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APRESENTACAO

Esta dissertacdo intitulada “Desenvolvimento de um crioprotetor contendo goma agar
para a conservacdo de sémen humano”, se insere interdisciplinarmente na linha de
pesquisa do Programa Stricto Sensu em Saude e Ambiente: “Ambiente, Desenvolvimento e
Saude”.

A pesquisa esta dividida em:

e Introducéo contextualizada.

¢ Objetivos do estudo.

e Fundamentagéo tedrica, onde sdo abordados os temas: Importancia das Técnicas
de Reproducdo Humana Assistida; Criopreservacdo Seminal; Crioprotetores; Goma Agar;
Técnicas de Andlise Seminal; Motilidade e Integridade Espermatica.

¢ A metodologia, que trata de todo o delineamento da pesquisa.

¢ Resultados e Discusséo, onde é exposto um artigo cientifico resultante da producéo
da pesquisa.

e Concluséo, onde sdo apontados os resultados e as expectativas de contribuicdo

desde trabalho, bem como as sugestdes para estudos futuros.
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DESENVOLVIMENTO DE UM CRIOPROTETOR CONTENDO GOMA AGAR PARA
A CONSERVACAO DE SEMEN HUMANO

RESUMO

A infertilidade masculina esta diretamente relacionada com a qualidade espermética
e a dificuldade de tratamento ligado a infertilidade conjugal tem incentivado a procura
e as pesquisas sobre a técnica de criopreservacdo seminal. Para preservar a
funcionalidade esperméatica os espermatozoides sado criopreservados em baixas
temperaturas, entretanto, este processo pode ocasionar injdrias na célula. Na tentativa
de minimizar esses danos, diversos crioprotetores tém sido desenvolvidos. Este
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da adicdo da goma agar (GA) na solucéo
crioprotetoras, sobre a conservacdo de sémen humano. Este estudo foi realizado em
clinica especializada em reproducdo humana assistida, em conjunto com a
Universidade Tiradentes — UNIT (Aracaju/SE — Brasil). Os pacientes que preencheram
os critérios de inclusédo, voluntariamente, assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e foram convidados a participar da pesquisa, mediante
esclarecimento dos termos e concordando com os procedimentos a serem realizados.
Foram selecionadas 33 amostras seminais normais, coletadas e analisadas no
periodo de Julho a Outubro de 2015. A analise seminal de rotina (tempo de liquefacao,
afericdo do volume e do pH, viscosidade, motilidade, vitalidade e morfologia) foi
realizada nas amostras a fresco e criopreservadas. Nas amostras criopreservadas
também foi avaliada a integridade espermatica (avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica e acrossomal e da atividade mitocondrial) a partir do uso de
sondas fluorescentes. As amostras foram divididas em seis grupos: (i) GEYC + GA
0,05%; (ii) GEYC + GA 0,10%; (iii) GEYC + GA 0,15%; (iv) GEYC + GA 0,2%; (V) TYB
e (vi) GEYC. A adigdo dos meios crioprotetores as amostras seminais foi realizada de
acordo com protocolos previamente estabelecidos pela Organizacdo Mundial da
Saude. Para dados estatisticos foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk, ANOVA e
Tukey com um nivel de significancia de 5%. Nos parametros de motilidade total e
progressiva e percentual de espermatozbides viaveis, todos 0s grupos
criopreservados contendo GA apresentaram resultados similares aos grupos controle
v e vi (p>0,05). Nesses mesmos parametros as amostras a fresco apresentaram
resultados significativamente superiores (p<0,05) quando comparadas aos demais
grupos. Na analise morfoldégica somente o grupo contendo GA 0,05% apresentou
resultados semelhantes (p>0,05) ao grupo a fresco. Em relacdo a integridade
espermatica todos os grupos criopreservados contendo GA apresentaram resultados
semelhantes aos grupos controles v e vi (p>0,05). Desta forma, a GA na concentracéo
de 0,05% apresenta-se como uma substédncia com potencial crioprotetor para
espermatozoides humanos, pois foi capaz de manter a morfologia espermatica normal
apos a criopreservacdo. O grupo contendo GA 0,05% apresentou-se como um
potencial crioprotetor para espermatozoéides humanos.

Palavras-Chaves: Agar; Espermatozoides; Criopreservacao; Sémen.



A CRYOPROTECTANT CONTAINING DEVELOPMENT GUM AGAR FOR HUMAN
SPERM CONSERVATION

ABSTRACT

Male infertility is directly related to sperm quality and the difficulty of treatment linked
to marital infertility has encouraged the search and research on the seminal
cryopreservation technique. Male infertility is directly related to sperm quality and the
difficulty of treatment linked to marital infertility has encouraged the search and
research on the seminal cryopreservation technique. To preserve the functionality
sperm sperm are cryopreserved at low temperatures, however, this process can lead
to injuries in the cell. In an attempt to minimize such damage, several cryoprotectants
have been developed. This work aims to evaluate the effect of adding the agar gum
(GA) in cryoprotectant solution on the human semen conservation. This study was
conducted in clinic specializing in assisted human reproduction, in conjunction with the
University Tiradentes - UNIT (Aracaju / SE - Brazil). Patients who met the inclusion
criteria voluntarily signed an Informed Consent and Informed (IC) and were invited to
participate in the research by clarifying the terms and agreeing with the procedures to
be performed. We selected 33 normal semen samples were collected and analyzed
during the period from July to October 2015. A routine semen analysis (liquefaction
time, measuring the volume and pH, viscosity, motility, vitality and morphology) was
performed on the samples to cool and cryopreserved. In the cryopreserved samples
was also evaluated sperm integrity (integrity assessment of the plasma and acrosomal
membrane and mitochondrial activity) from the use of fluorescent probes. The samples
were divided into six groups: (i) GEYC + GA 0.05%; (ii) GEYC + GA 0.10%; (iii) GEYC
+ GA 0.15%; (iv) GEYC + 0.2% GA,; (v) TYB (vi) GEYC. The addition of cryoprotective
media to semen samples was carried out according to protocols previously established
by the World Health Organization. For statistical data were used Shapiro-Wilk test,
ANOVA and Tukey's test at 5% significance level. The parameters of total and
progressive motility and percentage of viable sperm, all cryopreserved groups
containing GA showed similar results to v and control groups seen (p> 0.05). These
same parameters as the samples to cool showed significantly better results (p <0.05)
when compared to the other groups. In the morphological analysis only the group
containing GA 0.05% showed similar results (p> 0.05) to the group fresh. Regarding
sperm integrity all cryopreserved groups containing GA showed similar results to the
control groups v and vi (p> 0.05). Thus, the concentration of GA in 0.05% presents
itself as a substance with the potential cryoprotectant to human sperm, it was able to
maintain normal morphology after cryopreservation. The group containing GA 0.05%
presented himself as a potential cryoprotectant for human spermatozoa.

Key Words: Agar; Spermatozoa; Cryopreservation; Semen.



1.INTRODUCAO

A infertilidade masculina estd diretamente ligada com a qualidade dos
espermatozoides, incluindo qualquer fator que provoque alteragcdo no processo da
espermatogénese, ocasionando reducdo da motilidade e viabilidade destas células
(SHUFARO; SCHENKER, 2010). A dificuldade de tratamento relacionados a infertilidade
masculina tem incentivado a procura e as pesquisas sobre a criopreservacao de sémen. Esta
técnica associada a reproducdo humana assistida (RHA) proporciona a maioria dos pacientes
a oportunidade de gerar filhos, exercendo assim papel essencial na manutencao da fertilidade
(TSAKMAKIDIS, 2010).

A criopreservacdo seminal permite submeter células espermaticas a temperaturas
abaixo do ponto de congelamento da agua e tem como premissa a preservacdo da
composicao e da viabilidade das células por tempo indefinido, inibindo de forma reversivel o
metabolismo celular (GASTAL, 2012). Esta técnica tornou-se uma ferramenta importante para
a melhoria e para o desenvolvimento das técnicas de reproducdo humana assistida, sendo
considerada a maneira mais valiosa e atualizada de conservacdo da fungéo reprodutiva em
homens submetidos a tratamentos gonadotéxicos (TSAKMAKIDIS, 2010).

Os espermatozoides humanos toleram uma ampla faixa de temperatura entre o
resfriamento e o aguecimento (SILVA et al., 2015), devido ao seu baixo teor de 4gua (cerca
de 50%) (DI SANTO et al.,, 2012). Entretanto a criopreservagdo promove efeitos danosos
sobre a funcionalidade dos espermatozoides humanos, especificamente na motilidade, no
gual estima-se que somente 50% dos espermatozoides méveis sobrevivem ao processo de
congelamento e descongelamento (DI SANTO et al., 2012). Além disso, este processo pode
ocasionar lesdes irreversiveis aos espermatozoides como alteracdes metabdlicas na
membrana plasmatica e no acrossomo (MORRIS et al., 2012). Entretanto, as células
espermaticas apos o processo de criopreservagdo devem manter boa motilidade e integridade
da membrana para que tenham a capacidade de penetragédo no oocito (HOLT e VAN LOOK,
2004; GARAND et al, 2010).

Para minimizar, prevenir e/ou eliminar as injarias provocadas pela criopreservacao
utilizam-se substancias crioprotetoras (CLARKE et al., 2006; DI SANTO et al., 2012). Estes
agentes tém a funcéo de evitar a formacao de cristais grandes de gelo intracelular, reduzir o
estresse osmotico por meio da reposigdo de dgua necesséria para manutencdo do volume
celular, reduzir o ponto de congelamento da 4gua, assim como servir de tampdao para ajustes
de possiveis alteracdes do pH (BITTENCOURT et al., 2013; DI SANTO et al., 2012). Alguns
acucares, agentes geleificantes e gomas ja foram utilizados para uma melhor protecédo da
motilidade, viabilidade e funcionalidade da célula espermatica, demonstrando efeito favoravel
na preservacao desta célula (JAFAROGHILI et al., 2011; TONIETO et al., 2010; VANNI et al.,
2008).



Uma alternativa para o melhoramento da técnica é a utilizacdo, no meio de
criopreservacao, de polissacarideos naturais e atdxicos, que sejam preparados através de
matérias primas renovaveis e que possuam caracteristicas que permitam a preservacao de
sémen humano apés a conservagdo em baixas temperaturas. Nesse contexto podemos
destacar a goma agar (GA), obtida pela extracdo de algas vermelhas, pertencentes a familia
Rhodophyta da espécie Graciliaceae e Gelidiaceae € comercialmente importante por sua
propriedade geleificante, viscosificante, além de permitir a reduc¢ao da formacao de cristais de
gelo. Possui alto potencial econémico, pois é utilizada em inUmeras areas, como: base para
culturas microbioldgicas, meio de separacdo em cromatografia de coluna e eletroforese e na
indUstria de alimentos, como espessantes e geleificantes (SOUSA et al., 2013), e ainda possui

aplicacdes na area médica e farmacoldgica (ZHANG et al., 2015).

2. JUSTIFICATIVA

A criopreservagdo seminal visa manter a funcionalidade de espermatozoides
submetidos a temperaturas baixas, durante o congelamento ou resfriamento destes.
Entretanto, esta técnica seguida de descongelamento pode provocar danos irreversiveis a
estas células, resultando na reducdo da motilidade espermatica e consequentemente
causando reducéo do potencial fertilizante.

Desta forma, faz-se necesséario desenvolver um produto que minimize os danos
provocados pela criopreservacdo seminal. A realizacdo de novos estudos nesta area tem
como objetivo a otimizacdo dos processos de criopreservacdo, fazendo com que os pacientes
tenham diversidade de tratamento com uso de tecnologias diferenciadas.

A GA é um polissacarideo com caracteristicas que podem diminuir os efeitos
adversos do processo de congelamento e descongelamento das amostras. Devido a
inexisténcia de estudos que mostrem os efeitos da adicdo da GA a solucéo crioprotetora para
conservacao de espermatozoides, este trabalho tem como foco promover a inser¢cdo de um
novo produto ao meio de criopreservacdo que, seja capaz de manter a funcionalidade da
célula espermética ap6s o congelamento. Para tanto, foi avaliado o efeito desta goma na
criopreservacdo de sémen humano utilizando a analise seminal de rotina e sondas

fluorescentes.

3.0BJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
e Avaliar o efeito da adicdo da goma agar em solucao crioprotetora sobre a

conservacéo de sémen humano.



3.2 Objetivos Especificos
¢ Avaliar a adicao da goma &gar em quatro concentracdes distintas: GA 0,2%; GA
0,15%, GA 0,10% e GA 0,05% como substancia crioprotetora na criopreservagao
de sémen humano sobre os pardmetros de motilidade, vitalidade e morfologia
espermatica, bem como integridade de membrana plasmatica e acrossomal e
atividade mitocondrial

o Determinar a concentracao ideal da goma agar na solucdo crioprotetoras.

4. CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA
4.1 Importancia das Técnicas de Reproducdo Humana Assistida (RHA)

As primeiras pesquisas com a inseminagao artificial na espécie humana ocorreram
por volta de 1790, porém foi no final do século XIX que os estudiosos no assunto concluiram
que a fertilizagdo ocorre através da unido entre o 6vulo e o espermatozéide (MACHADO,
2010). Na década de 1970 ocorreram varias descobertas importantes com relagdo ao tema
da fertilizacdo artificial. Em 1978 na Inglaterra ocorreu o nascimento de Louise Brown, o
primeiro bebé gerado através de fertilizac&o in vitro. Apos este acontecimento, na década de
1980, a ocorréncia de nascimentos de bebés através de técnicas artificiais tornou-se um
procedimento normal, com o aparecimento de diversas clinicas especializadas espalhadas ao
redor do mundo (BRAGA; BORGES, 2010).

Para a maioria dos tipos de esterilidades existentes, existem técnicas de reproducao
assistida. Nas situacdes em que o homem nao produz espermatozéides ou seu numero €
insuficiente, ha a opcdo de se recorrer ao banco de doadores de sémen. Em casos onde a
mulher tem auséncia de Ovulos, pode ocorrer a doacdo destes por parte de outra mulher e
apo6s a doacao estes serdo fecundados in vitro. Existe também a possibilidade da doagéo de
embrides para casais estéreis, bem como 0s casos onde é possivel recorrer a maternidade
de substituicdo em situagdes onde o Gtero ndo tem condi¢cdes de prosseguir com a gestacéo
completa de um embrido previamente formado (CIPRIANO et al., 2010).

Existe uma estimativa que 80 milhdes de pessoas no mundo sejam inférteis,
representando uma prevaléncia em torno de 13% a 15% dos casais em idade reprodutiva.
Porém, esses numeros variam entre 0s paises de acordo com o grau de desenvolvimento,
bem como ao acesso ao tratamento (MILARDI et al., 2012).

A aplicagdo das técnicas de RHA para tratar a infertilidade masculina é considerada
a melhor opcéo de concepcao, e a qualidade do sémen é um fator significativo para o éxito
das técnicas de RHA (TREFF et al., 2011)

A infertilidade afeta cerca de 15% dos casais em idade reprodutiva, o que significa
que mais de 80 milhdes de casais em todo o mundo apresentam problemas relacionados com

a funcéo reprodutiva (LOURENCO, 2012). No entanto, a infertilidade masculina é responsavel



por 30% dos casos de casais que nédo conseguem ter filhos, sendo que as causas masculinas
associadas a femininas representam 20% dos casos. Os problemas de infertilidade masculina
estao presentes em 50% dos casos, 0 que faz desta circunstancia um alvo para pesquisas no
mundo (MYTHILI et al., 2014).

Em homens com caracteristicas seminais anormais e etiologia desconhecida este
pode estar relacionado a fatores ocupacionais, como trabalho em altas temperaturas e/ou
exposicdo ao uso de pesticidas e ambientais como estresse e poluicdo. As alteracbes
seminais também podem ocorrer por defeitos genéticos, insuficiéncia fisiolégica e enddcrina,
processos infecciosos, patologia a nivel testicular, doencas mestastaticas e sindromes
(O'FLYNN et al., 2010; TAVILANI et al., 2011).

Além disso, existem indicagdes crescentes que o estilo de vida tem importancia no
estudo da fertilidade, podendo ser incluidos neste contexto fatores que podem reduzir o
desempenho reprodutivo masculino tal como: obesidade, sedentarismo, fumo, dieta ndo
balanceada, tensdo psicoldgica, consumo de cafeina e &lcool, dependéncia quimica e
exposi¢do a poluentes (MAGNUSDOTTIR et al., 2005; HOMAN; DAVIES; NORMAN, 2007).
O estresse oxidativo seminal, provocado pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) pode
ser resultante, dentre outras fontes, da poluicdo ambiental e est4 envolvido em varios fatores
de infertilidade masculino que muitas vezes sdo constatados como sendo infertilidade sem
causa aparente (AYDEMIR; ONARAN; KIZILER, 2007).

Em um contexto mais amplo, fatores biolégicos que provocam infertilidade em
homens e mulheres sdo muito variados e podem englobar, diagnosticos tais como: desordens
ovulatérias, doenca tubéaria, endometriose, anormalidades cromossdmicas, fatores
imunoldgicos, falhas na producdo ou fragmentacdo do DNA de espermatozdides, doencas
infecciosas, sexualmente transmissiveis que causam lesbes do trato reprodutivo, idade
avancada e infertilidade sem causa aparente (HOMAN; DAVIES; NORMAN, 2007).

Assim, as técnicas de Reprodugdo Humana Assistida tém como objetivo minimizar
os problemas relacionados com a infertilidade e a esterilidade e propiciar o nascimento de
bebés saudaveis. Dentre estas técnicas, podem ser destacadas a Inseminacgéo Atrtificial (1A),
a Fertilizagdo In Vitro (FIV), a Inje¢do Intracitoplasmatica de Espermatozdides (ICSl), o
Diagndstico Genético Pré- Implantacional (PGD) e a Criopreservacao de gametas e embrides
(OMS, 2010).

4.2 Criopreservagao Seminal
A criopreservacgdo pode ser definida como um conjunto de técnicas que permite a
manutencdo de uma variedade de tipos celulares e micro-organismos em condi¢des de baixas
temperaturas. E uma area com elevado potencial para o desenvolvimento de pesquisas

(COSTA, 2010). Essa técnica permite que o espermatozoéide seja submetido a baixas (-20 °C



a -80 °C em freezer) e a ultra-baixas temperaturas (-196 °C em nitrogénio liquido). No ultimo
caso, o processo ocorre na fase liquida ou de vapor do nitrogénio (-80°C), pois, 0 nitrogénio
liquido proporciona a estocagem do material a temperatura constante, enquanto o freezer
mecanico possui a desvantagem de variagbes na temperatura comprometendo a qualidade
do material estocado (JUNGWIRTH et al., 2008).

A técnica de criopreservacao requer que as amostras de sémen sejam submetidas
ao resfriamento gradual e controladas, com o objetivo de preservar a sua funcéo, para que
ocorra a posterior fecundacédo do odcito (HOLT, 2000). De acordo com Kumar et al. (2003), o
controle na diminuicdo gradual da temperatura reduz a possibilidade da perda de viabilidade
celular, através da reducao da formacao de cristais de gelo no interior da célula.

A conservacdo de sémen em baixas temperaturas permite sua utilizagdo apos um
periodo longo e indeterminado. Entretanto, este procedimento pode gerar um grande estresse
ao espermatozoéide impondo condi¢gbes muito desfavoraveis a manutengéo de sua viabilidade
(SILVA et al., 2015).

Com relacdo a conservacao de espermatozoides o termo choque térmico pode ser
definido como alteragcdes ocorridas na célula espermatica quando esta € submetida a
refrigeracéo rapida, saindo da temperatura corpérea (+ 38°C) para temperaturas proximas a
5°C. A medida que a temperatura se aproxima de 0 °C, a atividade metabdlica celular e a
viabilidade das células diminui. Logo, a criopreservacdo reduz o metabolismo celular
(BARBAS; MASCARENHAS, 2009). Este fenbmeno pode resultar na diminuicdo irreversivel
da motilidade espermatica em mudancas bioquimicas e funcionais destes gametas, incluindo
reducdo da taxa de glicolise, respiracao celular e frutdlise, aumento da lise do DNA e liberacéo
de material intracelular (WATSON, 2000).

A membrana plasmatica da célula espermatica é rica em fosfolipideos e apresenta-
se assimétrica com fosfotidilcolina e esfingomielina localizadas no folheto externo da
bicamada lipidica e fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina situadas no folheto interno. No
processo de criopreservacdo, a membrana plasmatica do espermatozéide passa por
modificagbes para se adequar as mudancas de temperatura ocorrendo o movimento de
translocacéo dos lipideos, com externalizagdo da fosfatidilserina (SILVA et al., 2009).
Entretanto, os mecanismos relacionados com esta troca dos lipideos entre os folhetos internos
e externos da membrana plasmética tais como a fosforilag&o da tirosina e efluxo de colesterol,
observados nos espermatozoides criopreservados, sdo diferentes daqueles verificados no
processo fisioldgico da capacitacdo espermatica (SILVA; GADELLA, 2006) e nem sempre
serdo benéficos para a célula espermética.

A técnica de criopreservacdo do sémen é amplamente utilizada em vérias
circunstancias sendo consideradas as seguintes situacoes: utilizacdo de sémen do doador,

preservacgdo da fertilidade, minimizar transmissdo de doencas infecciosas e tratamento de



infertilidade (OMS, 2010). O sémen proveniente de doadores conhecidamente saudaveis ou
supostamente férteis pode ser armazenado por tempo indeterminado para uso futuro. Estes
doadores podem ser selecionados em clinicas ou bancos de sémen e sua utilizacéo é feita de
forma anénima. O sémen proveniente de doac&o pode ser utilizado para inseminacéo 11U, FIV,
ICSI em mulheres cujo parceiro é inférti sem espermatozoide vivos ou espermatides
alongadas adequadas para ICSI, para prevenir a transmissdo de doencas hereditarias ou
infecciosas, apGs abortos recorrentes, e em todas as situacdes onde a inseminacdo com o
doador tem potencial de resultar em uma gravidez bem sucedida e para mulheres que
desejam engravidar, mas ndo tem um parceiro masculino (OMS, 2010).

Para a preservacao da fertilidade, o sémen pode ser colhido e armazenado antes
gue o homem passe por situagdes ou procedimentos que possam comprometer ou dificultar
o0 processo de fertilizag@o pelas vias naturais tais como: vasectomia, tratamento com agentes
citotoxicos ou radioterapia e profissdes de risco (OMS, 2010).

As técnicas utilizadas na criopreservacdo de sémen humano, submetem a amostra
a uma diminuicdo gradual da temperatura até que seja possivel conservar as células em
ambiente criogénico. Devido aos avanc¢os ha tecnologia, esse tipo de procedimento ocasionou
o desenvolvimento de métodos eficazes que permitem a manutencdo de varios tipos de
células em temperaturas bem baixas, incluindo gametas masculinos e femininos, pequenos
organismos multicelulares, e em organismos mais complexos, tais como embrides (DI SANTO
et al., 2012).

O processo de criopreservacao necessita da adicdo de substancias crioprotetoras ao
meio com o intuito de protecdo ao espermatozoides durantes as etapas de congelamento e
descongelamento, os quais podem causar danos irreversiveis a esta célula (WENG et al.,
2011). Ao submeter as células a baixas temperaturas, a mesma pode sofrer injdrias
provocadas pela formacdo de cristais de gelo, ocorrendo danos a integridade celular
(FRANCISCATO, 2015). Tais substancias tem como principal funcéo prevenir a cristalizacédo
via reducéo da atividade da agua (COSTA, 2010).

Em espermatozéides humanos, a criopreservacdo tem mostrado ser um
procedimento de bastante utilidade, principalmente em clinicas especializadas para
tratamentos de infertilidade, tanto para conclusGes de diagnosticos quanto ao fornecimento
de amostras para as biotécnicas de reproducéo assistida (BUFFONE et al., 2012).

Além da adicao de crioprotetores e meios especificos para congelamento, também
estao disponiveis varias técnicas de criopreservacao que vao desde processos de diminuicdo
lenta de temperatura até processos com alta velocidade como a vitrificacdo, objetivando
reduzir os possiveis danos celulares (BOITRELLE et al., 2012; DI SANTO et al., 2012).



4.3 Crioprotetores

O termo crioprotetor € aplicado a uma série de substancias que oferecem
temporariamente, energia e protecdo aos danos provocados pela reducdo de temperatura
bem como manutencdo de um ambiente favoravel & sobrevivéncia da célula armazenada
(ACIPRESTE, 2014). Os agentes crioprotetores objetivam reduzir o estresse fisico e quimico
proveniente do congelamento e descongelamento das células. As caracteristicas fisico-
quimicas ideais para um crioprotetor devem compreender baixo peso molecular, alta
solubilidade em agua e baixa toxicidade celular (LIMA, 2011).

As substéancias crioprotetoras utilizadas no congelamento de sémen das mais variadas
espécies tém a funcao de evitar ou diminuir a formacéo de grandes cristais de gelo dentro do
espermatozoide, reduzir o estresse osmotico através da manutencdo do volume celular,
reduzir o ponto de congelamento da agua e servir de tampao para manutencdo do pH. A
utilizacdo de meios crioprotetores favorecem a redugdo de danos as células espermaticas e
otimizam as técnicas de criopreservacao de espermatozoides humanos, durante o processo
de criopreservacgédo (ETO et al., 2014).

Desta forma uma solugéo crioprotetora adequada deve conter um crioprotetor ndo
penetrante (crioprotetor externo, leite ou gema de ovo), um crioprotetor penetrante
(crioprotetor interno: glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulféxido), um tamp&o (Tris), um ou mais
acucares (glicose, lactose, rafinose, sacarose e trealose), sais (citrato de sodio, &cido citrico)
e antibioticos (penicilina, estreptomicina). Além disso, esta solucdo deve ser atdxica para a
célula (BARBAS; MASCARENHAS, 2009).

Apesar da ampla utilizagéo, as solucdes crioprotetoras bem como os métodos de
criopreservacdo seminal ainda precisam ser aperfeicoados visando uma melhoria para suas
aplicacdes médicas e preservacdo da fertilidade. Apds, o processo de congelamento e
descongelamento, as células espermaticas devem apresentar boa motilidade e manter a
integridade das membranas espermaticas para que tenham um maior potencial fertilizante.
Qualquer falha relacionada com os aspectos fisioldgicos do espermatozoide pode prejudicar
sua capacidade de fertilizar o o6cito bem como também de suportar o posterior
desenvolvimento embrionario (ROSATO; IAFFALDANO, 2013).

Desta forma, faz-se necessaria a otimizacdo do processo de criopreservacao através
da utilizacdo de compostos com potencial crioprotetor que possam provocar menos danos as
células esperméticas. Dentre estes compostos, 0s polissacarideos, como as gomas, possuem

caracteristicas que as classificam como um aditivo crioprotetor em potencial (GASTAL, 2012).



4.4 Goma Agar (GA)

As gomas sao polissacarideos que atuam como reserva de energia em alguns
vegetais terrestres ou marinhos e podem ser extraidos das raizes, dos tubérculos, dos caules,
das sementes e da estrutura celular dos tecidos (JANI et al.,, 2009). Possuem grande
aplicabilidade na industria alimenticia para espessar e geleificar solu¢gdes e controlar o
crescimento de cristais de gelo, bem como para aprimorar e padronizar a qualidade dos
alimentos processados. O uso destes polissacarideos como espessantes esta associado a
capacidade que eles possuem de aumentar a viscosidade de um liquido, resultando em
caracteristicas organolépticas e texturas desejaveis em alimentos. A escolha da goma mais
apropriada depende das suas propriedades fisicas e quimicas, e das condicdes de
processamento, como temperatura e concentragcdo (BUREY et al., 2008).

Definem-se por serem um grupo de polissacarideos, que sdo hidratados em agua
guente ou fria, e que em solvente apropriado geram uma solug¢éo viscosa ou gelatinosa e
apresentam-se como substancias incolores, inodoras, insipidas e atéxicas. (ALl; ZIADA ;
BLUNDEN, 2009). Possuem estruturas complexas com um grande numero de
monossacarideos e ligacdes glicosidicas, a maioria deles com estruturas altamente
ramificadas (SIMAS-TOSIN et al.,2010).

As gomas sdo amplamente utilizadas no setor alimenticio, farmacéutico e industrial.
Comumente s&o utilizadas como espessantes, emulsificantes, geleificantes e agentes
estabilizantes (PRAJAPATI et al.,2013). Em contato com a agua produzem efeito espessante,
viscoso e/ou formacao de géis. Esta propriedade de espessamento na agua é comum a todas
as gomas sendo as mais utilizadas para este fim as gomas xantana, guar, arabica,
carragenano e agar (BUREY et al., 2008).

A GA é um polissacarideo anidnico natural e um importante hidrocoléide industrial.
Foi o primeiro a ser usado na industria alimenticia na forma de géis e em diversas outras
aplicacdes industriais. Foi descoberta em meados do século XVII no Japéo e é extraida de
diversos géneros e espécies de algas marinhas vermelhas, da classe Rodophyta, onde ocorre
como carboidrato estrutural na parede das células. As principais espécies de valor comercial
sao as agarofitas dos géneros Gracilaria (Gracilariaceae) (YARNPAKDEE et al., 2015).

A GA esta distribuida em trés diferentes locais e desempenha func¢des diferentes nas
algas: na parede celular promovendo resisténcia estrutural; entre as membranas
citoplasméticas, agindo com uma substancia protetora; no espaco intracelular, atuando como
reserva energética para o vegetal (SOUSA; GONCALVES, 2015). Esta goma apresenta em
sua composicdo fibras e sais minerais (P, Fe, K, Cl, 1), celulose, anidrogalactose e uma
pequena quantidade de proteinas (SOUSA et al., 2013).

Proveniente de uma mistura de galactanas esta goma apresenta solubilidade em

agua. Entretanto, é insolavel em agua fria, porém absorve uma quantidade de agua suficiente



para a formacao de um gel ndo-absorvivel, ndo-fermentavel e atéxico. A dissolu¢cdo em agua
quente é rapida e observa-se a formagéo de gel. Proporciona alta viscosidade mesmo em
baixas concentracdes, resisténcia a degradacdo em altas temperaturas, estabilidade com a
maioria dos sais e alta capacidade de formar géis (SOUSA et al., 2013).

A forca de gel do &gar € influenciada pelos fatores de concentragdo, tempo e pH. O
pH afeta notadamente a for¢ca de gel do agar: o decréscimo do pH reduz a forga de gel. A
viscosidade a temperaturas acima do seu ponto de geleificacao é relativamente constante em
pH de 4,5 a 9,0 e ndo é muito afetada pela for¢a ibnica dentro da gama de pH de 6,0 a 8,0.
Entretanto, iniciada a geleificacdo, a temperatura constante, a viscosidade aumenta com o
tempo. Geralmente, a viscosidade € menor a medida que a forca do gel aumenta (LAL; O’
CONNOR; EYRES, 2006; SOUSA et al., 2013).

Com relacéo as suas propriedades fisico-quimicas a GA (Figura 1) € composta por
agarose, um polissacarideo neutro e comercialmente importante, e agaropectina, um
polissacarideo sulfatado (SOUSA; GONCALVES, 2015; GIMENEZ et al., 2013). O primeiro é
um polimero neutro formado por uma molécula linear e livre de sulfatos, é representado por
cadeias repetidas de unidades alternadas de [3-1,3-D-galactose e a-1,4, 3,6-anidro-L-
galactose. A segunda fracdo possui uma propriedade néo geleificante e diferencia-se da
agarose por ser um polissacarideo sulfatado. A presenca destes dois polimeros varia de
acordo com a espécie da alga (VILLANUEVA et al., 2010).

A GA possui alto potencial econémico sendo empregada em diferentes areas, como:
suporte para culturas bacterianas e meio de separacdo em cromatografia de coluna e
eletroforese, na industria de alimentos, como espessantes e gelificantes e ainda possuem
aplicacdes na area médica, farmacoldgica e biolégica (SOUSA et al., 2013).

No setor alimenticio, atua na conservacdo dos alimentos, por apresentar
caracteristicas que permite controlar a viscosidade formada em solugBes, bem como a
reducdo de danos causados pelo processo de congelamento (VILLANUEVA et al., 2010). Sua
principal funcdo é a capacidade de ligar-se & agua e formar géis. Essa capacidade é
determinada pela agarose, o.qual é o componente de maior predominancia no agar e é
responsavel pela elevada forca geleificante, permitindo preservar a integridade do produto
(WHABA; HASSAN, 2015).

Acredita-se que a GA possa contribuir na dindmica de formacgéo de cristais de gelo
no meio, devido ao fato que este polissacarideo possua propriedades como alto potencial de
viscosidade, o que limita a formac&o destas estruturas, emulsificante, baixo peso molecular e
atua na interface agua/gordura, uma vez que sua estrutura possui um grupo polar e outro
apolar, o que limita a difusédo de moléculas de agua e, portanto, limita também o crescimento
de cristais de gelo (LAL; O’ CONNOR; EYRES, 2006). Desta forma, a GA pode realizar

protecdo celular, auxiliando na manutencdo principalmente da integridade da membrana



plasmatica, favorecendo a preservacdo da viabilidade dos espermatozéides apds o
descongelamento.

Suas propriedades, fazem com que esse polissacarideo se apresente como um
potencial aditivo as solugBes crioprotetoras de sémen humano, preservando as células
espermaticas (SOUSA; GONCALVES, 2015).
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Figura 1: Estrutura quimica da goma agar (www.insumos.com.br)

4.5 Técnicas de Analise Seminal

Considerada como um dos primeiros passos, a andlise seminal esta ligada na
avaliacdo da infertilidade masculina (PENN, 2011). No entanto, a avaliacdo seminal n&o
garante determinar a avaliagdo da funcdo espermatica e a fertilidade masculina. Este exame
de rotina na préatica clinica avalia o volume seminal, concentracdo espermatica, pH,
motilidade, vitalidade, morfologia e leucécitos (LAMB, 2010)

O espermograma é o teste de opc¢do na averiguacdo da infertilidade conjugal por ser
ndo invasivo e de facil execucdo, mas ainda ha muitas variacdes em relagdo a metodologia
empregada para as analises (ANDRADE-ROCHA, 2008). A partir da analise seminal é
possivel obter informagfes necessarias sobre a funcionalidade dos oOrgdos genitais
masculinos e seus possiveis disturbios (ANDRADE-ROCHA, 2008; ELIASSON, 2010), que
permitem direcionar qual o tipo de tratamento clinico e/ou cirdrgico sera necessario
(SAMPLASKI et al., 2010).

O diagnostico decisivo de infertilidade masculina ou a diminuicdo na qualidade
espermatica séo dificeis de serem confirmados pela analise basica do sémen. De acordo com
Organizacado Mundial de Saude (OMS, 2010), a analise seminal consiste em procedimentos
pré-analiticos onde o paciente deve receber por escrito e de forma legivel todas as
informacgdes necessarias para a coleta do material seminal. Além das etapas pré-analiticas, a
andlise seminal também necessita do exame macroscopico e microscopico. Nos exames

macroscopicos incluimos a liquefagédo, que ocorre entre 15-30 minutos, em banho-maria a



37°C, a viscosidade, o aspecto, o volume e o pH. Entre os exames microscopicos podem ser
incluidos indices relativos a concentracdo, motilidade, propor¢éo de espermatozoides vivos e
morfologia espermatica. Dentro desse contexto € possivel complementar o estudo necessario
a determinacao da qualidade do material.

4.5.1 Motilidade Espermatica

A motilidade espermatica pode ser avaliada de forma subjetiva com auxilio do
microscopio, avaliando-se o percentual (0-100%) de espermatozéides que apresentam
atividade cinética, ou seja, avalia a qualidade e a variacdo de movimento de células vivas em
uma amostra de determinada quantidade de sémen (BUFFONE et al., 2012). Devendo ser
avaliada apds a liguefacdo da amostra, na tentativa de evitar efeitos deletérios de
desidratacdo, pH e variacdo de temperatura (LAGE, 2013).

Apos a focalizagdo dos espermatozoéides, os primeiros a serem contados devem ser
0s espermatozoides com motilidade progressiva, seguidos pelos de motilidade né&o
progressiva e em seguida os iméveis (LAGE, 2013). De acordo com Salviano e Souza (2008),
0s movimentos dos espermatozoides ndo correspondem a um padrdo Unico, pois ha
deslocamentos das células para frente (movimento progressivo), em circunferéncia
(movimento circular) ou podem apenas se limitar a oscilar no campo microscépico (movimento
oscilatorio ou local). Em geral, exames dentro da normalidade devem apresentar o percentual
de motilidade progressiva em no minimo 32% e 40% de motilidade total, ou seja, progressiva
e nado progressiva (OMS, 2010).

A motilidade progressiva é de grande importancia para a viabilidade espermatica
apos o processo de criopreservacao e, de acordo com Kumar (2000), este é o aspecto de
maior importancia para a fertilizagdo, pois possibilita a movimentacéo da célula masculina até
0 gameta feminino. Entretanto, estudos desenvolvidos por Borges Junior et al. (2003),
mostraram néo possuir relacdo da motilidade progressiva com taxa de gestacdo em mulheres
inseminadas intrauterinamente, considerando a concentra¢cdo espermatica mais importante

nos resultados de fertilizacdo do que a motilidade espermatica.

4.5.2 Integridade Espermatica
A fim de obter tecnologias que comprovem maior reprodutibilidade para avaliar a
morfologia e fungdo espermética varios sistemas que utilizam a andlise computadorizada de
imagens tém sido desenvolvidos e empregados nos ultimos anos (MATOS et al., 2008;
CELEGHINI et al., 2010). Os programas computadorizados procuram ser mais objetivos as
avaliacbes do que a habilidade humana em identificar padroes de motilidade ou de
normalidade espermaticas (MATOS et al., 2008).



Em outra visdo, para que as técnicas de RHA possam apresentar melhores
resultados, € necessario um estudo mais amplo sobre os véarios aspectos relacionados a
fisiologia da célula espermética e a melhoria dos testes aplicados para avaliar a viabilidade
dos espermatozoides submetidos a criopreservacdo, uma vez que os danos ocasionados por
esse procedimento causam danos as fungdes celulares, resultando em reducéo da fertilidade.
Assim sendo, técnicas de marcacdes especificas para as diversas estruturas dos
espermatozoides tém sido desenvolvidas (CELEGHINI et al., 2010). Os métodos de coloracao
aplicando corantes fluorescentes (sondas fluorescentes ou fluorocromos) aumentaram a
probabilidade de uma analise mais criteriosa da integridade espermatica. As sondas
fluorescentes sao utilizadas isoladamente ou em combinacao para determinar a integridade e
a funcéo celular (ARRUDA, 2000).

As sondas fluorescentes tém a habilidade de ligacdo nos pontos especificos das
células espermaticas, diferenciando-se dos corantes, admitindo diagnéstico mais facil e direto,
na dependéncia de suas particularidades fisicas. Ultimamente uma variedade grande de
sondas fluorescentes é utilizada isoladamente ou em agregacdes, devido a avaliacdo das
diversas estruturas espermaticas concomitantemente. Deste modo, o uso de sondas
fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia avalia: a integridade de membranas
plasmatica e acrossomal, o potencial mitocondrial, a translocacdo de fosfolipidios de
membrana, o indice de fragmentacdo de DNA, a integridade do flagelo, a peroxidacgao lipidica,
reacdo acrossémica (ARRUDA et al., 2010, GARDES et al., 2010).

Diante deste processo, inumeros fluorocromos podem ser utilizados, isoladamente
ou em associacao visando facilitar a visualizacdo das estruturas das células espermaticas
determinando sua viabilidade (ZUCCARI et al., 2008).

Sondas com afinidade por DNA sao utilizadas na avaliacdo da integridade da
membrana plasmatica, pois uma vez lesada esta estrutura, a substancia é capaz de
atravessa-la e corar o ndcleo, onde se concentra o DNA. Silva e Gadella (2006) listaram
diferentes sondas utilizadas com esta finalidade: Hoeschst 33258, lodeto de Propidio (IP),
Etidio Homodimérico, dentre outros. Estas sondas se caracterizam a partir de suas moléculas
que se ligam no DNA, somente se a membrana celular for permeavel. A sonda IP é
impermeavel a membranas intactas, entretanto € permeavel a membrana lesada e apresenta
afinidade pelo DNA corando-o em vermelho (HOSSAIN et al., 2011).

Sondas com Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF) sdo capazes de atravessar a
membrana intacta e ligar-se as esterases, indentificando a célula viavel. O DCF é um éster
nao polar, ndo fluorescente e permeavel a membrana plasmatica que ao entrar na célula é
hidrolisado por esterases inespecificas, resultando em um composto fluorescente e
impermeavel a membrana plasmatica intacta que o fixa e fluoresce na cor verde (MEDINA et
al., 2000).



Em relacdo a avaliacdo do acrossomo, Silva e Gadella (2006), identificaram as
lecitinas, pois, sao capazes de interagir com carboidratos existentes exclusivamente nas
glicoproteinas da membrana acrossomal. As mais utilizadas sdo a Pisum sativum Agglutinin
(PSA), derivada da ervilha e a Peanut Agglutinin (PNA) derivada do amendoim que ao serem
associadas ao Isocianato de Fluoresceina (FITC) promovem a sua visualizagdo ao
microscopio de imunofluorescéncia. PNA é uma lecitina que apresenta especificidade a
glicoproteinas da membrana acrossomal e é utilizada para diferenciar acrossomos reagidos
de intactos (MEDINA et al., 2000).

Quanto a avaliacdo da funcdo mitocondrial espermatica a sonda fluorescente JC-1
(iodeto de 5,5’,6,6'tetracloro-1,1,3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) é mais eficaz nessa
classificagdo do potencial da membrana mitocondrial e identifica populagdes de mitocéndrias
como diferentes potenciais de membrana através de codigos de cores. Sua cor altera do verde
para laranja ou vermelho, de acordo com o aumento do potencial de membrana (REERS et
al., 1991). Este tipo de sonda também promove a distingdo de dois niveis de funcgéo
mitocondrial através da intensidade da cor apresentada pela mitocéndria: alto e baixo
potencial de atividade mitocondrial (GUTHRIE; WELCH, 2006).

5. CAPITULO II: MATERIAL E METODOS
5.1 Etica

O estudo foi realizado em clinica especializada em reproducdo humana assistida, em
conjunto com a Universidade Tiradentes — UNIT (Aracaju/SE — Brasil). Este trabalho foi
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UNIT e no momento da sua execucao, foi
disponibilizado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) onde os pacientes
gue preencheram os critérios de inclusdo e exclusdo foram convidados a participar da
pesquisa, mediante esclarecimento dos termos deste estudo, concordando com a participagéo

voluntaria dos procedimentos a serem realizados.

5.2 Selecdo da Amostra

Pacientes que realizaram espermograma no periodo compreendido entre Julho e
Outubro de 2015 e que preencheram os critérios de inclusdo como: idade entre 18 e 45 anos,
2 a 7 dias de abstinéncia ejaculatéria e sem distarbios ejaculatorios, sem anomalia pélvica ou
testicular, uma ejaculagdo na mesma coleta e sem perda seminal, parametros seminais
normais quanto a qualidade e quantidade espermética foram convidados a participar da
pesquisa. Entretanto, aqueles que apresentaram perda de plasma seminal no momento da
coleta, analise seminal abaixo ou acima dos valores de referéncia, presenca de disturbios

e/ou alteracdes ejaculatérias, ocorréncia de mais de uma ejaculacdo no mesmo recipiente no



momento da coleta, pacientes vasectomizados, presenca de anomalias pélvicas e/ou
testiculares clinicamente significativas ndo puderam participar da pesquisa.

Apos analise seminal de rotina, 33 amostras que apresentaram parametros seminais
normais (concentracdo espermatica minima de 15x10° espermatozéides/mL, minimo de 32%

de motilidade progressiva) foram incluidos neste estudo.

5.3 Anélise Seminal
5.3.1 Analise Seminal de Rotina

A andlise seminal de rotina foi realizada no Laboratério de Andrologia da Cemise
Vida, em Aracaju-SE, utilizando as amostras de sémen a fresco e amostras criopreservadas.
Esta avaliacdo foi realizada de acordo com os parametros preconizados pela Organizacao
Mundial de Saude (2010) que inclui tempo de liquefacdo em placa aquecida a 37°C, aferi¢cao
de volume pH, viscosidade, concentragdo espermatica, motilidade, vitalidade e morfologia.

A concentracdo espermatica foi estimada através da camara de Makler no qual
contou-se 0 numero de espermatozdides em 30 quadrantes e o resultado foi dividido por trés
para se ter a concentracdo em 10%/mL. A motilidade foi verificada por essa técnica, na qual os
espermatozoides foram classificados em trés categorias: motilidade progressiva
(espermatozéides com movimentos ativos, lineares ou em circulos grandes, independendo da
sua velocidade), motilidade ndo progressiva (todos os outros padrdes de motilidade com
auséncia de progressdo) e imovel (sem movimento). A vitalidade (% de espermatozoéides
viaveis) foi avaliada utilizando o corante eosina que é impermeavel & membrana plasmatica
das células viaveis e cora somente espermatozoides nao viaveis. A morfologia espermatica
(% de espermatozoéides morfologicamente normais) foi avaliada através do critério estrito de
Kruger et al., (1987) utilizando microscépio 6ptico equipado com régua de Kruger em uma das
oculares. Foram considerados normais 0s espermatozoides que apresentaram cabeca lisa e
oval com eixo longo entre 5 e 6 um e eixo curto entre 2,5 e 3,5 um, acrossomos cobrindo de
40 a 70% do volume da cabeca, peca intermediaria com até 1 um de largura e comprimento

de até uma vez e meia o comprimento da cabeca e auséncia de anomalia na cauda.

5.3.2 Andlise da Integridade Espermatica
Apoés a criopreservacédo, foram realizadas as analises da funcionalidade espermatica
através da utilizacdo de sondas fluorescentes, avaliando membranas citoplasmaticas e
acrossomal e atividade mitocondrial. Para esta andlise, utilizou-se um microscopio de
epifluorescéncia (Nikon Eclipse 50i) equipado com filtro B2A com excitacdo de 400-570nm e
emissao de 460-610nm, um espelho dicroico de 505nm e um filtro de barreira de 520nm com

magnificacdo de 400x.



Para avaliar a integridade da membrana citoplasmética, foi utilizado iodeto de
propidio (IP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e diacetato de carboxifluoresceina (DIC) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). A integridade do acrossomo foi avaliada a partir do uso da aglutinina
de amendoim (PNA — Peannut Agglutinin) conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Sigma-Aldrich, St, Louis, USA). A sonda fluorescente usada para avaliar a atividade
mitocondrial foi a JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6'tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), um corante catibnico
lipofilico.

O protocolo para a utilizacdo de sondas fluorescentes foi adaptado pela metodologia
proposta por Celeghini et al. (2007). Sucintamente, 50 pL das amostras seminais foram
colocadas em um eppendorf e 50 yuL de PBS foram adicionados. Em seguida, 5 uL de DCF
foram depositados e a amostra foi incubada por 10 minutos em banho-maria a 37°C. Apos
este periodo, 2 pL de IP e 50 pL de solugédo de PNA (20 pL de PNA + 150 pL de PBS) foram
adicionados e uma nova incubacéao foi feita por 8 minutos em banho-maria a 37°C. Entéo, 10
puL de JC-1 foram adicionados e a amostra foi submetida a temperatura ambiente por 10
minutos. ApOs este preparo, 5 pL da amostra foi depositada em lamina/laminula e 100
espermatozoides foram avaliados imediatamente em microscopio de epifluorescéncia de

acordo com o padrédo de coloragao.

5.4. Protocolo Experimental
5.4.1 Grupos Experimentais
O protocolo experimental que foi utilizado neste estudo esta representado na Figura 2.
As amostras provenientes de cada paciente foram divididas em seis aliquotas. Seis diferentes

meios de cultura foram utilizados para a criopreservacéo das amostras seminais:

() TYB: meio comercialmente disponivel usado como controle;
(I GEYC: meio preparado de acordo com o0 Manual Laboratorial para Exame e
Processamento de Sémen Humano (OMS, 2010);
(Il GA 0,05: GEYC + 0,05% de goma agar;
(IV) GA 0,10: GEYC + 0,10% de goma &gar;
(V) GA 0,15: GEYC + 0,15% de goma &gar,
(VI) GA 0,20: GEYC + 0,20% de goma &gar.
A determinacdo das concentracdes da GA adicionadas ao meio GEYC foi baseada

em testes prévios.
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Fgura 2— Fluxograma do protocolo utilizado no estudo.

5.4.2 Preparos dos Meios de Criopreservacao

v

Analise da integridade
espermatica (integridade
de membrana plasmatica
e acrossomal e atividade

mitocondrial).

Os meios de criopreservacdo TYB e GEYC séo reconhecidos como padrao ouro na

literatura (ZHU et al., 2014). O meio TYB é amplamente utilizado em protocolos de

criopreservagdo, sendo um meio comercial de referéncia. O meio GEYC é composto por

glicose, citrato de soédio, glicerol, glicina e gema de ovo e foi preparado previamente para a

realizacdo deste experimento, conforme o manual da OMS (2010), seguindo 0 seguinte

protocolo: em 65 mL de agua estéril purificada foram adicionados 1,5 g de glicose e 1,3 g de




citrato de sdédio tribasico dihidratado. Em seguida, foram adicionados 15 mL de glicerol. Apos
homogeneizacéo, foram colocados 1,3 g de glicina e quando dissolvido, a solucéo foi filtrada
utilizando um filtro de 0,45 pm. Em seguida, foram colocados 20 mL de gema de ovo fresco
e, em seguida, a suspenséo foi colocada em banho-maria a 56°C durante 40 minutos. O pH
da solucao foi verificado e ajustado na faixa de 6,8-7,2. Apos o preparo do GEYC, a GA foi
adicionada, de acordo com o grupo experimental, nhas seguintes concentragdes: 0,05%, 0,10%

e 0,15% e 0,20%. Para a definicdo destes grupos foram realizados testes prévios.

5.4.3 Adicao dos Meios de Criopreservacdo ao Sémen

A adicdo dos meios crioprotetores as amostras seminais foram realizadas de acordo
com protocolos previamente estabelecidos (OMS, 2010).

O protocolo de adicdo do meio TYB as amostras seminais foram realizadas de acordo
com instru¢des do fabricante do produto (Irvine Scientific). Resumidamente, o meio TYB foi
descongelado a temperatura ambiente e aquecido a 37°C e, ap0s determinagdo do volume
seminal, o meio foi misturado com o sémen gota a gota na proporc¢do 1;1 (v/v). Em seguida,
a mistura foi refrigerada em geladeira ente 2 e 5°C por 90 minutos para permitir um
resfriamento lento a 0,5°C/min. Na sequéncia, a mistura foi submetida a -20°C por 30 minutos,
e, entdo em vapor de nitrogénio liquido (- 80°C) por 30 minutos antes de ser colocada
diretamente no nitrogénio liquido (-196°C).

O protocolo de adigdo as amostras seminais do meio GEYC e dos meios contendo
GEYC +GA em diferentes propor¢cdes foi de acordo com o protocolo estabelecido pela OMS
(OMS, 2010). Para tanto, foi feito o descongelamento do crioprotetor a temperatura ambiente
e seu aquecimento a 37°C e, ap0s a determinacdo do volume seminal, foi adicionado na
proporgao (1:1, v/v) gradualmente em 5 adigdes com mistura suave por aproximadamente 10
minutos. ApoOs a adicdo do crioprotetor, a mistura foi incubada a 30-35°C por 5 minutos em
banho-maria. Em seguida, a mistura foi colocada a -20°C por 30 minutos, e, entdo em vapor
de nitrogénio liquido (-80°C) por 30 minutos antes de ser colocada diretamente no nitrogénio
liquido (-196°C).

As amostras criopreservadas foram descongeladas em um intervalo de 7 a 30 dias
apoés o processo. Neste contexto, as aliquotas de sémen de cada grupo experimental foram
submetidas a temperatura ambiente por 10 minutos e depois aquecidas a 37°C por 5 minutos.
Apo0s, esse periodo as amostras foram avaliadas da mesma forma que as amostras a fresco,
utilizando como parédmetros concentracdo, motilidade, vitalidade, morfologia e integridade

espermatica.



5.5 Anédlise Estatistica
Foi utilizada andlise descritiva, incluindo média e desvio padrdo, para avaliar dados
numéricos. Para dados concludentes foi testado a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para a analise comparativa entre as amostras a fresco e grupos criopreservados, bem como
entre estes ultimos entre si foi utilizado a ANOVA seguida do Teste de Tukey. As andlises dos
dados foram realizadas utilizando os softwares estatisticos GraphPad Prisma 5.0. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da adicdo da goma agar (GA) em solucdo crioprotetoras
sobre a conservacdo de sémen humano. Método: Estudo realizado em clinica
especializada em reproducdo humana assistida, em conjunto com a Universidade
Tiradentes — UNIT (Aracaju/SE — Brasil). Os pacientes que preencheram os critérios
de inclusdo, voluntariamente, assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e foram convidados a participar da pesquisa, mediante
esclarecimento dos termos e concordando com os procedimentos a serem realizados.
Foram selecionadas 33 amostras seminais normais, coletadas e analisadas no
periodo de Julho a Outubro de 2015. A analise seminal de rotina foi realizada nas
amostras a fresco e criopreservadas. Nas amostras criopreservadas também foi
avaliada a integridade espermatica a partir do uso de sondas fluorescentes. As
amostras foram divididas em seis grupos: (i) GEYC + GA 0,05%; (i) GEYC + GA
0,10%; (iii) GEYC + GA 0,15%; (iv) GEYC + GA 0,2%; (v) TYB e (vi) GEYC. A adicao
dos meios crioprotetores as amostras seminais foram realizadas de acordo com
protocolos previamente estabelecidos pela OMS (2010). Para dados estatisticos
foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk, ANOVA e Tukey. Para todos os testes
estatisticos descritos foi adotado um nivel de significancia de 5%. Resultados: Nos
parametros de motilidade total e progressiva e percentual de espermatozoéides viaveis,
todos os grupos criopreservados contendo goma agar apresentaram resultados
similares ao grupo controle v e vi (p>0,05). Nesses mesmos parametros as amostras
a fresco apresentaram resultados significativamente superiores (p<0,05) quando
comparadas aos demais tratamentos. Na analise morfolégica somente o grupo
contendo GA 0,05% apresentou resultados semelhantes ao grupo pré-crio (p>0,05).
Em relacdo a integridade espermética todos os grupos criopreservados contendo
goma agar apresentaram resultados semelhantes aos grupos controles (p>0,05).
Conclusao: Desta forma, a GA na concentracdo de 0,05% apresenta-se como uma
substancia com potencial crioprotetor para espermatozoides humanos, pois foi capaz
de manter a morfologia espermatica normal ap6s a criopreservacdo. O grupo
contendo GA 0,05% apresentou-se como um potencial crioprotetor para
espermatozéides humanos.

Descritores: Criopreservagéo; Sémen; Espermatozoéides; Agar



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of adding the agar gum (GAS) in cryoprotectant
solution on the human semen conservation. Method: A study conducted in clinic
specializing in assisted human reproduction, together with the University Tiradentes -
UNIT (Aracaju / SE - Brazil). Patients who met the inclusion criteria voluntarily signed
an Informed Consent and Informed (IC) and were invited to participate in the research
by clarifying the terms and agreeing with the procedures to be performed. We selected
33 normal semen samples were collected and analyzed during the period from July to
October 2015. A routine semen analysis was performed on samples fresh and
cryopreserved. In cryopreserved sperm sample integrity was also assessed from the
use of fluorescent probes. The samples were divided into six groups: (i) GEYC + GA
0.05%; (ii) GEYC + GA 0.10%; (iii) GEYC + GA 0.15%; (iv) GEYC + 0.2% GA; (v) TYB
(vi) GEYC. The addition of cryoprotective media to semen samples were performed
according to protocols previously established by the WHO (2010). For statistical data
Shapiro-Wilk tests were used, ANOVA and Tukey. For all described statistical tests we
adopted a 5% significance level. Results: In the parameters of total and progressive
motility and percentage of viable sperm, all cryopreserved groups containing agar gum
showed similar results to the control group v and vi (p> 0.05). These same parameters
as the samples to cool showed significantly better results (p <0.05) when compared to
the other treatments. In the morphological analysis only the group containing GA
0.05% showed similar results to pre-create group (p> 0.05). Regarding sperm integrity
all cryopreserved groups containing agar gum showed similar results to the control
groups (p> 0.05). Conclusion: Thus, the concentration of GA in 0.05% is presented
as a substance with the potential for human spermatozoa cryoprotectant because it
was able to maintain normal morphology after cryopreservation. The group containing
GA 0.05% presented himself as a potential cryoprotectant for human spermatozoa.

Key Words: Agar; Spermatozoa; Cryopreservation; Semen.



INTRODUCAO

A infertilidade masculina esta diretamente ligada com a qualidade dos
espermatozoides, incluindo qualquer fator que provoque alteracdo no processo da
espermatogénese, ocasionando reducédo da motilidade e viabilidade destas células.'*
Estima-se que a infertilidade masculina é responsavel por 30% dos casos de casais
gque nao conseguem ter filhos, sendo que as causas masculinas associadas as
femininas representam 20% dos casos, o que faz desta circunstancia um alvo para
pesquisas.?

A dificuldade de tratamento relacionados a infertilidade masculina tem
incentivado a procura e as pesquisas sobre a criopreservacao de sémen. Esta técnica
associada a reproducdo humana assistida proporciona a maioria dos pacientes a
oportunidade de gerar filhos, exercendo assim papel essencial na manutencdo da
fertilidade.!®

A criopreservacdo seminal permite submeter células espermaticas a
temperaturas abaixo do ponto de congelamento da 4gua e tem como premissa a
preservacao da composicao e da viabilidade das células por tempo indefinido, inibindo
de forma reversivel o metabolismo celular.*® Esta técnica tornou-se uma ferramenta
importante para a melhoria e para o desenvolvimento das técnicas de reproducao
humana assistida.*®

Entretanto a criopreservacao promove efeitos danosos sobre a funcionalidade
dos espermatozéides humanos, especificamente na motilidade, no qual estima-se que
somente 50% dos espermatozéides moveis sobrevivem ao processo de congelamento
e descongelamento.'® Além disso, este processo pode ocasionar lesées irreversiveis
aos espermatozoides como alteracdes metabdlicas na membrana plasmatica e no
acrossomo.!!

As células espermaticas ap6s o processo de criopreservacdo devem manter
boa motilidade e integridade da membrana para que tenham a capacidade de
penetracdo no odcito.'® Para minimizar, prevenir e/ou eliminar as injlrias provocadas
pela criopreservacao utilizam-se substancias crioprotetoras. Os crioprotetores tém a
funcao de evitar a formacéao de cristais grandes de gelo intracelular, reduzir o estresse
osmotico por meio da reposicdo de agua necessaria para manutencdo do volume
celular, reduzir o ponto de congelamento da agua, assim como servir de tampao para

ajustes de possiveis alteracdes do pH.116



Inimeros crioprotetores tém sido desenvolvidos visando minimizar os efeitos
deletérios causados pela criopreservacdo seminal.’® Alguns acUcares, agentes
geleificantes e gomas ja foram utilizados para uma melhor protecdo da motilidade,
viabilidade e funcionalidade da célula espermatica, demonstrando efeito favoravel na
preservacdo desta célula.®18

Uma alternativa para esse incremento da técnica é a utilizagdo de um
polissacarideo natural e atoxico no meio de criopreservacdo, que seja preparado
através de matérias primas renovaveis e que possua caracteristicas que permitam a
otimizacgdo da criopreservagéo de sémen humano. Nesse contexto podemos destacar
a goma agar que pode ser considerada como uma substancia com potencial para
atuar como agente crioprotetor. Obtida pela extracdo de algas vermelhas,
pertencentes a familia Rhodophyta da espécie Graciliaceae e Gelidiaceae é
comercialmente importante por sua propriedade geleificante e viscosificante. Possui
alto potencial econémico, pois € utilizada em inUmeras areas, como: base para
culturas microbiolégicas, meio de separacdo em cromatografia de coluna e
eletroforese e na indastria de alimentos, como espessantes e geleificantes e ainda
possui aplicacGes na area médica e farmacoldgica.??

Devido a inexisténcia de estudos que relatem os efeitos da adicdo da goma
agar a solucédo crioprotetora para a conservacao de espermatozoides humanos, este
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da adicdo da goma agar em solucéo

crioprotetora sobre a conservagédo de sémen humano.



METODOS

O estudo foi realizado em clinica especializada em reproducdo humana
assistida. Em conjunto com a Universidade Tiradentes — UNIT (Aracaju/SE — Brasil).
Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIT. Foi disponibilizado um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os pacientes que preencheram os
critérios de inclusdo e mediante esclarecimento dos termos deste estudo foram
convidados a participar da pesquisa.

As amostras foram coletadas e analisadas a partir de pacientes que realizaram
0 espermograma no periodo compreendido entre Julho e Outubro de 2015 e que
preencheram os critérios de inclusdo (idade entre 18 e 45 anos, 2 a 7 dias de
abstinéncia ejaculatéria e sem distarbios ejaculatorios, sem anomalia pélvica ou
testicular, uma ejaculacdo na mesma coleta e sem perda seminal, parametros
seminais normais quanto a qualidade e quantidade espermatica).

O protocolo experimental utilizado esta representado na Figura 1. As amostras
provenientes de cada paciente foram divididas em seis aliquotas. Seis diferentes
meios de cultura foram utilizados para a criopreservacao das amostras seminais. Dois
grupos compreende o grupo controle, TYB (meio comercial de referéncia) e GEYC
(meio preparado de acordo com o Manual Laboratorial para Exame e Processamento
de Sémen Humano).?

Apoés analise seminal de rotina, 33 amostras que apresentarem parametros
seminais normais (concentracédo espermatica minima de 15x108 espermatozéides/mL,
minimo de 32% de motilidade progressiva) foram incluidos neste estudo.

De acordo com o protocolo da Organizacdo Mundial de Saude!® (2010) todas
as amostras coletadas passaram pela analise seminal de rotina antes e apds o
processo de criopreservacao. A analise seminal de rotina consiste em avaliar: tempo
de liguefacdo em placa aquecida a 37°C, volume total do ejaculado, pH, viscosidade,
concentracdo espermatica, motilidade, vitalidade e morfologia.

Nesse estudo, foi considerado somente os parametros de motilidade, vitalidade
e morfologia espermatica pois, estes testes possuem maior relevancia na andlise
seminal de rotina.

Seguindo o protocolo da OMS?® (2010), a motilidade espermatica consiste na
classificacdo dos espermatozoéides em trés: motilidade progressiva (espermatozoéides
com movimentos ativos, lineares ou em circulos grandes, independendo da sua

velocidade), motilidade nao progressiva (todos os outros padrdes de motilidade com



auséncia de progressdo) e imével (sem movimento). A Vvitalidade (% de
espermatozoides viaveis) consiste na utilizagéo do corante eosina que € impermeavel
a membrana plasmatica das células viaveis, corando somente espermatozoéides nao
viaveis. A morfologia espermatica (% de espermatozoéides morfologicamente normais)
foi avaliada atraveés do critério estrito de Kruger utilizando microscopio 6ptico equipado
com régua em uma das oculares. Foram considerados normais 0s espermatozoides
gue apresentarem cabeca lisa e oval com eixo longo entre 5 e 6 um e eixo curto entre
2,5 e 3,5 uym, acrossomos cobrindo de 40 a 70% do volume da cabeca, peca
intermediaria com até 1 um de largura e comprimento de até uma vez e meia 0
comprimento da cabeca e auséncia de anomalia na cauda.

ApOs o processo de criopreservacgao todas as amostras passaram pela analise
de integridade espermatica através do uso de sondas fluorescentes, avaliando a
membrana plasmatica espermatica e acrossomal integra e atividade mitocondrial.
Para esta andlise utilizou microscopio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse 50i)
equipado com filtro B2A com excitacdo de 400-570nm e emissao de 460-610nm, um
espelho dicroico de 505nm e um filtro de barreira de 520nm com magnificacdo de
400x.

Para analise da membrana plasmatica integra utilizou iodeto de propidio (ID)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) conjugada com o diacetato de carboxifluoresceina
(DIC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A integridade do acrossomo foi avaliada com o
uso da aglutinina de amendoim (PNA — Peannut Agglutinin) conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich, St, Louis, USA). A sonda
fluorescente usada para avaliar a atividade mitocondrial foi a JC-1 (iodeto de
5,5',6,6’tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina)  (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), um corante catidnico lipofilico. Estas analises foram realizadas de acordo
com a metodologia proposta por Celeghini et al* (2007).

Este estudo é uma andlise descritiva. O teste de normalidade foi determinado
pela analise de Shapiro Wilk. Para a analise comparativa entre as amostras a fresco
e cada grupo, bem como os grupos controles e grupos testes de criopreservacéo foi
utilizado o teste ANOVA e Tukey. As analises dos dados foram realizadas utilizando
0s softwares estatisticos GraphPad Prisma 5.0. Valores com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.



RESULTADOS

As amostras seminais recém-coletadas bem como as criopreservadas foram
submetidas a analise seminal de rotina, observando parametros como motilidade
espermatica total e progressiva, espermatozoides morfologicamente normais e
percentual de espermatozdides viaveis (vitalidade).

Foi verificado que, nos parametros de motilidade total (Figura 2A) e motilidade
progressiva (Figura 2B) e percentual de espermatozoides viaveis (Figura 2C), todos
0S grupos submetidos a criopreservacao contendo goma agar mostraram resultados
semelhantes aos grupos controles TYB e GEYC (p>0,05). No entanto, as amostras a
fresco mostraram percentuais significativamente superior (p<0,001) aos demais
tratamentos submetidos a criopreservacao, nos parametros analisados.

Na avaliacdo da morfologia espermatica (Figura 2D), os grupos submetidos a
criopreservacdo GA 0,2% apresentou resultados semelhantes aos grupos controles
TYB e GEYC (p>0,05%). Os grupos GA 0,10% e GA 0,15% mostraram percentuais
de espermatozoides morfologicamente normais significativamente inferiores (p<0,05)
aos demais grupos testados. Entretanto, somente o grupo criopreservado GA 0,05%
mostrou percentuais de espermatozoides morfologicamente normais semelhantes ao
grupo de amostras a fresco (pré-crio), mostrando que a goma &gar na referida
concentracédo foi capaz de manter a morfologia normal dos espermatozoides mesmo
apos o processo de criopreservacao.

Além disso, as amostras criopreservadas foram submetidas as sondas
fluorescentes para avaliacdo da integridade espermética analisando os parametros de
integridade de membrana plasmatica (Figura 3A), membrana acrossomal (Figura 3B)
e atividade mitocondrial (Figura 3C). Em relacdo aos parametros acima citados,
constatou-se que todos 0s grupos criopreservados contendo goma agar nas diferentes
concentracdes apresentaram percentuais similares aos grupos controles TYB e GEYC
(p>0,05).



DISCUSSAO

Este estudo consiste em empregar a goma agar como constituinte do meio para
criopreservacao de espermatozoides humanos. Sua acéao foi testada comparando 0s
resultados das amostras seminais a fresco e criopreservadas utilizando a goma em
concentracdes distintas e com grupos controle padrdes ouros TYB e GEYC.

Dentre os resultados, foi observado que, quando ambas as motilidades foram
avaliadas, bem como o percentual de espermatozoides viaveis, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos criopreservados e 0s grupos controles TYB e GEYC.
Também foi verificado que independente do meio utilizado e da concentragdo de goma
agar, os parametros acima relacionados apresentaram reducao significativa quando
comparados as amostras a fresco. De acordo com Duarte Junior et al® (2015) o
processo de congelamento associado ao descongelamento esta continuamente
relacionado com a queda nos parametros seminais. Camara e Guerra® (2011)
concluiram em seu estudo que o processo de criopreservacdo de sémen humano
naturalmente diminui o nimero de espermatozoéides com motilidade. De acordo com
Silva e Monreal'®, (2015) um dos maiores desafios da criopreservacdo é a
recuperacdo da motilidade espermatica, pois este parametro é fundamental para a
conclusdo do exame espermatico'®. CURTIS et al® (2015) explica que cerca de 50%
das células espermaticas humanas submetidas ao processo de criopreservacao
apresentam danos estruturais, fisicos, bioquimicos ou funcionais. Os processos
danosos que podem acometer as células esperméticas sdo a acdo do choque térmico,
desidratacéo celular, formacgéao de cristais de gelo intracelular, desnaturacdo proteica,
além de comprometimentos funcionais.?®> Sendo assim, torna-se esperada a
diminuicao das porcentagens de motilidade ap0s a criopreservacéo observadas neste
estudo.

Ja é bem definido na literatura e na préatica clinica que os crioprotetores
melhoram a resisténcia da célula espermatica quando submetida a baixas
temperaturas.’ Para a reducéo dos processos danosos da criopreservagdo, bem como
a manutencdo das caracteristicas estruturais espermaticas, as substancias
crioprotetoras devem ter o papel de nutrir, prevenir contaminacdo, manter os niveis
de osmose toleraveis, evitar congelamento intracelular, além de atuar como um
tampé&o para manutencéo do pH.?! A andlise da morfologia € um dos testes utilizados
para determinar a qualidade espermatica, além de ser complementar para o

diagnéstico da infertilidade. A morfologia espermatica € fundamental para os critérios



de andlise seminal, uma vez que o comprometimento das estruturas da célula
espermética pode ocasionar imobilidade, déficit de potencial de penetracdo do odcito
e prejuizo na integridade da célula.®®* Os resultados da andlise de morfologia
espermatica no presente estudo mostraram que dentro dos grupos criopreservados,
0 grupo GA 0,05% apresentou resultado similar @ amostra a fresco, sugerindo que,
dentro das concentragBes de goma agar estudadas, esta foi a concentracdo com
melhor potencial para a manutencao da morfologia dos espermatozoides. Em relacao
a avaliacado da integridade espermatica pela fluorescéncia, constatou-se que todos os
grupos criopreservados com a goma agar apresentaram percentuais similares aos
grupos controle TYB e GEYC quando avaliados parametros de integridade de
membrana plasmatica e acrossomal e a atividade mitocondrial.

A goma &gar € frequentemente utilizada na induUstria alimenticia para a
conservacao dos alimentos, por apresentar caracteristicas que permitem controlar a
viscosidade formada em solucdes, bem como a reducédo de danos causados pelo
processo de congelamento.?° Além disso, a goma agar pode estabelecer redugdo no
fluxo de substancias durante o resfriamento, protegendo a célula contra a perda de
suas propriedades e mantendo sua integridade funcional e morfolégica.'” Este fator é
importante pois, a membrana espermatica possui importante papel no processo de
fertilizacdo do odcito, garantindo o equilibrio osmaético entre o meio intra e extra
celular.®

A membrana esperméatica € rica em fosfolipidios e ao ser submetida ao
processo de criopreservacdo sofre uma translocacdo de seus lipideos para que a
célula se adeque as mudancas térmicas. Sendo assim, a preservacao da membrana
plasmatica espermatica no processo de criopreservacdo € fundamental para a
sobrevivéncia da célula, garantindo sua viabilidade para a fertilizacdo.? Desta forma
estes dados sugerem que a goma agar, devido as suas propriedades fisicas e
quimicas tem o potencial de preservar a integridade em células animais.

O desenvolvimento de testes laboratoriais para precisar a capacidade de
fertilizagcdo dos espermatozoides instiga pesquisadores ha anos. Para monitorar
sistemas de criopreservacdo seminal, ttm sido propostos testes mais sensiveis para
avaliar injurias @ membrana plasmatica.’® A descoberta de uma variedade de
fluorocromos forneceu novas ferramentas de avaliagdo da funcionalidade
espermatica. O uso de sondas fluorescentes na andrologia tem o objetivo de avaliar a

integridade e a funcdo de compartimentos especificos das células espermaticas. A



fluorescéncia é um indicador sensivel e especifico do estado de certas moléculas e
pode ser aplicada como uma forma de medicéo de alteracbes metabdlicas no interior
das células espermaticas.*

Desta forma, pode ser concluido que a goma agar na concentracao de 0,05%
apresenta-se como um potencial crioprotetor para espermatozoides humanos, visto
que foi o Unico tratamento testado que manteve o percentual de espermatozoides
morfologicamente normais semelhantes ao observado antes da criopreservacao,
sugerindo que esta goma pode manter a funcionalidade espermatica. Entretanto,
testes posteriores serdo necessarios para verificar o comportamento da GA em
concentracOes inferiores a 0,05% bem como para testar a capacidade fertilizante

destes espermatozoides.

Amostras
seminais
(n=33)

Analise seminal de rotina
(concentracgdo,
motilidade, vitalidade e

| Criopreservacé@o I

GEYC + GEYC + GEYC + GEYC + TYB GEYC
GA GA GA GA
0,05 % 0,159 0.20%

h 4

Descongelamento (7-30 dias pos-congelamento) |

Analise da integridade
Analise seminal de rotina espermaética (integridade
(concentracao, < »| de membrana plasmatica
motilidade, vitalidade e e acrossomal e atividade
morfologia). mitocondrial).

Figura 1: Protocolo experimental utilizado no estudo.
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8. ANEXOS



ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado patrticipante,

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Desenvolvimento de
um crioprotetor contendo goma &gar para a criopreservacdo de sémen humano”,
desenvolvida por, Fernanda Guimardes Valverde aluna de pos-graduacdo da Universidade
Tiradentes (UNIT) devidamente assistidos por sua orientadora Isabel Bezerra Lima.

1-Objetivos Primario e Secundarios: 1) Avaliar o efeito da goma agar na criopreservacao
de sémen humano, usando sondas fluorescentes como ferramentas para avaliar a
funcionalidade espermética pos-descongelamento; 2) Verificar o efeito crioprotetor da goma
agar em diferentes concentracfes sobre a morfologia, a motilidade e a viabilidade de
espermatozoides humanos; avaliar diferentes concentracdes da goma agar no diluente para
congelamento de sémen humano sobre a viabilidade seminal; avaliar a producéo de espécies
reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante das células espermaticas frente a adicao
dos hidrocoléides e avaliar a qualidade espermatica apdés o descongelamento utilizando a
goma agar como crioprotetor externo.

2-Descricdo de procedimentos: O presente estudo sera realizado no Laboratério de
BioMateriais (LBMat), localizado na Unit, em Aracaju/SE. Os participantes deste estudo serédo
voluntarios que preencherem os critérios de inclusédo (idade entre 18 a 45 anos; parametros
seminais normais e tempo de abstinéncia sexual entre 2 a 5 dias (parametros preconizados
pela OMS - Organizacdo Mundial de Saude) e exclusao (perda de plasma seminal no
momento da coleta; presenca de disturbios ejaculatorios; ocorréncia de mais de uma
ejaculacdo no mesmo recipiente na hora da coleta; pacientes vasectomizados; pacientes que
possuem anomalia pélvica e/ou testicular clinicamente significativa).Serdo convidados a
participar da pesquisa em questdo 30 pacientes por experimento, totalizando 120
participantes, mediante esclarecimento dos termos deste estudo, assinando este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) previamente e concordando com a participacéo
voluntaria dos procedimentos a serem realizados. A coleta do sémen sera feita pelo proprio
paciente em domicilio, de forma manual, utilizando frasco coletor estéril fornecido pelos
pesquisadores. Apos a coleta, um dos pesquisadores ira buscar a amostra na residéncia do
participante e a levara imediatamente ao LBMat devidamente acondicionada para a realizacéo
das analises e congelamento. Os participantes serdo previamente instruidos pelos
pesquisadores sobre a coleta do material biol6gico. Os participantes desta pesquisa (n=33)
serdo divididos em seis experimentos com quatro diferentes concentracfes de goma agar e
dois grupos controle, sendo que cada experimento contard com 33 pacientes. A amostra de
cada paciente sera dividida em cinco aliquotas formando 6 grupos de congelamento (2 grupos
controle e 3 grupos experimentais).Nos grupos controle, as amostras seminais seréo
congeladas com meios de congelamento convencionais (TYB - diluente comercialmente
utilizado e GEYC - diluente adotado pela OMS).Nos grupos experimentais, as amostras
seminais serdo congeladas com meio de congelamento convencional GEYC acrescido de
quatro concentracdes diferentes da goma agar: 0,20%, 0,15%, 0,10% e 0,05%. O experimento
sera realizado com adi¢do de goma agar ao GEYC. Cada aliquota de sémen sera diluida na
proporgdo del:1 com meio de congelamento, acondicionadas em criotubos para cada meio
utiizado e submetidas a congelamento em nitrogénio liquido. Todas as amostras
permanecerdo armazenadas em botijées de nitrogénio liquido por um periodo de 7 a 30 dias
apos o congelamento, entdo serdo descongeladas e analisadas. Para analise da qualidade
espermatica pré e pés congelamento sera utilizado microscopio Optico invertido, onde sera
depositada uma gota de 10uL da amostra na camara de Makler (propria para avaliacdo de



espermatozoides humanos) e em seguida a motilidade e a concentragdo sera avaliada.Serao
avaliados ainda vitalidade, morfologia e funcionalidade espermaticas. ApGs as analises, 0
restante das amostras sera descartado em sacos plasticos apropriados, que seréo recolhidos
por uma empresa especializada que dara a destinacao final adequada em Aterro Sanitario,
devidamente licenciado em 6rgdo ambiental competente.

3-Justificativa para a realizacdo da pesquisa: A criopreservacao do sémen humano é
utilizada com varias finalidades, incluindo novas técnicas de reprodugdo assistida, pré-
tratamento de radioterapia ou quimioterapia, problemas com ejacula¢éo e inacessibilidade do
homem a parceira no periodo da ovulacdo, para os homens submetidos a vasectomia e
armazenamento de doadores de sémen com soro negatividade para HIV, doencas
sexualmente transmissiveis e hepatites. Entretanto, o congelamento do sémen apresenta
dificuldades, devido a criopreservacao provocar danos celulares a nivel membranar, afetando
a motilidade, encurtando a vida do espermatozoide e com isto diminuindo a capacidade de
fertilizacdo, fato este ja observado em sémen humano. Portanto, é preciso o estudo de novos
crioprotetores (e.g. biopolimeros), uma vez que a composi¢cdo deste meio pode afetar a
viabilidade durante o processo de congelamento-descongelamento. Assim, a avaliacdo de
outras substancias crioprotetoras € importante para a eficiéncia do processo de preservacéo
de sémen, uma vez que as células espermaticas devem manter suas caracteristicas
morfoldégicas e moleculares, vitais para o desenvolvimento embrionario. Hidrocolbéides séo
biopolimeros higroscopicos, ou seja, adsorvem agua as moléculas de agua diminuindo a
quantidade desta disponivel para a formacgao de cristais de gelo. Devido a esta caracteristica,
acredita-se que os hidrocoléides possam contribuir na dindmica de formacg&o de cristais de
gelo no meio, limitando a difusédo de moléculas de dgua e o crescimento de cristais de gelo.
Dentre os hidrocoléides mais conhecidos, podem ser mencionados a goma guar, a goma
locusta, a carboximetilcelulose e a goma agar. Considerando o aumento da incidéncia da
infertilidade mundialmente, este estudo é relevante, pois permitird a aplicacdo de técnicas
biotecnoldgicas visando um incremento na recuperacdo de espermatozoides viaveis e,
consequentemente, uma melhoria nas taxas de gravidez advindas de técnicas de fertilizacao
in vitro, utilizando espermatozoides criopreservados.

4-Desconfortos e riscos esperados: O desconforto que pode ser ocasionados deve-se ao
dispéndio de tempo para o procedimento da coleta do material; o risco que pode ocorrer é de
origem emocional devido ao constrangimento que a coleta do material pode ocasionar. Todos
os procedimentos realizados sao ndo-invasivos e indolores. A coleta do sémen sera feita pelo
proprio paciente, de forma manual, em domicilio, utilizando frasco coletor estéril. Os riscos
acima descritos e qualquer risco ndo descrito, ndo previsivel, porém que possa ocorrer em
decorréncia da pesquisa, sera de inteira responsabilidade dos pesquisadores.

5-Beneficios esperados: Esta pesquisa tem por finalidade melhorar o processo que envolve
o congelamento e descongelamento de sémen humano, pois muitos espermatozoides morrem
ou sao danificados quando se submetem a esse processo, prejudicando sua capacidade de
fertilizar o 6vulo e originar gravidez. A realizagdo deste trabalho permitird o desenvolvimento
de uma solucao crioprotetora com capacidade de manter a motilidade espermética em niveis
satisfatérios e que possa ser utilizada em baixas concentracdes, de modo a diminuir custos e
a toxicidade do processo de criopreservacao.

6-Informacgdes: Os participantes tém a garantia que receberdo respostas a qualquer pergunta
e esclarecimento de qualquer davida quanto aos assuntos relacionados a pesquisa. Também
0S pesquisadores supracitados assumem o0 compromisso de proporcionar informacdes
atualizadas obtidas durante a realizacdo do estudo.



7-Retirada do consentimento: O participante tem a liberdade de retirar seu consentimento
a qualguer momento e deixar de participar do estudo, ndo acarretando nenhum dano ao
participante.

8-Aspecto Legal: Elaborado de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de
pesquisa envolvendo seres humanos atende a Resolugéo n° 466, de 12 de dezembro de 2012,
do Conselho Nacional de Saude do Ministério de Saude - Brasilia — DF.

9-Confiabilidade: Os participantes teréo direito a privacidade de forma que cada participante
receberd uma numeracdo de acordo com sua sequéncia na participacdo da pesquisa. A
identidade (nomes e sobrenomes) do participante ndo sera divulgada durante todas as fases
da pesquisa, inclusive na divulgacao dos resultados em congressos e publica¢des, porém os
participantes assinardo este termo de consentimento para que os resultados obtidos possam
ser apresentados em congressos e publicactes.

10-Quanto aindenizacdo: Nao ha danos previsiveis decorrentes da pesquisa, mesmo assim
fica prevista indenizag&o diante de eventuais danos recorrentes da pesquisa, previstos ou ndo
neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nao sendo aceitavel que se exija, sob
qualguer argumento, renuncia ao direito desta indenizagdo. Estd garantida a assisténcia
integral e gratuita pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes direta ou
indiretamente da participacéo no estudo, caso se faca necessario.

11-Dados do pesquisador responsavel:

Nome: Fernanda Guimaraes Valverde

Endereco/telefone/e-mail: Av. Murilo Dantas, 300 bloco F — Farolandia — CEP 49032-490,
Aracaju-SE / (79)999586561/ nanadoca@hotmail.com

ATENCAO: A participagéo em qualquer tipo de pesquisa € voluntaria. Em casos de divida
quanto aos seus direitos, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Tiradentes. O Comité de Etica é a instancia que tem por objetivo defender os
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Dessa forma o comité tem o papel de
avaliar e monitorar o andamento do projeto de modo que a pesquisa respeite 0s principios
éticos de protecdo aos direitos humanos, da dignidade, da autonomia, da ndo maleficéncia,
da confidencialidade e da privacidade.

CEP/Unit — DPE - Av. Murilo Dantas, 300 bloco F — Farolandia — CEP 49032-490, Aracaju-
SE.

Telefone: (79) 32182206 — e-mail: cep@unit.br.

Atendimento ao participante pela coordenacéo:

Segunda, das 08h as 11h / 13:30h as 16:30h; Quinta, das 14h as 17h.

Se desejar, consulte ainda a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP):

Tel: (61) 3315-5878 / (61) 3315-5879 / E-mail: conep@saude.gov.br



mailto:conep@saude.gov.br

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacao implica, declaro que
concordo em participar desse estudo que envolve o depésito, armazenamento e utilizacdo da
amostra seminal por mim coletada. Recebi uma via deste termo de consentimento livre e
esclarecido assinada pelo pesquisador e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas.

Aracaju, de de 201 .

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data



ANEXO 2

COMPOSIGAO DOS MEIOS DE CRIOPRESERVAGAO UTILIZADOS.

1.TYB (Test Yolk Buffer)
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TES CesH1sNOsS PM= 229,2 N-tris[hidroximetillmetil-2-acido aminoetano sulfénico;
TRIS C4sH11NO3z PM= 1211 2-aminno-2-hidroximetil-1,3 propanodiol;

Frutose;

Gema de ovo (20% v/v);

Glicerol (12%);

Citrato de Saodio;

Gentamicina.

2.GEYC (Glycerol Egg Yolk-Citrate)
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Em 65 mL de 4gua estéril purificada adicionar 1,5 g de glicose e 1,3 g de citarato de
sadio tribasico dihidratado;

Adicionar 15 mL de glicerol e misturar bem;

Adicionar 1,3 g de glicina. Quando dissolvido, filtrar a solu¢éo através de um poro de
0,45um,;

Adicionar 20 mL de gema de ovo fresco (de preferéncia, obtido a partir de ovos
especificos livre de patégenos, cerca de 10 mL de gema sera obtida por ovo);
Colocar toda a suspensdao em banho maria a 56°C durante 40 min, homogeinizando
algumas vezes;

Verificar o pH da solucdo. Se estiver fora da faixa de 6,8-7,2, € necessério o descarte
€ Novo preparo,

Culturas bacterians foram realizadas nesta fase, para testar a esterilidades;
Dispensar a solu¢do em aliquotas de 2 mL em criotubos estéreis e armazenar a 70°C;
Usar em até 3 meses.

Em GEYC + 0,05% DE Goma Agar
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Em 1mL de &gua purificada adicionar 0,0025g de goma agar, homogeinizar com
mistura suave;

Deixar a solucdo a temperatura ambiente por 25°C por 24 horas;

Em 4 mL de solugéo de GEYC adicionar 0 0,0025g de goma &gar dissolvida em 1 mL
de agua purificada;

Usar em até 3 meses.

4. GEYC + 0,10% DE Goma Agar
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Em 1mL de agua purificada adicionar 0,005g de goma agar, homogeinizar com mistura
suave;

Deixar a solugéo a temperatura ambiente por 25°C por 24 horas;

Em 4 mL de solucéo de GEYC adicionar o 0,0075g de goma agar dissolvida em 1 mL
de agua purificada;

Usar em até 3 meses.

5.GEYC + 0,15% DE Goma Agar
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Em 1mL de &gua purificada adicionar 0,075g de goma &gar, homogeinizar com mistura
suave;

Deixar a solucdo a temperatura ambiente por 25°C por 24 horas;

Em 4 mL de solucao de GEYC adicionar o 0,005 g de goma agar dissolvida em 1 mL
de &gua purificada;

Usar em até 3 meses.



6. GEYC + 0,20% DE Goma Agar

< Em 1mL de 4gua purificada adicionar 0,010g de goma agar, homogeinizar com mistura
suave;
Deixar a solugéo a temperatura ambiente por 25°C por 24 horas;
Em 4 mL de solu¢cédo de GEYC adicionar 0 0,010g de goma &gar dissolvida em 1 mL
de agua purificada;
Usar em até 3 meses.
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ANEXO 3:

PREPARO DA SOLUGCAO DE EOSINA 0,5%

1.Solucdo de eosina a 0,5%:
+ Diluir 0,25 g de eosina em 50 mL de solugéo fisiologica (NaCl 0,9%);
s Aquecer a solugéo para a dissolucao;
< Esfriar a solugdo em temperatura ambiente;
+¢ Filtrar usando filtro de papel;
Obs* Reagente estavel por 3 meses a temperatura ambiente.

Procedimento:

% Em uma lamina, colocar 5pl da amostra seminal homogeinizada,

% Adicionar 5pl da solugéo de eosina a 0,5% e misturar bem por 15 segundos;
% Cobrir com laminula;

% Contar 100 espermatozoides utilizando aumento de 400X;

% Calcular a porcentagem de espermatozéides vivos (ndo corados) e mortos (corados).
(OMS, 2010).
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