala revisio
varsao
1 11212022 | Elaboragdo Todos o= itens Lincoln Bastos Farias Junior

X. Controle de aprovagfes para uso

Dala da Mome do responsavel pala nidade/subunidade aprovadaora:
aprovacso aprovacso
11252022 Marceal Frajblat Institulo de Biofisica Carlos Chagas Filho
Elaborado por: Aprovado par: Dala aprovacao:
Lincaln Bashogs Farias Juniar Marcal Frajhiat 104122022
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ANEXO | — Aprovacado do comité de ética em pesquisa

Y

UFRJ - MATERNIDADE
ESCOLA DA UNIVERSIDADE “§ Qgievaforme
FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Continuagéo do Parecar: 4. 223 580

« elaborar e apresentar os relatdrios parciais e final;

+ apresentar no relatorio final que o projeto foi desenvolvide conforme delineado, justificando, quando
ocorridas, a sua mudanga ou interrupgao

+ apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento;

* manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;

* encaminhar os resultados da pesquisa para publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

+ justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgie do projeto ou a nao publicagio dos
resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 24/07/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1516230.pdf 10:21:41
Outros respostaapendenciascong.pdf 24/07/2020 |Paula Fontoura Aceito
10:20:48 | Coelho de Souza

Projeto Detalhade / | Projetocong.pdf 24/07/2020 |Paula Fontoura Aceito

Brochura 10:20:04 |Coelho de Souza

Investigador

TCLE /Termos de | TCLEcong.pdf 24/07/2020 |Paula Fontoura Aceito

Assentimento / 10:19:31 | Coelho de Souza

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FolhadeRostoMarcel.pdf 18/05/2020 |Paula Fontoura Aceito
16:12:27 | Coelho de Souza

Declaracao de cartaanuencia.pdf 24/02/2020 |Paula Fontoura Aceito

concordancia 13:19:34 | Coelho de Souza

Declaracao de demonstrativoinfraestrut.jpg 24/02/2020 |Paula Fontoura Aceito

Instituicio e 13:14:52 | Coelho de Souza

Infraestrutura

Orgamento orcamento.jpg 24/02/2020 |Paula Fontoura Aceito
12:58:55 | Coelho de Souza

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Enderago: Rua das Laranjeiras, 180

Balrro: Laranjeiras CEP: 22 240-003
UF: RJ Municiple: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2556-0747 Fax: (21)2205-5064 E-mall: cep@me.ufrj.br
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ANEXO Il — Questionério para coleta do Banco de Sémen do Rio de Janeiro

QUESTIONARIO PARA COLETA DO SEMEN @

Mome: Data de nascimento: ! /!
Meédico solicitante: Data do exame: ! /
CFF: Recomendag@o de abstinéncia ejoculatéria
Espermograma:
Cadastro conferido? [ ) Minimo 2 dias @ maximo de 7 dias (recomendagdo da OMS).

Teste de Fragmentacdo do DNA espermdtico:
Informacdes pessoals: Minime 2 dias, mdxime 3 dias.

Tempo de absfinéndia ejaculatoia_________ dias Estou ciente de que fui orientado pelo BSRJ e me responsabilize caso esteja
ko e altura m fora deste periodo recomendado.

Paciente relata peso
Assinofura do paciente:

Ocupacto profissional

Possui filhas biclogicos? Idades dos filhos Sao de relacicnamento atual ou antericr?
Consome bebida alcodlica? { ) dicriamente [ ) socialmente, fins de semana [ ) raramente [ ) nunca
[ I ndo [ ) sim-Efumante? Guantos cigamros por dio? [ ) Ja foi fumante: parow ha guanto tempo?

Faoz usc de drogas enforpecentes? | ) ndo | ) sim. Qual? Frequéncia por semana?

Essa informagdo acima (sobre drogas entorpecentes) pode ir para o lavde médico? ([ Jnéo ( ) sim.

{ } mdo [ )sim -Prafica exercicios fisicos regulormente? Gual? Frequéncia semanal
[ Jn8e [ )sim-Estaem uso de alguma medicacdo? Qual?

| Indo | )sim - Foz uso de Finasterida? Ha guanto tempo? Se ja usou, parou ha guanto tempo?

| | mdo [ ) simn - Foz uso de vitaminas ou suplemento alimentar? Quais? Ha quanto tempo?
| Jndo [ ]sim-lafez uso de anabolizontes/tratomento homonal? Guais? Por guanto tempo?

| I ndo [ )sim-Jaredizou espermograma anteriormente? Quando? Onde?

Histérico de doencas:
| mdo [ ) sim - Teve febre nos Olfimos dias?

I ndo [ ) sim - Apresenta secrecao punilenta cu lesdo peniona?

| mdo [ ) sim - E diobético? Ha quanto tempao?

(
{
| Indo [ ]sim - Apresenta dor ou ardéncia oo urinarg
{
{

Jndc | ) sim-Tem press@o alta ou outra doenga cardiovascular? Qual e hd quantfo tempo?

) ndio [ ) simn - Jé fez tratomento para cdncer? QGuando?

) ndio [ ) sim- 4 feve caxumba? | | nainfancia [ ] no idode adulta

Jndo [ ] sim - Ja teve alguma infeccdo fratada por urologista? Quaol? Quando?

Jndo [ ) sim - Tem diagnastico de varncocele?
) ndo [ )sim- Fez ulirassom de testiculo®
Indo [ ) sim - Ja apresentou torgdo testicular ou dor muito forte?

Ouifras deencas (sindromes, doengas geneficas, cromossdmicas, hormonais, efc)

Cirurgias anteriores:
Possui alguma cirurgia urclégica efou genifal [por exemple: varcocelectomia, crpforguidia, hérnia inguinal, vasectomia,

orquidectomia, prostatectomia e efc)? Quais e quando [onoe aproximado) @

Estou clente de que:

- Estas informacgdes estarde contidas ne lavde da andlise seminal realizada na data deste exame.

- Caso tenha alguma informagde fomecida que o paciente ndo queira que conste no laude, avisar ao profissional do loboraténio.

- Este laudo podera ser enviodo para o e-mail do meu médico.

- O Banco de 5émen do Rio de Janeiro readliza confrole de gualidade do laboratério, portanto os resultados de exames confribuemn
para este frabalho. Os regisiros referentes aos procedimentos realizados no Banco de $8men do Rio de Janeiro poderdo ser ufilizados
para fins diddaficos, conferéncias, palestras médicas e publicagdes cientificas, assim como para o registro de relatdrios govemamentais
& de sociedades médico-cientificas, desde gue mantido o anonimato do pociente.

- O liguido seminal que restar apds andlise seminal serd descartado.

= Confimno o fipo de exame a serrealizado.

Declaro que esta amostra foi por mim coletada. Assinafura do paciente

Infermagdes importantes sobre esta coleta:

Horério do término da coleta: : A perda do ejaculado fol:
{ ) noinicio - residual [ ) pouco miulte

Houve perda na hora da coleta? ... { IN@o ( )Sim © 0 0
[Caso o paciente ndo saiba explicar sobre a perda ( )YnoFinal- [ )residval [ ) pouce ( ) multo

par escrito, favor tentar explicar pelo interfone)



