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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo determinar o melhor método de congelacéo e
envase de sémen humano, quando comparado o método rapido com o lento e o envase em
palhetas de 0,25ml com criotubos de 2ml, utilizando como variaveis a morfologia e
motilidade dos espermatozbides antes e apOs a criopreservacdo. Trata-se de um estudo
experimental, de validacdo de técnica laboratorial. Foi desenvolvido no Centro de Reproducéo
Assistida do Ceara. Foram analisadas dezoito amostras de sémen de dezoito voluntarios. As
amostras foram submetidas a analise da morfologia e motilidade espermatica prévia a
criopreservacdo. Foi determinada ainda uma curva de motilidade espermética nas primeiras
trés horas. O meio TEST-YOLK foi utilizado como crioprotetor. Depois de adicionado o
crioprotetor, o sémen foi dividido em partes iguais e envasado em criotubos e palhetas.
Metade dos criotubos e das palhetas foi submetida a criopreservacdo pelo método rapido (RT
e RP, respectivamente) e a outra metade pelo método lento (LT e LP, respectivamente). Em
seguida, as amostras foram descongeladas e determinadas as morfologias, bem como as
motilidades logo apos a descongelacgéo e a cada hora durante trés horas. Andlise estatistica foi
realizada pelo programa de SPSS for Windows versdo 11.0.0. Houve uma queda,
estatisticamente significante, da motilidade apds a criopreservacdo, motilidade inicial de
58,1% e motilidades nos diferentes tratamentos de 30,3% (LT), 21,1% (LP), 27% (RT) e
19,2% (RP). Também houve uma diminuicdo significante da morfologia normal apds a
criopreservacao, em relacdo a morfologia inicial (14,2%), mas ndo foi observada diferenca
entre os métodos (12,8%, 12,6%, 12,6% e 12,4%; RP, RT, LP e LT, respectivamente). O
método LT foi o que obteve uma curva de motilidade espermatica mais préxima da observada
no sémen in natura. Conclui-se que o método LT foi o que menos afetou a motilidade
espermatica e que, apesar de ter sido observada uma piora significativa da morfologia
espermatica apds a criopreservagdo, ndo houve diferenca entre os métodos.

Palavras-chaves: Criopreservacdo; Preservacdo do Sémen; Espermatozéide; Reproducdo



ABSTRACT

This research has as objective determines the best freezing method and storage of
human semen, when compared the fast method with the slow method and the storage in
0,25ml straws with cryotubes of 2ml, using as variables the morphology and motility of the
spermatozoa before and after the cryopreservation. It is an experimental study, laboratorial
technique validation. It was developed in the Assisted Reproduction Center of Ceara.
Eighteen semen samples from eighteen men were analyzed. The samples were submitted to
the analysis of the morphology and motility previous the cryopreservation. It was still
determined a spermatozoa motility curve in the first three hours. TEST-YOLK was used as
cryoprotective media. After having added the TEST-YOLK media, the semen was divided in
same parts and storage in cryotubes and straws. Half of the cryotubes and of the straws was
cryopreserved by the fast method (RT and RP, respectively) and the other half by the slow
method (LT and LP, respectively). The samples were thawed and analyzed the morphologies,
as well as the motilities soon after the thawed and every hour for three hours. Statistical
analysis was done by the SPSS program - Windows version 11.0.0. Motility of spermatozoa
decrease after the cryopreservation, initial motility was 58,1% and motilities in the different
treatments were 30,3% (LT), 21,1% (LP), 27% (RT) and 19,2% (RP). There was a significant
decrease of the normal morphology after the cryopreservation, in relation to the initial
morphology, but difference was not observed among the methods (RP=12,8%, RT=12,6%,
LP=12,6% e LT=12,4%). The motility of LT method was closer than that obtained in the
fresh semen. The method LT showed the best recovery of motile cells after freezing and
thawing. There was not difference among the methods when appraised the morphology.

Key-Word: Cryopreservation; Semen preservation; Spermatozoa; Reproduction.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 Antecedentes da Literatura

O primeiro relato de que 0 sémen € resistente a baixas temperaturas € de 1776, quando
Spallanzani observou espermatozéides que sobreviveram apos a congelagdo em neve. Em
1866, Mantegazza, medico italiano, observou que espermatozoéides humanos apresentavam
motilidade apds serem congelados a uma temperatura de —15° C e descongelados em seguida,
propondo pela primeira vez a estruturacdo de um banco de sémen (BUNGE et al., 1954).

A preservacdo de amostras de sémen néo diluidas e mergulhadas em diferentes meios
(alcool resfriado por gelo seco a —=79°C, nitrogénio liquido a —=196°C e hélio liquido a —296°C)
foi descrita em 1940. Observou-se uma diminuicdo da motilidade, porém os espermatozdides
se mantinham moveis apos varias horas da descongelacdo, permanecendo a preocupacdo com
a capacidade de fertilizacdo (SHETTLES, 1940). Em 1942, observaram uma diminuicdo da
motilidade espermatica apds congelacdo por imersdo direta em nitrogénio liquido e tentaram
desidratar as células por plasmdlise, expondo-as a diferentes agucares (HOAGLAND;
PINCUS, 1942).

No final dos anos 1940, passaram a ser investigadas diferentes maneiras de congelar
amostras de sémen, tendo como objetivo a manutencdo das caracteristicas dos
espermatozéides frescos. Inicialmente, foram testadas as adi¢cGes de glicerol-albumina aos
espermatozdides de aves (POLGE et al., 1949) e de solugédo de glicerol aos espermatozoides
de touro (SMITH; POLGE, 1950). Observou-se uma melhoria na qualidade dos
espermatozdides criopreservados, que foi recompensada com o nascimento do primeiro
mamifero, um touro, fruto de uma inseminacdo artificial utilizando sémen descongelado
(STEWART, 1951).

No inicio da década de 1950, foi descrito o primeiro caso de gravidez e nascimento
humano, por técnica de inseminacdo artificial, utilizando sémen descongelado, apds ter sido
estocado por até seis semanas em gelo seco a —70° C (BUNGE et al., 1954). Na década

seguinte, em 1964, foram descritos nascimentos de humanos através de inseminacéo artificial



utilizando sémen congelado e armazenado em nitrogénio liquido por até cinco meses
(PERLOFF et al., 1964).

Recentemente, foi publicado o caso de um paciente que, em 1979, aos dezessete anos,
foi submetido a uma orquiectomia a direita por um cancer de testiculo. Durante o seguimento,
foram diagnosticadas metastases em linfonodos paraadrticos. Nessa ocasido, o paciente foi
orientado a criopreservar seu sémen. O paciente ainda realizou radioterapia do testiculo
esquerdo e quimioterapia. Em 1981, foi submetido a uma laparotomia para ressec¢do de uma
massa retroperitoneal. Em 1992, recebeu alta, livre de doenca. Em 1995, foi diagnosticada
azoospermia. Em 2002, nasceu seu filho, através de reproducdo assistida, utilizando o sémen
criopreservado hé 21 anos (HORNE et al., 2004).

Atualmente, quinze em cada cem casais, em idade fertil, que desejam um filho
apresentam dificuldade em alcancar uma gravidez. Em metade desses casais, a causa da
infertilidade decorre de um fator masculino isolado ou associado a outros fatores femininos.
Dentre os fatores masculinos, destacam-se a baixa concentracdo de espermatozoides,
alteragBes na motilidade e na morfologia espermatica (JARDIM et al., 1999). Com o0 avanco
no tratamento da infertilidade conjugal, marcado pelo nascimento de Louise Brown no final
da década de 70 (STEPOE; EDWARDS, 1978) e com o desenvolvimento da técnica de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI) (PALERMO et al., 1992),
disponibilizou-se uma nova perspectiva terapéutica para os casais com fator masculino grave,
atraves da utilizacdo de espermatozdides oriundos de programas de doacdo de sémen,
ressurgindo a idéia da criacdo dos bancos de sémen, ja proposta por Mantegazza em 1866,
sendo o primeiro estabelecido por Sherman (SHERMAN, 1978).

Desde a criagdo do primeiro banco de sémen, diversos autores publicaram suas
experiéncias com a criopreservacdo de espermatozoides, merecendo destaque os da Franca
(DAVID; LANSAC, 1980), da Australia (TROUSON et al., 1981), dos Estados Unidos
(CRITSER, 1998; CHUNG et al., 2004) e da Italia (COLPI et al., 2004). Em 1997, Lansac e
colaboradores publicaram um estudo avaliando um total de 21.597 gestacGes obtidas por
inseminacao artificial (periodo de 1987 a 1994) e 3.381 gestacOes obtidas através de
fertilizacdo in vitro (FIV) (periodo de 1989 a 1994), ambas as técnicas com sémen
criopreservado de doador. Nesse estudo foi utilizado um banco de dados francés que reunia
vinte e dois centros de criopreservacdo de espermatozdides sob as mesmas diretrizes.

Concluiu-se que, nas gestacdes decorrentes de inseminacdo artificial, as taxas de aborto, de



gestacdo ectopica, de malformacdes fetais, 0 peso ao nascimento e a relacdo do sexo
masculino:feminino foram as mesmas da populacdo em geral, quando a variavel idade era
controlada nos grupos estudados. Quando comparadas as gestacdes oriundas por técnica de
FIV, utilizando-se sémen in natura ou congelado, ndo foram observadas diferencas
significativas nas varidveis estudadas (LANSAC et al., 1997). Recentemente, esses resultados
foram corroborados (MARCUS-BRAUN et al., 2004).

Com o surgimento dos bancos de sémen, foram publicados varios estudos comparando
as taxas de gravidez em processos de inseminacao artificial utilizando sémen in natura e
criopreservado. Diferentes resultados foram publicados, muitos mostraram ndo haver
diferenga nas taxas de gravidez (BORDSON et al., 1986; KEEL; WEBSTER, 1989), outros
revelaram taxas de gravidez estatisticamente superiores, quando utilizado sémen in natura
(STEINBERGER; SMITH, 1973; RICHTER et al., 1984; DIMARZO et al., 1990; SUBAK et
al., 1992). Existe uma grande dificuldade em comparar esses dados, em razdo do uso de
diferentes técnicas de inseminagéo artificial e de criopreservacdo de espermatozoides entre 0s
trabalhos citados.

Taxas de gravidez em ciclos de FIV e de ICSI, quando utilizados espermatozdides
criopreservados, também passaram a ser comparadas. Diversos estudos mostraram que a taxa
de sucesso em ciclos de reproducgdo assistida € semelhante quando comparada ao sémen in
natura (MORSHEDI et al., 1990; VAN STEIRTEGHEM et al., 1993; LANSAC et al., 1997).
Bons resultados foram também obtidos em ciclos de ISCI, utilizando espermatozéides
congelados obtidos por puncdo de epididimo, bem como de espermatides congeladas
(DEVROEY et al., 1995; TESARIK et al., 1996; HOLDEN et al., 1997, TOURNAYE et al.,
1999; GIL-SALOM et al., 2000).

Recentemente, com o surgimento da AIDS, os bancos de sémen de doador passaram a
ter grande preocupacdo com a qualidade e estocagem do sémen, sendo as amostras liberadas
apenas apds um prazo de no minimo seis meses, periodo em que se completa a investigacdo
soroldgica do doador (HALLAK et al., 1999).

Dessa forma, o banco de sémen esta exercendo sua principal funcdo, que é garantir
uma fonte de espermatozoides saudaveis e de boa qualidade para uso em técnicas de
reproducéo assistida, de acordo com as seguintes indicacées (HALLAK et al., 1999):

- inseminacdo com sémen do parceiro nos casos de auséncia temporaria ou definitiva

dele mesmo, baixa freqiiéncia sexual e disfuncéo erétil.



Pacientes que necessitam de criopreservacdo terapéutica de sémen, a exemplo
daqueles que tém alguma doenca que induza a infertilidade ou iniba a
espermatogénese. Individuos em idade reprodutiva e com qualquer tipo de cancer, que
serdo submetidos a radioterapia e/ou quimioterapia, ou a cirurgias que possam
comprometer o potencial fértil (ex: disseccdo dos linfonodos retroperitoneais,
resseccao endoscopica da prostata, cirurgias envolvendo o colo vesical). Recomenda-
se a criopreservacdo antes do inicio do tratamento especifico.

Inseminacdo com sémen de doadores andnimos: indicada nos casos de infertilidade
masculina — depois de esgotadas as possibilidades terapéuticas - em casos de doencas
genéticas transmissiveis por parte do homem, em incompatibilidade Rh em que a
mulher j& esta isoimunizada, ou quando, por fatores econémicos, o casal preferir a
utilizacdo do banco de sémen a tentar FIV ou ICSI. E recomendado o uso somente de
sémen criopreservado de doadores andnimos e testados sorologicamente, em virtude
do aumento do risco de transmissdo de doencas sexualmente transmissiveis, em
particular, a AIDS. Isto possibilita a existéncia de um banco com maior
disponibilidade fenotipica.

Programas de fertilizacdo in vitro e micromanipulacdo de gametas possibilitam
inseminagdes programadas em um mesmo ciclo de tratamento. Permitem, ainda, a
coleta fora do dia do procedimento de reproducdo assistida, proporcionando maior
liberdade ao paciente, evitando o estresse da coleta.

Criopreservacdo de sémen para individuos que desejam ser submetidos a vasectomia,
objetivando preservar a fertilidade futura.

Criopreservacdo dos espermatozdides obtidos durante microcirurgias para
reconstrucdo do sistema reprodutivo (ex: vasovasostomia e vasoepididimostomia).
Criopreservacdo dos espermatozoéides obtidos por técnicas cirurgicas do epididimo ou
do testiculo (MESA, TESA, TESE, PESA), para utilizacdo em micromanipulacao de
gametas (ex: ICSI).

Criopreservacdo de sémen de individuos que trabalham em profissdes de alto risco
(ex: mergulhadores de elevada profundidade, inddstrias quimicas, exposicdo a

agrotoxicos e pesticidas e exposi¢do a radia¢fes ionizantes).



1.2 Sémen Humano

O sémen é uma suspensdo celular semigelatinosa que contém espermatozoéides e
secrecdo de 6rgdos acessorios do trato reprodutor masculino. A porcao fluida dessa suspensao
é conhecida como plasma seminal (SCHLEGEL; HARDY, 2002).

Os espermatozoides sdo formados nos tabulos seminiferos, onde se encontram na
forma de células germinativas em diferentes estadios de diferenciacdo. A forma madura dos
espermatozdides é uma célula altamente diferenciada armazenada na cauda do epididimo e
nos ductos deferentes (SCHLEGEL; HARDY, 2002).

O espermatozoide mede aproximadamente 60um de comprimento, uma célula
alongada que se divide em cabeca e cauda. A cabeca do espermatozoide tem formato oval,
mede em torno de 4,5um de comprimento por 3um de largura, possui um nucleo, com uma
cromatina compacta, e 0 acrossoma, organela localizada entre a membrana plasmatica e a
porcao anterior do ndcleo, onde existe uma grande quantidade de enzimas responsaveis pela
penetracao do espermatozoide no 6vulo (SCHLEGEL; HARDY, 2002).

A cauda do espermatozdide € composta por colo, peca intermedidria, peca principal e
peca terminal. O colo ¢ a regido de ligacdo da cabecga a cauda. A cauda, inicialmente na peca
intermediaria, possui uma complexa arquitetura de microtibulos e arranjo de mitocondrias
que conferem ao espermatozoide a sua motilidade (SCHLEGEL; HARDY, 2002).

O espermograma, exame que avalia a qualidade do sémen, estuda diferentes
parametros que refletem a capacidade funcional dos espermatozoides, o poder de fertilizacéo
do espermatozdide em ciclos naturais ou de reproducdo assistida. Dentre as variaveis
analisadas, destacam-se a concentragédo, a motilidade e a morfologia dos espermatozdides.

A concentracdo é determinada pela quantidade de espermatozoides existentes em um
mililitro (ml) de sémen. Segundo a OMS, valores acima de vinte milhdes de espermatozoides
por ml sdo considerados normais (WHO, 1999). Concentra¢des elevadas de espermatozoides
estdo relacionadas com maiores taxas de gravidez em ciclos espontaneos e de inseminacao
artificial (GUZICK et al., 1999).

O interesse da avaliacdo da morfologia espermética surgiu em 1951, quando Mac Leod
e Gold mostraram que homens férteis e inférteis tinham a morfologia do espermatozdide

diferente. A morfologia espermatica € descrita em percentual de formas normais e



determinada mediante uma avaliagdo, de no minimo duzentos espermatozdides, de uma
lamina preparada através de uma coloracdo especifica (WHO, 1999). Utilizam-se dois
critérios para definir a normalidade dos espermatozoides observados, um proposto pela OMS
e outro sugerido por Kriiger e colaboradores. A morfologia espermatica é um indicador do
potencial de fertilizacdo oocitaria. Demonstrou-se maior taxa de fertilizacdo durante ciclos de
FIV naqueles pacientes com mais que quatorze por cento de formas normais (taxa de
fertilizacdo de noventa e um por cento) quando comparados com aqueles de menos de
quatorze por cento de formas normais (trinta e sete por cento) (KRUGER et al., 1986).

A motilidade espermatica é necessaria para que os espermatozéides percorram todo o
Utero e trompas para encontrar o 6vulo, sendo de fundamental importancia no processo de
fertilizacdo oocitaria. O estudo da motilidade é realizado sob observacdo microscépica e
determina o percentual de espermatozoides moéveis. E contado um total de cem
espermatozdides, sendo classificados em grau A, B, C ou D, conforme critérios da OMS: grau
A (espermatozdides mdveis com progressdo rapida), grau B (espermatozdides moveis com
progressdo lenta, linear ou ndo), grau C (espermatozéides moveis sem progressdo) e grau D
(espermatozoides imdveis). S&o considerados valores normais quando no minimo vinte e
cinco por cento dos espermatozdides visualizados sdo grau A ou a soma dos graus A e B é de
no minimo cinqlenta por cento (WHO, 1999). Maiores taxas de gravidez, em ciclos
espontaneos, de inseminacgdo artificial e FIV, bem como maiores taxas de fertilizagdo em
ciclos de FIV sdo encontradas quando existe maior percentual de espermatozdides maoveis e
progressivos (DONNELLY et al, 1998; GUZICK et al., 1999).

A criopreservacdo afeta a qualidade estrutural e funcional dos espermatozdides.
Estudos que utilizaram a técnica de microscopia com transmissao de elétrons revelaram que a
membrana plasméatica e 0 acrossoma sdo as estruturas espermaticas mais vulneraveis ao
processo de criopreservacdo; demonstram também um prejuizo na motilidade, viabilidade e
funcdo acrossdmica do espermatozdide (CROSS; HANKS, 1991; OETTLE et al., 1992;
SATHANANTHAN, 2000).

1.3 Criobiologia

A palavra “criobiologia” tem origem do termo grego “kruos” (exprime a idéia de frio)

e e definida como o estudo da vida a temperatura extremamente baixa. Dessa maneira, fica



claro que os termos criopreservacdo e congelagdo ndo séo sinénimos. O primeiro significa
preservar células, guardando-as a baixas temperaturas, enquanto o segundo é a mudanca do
estado liquido para solido.

Com o desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida, a criobiologia passou a
despertar grande interesse, pois exerce papel essencial na manutencao da fertilidade. Participa
diretamente na criopreservacdo de espermatozoides, dvulos, embrides, tecidos testiculares e
ovarianos (AGARWAL et al, 1995; HOVATTA, 2000; KASAI et al., 2002; HOVATTA,
2003; ISACHENKO et al., 2003; VEECK, 2003).

A criopreservacdo tem como principal objetivo: manter a integridade estrutural e
viabilidade celular ap6s submeter essas células a baixas temperaturas por um determinado
periodo. Esse processo produz danos celulares conhecidos como crioinjdrias, que surgem em
razdo de: 1) formacdo de cristais de gelo intracelular, 2) toxicidade quimica dos
crioprotetores, 3) chogue osmotico, 4) dano de fratura e 5) formacdo de cristais de gelo
extracelular (HOLT, 2000; WATSON, 2000; KASAI et al., 2002; WOODS et al., 2004).

A 4gua é o constituinte primario de fluidos bioldgicos para o transporte de substancias
essenciais. A agua pura congela e forma cristais a 0°C, enquanto a agua, contendo ions e
outras substancias em solugdo, congela a temperaturas mais baixas. Como a agua na solucéo €
congelada, cristais puros de agua sdo formados, aumentando a pressdo osmética do soluto
remanescente, que pode danificar as células (HOLT, 2000; OEHNINGER et al., 2000;
KASAI et al., 2002).

A formacédo de cristais de gelo, predominantemente intra ou extracelular, durante a
criopreservacao, depende da velocidade de queda da temperatura. O resfriamento lento forma
cristais de gelo no meio extracelular, levando a uma desidratagdo da celula, em virtude da
exposicdo a um meio hiperosmotico por um longo periodo, fenémeno conhecido como “efeito
solucdo”. No resfriamento rapido, observa-se a formacdo de cristais de gelo no interior da
célula com a lesdo de organelas celulares. Ambas as formas de resfriamento causam danos
celulares. Assim, a velocidade de resfriamento ideal deveria ser lenta o suficiente para evitar a
formacéo de cristais de gelo no interior da célula, mas, de certa forma, rapida para diminuir o
efeito solucdo (HOLT, 2000; LEIBO et al., 2002).

Na tentativa de diminuir os danos celulares durante a criopreservacdo, a adicdo de
meios crioprotetores passou a ser utilizada de rotina (POLGE et al., 1949; SMITH; POLGE,

1950). Eles podem ser divididos em dois grupos, permeaveis (glicerol, dimetilsulféxido,



etanol) e ndo permeéveis (sacarose, glicose, dextran). Geralmente, sdo utilizadas composicGes
contendo crioprotetores permeaveis e ndo permeaveis (KASAI et al., 2002).

Com o surgimento do glicerol como meio crioprotetor, houve melhora nos resultados,
porém encontrar 0 meio crioprotetor ideal € muito dificil. O préprio glicerol é utilizado em
diferentes concentracdes, dependendo da espécie animal, em conseqliéncia da sua agressao
toxica a célula (CRITSER et al., 1988). Por exemplo, a concentracdo de glicerol é lesiva aos
espermatozdides do porco, do boi e do rato se exceder respectivamente 3%, 8% e 1,75%
(HOLT, 2000).

Varios meios crioprotetores ja foram estudados para o sémen humano. Em 1986, um
estudo, comparando oito meios, demonstrou melhores resultados com o TEST-C-1. O TEST-
C-l1 é composto por solucdo TEST, citrato de sodio, gema de ovo, frutose e glicerol
(concentracdo final de 6%) (PRINS; WEIDEL, 1986). Outro estudo, em 2000, testando dois
meios crioprotetores (TEST-YOLK e HSPM) e trés diferentes curvas de congelacdo
(programada lenta, programada rapida e vapor de nitrogénio), obtiveram melhores resultados
com o meio TEST YOLK e com uma curva programada lenta, com taxa de recuperacdo de
espermatozdides moveis de 52 + 16,8% (STANIC et al., 2000). Foram observados melhores
resultados em motilidade, morfologia e integridade da membrana plasmatica nas amostras
criopreservadas com TEST-YOLK, quando comparadas com as que utilizaram somente
glicerol (HALLAK et al., 2000).

Entre individuos de uma mesma espécie, pode existir variacdo na resisténcia a
crioinjuria. Estudando trés espécies de ratos, demonstrou-se que apenas a exposi¢do ao meio
crioprotetor ja reduziu a taxa de fertilizacdo em duas espécies, sendo 0 mesmo observado apos
a criopreservacdo (SONGSASEN; LEIBO, 1997).

Comparando métodos de resfriamento e aquecimento das amostras criopreservadas,
observou-se uma melhora da motilidade, quando utilizado um resfriamento lento com
aquecimento em temperatura ambiente (TAYLOR et al., 1982; RAGNI et al., 1990;
FLORENCIO et al., 1995; STANIC et al., 2000). Observou-se também que a motilidade,
integridade da membrana plasmatica e funcdo mitocondrial dos espermatozoides nao séo
afetados de maneira diferente para determinada curva de resfriamento e aquecimento
(HENRY et al., 1993). Recentemente, resultados obtidos com um processo de resfriamento
lento estdo sendo comparados com o método de vitrificacdo, no qual a velocidade de
resfriamento € muito elevada (ISACHENKO et al., 2004).



A forma de envase do sémen também pode influenciar nos resultados. Existem poucos
estudos com sémen humano, porém em animais esse ja € um fator de relevancia no processo
de criopreservacdo (ERIKSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000; CORDOVA et al.,
2002). A decisdo do melhor recipiente para envase € baseada ndo somente nos resultados apds
0 descongelamento, mas nas vantagens e desvantagens em seu uso. O sémen humano pode ser
envasado em pequenos tubos plasticos com capacidade de dois mililitros (criotubos) ou em
finas estruturas plasticas com capacidade de 0,25 a 0,5 mililitro (palhetas). O criotubo é de
facil preenchimento, facil identificacdo, limpo, higiénico e de aceitacdo internacional, porém
apresenta uma dificuldade de controle da temperatura, ocupa muito espaco de armazenamento
e um maior investimento de equipamento. A palheta ocupa pouco espaco, o descongelamento
é rapido, aliquotas sdo menores e 0 congelamento parece ser uniforme, porém seu manejo €
trabalhoso, é de identificacdo dificil, facil de perder, tem maior sensibilidade a temperatura
(ROMERO et al., 1998).

Apesar do grande avanco da criobiologia, a criopreservacdo de sémen promove uma
perda da viabilidade de até 50% dos espermatozéides depois de descongelados, podendo
comprometer resultados em tratamentos de reproducdo assistida. As pesquisas de
criopreservacdo de espermatozdides, em sua grande maioria, Sa0 empiricas, e procuram
estabelecer a melhor maneira de resfriar, armazenar e descongelar as amostras. Inimeros
fatores influenciam esse processo: agentes crioprotetores, centrifugacdo do sémen prévia ao
congelamento, velocidade de queda da temperatura, envase do sémen, forma de
descongelamento e variacdes dentro da prépria espécie (COHEN et al., 1981; CRITSER et al,
1987; CRITSER et al, 1988; DONNELLY et al., 2001; CORDOVA et al., 2002).

A grande evolucdo da reproducdo assistida nas ualtimas décadas, marcada pela
descricdo da técnica de ICSI por Palermo e colaboradores em 1992, permitiu o tratamento da
infertilidade a um numero consideravel de casais.

As técnicas de criopreservacao de gametas, incluindo os espermatozoides, e 0s bancos
de sémen se tornaram aliados no tratamento de casais com fator masculino grave (banco de
sémen heterologo), bem como na manutencdo da fertilidade (banco de sémen homaologo) em
situacBes especiais, como, por exemplo, pacientes submetidos a quimioterapia, radioterapia,

cirurgias testiculares, auséncia fisica no periodo fértil da parceira e a vasectomia.



Recentemente, diversos centros vém descrevendo a experiéncia de criopreservacao de
sémen em pacientes oncolégicos, portadores de cancer testicular, linfomas, leucemias, cancer
do aparelho digestivo e outros menos freguientes.

Embora a tecnologia venha sendo aprimorada, porém, os resultados da aplicacdo dos
métodos de conservacdo do sémen ainda sdo insatisfatorios, pois ocorre uma queda
importante na qualidade do sémen durante o processo de congelacdo-descongelacdo. Essa ma
conservacdo decorre de varios fatores relacionados a técnica de criopreservacdo e ao
individuo (intra e inter-espécies).

Apesar de bastante difundida, a criopreservagdo de espermatozdides ainda ndo possui
uma técnica-padrdo, aceita por todos os centros que a realizam. Entre os fatores relacionados
a técnica, destacam-se, principalmente: meio crioprotetor utilizado, velocidade de queda da
temperatura durante a congelacdo do sémen, o envase, a forma de armazenamento e a maneira
de descongelacdo da amostra conservada.

AlteracGes na qualidade do sémen criopreservado sdo observadas, principalmente, na
morfologia e na motilidade dos espermatozoides e podem afetar as taxas de sucesso dos
tratamentos realizados em casais inférteis.

No intuito de diminuir, cada vez mais, 0s danos causados na estrutura e na
funcionalidade dos espermatozoides durante a criopreservacao, tornam-se necessarios maiores
estudos sobre o processo ideal. Autores discutem sobre qual o melhor meio crioprotetor, qual
a melhor velocidade de resfriamento do sémen, bem como sobre qual a melhor forma de
envasar, armazenar e descongelar as amostras.

O presente estudo pretende determinar um método de criopreservacdo de sémen que
mantenha a0 maximo as caracteristicas originais dos espermatozoides, preservando,
principalmente, sua morfologia e motilidade, que sdo essenciais nos resultados dos
tratamentos de reproducao assistida.

Para a definicdo desse melhor método, é necessario comparar diferentes formas de
congelacao e tipos de envase das amostras de sémen.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o desempenho de diferentes métodos de congelacdo e formas de envase de

sémen humano.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar motilidade do espermatozéide no sémen in natura e apds descongelacéo,
pelos dois métodos e duas maneiras de envase.

Comparar a curva de sobrevivéncia em trés horas no sémen in natura e apés
descongelacéo, pelos dois métodos e duas maneiras de envase.

Comparar a morfologia do espermatozdide no sémen in natura e apds descongelacao,

pelos dois métodos e duas maneiras de envase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Estudo
O estudo foi desenvolvido no periodo de janeiro a agosto de 2004 no Centro de

Reproducdo Assistida do Ceara.

3.2 Desenho do Estudo

Estudo experimental, de validacéo de técnica laboratorial.

3.3 Populacéo Estudada

Voluntarios com possivel interesse em criopreservar sémen.

3.4 Tamanho da Amostra
Dezoito amostras de sémen de um total de dezoito voluntarios. Cada voluntario colheu

uma amostra de sémen.

3.5 Critérios e Procedimentos para a Selecdo e Exclusdo dos Sujeitos

3.5.1 Critérios de incluséo
Ser voluntario.
Idade maior que dezoito anos e menor que cinguienta anos.

Periodo de abstinéncia sexual entre trés a cinco dias.

3.5.2 Criteérios de excluséo
Presenca de doencas agudas ou crénicas.
Febre nos altimos trinta dias.
Uso de medicag0es.
Tabagistas.

Usuarios de drogas.



3.6 Variaveis em estudo

3.6.1 Apresentacao das variaveis

Variaveis independentes
1) Meétodo répido.

2) Meétodo lento.

3) Palheta de 0,25ml.
4) Criotubo de 2ml.

Variaveis dependentes
1) Concentragdo espermatica.
2) Motilidade espermatica.

3) Morfologia espermatica.

3.7 Defini¢édo das Variaveis

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Método rapido (R): congelacdo de espermatozoides realizado em vapor de nitrogénio.
Método lento (L): congelacdo de espermatozoides realizado em programa de namero
seis do congelador automatico.

Palheta de 0,25ml (P): sémen envasado em palhetas com capacidade de 0,25ml e
depositados em nitrogénio liquido.

Criotubo de 2ml (T): sémen envasado em tubos com capacidade de 2ml e depositados
em nitrogénio liquido.

Concentracdo espermética (CONC): quantidade de espermatozoides por mililitro (ml) de
sémen.

Motilidade espermatica (Mt): classificacdo da motilidade dos espermatozoides segundo
as orientacGes da OMS - WHO Laboratory manual for the examination of human semen
and sperm-cervical mucus interaction. Cambridge: Cambridge University Press, 1999.
Morfologia espermética (Morf): classificagdo da morfologia dos espermatozoides
segundo as orientacdes de Kriiger (KRUGER et al, 1986).

Motilidade espermatica do sémen in natura inicial, apds 1 hora, 2 horas e 3 horas (Mti,
Mtl, Mt2, Mt3).

Motilidade espermatica do sémen pés-descongelacdo pelo método répido e envasado na
palheta de 0,25ml com 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas (RP0, RP1, RP2, RP3).



10) Motilidade espermética do sémen pds-descongelagdo pelo metodo rapido e envasado no
criotubo de 2ml com 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas (RTO, RT1, RT2, RT3).

11) Motilidade espermatica do sémen pos-descongelacdo pelo método lento e envasado na
palheta de 0,25ml com 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas (LPO, LP1, LP2, LP3).

12) Motilidade espermética do sémen pds-descongelacdo pelo método lento e envasado no
criotubo de 2ml com 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas (LTO, LT1, LT2, LT3).

13) Morfologia espermatica do sémen in natura (Morfi).

14) Morfologia espermatica do sémen pos-descongelacdo pelo método répido e envasado na
palheta de 0,25ml (MorfRP).

15) Morfologia espermatica do sémen pds-descongelacdo pelo método rapido e envasado no
criotubo de 2ml (MorfRT).

16) Morfologia espermatica do sémen pds-descongelamento pelo método lento e envasado na
palheta de 0,25ml (MorfLP).

17) Morfologia espermaética do sémen po6s-descongelamento pelo método lento e envasado no
criotubo de 2ml (MorfLT).

3.8 Admisséo ao Estudo

Os potenciais voluntarios ao estudo foram convidados de acordo com uma carta em
anexo (APENDICE B), onde foi explicada a finalidade do estudo, com um resumo da
metodologia. Apds a aceitacdo do convite, foi preenchido e assinado um termo de
consentimento informado pelo voluntario, que pode a qualquer momento solicitar sua
exclusio do estudo (APENDICE C).

3.9 Coleta de Dados

Na admissdo ao estudo, foi preenchida uma ficha individual para cada paciente
(APENDICE A) a qual foi complementada posteriormente com os dados relativos a avaliagio
seminal pré e pds-congelacdo, pelas diferentes técnicas. As fichas foram preenchidas pelo

investigador e arquivadas em fichario proprio do autor, sendo preparadas para digitacéo.



3.10 Coleta de Sémen

O voluntario, uma vez admitido ao estudo, agendou, conforme sua conveniéncia e a
disponibilidade do Centro de Reproducdo Assistida do Ceara, um horario para coleta de
sémen.

Cada participante da pesquisa, depois de observado um periodo de abstinéncia sexual
entre trés a cinco dias, fez a coleta de sémen por meio de masturbacdo, em ambiente adequado,
no Centro de Reproducao Assistida do Ceara, e em frasco apropriado. Apos a coleta, o sémen foi

encaminhado para processamento.

3.11 Técnica Laboratorial

3.11.1 Avaliagdo das caracteristicas fisicas e citologicas

Caracteristicas Fisicas

Tempo de liguefacdo: a amostra de sémen é mantida em uma placa a uma temperatura

de trinta e sete graus Celsius e observado o tempo de liquefacdo. O valor normal ¢ até
sessenta minutos.

Aspecto: observado se a amostra estd homogénea ou heterogénea se possuir granulos
gelatinosos que néo se liquefazem.

Viscosidade: aspirar um pouco de sémen em uma pipeta e deixar gotejar. Se 0
gotejamento for facil (observar formacdo de gotas) sera classificada como normal.
Volume: transferir o sémen liquefeito para um tubo cénico graduado Corning e medir
o volume, com auxilio de uma pipeta graduada.

pH: colocar a fita de mensuracdo e anotar o resultado. Esta medida deverd ser
executada dentro de uma hora da coleta de sémen.

Cor: observar a cor. Normal é branco opalescente ou branco acinzentado.

Odor: observar o odor. Normal é sui generis.

Exame citoldgico
Uma aliquota de sémen é colocada em uma lamina, coberta com laminula,

observada a presenca de leucdcitos, hemacias, células epiteliais, debris, fungos e



protozoarios. Em caso de presenga de hemacias e leucdcitos, efetuar contagem em
camara de Makler (FIGURA 1).

3.11.2 Determinacdo da concentracdo da amostra

A amostra de sémen é homogeneizada com o uso de um agitador de tubo. Em
seguida, uma aliquota (10ul) é colocada na camara de contagem de Makler, coberta
com laminula (FIGURA 2). A camara de Makler foi desenhada especialmente para
contagem de espermatozéides por mililitro. Consta de uma camara e uma tampa que
tem gravado um pequeno quadrado de um milimetro, subdividido em cem quadrados
menores de 0,1 x 0,1 milimetro. E procedida a contagem de espermatozdides no
microscopio optico em dez quadrados numa objetiva de quarenta vezes e ocular de dez
vezes, sendo 0 nimero de espermatozoides contados igual & concentracdo em milhGes
por mililitro (FIGURA 3). S&o realizadas, no minimo, duas contagens. A concentracao
é definida segundo normas da Organizacdo Mundial de Saude (WHO,1999):

Normozoospermia: > 20x10° espermatozéides/ ml.
Oligozoospermia: < 20x10° espermatozéides/ ml.
Polizoospermia: > 200x10° espermatozéides/ ml.

Azoospermia: nenhum espermatozdide no ejaculado.



D em

FIGURA 1. Camara de Makler (Manual do fabricante).

FIGURA 2. Preparo da aliquota de sémen na camara de Makler (Manual do fabricante).
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FIGURA 3. Esquema da visdo microscopica da camara de Makler

(Manual do fabricante).

3.11.3 Determinagéo da motilidade da amostra

A grau de motilidade dos espermatozdides tambeém é realizado na camara de
Makler apés a determinacdo da concentragdo. E contado um total de cem
espermatozdides, sendo classificados em grau A, B, C ou D conforme critérios da
OMS (ANEXO A), processo feito em duplicata. Caso ocorra uma diferenga maior do
que dez por cento entre as duas avalia¢Oes, deve-se executar uma terceira observacgéo e
retirada media das trés observacbes que sera relatada como motilidade final. A
motilidade é classificada segundo padrdes da Organizacdo Mundial de Salde
(WHO,1999):

Grau A: espermatozdides mdveis com progressao rapida.
Grau B: espermatozéides mdveis com progressdo lenta, linear ou néo.
Grau C: espermatozdides moveis sem progressao.

Grau D: espermatozéides imoveis.



A amostra sera considerada normal ou anormal segundo o critério:
Normal: > 25% grau A ou > 50% dos graus A e B.

Anormal: < 50% dos graus A e B.

3.11.4 Determinacéo da morfologia da amostra

E retirada uma aliquota de sémen, depois de homogeneizado, para realizar dois
esfregacos em laminas limpas e desengorduradas. Fazer uma coloracdo de Shorr
(ANEXO B) onde, no minimo, duzentos espermatozdides serdo estudados. Classificar

o0s espermatozoides segundo critério de Kriiger (ANEXO C).

Técnica para preparo do esfregaco do sémen (FIGURA 4).

1- Colocar 10 ul de sémen em uma lamina.

2- Pressionar com uma extensora, formando um angulo de 30°.
3- Deslizar a extensora sobre a lamina.

4- Secar o esfregago de sémen ao ar livre.

5- Fixar o esfregaco em etanol 75% por um minuto.

6- Coloracdo de Shorr (ANEXO B).
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FIGURA 4. Preparo da lamina.

3.11.5 Determinacao da curva de sobrevivéncia em trés horas

Apos as analises iniciais, uma nova amostra do sémen é retirada e mantida a 37°C
para a determinagéo da motilidade com uma, duas e trés horas, para determinar curva de
sobrevivéncia dos espermatozdides em trés horas. Os valores das variaveis do sémen in
natura sdo utilizados como controle, para comparar com as varidveis apds a

criopreservacao por envase e técnicas diferentes.

3.11.6 Adicao do crioprotetor

O meio crioprotetor utilizado é o TEST-YOLK BUFFER, com a seguinte
constituicdo: 48% de solugdo de TEST (325mOsm de TES com 325mOsm de TRIS),
30% de citrato de sodio, 20% de gema de ovo, 2% de frutose, glicerol com concentracao

final de 6%, 100.000 unidades de penicilina por mililitro e 100.000ug de sulfato de



estreptomicina por mililitro (PRINS; WEIDEL, 1986) (Irvine Scientific, Califérnia,
EUA); estocado, segundo orientacéo do fabricante, a —10°C e retirado do freezer antes de
sua utilizacdo, sendo mantido a 37°C.

Terminada a avaliacdo dos parametros do sémen in natura e separada a amostra
para determinacdo da curva de sobrevivéncia, o meio crioprotetor é adicionado
delicadamente, com auxilio de uma seringa e agulha, até uma proporcdo de 1:1 com a

amostra. Finalizada a adicdo do meio crioprotetor, 0 sémen é envasado em palhetas de
0,25 ml e em criotubos de 2ml.

3.11.7 Envase

A solucdo, sémen com o crioprotetor, é dividida em partes iguais e envasada em
criotubos de 2ml (FIGURA 5) e palhetas de 0,25ml (FIGURA 6), com auxilio de uma
seringa. As palhetas sdo vedadas com um pequeno artefato plastico em uma das
extremidades, enquanto os criotubos possuem uma tampa rosqueada. Terminado o

envase, as palhetas e criotubos sdo divididos em dois grupos e encaminhadas para
congelacdo por dois métodos distintos.

i iiissssnsese

FIGURA 5. Criotubo de 2ml.
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FIGURA 6. Palhetas de 0,25ml.

3.11.8 Congelacéo pelo método lento (ANEXO D)

Palhetas de 0,25ml e criotubos de 2ml sdo colocados em compartimento indicado

do congelador automatico Freezer Control Cryologic, modelo CL8000 (Australia) e

ajustado para o programa de numero 6, especifico para congelacdo de sémen, conforme
indicagdo do fabricante.

O programa de numero 6 apresenta as seguintes taxas de resfriamento:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

temperatura inicial da amostra em torno de 25°C.

Resfriamento inicial de —2°C por minuto até 5°C.

A amostra permanece a 5°C durante 10 minutos.

Resfriamento de —1,5°C por minuto de 5°C até -5°C.

A amostra permanece a -5°C durante 5 minutos.

Resfriamento de —6°C por minuto de -5°C até —30°C.

Resfriamento de —4°C por minuto de —30°C até —40°C.

Apos o término do programa, as palhetas e os criotubos sdo mergulhados

em nitrogénio liquido, a uma temperatura de —196°C.
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FIGURA 7. Freezer Control Cryologic.

3.11.9 Congelacéo pelo método rapido (ANEXO E)

Palhetas de 0,25ml e criotubos de 2ml sdo colocados horizontalmente a cerca de
dez centimetros do nitrogénio liquido (vapor de nitrogénio liquido) durante dez minutos.
A temperatura inicial da amostra é em torno de 25°C e temperatura final de —80°C, taxa
de resfriamento aproximadamente —10°C por minuto e em seguida colocada em
nitrogénio liquido a —196°C.



FIGURA 8. Caixa de isopor utilizada para congelacdo pelo método rapido.

3.11.10 Manutencéo da amostra

As amostras sao mantidas, por um periodo de 24 a 48 horas, em botijao de

nitrogénio liquido que possui uma temperatura média de —196°C.

3.11.11 Descongelacdo das amostras

As amostras sdo descongeladas em temperatura ambiente, variando de 25°C a
30°C, sobre uma bancada do laboratdrio, por um periodo de dez minutos e depois
mantidas em banho maria a uma temperatura de 37°C por trés horas, enquanto sdo
realizadas as andlises da motilidade, da curva de sobrevivéncia e da morfologia. A
verificacdo das motilidades, em cada um dos quatro tratamentos, é realizada com trinta
minutos, uma hora, duas horas e trés horas. A verificacdo da morfologia, em cada um

dos quatro tratamentos, é realizada com trinta minutos depois da descongelagéo.



3.11.12 Destino final das amostras

Apos a realizacdo de todas as analises pré e pds-congelacdo, as amostras de

sémen coletadas sdo descartadas em lixo hospitalar.

Amostra
SEmen in natura

Morfologia
Motilidade |
Curva de mofilidade 3 horas

Sémen + Crioprotetor

TEST-YOLK
Envase | |
Congelacdo
[ [ [ |
Rapido Rapido Lenio Lento
Palheta Tubo Palheta Tubo
Analises Analises Analises Analises

FIGURA 9. Resumo da metodologia do estudo.

3.12 Processamento de dados e analise estatistica

As fichas foram preenchidas pelo pesquisador em dois momentos, nas analises do sémen
in natura e apds a descongelagdo. Foram arquivadas segundo o numero do caso. Os dados
coletados foram digitados em programa de computador Microsoft Excel versao 2000 e realizados
as analises ao final dos experimentos, utilizando o programa de computador SPSS for Windows

versdo 11.0.0. Os dados foram expressos como médias e desvios-padrdo. Foi calculado o



coeficiente de correlagdo de Spearman para mensurar a existéncia de correlacdo de
monotonicidade entre as variaveis (MOOD et al., 1974).

Anélise da morfologia

Foi calculado o coeficiente de correlagdo linear de Pearson, que mensura a existéncia
de relacdo linear entre as varidveis, e realizado o teste t-Student de medias com dados
pareados, que mensura a diferenca entre medidas tomadas de uma mesma unidade amostral
(MOOD et al., 1974).

Anélise da motilidade

Foi calculado o coeficiente de correlacao linear de Pearson, que mensura a existéncia
de relacdo linear entre as variaveis, e realizado o teste t-Student de medias com dados
pareados, que mensura a diferenca entre medidas tomadas de uma mesma unidade amostral
(MOOD et al., 1974).

Analise da motilidade em fun¢ao do tempo

Foi calculado o coeficiente de correlacdo linear de Pearson, que mensura a existéncia
de relacdo linear entre as variaveis e em seguida, em razdo da existéncia de correlacédo linear,
foi estimado o coeficiente angular da reta de regressédo linear, existente entre as motilidades de
tempos consecutivos, sendo aplicado o teste t-Student para mensurar a existéncia dessa
relacdo linear (MOOQOD et al., 1974).

3.13 Aspectos eticos

Os voluntarios selecionados para o estudo foram informados sobre os objetivos e
metodologia da pesquisa, podendo ou ndo aceitar dela participar.

Apos a informacéo, pela qual os voluntarios souberam que seria colhida uma amostra de
sémen para a realizacdo das analises iniciais, congelagdo, descongelacao, analises finais e destino

final do sémen, aqueles que aceitaram participar assinaram um "Termo de Consentimento Pds-



informac&o" (APENDICE C). Foi enfatizado que o sémen do voluntario seria utilizado somente
durante a pesquisa e que, ao final das analises, toda a amostra colhida seria descartada.

A coleta do sémen foi realizada em ambiente e técnica adequada conforme descrita em
material e métodos.

Ao final dos estudos no sémen do voluntario, foi entregue um relatério com as
caracteristicas de seus espermatozoOides pré e pds-criopreservacdo, realizados os devidos
esclarecimentos e sanadas as duvidas que porventura existiram.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceard, bem como pelo corpo clinico do Centro de Reproducéao
Assistida do Ceara. Foram resguardados os principios enunciados na Declaracdo de Helsinque de
1964 e suas versdes posteriores.

Foram seguidas as orientacGes da resolucdo de numero 196 de 10 de outubro de 1996
do Conselho Nacional de Saude, que determina as normas e diretrizes regulamentadoras de

pesquisas envolvendo seres humanos.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise inicial das amostras de sémen

O presente estudo analisou dezoito amostras de sémen de dezoito voluntarios, no
periodo de janeiro a agosto de 2004, que apresentavam uma idade média de 33,9 + 5,2 anos,
variando de 26 a 44 anos.

As analises das varidveis iniciais, volume, concentragdo, morfologia e motilidade
espermatica, por meio do coeficiente de correlacdo de Spearman, revelaram uma auséncia de

correlacdo, sugerindo uma independéncia entre tais variaveis (TABELA 1).

TABELA 1 - Anélise das correlagdes de monotonicidade (Spearman) entre as variaveis

iniciais.

Variaveis  discriminacdo ~ Volume Concentracdo Morfologia  Motilidade

Volume correlagéo 1 0,1881 -0,2938 -0,0089
p-valor -- 0,4549 0,2366 0,9720
Concentracdo  correlagédo 0,1881 1 0,3108 0,1628
p-valor 0,4549 -- 0,2093 0,5187
Morfologia correlagéo -0,2938 0,3108 1 -0,2125
p-valor 0,2366 0,2093 -- 0,3973
Motilidade Correlacéo -0,0089 0,1628 -0,2125 1
p-valor 0,9720 0,5187 0,3973 --

O estudo inicial, prévio a criopreservacdo, das amostras de sémen revelou: um volume
inicial médio de 3,5 + 1 ml (variando de 2 a 5,5ml), concentracdo de espermatozodides por ml

de 81,4 + 46,6 milhdes (20 a 187 milhdes), morfologia normal (percentagem de



espermatozéides normais segundo o critério de Kriiger) média de 14,2 + 4,6% (8 a 24%),
motilidade (percentagem de espermatozoides com motilidade progressiva, Grau A + B) inicial
média de 58,1 + 11,5% (32 a 78%), com uma hora de 52,1 + 11%, com duas horas 45 +
11,2% e com trés horas 35,2 + 15,7% (TABELA 2).

TABELA 2 - Caracteristicas seminais iniciais.

Caso Volume Concentracdo Motilidade Motilidade Motilidade Motildade Morfologia

Inicial Inicial Inicial 1 hora 2 horas 3 horas
(ml) (x10%ml) (%) (%) (%) (%) (%)
1 4 177 52 52 42 49 17
2 2 183 67 62 52 44 24
3 4,5 115 62 48 42 36 14
4 4 9 94 49 44 41 17
5 3 20 57 45 29 16 8
6 3,5 53 65 45 50 49 15
7 55 77 78 61 55 42 8
8 4,8 52 55 57 36 30 10
9 3,5 93 32 40 36 25 18
10 4 48 66 60 63 53 13
11 4 100 56 37 31 7 18
12 2,5 56 71 74 62 61 9
13 4,5 100 54 50 45 45 9
14 2,5 125 68 59 44 26 14
15 2 30 36 31 23 18 9
16 2,5 43 49 47 45 40 18
17 4 51 60 51 56 45 15
18 2,6 48 64 69 55 7 20
Média 3,5 81,4 58,1 52,1 45 35,2 14,2
DP(1) 1 46,6 11,5 11 11,2 15,7 4,6

Motilidade: percentual de espermatozoides moveis (Grau A+B). Morfologia: percentual de

espermatozdides com morfologia normal segundo os critérios de Kriiger.



A andlise da motilidade espermatica com uma, duas e trés horas revelou uma
diminuicdo progressiva com o passar do tempo, porém essa reducdo nao é homogénea, sendo
menor nas primeiras duas horas e maior da segunda para a terceira hora. Observou-se uma
motilidade de 88,9% da motilidade inicial na primeira hora, na segunda hora existe uma
motilidade de 86,2% da motilidade verificada na primeira hora e na terceira hora existe uma
motilidade de 79,0% da motilidade apresentada na segunda hora (TABELA 3) (FIGURA 9).
Pode-se destacar, ainda, que a reducdo ndo pode ser tomada como uma regressao linear em
funcdo do tempo, pois, com o passar das horas, a redu¢do tem maior intensidade do que nas

primeiras horas.

TABELA 3 - Analise das regressdes em relacédo a reducdo de motilidade prévia a congelacéo.

Modelo de analise Y = BX + ¢.

Variéveis da regressao estimativa de 3 Valor t-calculado Significancia
M. 1 hora x M. inicial 88,9% 28,962 0,0000
M. 2 horas x M. 1 hora 86,2% 28,395 0,0000
M. 3 horas x M. 2 horas 79,0% 12,969 0,0000

M. 1 hora x M.inicial: percentual de espermatozdides mdveis ap6s uma hora, em relacdo a
motilidade inicial. M. 2 horas x M. 1 hora: percentual de espermatozoides moveis apos duas
horas, em relacdo a motilidade da primeira hora. M. 3 horas x M. 2 horas: percentual de
espermatozdides maéveis apos trés horas, em relacdo a motilidade da segunda hora.
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FIGURA 10. Curva de motilidade espermética prévia a congelagéo.

4.2 Congelacdo Rapida com Envase em Palheta (RP)

Apdbs a descongelacdo das amostras submetidas ao processo rapido e envasadas em
palheta (RP), foram encontrados os seguintes resultados: morfologia normal média de 12,8 +
5,4%, motilidade inicial média de 19,2 + 13,5%, com uma hora 13,5 + 12,0%, com duas horas
9,2 + 8,3% e com trés horas 5,7 + 5,5% (TABELA 16).

No tratamento RP, o percentual de recuperacdo de espermatozdides moveis trinta
minutos ap6s a descongelacdo foi de 32,3% da motilidade inicial, apds uma hora foi de 73,5%
da motilidade apds trinta minutos, apos duas horas foi de 63,9% da motilidade ap6s uma hora
e apos trés horas foi de 58,1% da motilidade ap6s duas horas (TABELA 4) (FIGURA 10).



TABELA 4 - Anélise das regressdes em relacdo a reducdo de motilidade no tratamento RP.
Modelo de anélise Y = BX + .

Variaveis da regressao estimativa de 3 valor t-calculado Significancia
M. 1/2 hora x M.inicial 32,3% 5,936 0,0000
M. 1 hora x M. %2 hora 73,5% 13,579 0,0000
M. 2 horas x M. 1 hora 63,9% 10,378 0,0000
M. 3 horas x M. 2 horas 58,1% 9,301 0,0000

M. 1/2 hora x M.inicial: percentual de espermatozdides mdveis ap0s trinta minutos de
descongelada a amostra, em relacdo a motilidade inicial. M. 1 hora x M. 1/2 hora: percentual
de espermatozoides mdveis ap6s uma hora, em relacdo a motilidade dos primeiros trinta
minutos. M. 2 horas x M. 1 hora: percentual de espermatozoides méveis apos duas horas, em
relacdo a motilidade da primeira hora. M. 3 horas x M. 2 horas: percentual de
espermatozdides moveis apods trés horas, em relacdo & motilidade da segunda hora.
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FIGURA 11. Alteracdo da motilidade espermatica apés o tratamento RP.



4.3 Congelacdo Rapida com Envase em Criotubo (RT)

Apos a descongelacdo das amostras submetidas ao processo rapido e envasadas em
criotubo (RT), foram encontrados os seguintes resultados: morfologia normal média de 12,6 +
5,7%, motilidade inicial média de 27,0 + 15,4%, com uma hora 21,6 + 10,1%, com duas horas
17,7 + 11,2% e com trés horas 13,1 + 8,0% (TABELA 16).

No tratamento RT, o percentual de recuperagdo de espermatozoOides moveis trinta
minutos apos a descongelacdo foi de 46,7% da motilidade inicial, ap6s uma hora foi de 74,1%
da motilidade apos trinta minutos, apos duas horas foi de 81,5% da motilidade apds uma hora
e apos trés horas foi de 68,5% da motilidade ap6s duas horas (TABELA 5) (FIGURA 11).

TABELA 5 - Analise das regressdes em relacdo a reducdo de motilidade no tratamento RT.
Modelo de analise Y = BX + ¢.

Variéveis da regressao estimativa de 3 Valor t-calculado Significancia
M. 1/2 hora x M.inicial 46,7% 8,211 0,0000
M. 1 hora x M. % hora 74,1% 12,535 0,0000
M. 2 horas x M. 1 hora 81,5% 12,201 0,0000
M. 3 horas x M. 2 horas 68,5% 10,572 0,0000

M. 1/2 hora x M.inicial: percentual de espermatozoides mdveis ap0s trinta minutos de
descongelada a amostra, em relacdo a motilidade inicial. M. 1 hora x M. 1/2 hora: percentual
de espermatozdides mdveis apds uma hora, em relacdo a motilidade dos primeiros trinta
minutos. M. 2 horas x M. 1 hora: percentual de espermatozoides méveis apos duas horas, em
relagdo a motilidade da primeira hora. M. 3 horas x M. 2 horas: percentual de
espermatozdides maoveis apos trés horas, em relagdo a motilidade da segunda hora.



% 90
80 Motilidade RT

70
60
50
40
30
20
10 -

Mti MtRTO MtRT1 MtRT?2 MtRT3

Tempos

FIGURA 12. Alteracdo da motilidade espermatica apds o tratamento RT.

4.4 Congelacéo Lenta com Envase em Palheta (LP)

Apdbs a descongelacdo das amostras submetidas ao processo lento e envasadas em
palheta (LP), foram encontrados os seguintes resultados: morfologia normal média de 12,6 +
5,8%, motilidade inicial média de 21,1 + 16,2%, com uma hora 18,3 + 15,7%, com duas horas
13,9 + 14,3% e com trés horas 9,2 + 9,0% (TABELA 16).

No tratamento LP, o percentual de recuperacdo de espermatozoides moveis trinta
minutos ap6s a descongelacdo foi de 38,2% da motilidade inicial, apds uma hora foi de 87,6%
da motilidade apds trinta minutos, apos duas horas foi de 81,3% da motilidade ap6s uma hora
e apos trés horas foi de 62,6% da motilidade ap6s duas horas (TABELA 6) (FIGURA 12).



TABELA 6 - Andlise das regressdes em relacdo a reducdo de motilidade no tratamento LP.
Modelo de anélise Y = BX + .

Variaveis da regresséo estimativa de 3 valor t-calculado Significancia
M. 1/2 hora x M.inicial 38,2% 6,931 0,0000
M. 1 hora x M. % hora 87,6% 15,005 0,0000
M. 2 horas x M. 1 hora 81,3% 22,876 0,0000
M. 3 horas x M. 2 horas 62,6% 16,557 0,0000

M. 1/2 hora x M.inicial: percentual de espermatozdides mdveis ap06s trinta minutos de
descongelada a amostra, em relacdo a motilidade inicial. M. 1 hora x M. 1/2 hora: percentual
de espermatozoides mdveis ap6s uma hora, em relacdo a motilidade dos primeiros trinta
minutos. M. 2 horas x M. 1 hora: percentual de espermatozoides méveis apos duas horas, em
relacdo a motilidade da primeira hora. M. 3 horas x M. 2 horas: percentual de
espermatozdides moveis apds trés horas, em relacdo & motilidade da segunda hora.
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FIGURA 13. Alteracdo da motilidade espermatica apds o tratamento LP.



4.5 Congelacéo Lenta com Envase em Criotubo (LT)

Apdbs a descongelacdo das amostras submetidas ao processo lento e envasadas em
criotubo (LT), foram encontrados os seguintes resultados: morfologia normal média de 12,4 +
4,7 %, motilidade inicial média de 30,3 + 14,2%, com uma hora 28,7 + 11,2%, com duas
horas 25,1 + 12,7% e com trés horas 16,7 + 9,0% (TABELA 16).

No tratamento LT, o percentual de recuperacdo de espermatozdides moveis trinta
minutos apos a descongelacdo foi de 50,4% da motilidade inicial, ap6s uma hora foi de 87,8%
da motilidade apdés trinta minutos, apos duas horas foi de 89,4% da motilidade ap6s uma hora
e apos trés horas foi de 63,8% da motilidade apos duas horas (TABELA 7) (FIGURA 13).

TABELA 7 - Andlise das regressdes em relacdo a reducdo de motilidade no tratamento LT.

Modelo de anélise Y = BX + .

Variaveis da regresséo estimativa de 3 valor t-calculado Significancia
M. 1/2 hora x M.inicial 50,4% 8,270 0,0000
M. 1 hora x M. % hora 87,8% 13,230 0,0000
M. 2 horas x M. 1 hora 89,4% 20,307 0,0000
M. 3 horas x M. 2 horas 63,8% 12,131 0,0000

M. 1/2 hora x M.inicial: percentual de espermatozoides mdveis apos trinta minutos de
descongelada a amostra, em relagdo a motilidade inicial. M. 1 hora x M. 1/2 hora: percentual
de espermatozdides mdveis apds uma hora, em relacdo a motilidade dos primeiros trinta
minutos. M. 2 horas x M. 1 hora: percentual de espermatozoides mdveis apos duas horas, em
relacdo a motilidade da primeira hora. M. 3 horas x M. 2 horas: percentual de
espermatozdides moveis apds trés horas, em relacdo a motilidade da segunda hora.
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FIGURA 14. Alteracdo da motilidade espermatica apés o tratamento LT.

4.6 Anélise Comparativa da Morfologia Esperméatica

O estudo da morfologia inicial comparada com a morfologia apos cada tratamento,
RP, RT, LP e LT, revelou uma diminuic¢do dos espermatozdides morfologicamente normais,
sendo os niveis de significadncia, do teste de diferenca de meédias pareadas, dados
respectivamente por: 0,0467; 0,0963; 0,0141 e 0,0090 (TABELA 8). Observa-se também uma
forte correlacdo linear positiva (Pearson) entre as morfologias ap6s os tratamentos e a
morfologia inicial (FIGURA 14), sendo, ap6s o processo de congelacdo e descongelacdo, a

morfologia mantida em valores em torno de 90% dos valores iniciais.



TABELA 8 - Comparagéo da alteracdo da morfologia inicial nos diferentes tratamentos.

] o desvio- Correlacao diferenca desvio- valor t-
Tipos  media ) . p-valor . 3 p-valor
padréo linear média  padrdo Student
Inicial 14,2 4,647 -- -- -- -- -- --
RP 12,8 5,415 0,8618 0,0000 -1,39 2,747  -2,15 0,0467
RT 12,6 5,689 0,7355 0,0005 -1,61 3,883 -1,76  0,0963
LP 12,6 5,832 0,9106 0,0000 -1,61 2,500 -2,73 10,0141
LT 12,4 4,754 0,8425 0,0000 -1,83 2,640 -2,95 0,0090
Nota: dados apresentados estdo relacionados com a morfologia inicial.
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FIGURA 15. Comparacdo das morfologias nos diferentes tratamentos.




Quando analisadas entre os tratamentos, as morfologias ndo apresentam diferencas
estatisticas (TABELA 9). As morfologias, nos diversos tratamentos, apresentam forte
correlacdo linear positiva. Isso significa que valores de morfologia mais altos em um

tratamento estdo associados a valores altos nos demais tratamentos (p<0,0030).

TABELA 9 - Comparacdo das morfologias nos diferentes tratamentos.

) o desvio- correlacdo diferenca desvio-
Tipos  media 3 . p-valor o _valort p-valor
padréo linear média  padréo

RP 12,8 5,415 0,7653 0,0002 0,22 3,813 025 0,8076

RT 12,6 5,689

LP 12,6 5,832 0,7461 0,0004 0,22 3904 024 08121

LT 12,4 4,754

RP 12,8 5,415 0,8397 0,0000 0,22 3,209 029 0,7725

LP 12,6 5,832

RT 12,6 5,689 0,8540 0,0000 0,22 2,962 0,32 0,7541

LT 12,4 4,754

RP 12,8 5,415 0,8366 0,0000 0,44 2975 0,63 0,5346

LT 12,4 4,754

RT 12,6 5,689 0,6582 0,0030 0,00 4,765 0,00 1,0000

LP 12,6 5,832




4.7 Analise Comparativa da Motilidade Espermatica

O estudo da motilidade inicial comparada a motilidade medida com trinta minutos

ap6s a descongelacdo apresenta valores menores em todos os tratamentos (p=0,0000)

(TABELA 10). No método LP, existe uma correlacdo linear positiva (coeficiente de
correlacdo de Pearson 0,6413 com p=0,0041) (FIGURA 15).

TABELA 10 — Comparacao da alteracdo da motilidade inicial nos diferentes tratamentos

Tipos media  desvio- Correlagdo p-valor diferenga desvio- valort-  p-valor
padréo linear media  padrdo Student

Inicial 58,1 11,48 -- -- -- -- -- --

RP 19,2 13,47 0,0907 0,7204 -38,89 16,89 -9,77 0,0000

RT 27,0 15,45 0,3857 0,1139 -31,11 1529 -8,64 0,0000

LP 21,1 16,17 0,6413 0,0041 -37,06 12,45 -12,62  0,0000

LT 30,3 14,25 0,0195 0,9387 -27,78 18,12 -6,50 0,0000

Nota: os dados apresentados estdo relacionados com a morfologia inicial, com excecdo da

média e desvio-padro.
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FIGURA 16. Comparacéo da alteracdo da motilidade inicial nos diferentes tratamentos apos
trinta minutos de descongelacéo.

Em relagdo as correlages entre os valores de motilidade, pode-se destacar que 0s
tratamentos RT e LT apresentam uma forte correlacdo linear (Pearson), em todos os tempos
analisados, sendo verificadas algumas correlacdes positivas entre os outros tratamentos

somente em alguns tempos analisados (FIGURA 16).
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FIGURA 17. Comparacdo da motilidade nos diferentes tratamentos e tempos.
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FIGURA 17 (continuacdo). Comparacao da motilidade nos diferentes tratamentos e tempos.

O envase em criotubo (T) esta relacionado a uma recuperacdo maior da motilidade
apos criopreservacdo do que o envase em palheta (P), em todos os tempos analisados, em
ambos os métodos, rapido e lento (TABELA 11) (TABELA 12).

TABELA 11 - Comparagéao das motilidades nos tratamentos RP x RT.

Tipos  média desvio- cor.relagéo o-valor difererlga desvio- valort p-valor
padrédo linear média  padrdo
RPO 19,2 13,47 0,2753 0,2688  -7,78 17,478 -1,888 0,0762
RTO 27,0 15,45
RP1 13,5 12,04 0,5357 0,0220 -8,11 11,114 -3,096 0,0066
RT1 21,6 10,94
RP2 9,2 8,34 0,2644 0,28900 -8,44 12,035 -2,977 0,0085
RT2 17,7 11,16
RP3 5,7 5,45 0,4463 0,0634  -7,39 7,413 -4,229 0,0006
RT3 13,1 8,01




TABELA 12 - Comparacao das motilidades nos tratamentos LP x LT.

) o desvio- correlagdo diferenca desvio-
Tipos  media 3 . p-valor o _valort p-valor
padréo linear média  padrdo

LPO 21,1 16,17 0,2936 0,2369  -9,28 18,139 -2,170 0,0445

LTO 30,3 14,25

LP1 18,3 15,72 0,4873 0,0402 -10,33 14,180 -3,092 0,0066

LT1 28,7 11,22

LP2 13,9 14,35 0,5870 0,0104 -11,17 12,382 -3,826 0,0014

LT2 25,1 12,70

LP3 9,2 9,01 0,4712 0,0484  -7,44 9,288 -3,401 0,0034

LT3 16,7 9,05

Sendo comparados os mecanismos de congelacdo Répido (R) e Lento (L), quando o
envase foi realizado em palheta, a recuperacdo da motilidade ndo apresentou valores com
diferencas significativas (TABELA 13), porém o envase em criotubo com congelacao lenta

apresentou motilidade superior que congelacéo rapida (TABELA 14).



TABELA 13 — Comparagédo das motilidades nos tratamentos RP x LP.

) o Desvio- correlagédo diferenca Desvio-
Tipos  media 3 . p-valor o _valort p-valor
padrédo linear média  padrdo

RPO 19,2 13,47 0,1763 04840 -183 19,132 -0,407 0,6894

LPO 21,1 16,17

RP1 13,5 12,04 0,2811 0,2585 -483 16,898 -1,213 10,2415

LP1 18,3 15,72

RP2 9,2 8,34 0,2605 0,2966  -4,72 14,604 -1,372 10,1879

LP2 13,9 14,35

RP3 5,7 5,45 0,3555 0,1476  -3,50 8,719 -1,703 0,1068

LP3 9,2 9,01

TABELA 14 — Comparagédo das motilidades nos tratamentos RT x LT.

) o Desvio- correlacdo diferenga Desvio-
Tipos  média y ) p-valor o _valort p-valor
padrdo linear média  padrdo

RTO 27,0 15,45 0,7950 0,0001  -3,33 9,573 -1,477 0,1579

LTO 30,3 14,25

RT1 21,6 10,94 0,7285 0,0006  -7,06 8,171 -3,664 0,0019

LT1 28,7 11,22

RT2 17,7 11,16 0,8024 0,0001 -7,44 7,641 -4,134 0,0007

LT2 25,1 12,70

RT3 13,1 8,01 0,6844 0,0017  -3,56 6,845 -2,204 0,0416

LT3 16,7 9,05




Quando a motilidade é comparada entre os tratamentos analisados, observa-se que LT
possui valores de recuperacdo de motilidade superior a todos os outros tratamentos, em todos
0s tempos, porém essa diferenca € menor no tempo de trinta minutos apos a descongelagéo,
quando comparado com o tratamento RT (p=0,1579) (TABELA 14). O tratamento RT possuli
valores superiores a RP em todos os tempos analisados (TABELA 11). O tratamento RT
possui valores superiores a LP, nos tempos trinta minutos apés a descongelacao (p=0,0705) e
trés horas ap6s a descongelacdo (p=0,0600), ndo apresentando diferenca significativa nos
tempos uma hora ap6s a descongelacdo (p=0,4080) e duas horas ap6s a descongelacédo
(p=0,2930) (TABELA 15). Na comparacdo entre LP e RP, ndo sdo verificadas diferengas
estatisticamente significativas entre as motilidades (TABELA 13).

TABELA 15 — Comparacao das motilidades nos tratamentos RP x LT e RT x LP.

Tipos media Desvio- correlagdo p-valor Diferenga desvio- valort p-valor

padréo linear Média  padrdo

RPO 19,2 13,47 0,0119 0,9628 -11,11 19,490 -2,419 0,0271
LTO 30,3 14,25

RP1 13,5 12,04 0,3720 0,1285 -15,17 13,049 -4,931 10,0001
LT1 28,7 11,22

RP2 9,2 8,34 0,1680 0,5052 -15,89 13,974 -4,824 0,0002
LT2 25,1 12,70

RP3 5,7 5,45 0,3365 0,1721 -10,94 8,855 -5,244 0,0001
LT3 16,7 9,05

RTO 27,0 15,45 0,6591 0,0029 5,94 13,068 1,930 0,0705
LPO 21,1 16,17

RT1 21,6 10,94 0,2853 0,2511 3,28 16,392 0,848 0,4080
LP1 18,3 15,72

RT2 17,7 11,16 0,3709 0,1298 3,72 14,551 1,085 0,2930
LP2 13,9 14,35

RT3 13,1 8,01 0,5428 0,0199 3,89 8,188 2,015 0,0600
LP3 9,2 9,01




TABELA 16 - Caracteristicas seminais antes e apds a criopreservacdo nos diferentes

tratamentos.
Pds-descongelacédo
Método Réapido Método Lento
Sémen in
Palheta (RP) Tubo (RT) Palheta (LP)  Tubo (LT)
natura

Volume (ml) 35+1,0 - - - -

Conc.(x10%ml) 81,4+ 46,6 - - - -
Mot.inicial (%) 58,1+11,5 19,2 +13,5 27,0+154 21,1+16,2 30,3+ 14,2
1 hora 52,1+ 11 135+12,0 21,6 +10,9 18,3+ 15,7 28,7+11.2
2 horas 45+ 11,2 9,2+8,3 17,7+11.2 13,9+14,3 25,1+12,7
3horas 352 +15,7 57+54 13,1+8,0 9,2+9,0 16,7+ 9,0
Morfologia (%) 142+4,6 12,8 +5,4 12,6 +5,7 12,6 +5,8 12,4+ 4,7

Conc.: concentracdo de espermatozoides em milhdes por mililitro. Mot.: percentual de
espermatozéides moéveis (Grau A+B). Morfologia: percentual de espermatozdides com

morfologia normal segundo os critérios de Kriger.
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FIGURA 18. Curva de motilidade em trés horas.
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FIGURA 19. Motilidade espermatica nos diferentes tratamentos e tempos.
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6 DISCUSSAO

A criopreservacdo promove danos funcionais e estruturais aos espermatozoides, que se
refletem em uma perda da motilidade e morfologia espermatica depois de descongeladas as
amostras de sémen. Esse prejuizo funcional nos espermatozoides reduz o sucesso gestacional
nos tratamentos de reproducdo assistida. Inameros trabalhos visam a melhorar os resultados
de criopreservacdo (WANG et al., 1987; HOLT, 2000; OEHNINGER et al., 2000; KASAI et
al., 2002). Ainda ndo existe um consenso sobre qual o melhor método de criopreservacdo de
sémen.

O presente estudo tem como objetivo encontrar uma forma de criopreservacdo que
diminua as crioinjurias que ocorrem no sémen no processo de congelagdo e descongelagéo.
Foram comparadas duas maneiras de congelar as amostras de sémen, método lento e método
rapido, e duas formas de envasar o sémen, em palhetas, com capacidade para 0,25ml, e em
criotubos, com capacidade para 2ml.

O surgimento dos meios crioprotetores propiciou uma melhoria no processo de
criopreservacdo espermatica, porém é também descrito o efeito toxico lesivo desses meios
(CRITSER et al., 1988; HOLT, 2000). O meio crioprotetor utilizado no presente estudo foi o
TEST-YOLK, por varios trabalhos terem revelado sua superioridade perante 0s outros meios
atualmente em uso (PRINS; WEIDEL, 1986; STANIC et al., 2000; NALLELLA et al., 2004).

Foram estudadas dezoito amostras de sémen de dezoito voluntarios, com interesse em
criopreservar sémen. O volume inicial medio foi de 3,52 + 1,01 ml (variando de 2 a 5,5ml), a
concentracdo de espermatozdides por ml de 81,39 + 46,56 milhdes (20 a 187 milhdes), o
percentual de espermatozoides com morfologia normal, apresentou uma média de 14,2 +
4,64% (8 a 24%), o percentual de espermatozoides com motilidade progressiva teve uma
média de 58,1 + 11,48% (32 a 78%).

A amostra estudada foi composta por individuos com motilidade e morfologia normal
e também alterada. E discutido se a qualidade da amostra dos espermatozoides a serem
criopreservados exerce influéncia nos resultados pos-descongelacdo. Estudos na literatura
revelam que, utilizando amostras de sémen de alta qualidade, ndo se observam diferencas nos

resultados pos-descongelacdo quando comparados métodos de congelacdo lento com um



método de congelacdo rdpido (VERHEYEN et al., 1993). Foi relatado que valores, de
motilidade e morfologia, alterados apresentam resultados semelhantes ap6s a criopreservacao
(RAGNI et al., 1990; STANIC et al., 2000).

A avaliacdo da morfologia espermatica demonstrou uma queda, estatisticamente
significante, depois da criopreservacdo em todos os métodos, quando comparada com a
morfologia inicial (14,2%), método RP (12,8%, p=0,0467), método RT (12,6%, p=0,0963),
método LP (12,6%, p=0,0141) e método LT (12,4%, p=0,0090). Quando analisadas entre 0s
diferentes métodos, as morfologias ndo apresentam diferencas estatisticas. Pode-se concluir
também que as morfologias, nos diversos métodos, apresentaram forte correlagdo linear
positiva. Isso significa que valores de morfologia mais altos em um tratamento estdo
associados a valores altos nos demais tratamentos (p<0,0030).

A comparagdo das morfologias nos diferentes métodos demonstrou que a alteracdo
morfoldgica, segundo os critérios de Kriger e colaboradores, decorre do processo de
criopreservacao e nao recebe influéncia do método de congelacdo ou envase (FIGURA 10)
(TABELA 8) (TABELA 9). Essa queda da morfologia normal foi calculada em torno de 10%,
em todos os métodos.

Em relacdo ao estudo da morfologia espermatica no processo de criopreservacao, a
literatura descreve resultados semelhantes, variando a diminui¢cdo da morfologia normal de
3% (método com programa lento) a 8% (vapor de nitrogénio), porém sem diferenca estatistica
entre os métodos (STANIC et al., 2000). Dados semelhantes também foram obtidos por um
estudo brasileiro (FLORENCIO et al., 1995).

A avaliacdo da morfologia espermatica foi realizada através dos critérios de Kruger e
colaboradores, que predizem a capacidade de fertilizagdo oocitaria (KRUGER et al., 1986),
parametro bastante utilizado na pratica clinica. Porém, a avaliacdo através de microscopia
com transmissdo de elétrons é mais apropriada para deteccdo de defeitos estruturais, que sdo
observados, principalmente, na membrana plasmética e acrossoma (SATHANANTHAN,
2000).

O percentual medio de espermatozoides com motilidade progressiva, motilidade
inicial média, foi de 58,1% e, apOs a criopreservacdo, houve queda significativa dos
espermatozéides moveis nos quatro tratamentos. Foram obtidas as seguintes motilidades trinta
minutos depois de descongeladas as amostras, nos diferentes métodos: 19,2% (RP), 27%
(RT), 21,1% (LP) e 30,3% (LT) (FIGURA 9) (TABELA 10). Constatou-se que houve maior



motilidade no método lento quando utilizado o criotubo como forma de envase, observadas
tanto nos trinta minutos depois de descongeladas as amostras, bem como na primeira, segunda
e terceira hora.

Analisando isoladamente os métodos de congelacdo, rapido e lento, observou-se que,
apesar de ter piores taxas de espermatozoOides modveis depois da descongelacdo, o método
rapido obteve melhores resultados quando o sémen foi envasado em criotubos, em todos 0s
momentos (p=0,0762, com trinta minutos) (p=0,0066, com uma hora) (p=0,0085, com duas
horas) (p=0,0006, com trés horas) (TABELA 11). Demonstrou-se que a forma de envase
influenciou os resultados quando foi utilizado o método rapido. Dessa forma, aqueles centros
de reproducdo assistida, que ndo possuem recursos técnicos para a criopreservacao
automatizada, teriam melhores resultados se utilizassem o criotubo como forma de envase.

O método lento demonstrou as maiores taxas de espermatozoides moveis, apds a
criopreservacao, principalmente, quando o sémen foi envasado em criotubo, em todos os
momentos (p=0,0445, com trinta minutos) (p=0,0066, com uma hora) (p=0,0014, com duas
horas) (p=0,0034, com trés horas) (TABELA 12). Demonstrou-se que a forma de envase
também influenciou os resultados quando foi utilizado o método lento. Tendo a combinacéo,
método lento com envase em criotubo, apresentado o melhor resultado.

Em razdo das diferentes metodologias no processo de criopreservacdo observadas na
literatura e uma pequena quantidade de trabalhos que avaliem a influéncia das formas de
envase, torna-se dificil a comparacédo dos resultados. Poucos estudaram a influéncia dos tipos
de envase na qualidade espermatica no processo de criopreservacdo de sémen humano. Ha
quem afirme, que utilizando um bom meio crioprotetor e uma curva de congelagéo ideal, a
forma de envase em palhetas de 0,1ml, 0,5ml ou 1ml ndo interfere nos resultados (WEIDEL,;
PRINS, 1987). Esse dado foi confirmado pelo presente estudo, pois, quando a palheta de
0,25ml foi utilizada, os métodos lento e rapido obtiveram resultados semelhantes. Porém, a
utilizacdo de criotubos de 2ml influenciou os resultados. Essa forma de envase, criotubo de
2ml, ndo foi testada no estudo citado anteriormente. Em animais, as diferentes formas de
envase exercem influéncia nos resultados de criopreservacdo, sendo um fator bastante
estudado (ERIKSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000; CORDOVA et al., 2001).

As menores taxas de recuperacdo de espermatozoides moveis, apds a criopreservagao,
foram observadas com envase em palheta. Utilizando-se a palheta como forma de envase e

variando os metodos de congelagdo, rapido e lento, ndo houve diferenca estatistica, em



nenhum momento analisado (p=0,0894, com trinta minutos) (p=0,2415, com uma hora)
(p=0,1879, com duas horas) (p=0,1068, com trés horas) (TABELA 13).

Esses dados sugerem que quando o sémen é envasado em palheta de 0,25ml o tipo de
congelacado, lento ou rapido, ndo interfere no resultado do processo de criopreservacdo. A
literatura é contraditdria, relata estudos em que os pesquisadores, ao utilizarem a palheta
como forma de envase, observaram maior motilidade espermaética através do método lento
(TAYLOR et al., 1982; RAGNI et al., 1990; FLORENCIO et al., 1995), dado que no foi
constatado no presente estudo. Ainda ha relatos de trabalhos que ndo observaram diferenca
estatistica ao comparar os dois métodos utilizando palheta (THACHIL; JEWETT, 1981),
corroborando os dados apresentados.

As maiores motilidades, ap0s a criopreservacéo, foram observadas quando o sémen foi
envasado em criotubos. Utilizando-se o criotubo como forma de envase e variando 0S
métodos de congelacdo, rapido e lento Encontrou-se uma motilidade, estatisticamente
superior, no método lento, principalmente, apés a primeira hora (p=0,1579, com trinta
minutos) (p=0,0029, com uma hora) (p=0,0007, com duas horas) (p=0,0416, com trés horas)
(TABELA 14). Esse dado revela que, ao envasar o sémen em criotubos de 2ml, os melhores
resultados de descongelacdo sdo obtidos com o método lento. Autores, que também
compararam os dois métodos de congelagdo e utilizaram criotubos como forma de envase,
obtiveram resultados semelhantes, melhores motilidades com a queda gradual da temperatura
(SERAFINI; MARRS, 1986; STANIC et al., 2000). Um estudo, que avaliou individuos com
oligoastenozoospermia, ndo observou diferenca entre os métodos (ESTEVES et al., 2003).

Ao avaliar individuos portadores de tumores testiculares e linfoma de Hodgkin,
observou-se que os espermatozoides sofrem de forma semelhante os fendmenos da crioinjuria
e 0 método lento revelou melhores resultados (RAGNI et al., 1990; AGARWAL et al., 1995;
CHUNG et al., 2004).

A forma de descongelacdo da amostra também parece influenciar no processo de
criopreservacdo (HENRY et al., 1993). O presente estudo descongelou as amostras de sémen
em temperatura ambiente, variando de 25°C a 30°C, sobre uma bancada do laboratério, por
um periodo de dez minutos e depois mantidas em banho maria a uma temperatura de 37°C por
trés horas, enquanto foram realizadas as andlises restantes. Novamente, a literatura é dividida
nesse questionamento. Estudos revelaram melhores resultados quando utilizada a temperatura
ambiente (FLORENCIO et al., 1995; STANIC et al., 2000), sendo 0 primeiro um estudo



brasileiro e 0o segundo um estudo croata, ambos nédo citaram as variag0es da temperatura
ambiente. Outros autores defendem que os melhores resultados ocorrem quando a
descongelagéo é feita a uma temperatura de 37°C (VERHEYEN et al., 1993; AGARWAL et
al., 1995).

A taxa de recuperacao de espermatozdides mdveis ap0s o0 processo de criopreservagao
é definida como o percentual de espermatozOides que se mantiveram modveis apos a
descongelacdo. A avaliacdo, realizada trinta minutos ap6s a descongelacdo, revelou as
seguintes taxas: 32,3% (RP), 46,7% (RT), 38,2% (LP) e 50,4% (LT). Um estudo croata, em
2000, utilizando 0 mesmo meio crioprotetor, com envase em criotubo e comparando métodos
de resfriamento parecidos encontrou taxas de recuperagdo semelhantes, 49% (vapor de
nitrogénio) e 52% (programa lento) (STANIC et al., 2000).

Analisando a diminuicdo da motilidade ao longo do tempo na amostra de sémen in
natura, observou-se uma queda gradual dos espermatozdides mdveis, variando de 11%, 14%
e 21% na primeira, segunda e terceira hora, respectivamente. Ap0s a criopreservacao, 0
método que mais se aproximou ao sémen in natura foi o LT, principalmente nas duas
primeiras horas, com taxas de queda da motilidade espermaética de 12%, 10% e 36% na
primeira, segunda e terceira hora ap0s a descongelacdo, respectivamente. Os métodos RP e
RT apresentaram uma queda mais acentuada, com taxas de queda da motilidade de 26%,
quando avaliada a primeira hora. Este fato também foi descrito na literatura (CRITSER et al.,
1987; NALLELLA et al., 2004).

A queda, do percentual de espermatozdides moveis, observada nas curvas de
motilidade ao longo de trés horas, do sémen in natura e nos quatro diferentes tratamentos, néo
pode ser considerada como uma regressao linear em funcdo do tempo, pois, ndo € homogénea,
a reducao é mais acentuada com o passar das horas.

O envase em criotubo mostrou-se superior em todas as situacdes, tanto na congelacao
rapida quanto na lenta, devendo ser o tipo de envase de escolha para 0 processo de
criopreservacdo de sémen, além de serem relatadas outras vantagens, como: fécil
preenchimento, facil identificacdo, limpo, higiénico e de aceitacdo internacional (ROMERO
etal., 1998).

O método de congelacdo lento foi superior ao rapido, mesmo quando utilizada a
palheta como forma de envase, devendo também ser adotado como método padrdo de

congelacao de sémen.
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7 CONCLUSAO

O melhor método de congelacédo foi o lento e a melhor forma de envase foi o criotubo
de 2ml.

O método de criopreservacdo espermatica que obteve melhor motilidade ap6s a
descongelacéo foi 0 método lento com envase em criotubo (LT).

Entre os métodos avaliados 0 que mostrou uma curva de sobrevivéncia espermatica
mais proxima a apresentada pelo sémen in natura foi o método lento com envase em criotubo
(LT).

A morfologia espermatica normal diminuiu significativamente ap0s o processo de

criopreservacao, de maneira semelhante, em todos os métodos avaliados.
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ANEXOS

ANEXO A - VALORES DO ESPERMOGRAMA NORMAL (WHO, 1999)

Analise macroscopica

Volume: 1,5 a 5,0 mililitros. Cor: branco opalescente ou branco acinzentado.
Liquefacdo: até 60 minutos. pH: 7,2 a 8,0.
Viscosidade: entre 3 a 5 centimetros. Aspecto: homogéneo.

Analise microscopica

Concentracao de espermatozéides: > 20.000.000 espermatozoides/ml.

Motilidade (avaliada a 37°C, na primeira hora):

Grau A: espermatozoides com progresséo linear e rapida (> 25%)
Grau B: espermatozdides com progresséo linear e lenta (A + B > 50%)
Grau C: espermatozoides mdveis sem progressao

Grau D: espermatozdides imoveis

Morfologia

Ovais (formas normais): (>30%) Macrocéfalos Fusiformes
Piriformes Espermaétides Microceéfalos
Redondos Amorfos Bicéfalos
Vitalidade

Espermatozdides vivos > 75%

Células redondas (leucdcitos, heméaceas, células epiteliais, fungos, protozoarios):
Células redondas < 1.000.000/ml

Leucécitos < 1.000.000/ml

Hemaéceas < 1.000.000/ml



ANEXO B - COLORACAO DE SHORR

O esfregaco € fixado em etanol 75% por 1 minuto.

Agua corrente

12 a 15 vezes*

Hematoxilina

1 a 2 minutos

Agua corrente

12 a 15 vezes*

Alcool ammonia

5 passagens de 5 segundos cada

Agua corrente

12 a 15 vezes*

Etanol 50% 5 minutos
Corante de Shorr 3 a5 minutos
Etanol 50% 5 minutos
Etanol 75% 5 minutos
Etanol 95% 5 minutos

Etanol absoluto

2 passagens de 5 minutos cada

Xilol

2 passagens de 5 minutos cada

*1 vez corresponde a uma imersao de aproximadamente 1 segundo.

Reagentes

Papanicolau hematoxilina No. 1 (Merck, Cat. No. 9253)

Alcool aménia 95ml 75% etanol + 5ml 25% hidréxido de aménia
Solucdo de Shorr (Merck, Cat. No. 9275)




ANEXO C - MORFOLOGIA SEGUNDO KRUGER
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FIGURA 21. Morfologia espermatica normal, segundo Kriger
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FIGURA 22. Morfologia espermatica anormal, segundo Kriiger




ANEXO D- METODO LENTO DE CONGELACAO

BN © Graphs
Chip Name: SPSK_ART
PROGRAM 6: Semen - LGH

by Cryol ogic
For Model CL8000

)

Control Temperature (°C

?

n
=

] 5 10 15 20 25 a0 35
Time from Start (mins)

FIGURA 23. Curva de congelacéo, programa 6.

FREEZE CONTROL CRZTv oTn by Cryologic
Chip Name: SPBK_ART For Model CL8000
Rate Target Hold Time Bell
(°C/min) Temp (°C) (min)
" Start Temp:  20.0°C
Program 5: Qocytes Final State: Hold
0.00 20.0 5.0
2.00 0.0 10.0
6.00 -5.0 3.0 X
0.00 -5.0 27.0
0.30 -36.0 0.0 A
r Start Temp 20.0°C
Program 6: Semen - LGH Final State:  FreeFall
2.00 50 10.0
1.50 -5.0 5.0
6.00 -30.0 0.0
4.00 -40.0 0.0 kS
" y Start Temp: 200°C
Program 7: Semen 2 Final State:  FreeFall
1.00 40 4.0
2.00 -10.0 0.0 X
0.00 -10.0 20
3.00 -30.0 0.0
4.00 -43.0 0.0 X

FIGURA 24. Esquema da curva de congelacéo.




ANEXO E - METODO RAPIDO DE CONGELACAO

Figura esquematica da caixa de isopor usada no método rapido.

P 25em, anteparo
— — — W [+ 15em, nivel nitrogénio liquido
37em Fﬂcm, vapor | .-’

32cm

Obs: 1. Palhetas ¢ criotubos séio colocadas sobre o anteparo perfurado. 2. A
caixa de isopor fica com uma tampa durante o congelamento. 3. A caixa de
1sopor possul um revestimento intemo de ago nox até altura do anteparo,

25em.

FIGURA 25. Esquema para curva rapida.
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APENDICE - A

CRIOPRESERVACAO DE SEMEN HUMANO - COMPARAGAO ENTRE
METODOS DE CONGELGAO E TIPOS DE ENVASE

FICHA PARA COLETA DE DADOS

FICHA DE COLETA DE DADOS

Caso:

IANALISE INICIAL]

Nome: Idade: Abstinéncia: dias
Febre nos ultimos 90 dias: Sim () N&o ( ) Medicamento: N&o ( ) Sim ( ),

quais:

|1.CARACTER|’5T|CA5 F|'5|CAS:|

Cor: Odor:
Tempo de liquefacéo: min. pH: Viscosidade:
Aspecto: () Homogéneo () Heterogéneo
|2.QUANTIDADE: | | 3.MoTILIDADE:]
Volume: ml A= progressiva rapida linear %
Conc. de sptz: x 10°/ ml B= progressiva rapida linear ou ndo %
Conc. total de sptz: x 10° C= movel ndo progressiva %
D= imdvel %
| 4.VITALIDADE: | 5.MORFOLOGIA ESTRITA (KRUGER):
(1" hora): % Formas normais: %
Formas anormais: %

|6.EXAME CITOLOGICO: |

Células epiteliais: Protozoarios:
Leucdcitos: Fungos:
Hem@cias: Debris:

|7. TESTE HIPOSMOTICO : |
sptz reativos: %




Ficha de Coleta de Dados

Sémen in natura Inicial 1 hora 2 horas

3 horas

Concentracdo

Morfologia

Motilidade

Sémen descongelado

30 minutos

Morfologia

30 minutos 1 hora 2 horas

3 horas

Motilidade Rp

Motilidade Rt

Motilidade Lp

Motilidade Lt

Rp = Método rapido + palheta 0,25ml
Rt = Método rapido + criotubo 2ml
Lp = Método lento + palheta 0,25ml

Lt = Método lento + criotubo 2ml

Motilidade A/B/C/D

A = espermatozoéide com progressao linear e rapida
B = espermatozoide com progressao linear lenta

C = espermatozoide movel sem progressao

D = espermatozdide imével




APENDICE - B

ORIENTACOES PARA O VOLUNTARIO E PROTOCOLO RESUMIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo sobre as repercussdes na qualidade
do sémen apos processo de criopreservagdo. Para participar vocé deve ser saudavel e ter entre 18
e 50 anos. Serd solicitado que vocé forneca uma amostra de seu sémen atraves de masturbacéo,
com um periodo de abstinéncia sexual de 3 a 5 dias. Essa amostra serd analisada inicialmente,
processada, armazenada de 2 maneiras diferentes, congelada por 2 métodos diferentes, apds 24 a
48 horas mantida em tambor com nitrogénio liquido sera descongelada, analisada novamente e
descartada apos analises. Ao final do estudo vocé receberd um resumo de todas analises

realizadas em sua amostra, antes e apos o congelamento.

ROTEIRO:

1) Convite a participar da pesquisa.

2) Assinatura do termo de consentimento pos-informacéo.

3) Agendamento da coleta da amostra, que sera realizada no Centro de Reproducao
Assistida do Ceara, rua Coronel Linhares 950 — 12° andar, Fortaleza-Ceard, préximo ao
Hospital Gastroclinica, fone 32610011.

4) Coleta da amostra de sémen.

5) No mesmo dia da coleta serdo realizados as analises iniciais, processamento, envase e
congelamento do sémen.

6) No dia seguinte & coleta serd realizado o descongelamento e as analises finais,

terminando o uso do sémen que sera descartado.

Qualquer duvida entre em contato com Dr Marcelo Cavalcante nos fones: 99924822, 32610011.

Desde ja agradecemos sua colaboragdo.



APENDICE - C - CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

CRIOPRESERVAC}AO DE SEMEN HUMANO
COMPARACAO ENTRE METODOS
DE CONGELAGAO E TIPOS DE ENVASE

Eu, , aceito colaborar com o trabalho de

tese de mestrado do Dr. Marcelo Borges Cavalcante que esta sendo realizado no Centro de
Reproducéo Assistida do Ceara.

Fui informado sobre a finalidade do trabalho, que estard estudando diferentes formas de
congelamento e armazenamento de sémen e suas repercussdes sobre a qualidade seminal. Estou
ciente que terei que fornecer uma amostra de meu sémen que sera congelada, descongelada,
analisada e por fim desprezada, conforme o protocolo resumido da pesquisa que recebi uma
cOpia. Fui esclarecido que a amostra de sémen por mim fornecida ndo sera estocada e que
poderei acompanhar todo o processo, também poderei desistir de participar do estudo a qualquer
momento sem ter nenhum prejuizo. Foi garantido a mim que todas as informacdes sobre meu
sémen serdo mantidas em sigilo e que serei informado sobre os resultados dos exames pré e pds-
congelamento, através de um relatorio, e quando eles estiverem prontos, e sobre o que eles

significam.

Fortaleza, de de 2004.

Assinatura do voluntario Dr. Marcelo Borges Cavalcante

Assinatura de quem obteve o consentimento

Fones para contato: Dr. Marcelo (99924822), Centro de Reproducdo Assistida do Ceara
(32610011).






APENDICE -D

Material utilizado para a coleta, anélise do sémen, congelacédo e descongelacéo.

Materiais necessarios:
Microscopio optico com contraste de fase Olympus, modelo: CH30 (Toquio, Japéo).
Banho Maria Fanem, modelo 100 (S&o Paulo, Brasil).
Aquecedor de tubo da marca Labline, modelo 2050 (lllinois, EUA).
Agitador de tubo Daiger modelo: G560 (Nova lorque, EUA).
Congelador automatico Freezer Control Cryologic, modelo CL8000 (Australia).
Caixa de isopor adaptada com anteparo interno.
Palhetas de 0,25ml CryoBiosystem IMV Technologies, ref. 010261 (Franca).
Criotubos de 2ml Corning, modelo 2028 (Nova lorque, EUA).
Nitrogénio liquido.
Botijdo de nitrogénio Cryometal DS 34.
Frasco coletor universal J.Prolab (Parana, Brasil).
Fita de mensuragéo de pH.
Tubos conicos graduados de 15 ml Corning, modelo 430789 (Nova lorque, EUA).
Pipeta soroldgica graduada de 10 ml Corning, modelo 4101 (Nova lorque, EUA).
Laminas e laminulas.
Cémara de Makler Sefi Medical Instruments (Haifa, Israel).
Meio Crioprotetor TEST YOLK Buffer Irvine Scientific, ref. 9971 (California, EUA).
Corante eosina a 3%.
Corante nigrosina a 8%.
Tubo de hemdlise, ponteiras e pipetas.

Bateria para coloragéo de Shorr.



