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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Introdugdo: as indicagdes iniciais para o uso da técnica de fertilizagdo in vitro contemplavam

Recebido em 26 de setembro de 2013 boa parte dos diagndsticos de infertilidade feminina. Com o passar do tempo, tornou-se

Aceito em 25 de outubro de 2013 necessario o desenvolvimento de outras tecnologias que tratassem também os casos de

On-line em 3 de julho de 2014 infertilidade masculina. Dentre elas, destaca-se a criopreservacdo de gametas. Apesar das
vantagens do uso da criopreservacgdo, sabe-se que alguns processos de congelamento podem

Palavras-chave: afetar o potencial de fertilidade em muitos aspectos.

Técnicas reprodutivas Objetivo: por meio de uma revisao, verificar o impacto da criopreservacao na qualidade do

Fertilidade sémen por meio da observacao da taxa de gestacgdo, taxa de aborto e das caracteristicas semi-

Infertilidade masculina nais (morfologia, motilidade, concentrac¢ao, fragmentacdo do DNA) no sémen congelado e o

Criopreservacio no fresco, colhidos diretamente do epididimo.

Anilise de sémen Método: foi feita uma estratégia de busca nas bases de dados Literatura Latino-Americana e

do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs), Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (Medline) e Biblioteca Cochrane por meio das seguintes palavras-chaves: sémen, crio-
preseruation, frozen sémen, thawed sémen e sémen quality. As pesquisas foram feitas tanto nos
artigos e nas revisoes disponiveis em full text como nos resumos.

Resultados: de maneira geral, o que se observou foi que em alguns casos a criopreservacao
pode prejudicar a morfologia seminal. Porém, a quantidade de nascimentos e de abor-
tos nédo varia significativamente quando comparado sémen fresco com congelado obtidos
diretamente do epididimo.

Conclusées: por prolongar a fertilidade de muitos pacientes e ajudé-los na realizagdo do
sonho da paternidade, na maioria dos casos, a criopreservacio é uma boa técnica que deve
ser usada quando necessario.
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Fertility

Male infertility
Cryopreservation
Sperm analysis

that could treat the male infertility cases too became necessary. Among the technologies, it
can be standed out the gametes cryopreservation. Despite the cryopreservation advantages,
it is known that some freezing processes can affect fertility potential in many ways.
Objective: verify the impact of cryopreservation on semen quality by observing the pregnancy
rate, abortion rate and seminal characteristics (morphology, motility, concentration and
DNA) fragmentation between frozen semen and fresh semen harvested directly from the
epididymis, through a review.

Method: for this, it was done a research in the databases Literatura Latino-Americana e
do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs), Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (Medline) and Cochrane using the following keywords semen cryopreservation, fro-
zen semen, thawed semen and semen quality. The surveys were made both in articles and
reviews available in full text as in the summaries.

Results: in general, the seminal cryopreservation may damage the morphology of semen.
However, the number of births and abortions does not vary significantly when compared
frozen semen with fresh semen obtained directly from the epididymis

Conclusions: thus, by extending the fertility of many patients, helping them in achieving the
dream of paternity in most cases, cryopreservation is a good technique that can be used

when necessary.

© 2013 Sociedade Brasileira de Reprodugdo Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

O nascimento do primeiro bebé concebido por meio de téc-
nicas de reproducdo humana assistida (RHA) ocorreu em
1978.1 Acontecimento de extrema importéncia para a medi-
cina reprodutiva, que s6 foi reconhecido 30 anos depois por
meio da premiac¢do de Robert Edwards com o Nobel de Medi-
cina e Fisiologia, em 2010.

A técnica de fertilizacdo in vitro descrita inicialmente tem
varias etapas: estimulacdo da ovulacao, coleta dos odcitos
e coleta de odcitos de suporte de fase litea, seguidas pela
fertilizagdo in vitro e transferéncia dos embrides. As indicagoes
iniciais dessa técnica contemplavam boa parte dos diag-
nésticos de infertilidade, principalmente para os casos de
obstrucdo tubaria. Entretanto, alguns diagnésticos, como o
fator masculino grave, ndo eram solucionados por ela.”™
Com isso, varias outras tecnologias foram desenvolvidas para-
lelamente, com o objetivo de potencializar os resultados
da técnica inicial e favorecer casos de infertilidade mascu-
lina. Dentre elas, destaca-se a criopreservagio de gametas.””
Ointeresse na criopreservagdo e no armazenamento de sémen
data de 1776, quando se observou que em temperaturas frias
os espermatozoides humanos tornavam-se lentos e chegam
ao estado de completa inativacao. Esse quadro se revertia com
o aumento da temperatura.®*®

Em 1866, com o objetivo de preservar amostras de homens
mortos em batalhas, pesquisadores sugeriram a possibilidade
de um banco de sémen humano. Em 1938, 70 anos depois,
foi observada a sobrevivéncia de espermatozoides humanos
por longos periodos quando resfriados em CO, sélido, sob
temperatura de -79° C. A partir de entdo, concluiu-se que
espermatozoides sobreviveriam em temperaturas abaixo de
160° C negativos.’

Em 1949, foi relatado o primeiro uso do glicerol como crio-
protetor e iniciou-se um rapido desenvolvimento das técnicas
de criopreservagédo e de solugdes crioprotetoras.'® De 1962 a

1963, o vapor de nitrogénio liquido foi usado para criopreser-
var amostras de sémen até que, em 1963, descobriu-se que
o armazenamento do espermatozoide humano no nitrogénio
liquido em temperatura de -196° C era mais eficiente do que
sob -75° C.2

Para criopreservacao, dois tipos de congelamento sao usa-
dos: lento e réapido. O primeiro é um método no qual a amostra
é gradualmente resfriada na fase de vapor por cerca de
40 minutos. J4 no congelamento rapido, normalmente coloca-
-se 0 sémen em suspensdo em vapor de nitrogénio liquido para
armazené-lo em temperatura de 196°C negativos.'! As amos-
tras podem ser descongeladas lentamente, sob temperatura
ambiente por 30 a 60 minutos, ou rapidamente, sob 37 °C por
cinco a 10 minutos, antes de estarem prontas para remocao
do crioprotetor.™®

A coleta de espermatozoides a serem criopreservados pode
ocorrer por masturbacdo ou por processos mais invasivos,
quando necessario. Nos casos de azoospermia, para obtencao
dos espermatozoides remanescentes no epididimo ou no testi-
culo sdo usadas varias técnicas, como a extracdo espermaética
por meio da retirada de pequenos fragmentos do epididimo.'?
A desnecessaria repeticdo de processos de coleta invasivos e
dolorosos como esse é uma das vantagens da criopreservacao,
j& que apenas uma coleta obtida diretamente do epididimo é
suficiente para ser criopreservada. Em longo prazo, pode-se
dizer que a criopreservacédo pode diminuir custos e facilitar as
técnicas de reproducéo assistida.'

Outra vantagem que o processo oferece é em pacientes
com doencas como céncer ou hepatite. Isso porque a fertili-
dade humana depende de uma maturacdo orquestrada das
células espermaticas, bem como dos processos de meiose
de maneira correta. Pacientes com essas doencas podem ter
um desvio nessa maturacao durante a formacao dos gametas
ou danificd-los apds procedimentos como quimioterapia ou
radioterapia.'* Essas pessoas podem ter a fertilidade preser-
vada por meio da criopreservagao dos seus espermatozoides
sadios no momento certo.
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Apesar dessas e de outras vantagens do uso da
criopreservacao, sabe-se que alguns processos de congela-
mento podem afetar o potencial de fertilidade em muitos
aspectos, como no decréscimo da motilidade,™ na alteragéo
na membrana celular,’® na diminui¢do na integridade do
acrossomo’’ e na inducéo da fragmentagdo de DNA.'® Assim,
até que ponto a criopreservacdo pode influenciar na quali-
dade do sémen colhido diretamente do epididimo? Afinal, o
processo oferece mais vantagens ou desvantagens? O obje-
tivo deste trabalho é revisar a literatura sobre o impacto da
criopreservacdo na qualidade do sémen.

Método

Revisdo da literatura sobre o impacto da criopreservacao
na qualidade do sémen colhido diretamente do epididimo
por meio da observagdo dos seguintes parametros: taxa de
gestacdo, taxa de aborto e caracteristicas seminais, segundo
Kriiger et al. (1987):'° morfologia, motilidade, concentragéo e
fragmentacdo do DNA entre o sémen congelado e o fresco. Para
tanto, foi feita estratégia de busca nas bases de dados Lite-
ratura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
(Lilacs), Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (Medline) e Biblioteca Cochrane por meio das seguintes
palavras-chaves: sémen, criopreservation, frozen sémen, thawed
sémen e sémen quality. As pesquisas foram feitas tanto nos arti-
gos e nas revisdes disponiveis em full text como nos resumos.

Discussao

Ao analisar as taxas de gestacgao e de fertilizacdo apds injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) para verificar a
influéncia da criopreservagéo, Kalsi et al. (2011)?° compara-
ram 493 pacientes. Para isso, usaram sémen testicular fresco
em 112 ciclos, sémen testicular congelado em 43 ciclos, sémen
fresco do epididimo em 279 ciclos e sémen congelado do epidi-
dimo em 59 ciclos. Para cada grupo, a etiologia da azoospermia
apresentada, a azoospermia obstrutiva (AO) e a azoosper-
mia ndo obstrutiva (ANO) foram consideradas. Posteri-
ormente, as taxas de fertilizacdo e de gestacdo foram
determinadas para cada grupo.

Os resultados mostraram que o uso de sémen congelado
obtido do epididimo na ICSI é tdo confidvel e favordvel quanto
ouso de sémen fresco do epididimo (p =0,35). Porém, sugere-se
que ha uma maior taxa de gestacdo (39,5% versus 29,5%) e de
nascimentos (55,8% versus 43%) para o sémen testicular con-
gelado do que fresco no caso de azoospermias obstrutivas ou
nao obstrutivas (p = 0,047). Isso pode ser ocasionado pelo fato
de que esses pacientes tinham sémen de melhor qualidade
quando esse foi congelado.?°

O congelamento repetitivo do sémen também tem influén-
cia na qualidade do gameta e a motilidade das amostras foi
analisada para verificar essa influéncia.’® Dong et al. (2009)?*
coletaram o sémen diretamente do epididimo de 16 individuos
normais e oligospérmicos e o congelaram em nitrogénio. Uma
aliquota de cada amostra foi retirada para analise e o restante
foi criopreservado novamente, sem remover o crioprotetor.
Repetiu-se o processo vdrias vezes, até ndo haver mais esper-
matozoides moéveis. A motilidade foi analisada apds cada

congelamento e comparada entre os grupos. Observou-se
que a motilidade dos espermatozoides foi mantida até o
quinto congelamento para pacientes normospérmicos e até
o segundo congelamento para aqueles oligospérmicos.?!

Foi verificado também o efeito do congela-
mento/descongelamento do sémen na fragmentagdo do
DNA, na motilidade e na vitalidade. Thomson et al. (2010)??
analisaram 20 homens que apresentavam infertilidade e
tiveram seu sémen colhido do epididimo congelado e des-
congelado trés vezes, com lavagem ou ndo das amostras em
cada ciclo e adi¢cdo de crioprotetor a elas. A porcentagem
de fragmentac¢do de DNA aumentou significativamente apés
cada ciclo. No entanto, as amostras que nao foram lavadas e
nao receberam crioprotetor depois de cada descongelamento
apresentaram-se significativamente melhores. Em ambas a
motilidade e a vitalidade diminuiram de forma constante apés
cada ciclo, mas a sobrevivéncia celular foi significativamente
maior nas amostras néo lavadas.””

Com relagdo a influéncia isolada do tipo de congelamento e
crioprotetor usados, Leibo et al. (2007)>> demonstraram que o
descongelamento rapido interfere negativamente bem menos
do que o descongelamento lento e que o uso do crioprote-
tor glicerol na presenca da gema de ovo é o método que
mais favorece a motilidade do espermatozoide. Dessa forma,
além da metodologia de criopreservacéo, a escolha do criopro-
tetor é determinante na viabilidade, qualidade e resisténcia
seminal.?

Nesse sentido, por meio dos resultados obtidos para
motilidade espermatica, capacitacdo, reacdo acrossémica e
potencial de membrana mitocondrial (MMP), pesquisado-
res ja desenvolveram a vitrificacdo de espermatozoides sem
crioprotetores.?* Isachenko et al. (2012)?* relataram o nas-
cimento de dois bebés saudaveis apdés a ICSI com o uso
de espermatozoides moveis vitrificados. Os espermatozoides,
em um dos casos com oligoastenoteratozoospermia, foram
colhidos do epididimo e congelados em palhetas com fluido
tubdrio humano suplementado com 0,5% de albumina de
soro humano e 0,25 M de sacarose. A motilidade espermatica,
capacitacdo, reacdo acrossémica e o MMP foram compara-
dos entre espermatozoides frescos e vitrificados. Oito o6citos
maduros foram microinjetados com os dois tipos de amos-
tra. Embora a motilidade dos espermatozoides vitrificados
fosse significativamente menor do que a dos espermatozoides
frescos (60% versus 90%), ndo houve diferencas na percen-
tagem de capacitacdo e da reacdo acrossomal entre os dois
tipos de espermatozoides, vitrificado e fresco (10% versus 8%
e 5% versus 8%, respectivamente). No entanto, o0 MMP em
espermatozoides vitrificados foi aparentemente prejudicado
no ejaculado usado para ICSI em comparag¢do com esperma-
tozoides frescos (63% versus 96%).

Esses resultados sugerem que a vitrificacdo livre de crio-
protetor permedvel pode ser aplicada com sucesso em varios
procedimentos de reproducao assistida, em particular na ICSI
com espermatozoides moveis vitrificados, no qual se conse-
gue uma gravidez normal até o nascimento. Foram estudadas
por Ozkavukcu et al. (2008)?° amostras de sémen de 15 homens
com fertilidade normal, obtidas diretamente do epididimo, e
avaliadas sua morfologia, motilidade e viabilidade por micros-
copia eletrénica. Os voluntdrios tinham idade média de 24,5
anos. As amostras foram liquefeitas por 45 minutos a 45°C.
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Uma aliquota era imediatamente misturada a agentes crio-
protetores e congelada para investigacdes futuras, enquanto
outra aliquota era processada e avaliada. Dessa forma, antes
e depois da criopreservacao obtinham-se as caracteristicas
seminais, as quais eram comparadas entre si. A vitalidade
foi determinada pelo método eosina-negrosina, que reve-
lou 83% dessa caracteristica antes do congelamento e 38%
pés-congelamento. Com relacdo a morfologia, ndo houve
mudanca significativa na cabeca, na peca intermediaria e no
acrossomo. Por outro lado, houve aumento nas anormalidades
de cauda, o que comprovou o custo da toxicidade osmética e
quimica dos crioprotetores pelo beneficio da preservacio da
fertilidade.?”

Em outro estudo, a taxa de fertilizagcdo foi usada para veri-
ficar a influéncia do congelamento de pequeno numero de
espermatozoides ou do espermatozoide individual. A amostra
colhida do epididimo foi equilibrada em tampéao crioprotetor e
injetada com agulha de ICSI em uma gota de crioprotetor
que continha a proporcdo 1:1 de plasma seminal e criopro-
tetor. Esse contetido foi armazenado em nitrogénio liquido.
Os espermatozoides foram descongelados em banho de 6leo
a 37 °C, sem diluicdo e centrifugacdo. Para testar a capacidade
de fertilizacdo, os espermatozoides recuperados foram injeta-
dos por ICSI ou por FIV. Espermatozoides frescos a partir das
mesmas amostras de sémen serviram como controle. Apés
os ensaios, as taxas de fertilizacdo para os espermatozoides
frescos e congelados-descongelados foram de 67,6% (25/37) e
60,6% (40/66), respectivamente (p = 0,052). As taxas médias
de clivagem nos grupos frescos e congelados-descongelados
foram de 88% (22/25) e 85% (34/40), respectivamente (p = 0,990).
Esse método de criopreservacdo para nimeros pequenos ou
individuais de espermatozoides humanos ndo apresentou
influéncia na qualidade seminal entre amostras criopreserva-
das e frescas. Trata-se de técnica promissora para a aplicacdo
em pacientes oligozoospérmicos.?®

Muitos homens portadores de determinados cénce-
res do aparelho reprodutor necessitam, muitas vezes, de
tratamentos que podem ser gonadotéxicos, o que leva ao ques-
tionamento de que a criopreservacao poderia ser uma solucao
para eles. Hagenas et al. (2010)” estudaram 86 pacientes
com cancer os quais tiveram seu sémen colhido do epidi-
dimo congelado antes de serem submetidos aos tratamentos
ou procedimentos que pudessem prejudicar sua fertilidade.
Todas as amostras foram analisadas antes da criopreservacgao
quanto a volume, morfologia, motilidade e concentracdo. As
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, em palhe-
tas de 0,5 ou 0,25 mL. Dos 86 pacientes, 71 tiveram sucesso na
criopreservacdo do sémen. Isso demonstra que, muitas vezes,
esse pode ser o método de escolha para esses casos.?’

Alguns estudos demonstraram que outro fator interfe-
rente na criopreservacdo do sémen é o proprio sémen. Alguns
individuos produzem ejaculados mais aptos e resistentes a
criopreservacdo do que outros. Isso porque a criopreservacao
pode ter um profundo efeito na viabilidade e funcdo do
espermatozoide, por causa tanto das mudancas fisioldgi-
cas ocorridas no processo pela formacdo de cristais de gelo
como dos efeitos do crioprotetor na composi¢cdo da mem-
brana espermatica.’® Dessa forma, a depender da qualidade
do sémen, muitas vezes selecionam-se apenas alguns candi-
datos a criopreservagdo.?’

Desde os anos 1960 os bancos de sémen tém sido usados
com muito sucesso na preservagdo da fertilidade masculina.'?
Apesar dos possiveis danos que essa pratica pode causar
na qualidade seminal, vérias pesquisas mostram que simi-
lares taxas de fertilizacdo e gestacdo podem ser obtidas apds
ICSI com o uso de sémen congelado ou fresco pds-coleta do
epididimo.>°

Em um futuro préximo, os efeitos téxicos do congelamento
tendem a ser contornados e restardo apenas os pontos positi-
vos das técnicas, que ajudardo e atrairdo ainda mais pacientes
necessitados.

Conclusoes

Modernas tecnologias tém sido desenvolvidas e usadas na
reproducdo humana assistida. Na criopreservagdo, seu uso
resultou em maiores taxa de gestacdo e de nascimentos nos
casos de azoospermias obstrutivas ou nao obstrutivas, mais
do que o uso de sémen fresco para esse tipo de paciente. Com
relacdo a motilidade espermatica, somente o congelamento
repetitivo diminui essa caracteristica. Ja a fragmentacdo de
DNA aumenta significativamente apds a criopreservacdo. Em
se tratando de morfologia, a metodologia parece nado ocasio-
nar mudancas significativas na cabeca, na peca intermediaria
e no acrossomo; apenas anormalidades na cauda do esper-
matozoide. Com relagdo a taxa de nascimentos e de aborto,
a criopreservacao nao interfere significativamente quando
comparados sémen fresco com congelado. Tais dados levam a
inferir que a criopreservacao, apesar de influenciar negativa-
mente alguns pardmetros seminais, é uma 6tima metodologia
para a prolongacdo da fertilidade.
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