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Resumo

Introducdo: A preservacdao de espermatozdides tem sido efectuada nos
laboratérios de procriacdo medicamente assistida (PMA) com recurso ao Slow-
Freezing, técnica gold standard para a criopreservacao de gametas masculinos.
No entanto, esta técnica ndo estd isenta de inconvenientes: a citotoxicidade dos
crioprotectores, a morosidade de processamento e oneroso investimento dos
aparelhos automatizados. Estudos cientificos emergem e apontam para a técnica
de vitrificacdo como uma alternativa a criopreservacdao de espermatozoides
mediante Slow-Freezing, desviando-se das limitagdes desta técnica.

Objetivo: Com recurso a técnica de vitrificacdo, o objetivo desta investigacao é o
de delinear um protocolo de vitrificagdo de rapida execucgao e de obtencao de taxas
de recuperacao de espermatozoides moveis, vidveis na utilizacdo de técnicas de
PMA.

Metodologia: Este é um estudo experimental, de amostragem nao probabilistica e
racional para analise das taxas de sobrevivéncia dos espermatozdides, apds
exposicao de amostras a diferentes concentracdes de solugdes de sacarose,
trealose e glicerol e apds o processo de vitrificacdao ultrarrapida e aquecimento,
avaliando diferentes suportes de vitrificagao, tempos de exposicao e temperaturas
de aquecimento de modo a obter uma razao entre estas varidveis que permita
desenhar um protocolo base para a vitrificacdo de espermatozdides.

Os resultados foram tratados com Microsoft Excel®, no dominio da estatistica
descritiva e, para inferéncia estatistica, com One-Way Anova na analise do efeito
crioprotetor das diferentes solugdes.

Resultados: A solucdo de sacarose de 0,1M, apresenta entre as solugdes a estudo
e apds exposicdo até 5 minutos, um melhor efeito crioprotetor até ao mergulho
em azoto liquido em suporte de Cryotop®:

O aquecimento do produto de vitrificacdo é exequivel em gota de 5 pL de solugao
tamponada, a 37°C ou a temperatura ambiente desde que o aquecimento seja
realizado em caixa e com sobreposicao de éleo mineral.

Conclusdo: Este estudo revela que se é possivel gradualmente transferir a
abordagem de criopreservacdo no sentido da vitrificacdo de espermatozdides
elaborando um protocolo de facil execugdo, para utilizacdo em tratamentos

procedimentos de PMA.
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Abstract

Introduction: Sperm preservation has been carried out using the Slow-Freezing
technique, defined by the World Health Organization, as the gold standard of
sperm cryopreservation. Despite the definition and dissemination of Slow-Freezing
protocols by assisted reproductive laboratories, the cytotoxicity of cryoprotectants
used, the time-consuming processing and expensive investment. Increasingly,
scientific studies point to the technique of vitrification as an alternative to the
cryopreservation of sperm, which devises from the limitations of Slow-Freezing
and also exceeds some of the limitations of Slow-Freezing because It is effective
for a broader specter of samples.

Objective: Using the vitrification technique, the objective of this research is to
define protocol with high survival rate based on motility.

Methodology: This is an experimental, non-probabilistic and rational sampling
study for evaluation of survival rates, based on motility, after exposure of samples
to different solutions of sucrose, trehalose and glycerol for determination of
cryoprotectant medium, vitrification support, exposure time and heating
temperature suitable for an optimized protocol.

The data obtained were treated with Microsoft Excel for descriptive statistics and
with One-Way Anova for statistical comparison of the cryoprotectant effect of the
different solutions.

Results: The results of this experimental work suggest that, of all the solutions,
the 0.1M sucrose solution is adequate to exert the cryoprotective effect and that,
the balance between this protective and cytotoxic effect is maintained up to 5
minutes after exposure of the sample before the dip in liquid nitrogen. Cryotop
support is suitable for vitrification and thaw of 1 pL of sample. The thawing of the
vitrified product is feasible in a drop of 5 pL, at 37°C or at room temperature
provided that the thawing is perform in a dish with mineral oil overlap.
Conclusion: This study revealed that it is possible to transfer the sperm vitrification
approach to a new paradigm by elaborating an easy-to-execute protocol, less time
consumption and practical recovery rates that can be use directly in ART
treatments.

Tags: \Vitrification, Cryotop®, Sperm, Sucrose, Assisted Reproduction

Technologies.
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1.Introducao

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), cerca de 48 milhdes de
casais e 186 milhdes de individuos em todo o mundo vivem com infertilidade (1);
vista como um dos problemas sociais mais graves com que se defrontam os paises
desenvolvidos tendo, a curto ou médio prazo, implicagdes quer psicolégicas -
stress, trauma, relacionais - quer econémicas (2).

A infertilidade é definida como uma doenca do sistema reprodutivo masculino ou
feminino da qual resulta a incapacidade de alcancar uma gravidez apds 12 meses
ou mais de relagdes sexuais regulares desprotegidas (3).

De todos os casos de infertilidade do casal, aproximadamente 50% sao devido a
existéncia da componente de fator masculino (2), isto €, quando um componente
da causa de infertilidade é identificada no parceiro masculino (4). As causas da
infertilidade masculina sdo multiplas, alavancadas, tanto por fatores bioldgicos:
doencas, mutacgles genéticas, alteracdes nos mecanismos de producdo, alteragdes
imunoldgicas, anomalias genéticas, hormonais, dificuldades eréctil e de
ejaculagdao; como de fatores sociais relacionados com estilos de vida e fatores
ambientais como poluicdo, exposicao ocupacional a desreguladores enddcrinos,
entre outros (5).

O exame laboratorial preditivo para aferir a presenca do factor masculino é o
espermograma, o qual, de acordo com as diretrizes da OMS, pode caracterizar o
tipo de amostra como sendo de baixa concentragao (oligozoospermia), baixa
mobilidade (astenozoospermia), morfologia anormal do espermatozdide
(teratozoospermia), uma combinacdo de pelo menos duas destas deficiéncias ou
normozoospermia, na qual todos os parametros estdo acima dos valores de
referéncia definidos pela OMS (6,7).

Apesar de conhecidas as causas de uma grande percentagem dos casos de
infertilidade masculina, persiste uma quantidade significativa cuja origem é
idiopatica isto €, nenhuma causa ou tratamento podem ser utilizados para explicar
ou reverter a causa de infertilidade (8,9).

A abordagem clinica masculina pode ser realizada de duas formas: via da terapia
farmacoldgica, estando esta opcdo condicionada pela duracdo da terapéutica,
dada a necessidade de englobar pelo menos um ciclo de espermatogénese (média

74 dias), de forma a averiguar a melhoria da qualidade do sémen; quer pela
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morosa e incerta traducao da terapéutica em sucesso concecional (10). Outra
forma é uma abordagem mais incisiva e imediata, com recurso a técnicas de
procriagao medicamente assistida (PMA) como a inseminacgao intrauterina (IUI),
a fertilizacao in vitro (FIV) e/ou injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides
(ICSI)(11,12).

Com o desenvolvimento das Tecnologias de Reproducao Assistida (ART) realizadas
em centros de PMA, as técnicas de criopreservacdo passam a oferecer a
possibilidade de conservacdo e acumulacdo de gametas de uma ou mais dadivas
autélogas e heterdlogas e a sua aplicacao nos tratamentos de infertilidade (13).
A criopreservacao de sémen tem por objetivo a manutencdo do potencial
reprodutivo permitindo estabilizar as células a temperaturas criogénicas
recorrendo geralmente a técnica de Slow-Freezing e Vitrificagao (14).

A técnica de Slow-Freezing, técnica standard recomendada pela OMS, é de
arrefecimento lento, com sucesso em amostras com concentracao elevada de
espermatozdides demonstrando, no produto final. No entanto a criopreservacgao
mediante esta técnica revela uma diminuicdo da qualidade da amostra a nivel de
perda de integridade membranar, diminuicao da motilidade e o aumento de
espécies oxidativas de oxigénio, resultado do manuseamento e da formacdo de
cristais de gelo advindos do processo de criopreservacao-descongelacao que,
podem levar a reducdo da viabilidade espermatica (15).

Se uma diminuicdo de viabilidade em amostras normospérmicas é expectavel e
exequivel para processamento de técnicas de PMA, nos casos de amostras
valiosas, nomeadamente amostras com baixas contagens de espermatozodides,
guando submetidas a processamentos criogénicos, o dano é maior, o que, muitas
vezes, nao proporciona a recuperacao de espermatozdides vidveis no resultado
final (16).

A nivel laboratorial, as contrapartidas de um insucesso da criopreservacao
resumem-se a duplicacdo todos os meios técnicos e humanos todavia, para os
pacientes, para além dos recursos monetarios implicados, o sentimento de
angustia, falha e culpa confere uma acrescida ansiedade ao individuo, o que pode
afetar negativamente o funcionamento hormonal, neuroldgico, enddcrino e
imunoldgico, sendo por vezes necessario abrir a hipdtese de recurso a dadores

ou até mesmo a desisténcia do plano de parentalidade (17).



A vitrificacdo € um processo termodindmico de rapida variacao de temperatura,
que tem enorme sucesso na preservacao de 6vulos e embrides.

A vitrificacdo permite a solidificacao das células e do meio extracelular num estado
vitreo que, através da inducdo pelo arrefecimento de solugdes aquosas eleva a
viscosidade levando a transicao do estado liquido para o estado vitreo (18).

E uma técnica que, face ao processo classico de criopreservagao, introduz um
novo potencial de conservacao para amostras tdo diminutas quanto a
criopreservacao de um unico espermatozdide, contribuindo assim para melhores
taxas de recuperacao (19) e uma vez que teoricamente que nao permite a
formacao de cristais de gelo aquando do processamento da técnica, ultrapassa
uma das maiores limitagdes do Slow-Freezing.

Apesar da eficacia deste método, a sua aplicacdo é restrita dado nao existirem
estudos cientificos que corroborem a definicdo de um protocolo standard de
vitrificacao de espermatozoides muito embora pesquisas tenham vindo cada vez
mais a revelar resultados favoraveis demonstrando a necessidade da continuagao
da exploracdo da técnica e das suas vertentes, existindo atualmente o relato de

fecundacgdes e gravidez de sucesso advindos de espermatozoides vitrificados (20).



2.0bjetivos

Tendo por base as técnicas de processamento de esperma com especial incidéncia
na vitrificacdo e a conjungao das suas variaveis de maior impacto, o objetivo geral
desta investigacao é delinear um protocolo base de vitrificacdo de rapida execucao
e de elevada taxa de recuperacao de espermatozoides para amostras de sémen
normozoospérmicas.

Com esta finalidade o estudo passara pelos seguintes objetivos gerais especificos:

a) Determinar qual a solugao de vitrificacao - solugdes de sacarose 0,25M; 0,5M;
0,1M; solucdo comercial de glicerol solucdo comercial de trealose diluida de 1:2;
1:5 e 1:10 - que traduz as mais elevadas as taxas de sobrevivéncia, com base na

motilidade, apds exposicdo.

b) Determinar qual a solugdo de vitrificagdo - solugdes de sacarose 0,25M; 0,5M;
0,1M; solugao comercial de glicerol; solucao comercial de trealose diluida de 1:2;
1:5 e 1:10 - que traduz as mais elevadas as taxas de sobrevivéncia, com base na

motilidade apds vitrificacdo e aquecimento.

c) Estabelecer o tempo 6timo de contacto da amostra com a solugao crioprotetora

antes do arrefecimento.

d) Aferir o modo e temperatura de aquecimento recorrendo a analise da
sobrevivéncia espermatica numa solugdo tamponada a diferentes temperaturas:

temperatura ambiente e a 37 °C.

e) Delinear qual a combinagdo das varidveis estudadas que traduz taxas de
recuperacao mais eficientes nas amostras normozoospérmicas e elaboragdao dum

protocolo normalizado de trabalho.



3.Enquadramento Tedrico

3.1 Sistema Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino é responsavel pela sintese e secrecao de
hormonas masculinas, pela ininterrupta produgao, nutricdo e armazenamento de
gametas e pela conducao dos gametas através do sistema reprodutor feminino
para a fertilizagao (21).

E internamente constituido por ductos (uretra, rede testis, epididimo, vas
deferens), glandulas acessorias (vesiculas seminais, a glandula prostatica e

bulborectal) e, externamente, pénis e testiculos (figura 3.1).

Prostate gland

—Penis

Urethra

Testicle

Figura- 3.1 Sistema Reprodutor Masculino. Imagem retirada e adaptada de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK82221/

O pénis, o érgao genital masculino, tem duas fungdes: sexual e urinaria.
Esta localizado acima do escroto, ligado a sinfise pubica e é constituido por trés
cilindros, integrado por dois corpos de tecido vascular - corpora cavernosa e o

corpus spongiosum (22). A uretra percorre a maior parte do seu comprimento.



O testiculo € um orgdo par, responsavel pela producdo quer de esperma,
controlado pela FSH, quer de testosterona, controlada pela LH da glandula
pituitaria anterior (23).

Encontra-se localizado no saco escrotal, fora da cavidade abdominal. Esta
localizacdo é importante pois permite a manutencao de uma temperatura média
abaixo da temperatura do corpo, na ordem dos 2-4°C, temperatura essa, ideal a
espermatogénese (24).

E envolto pela tlnica albuginea, que espessa posteriormente dando origem ao
mediastino testicular, do qual se projectam septos fibrosos para o parénquima,
dividindo o testiculo em lébulos que contém tubulos seminiferos (25).

Os tubulos seminiferos (figura 3.2) sdo as unidades de producdo de células
espermaticas bem como a génese da estrutura tubular que, através dos ductos
eferentes transportam as células espermaticas ao epididimo, para que possam
amadurecer e incorporar mitocondrias que Ihes conferem a maquinaria necessaria

para a produgao de energia sob a forma de adenosina tri-fosfato (ATP) (26).

Sertoli cell

Figura- 3.2 Detalhe dos tubos seminiferos. Imagem retirada e adaptada de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279031/

As células de Sertoli sdo alongadas, acompanhando radialmente o tubo seminifero
desde a sua zona basal a zona do lUmen. S3o estas que sustentam e nutrem a
linhagem germinativa, ao mesmo tempo que captam e produzem substancias

enddcrinas e paracrinas que regulam a espermatogénese, segregando proteinas



essenciais a manutencao do epitélio ductal (27) captando e regulando a
testosterona (21).

Em redor dos tubos seminiferos, no espaco intertubular, encontra-se um conjunto
de células, desde fibroblastos, células nervosas, microvasos, tecido conectivo e as
células de Leydig: produtoras de hormonas andrdégenas, nomeadamente a
androsterona e a testosterona (28).

E a testosterona gue induz a diferenciacdo dos 6rgdos genitais masculinos, das
caracteristicas sexuais secundarias e é também esta que despoleta o sinal para a
iniciacdo, processamento e manutencdo da espermatogénese (29).

As glandulas acessoérias: vesiculas seminais, prostata e glandula de Cowper,
originam as secregdes que sustém a sobrevivéncia dos gametas e providenciam o
meio ideal através do qual os espermatozéides se deslocam fluidamente para o

interior do sistema reprodutor feminino, apds ejaculacdo (29,30) .

3.1.1 Espermatogénese

A gametogénese produz as células haploides fundamentais a fecundacdo: os
gametas. A producao de gametas ocorre nos testiculos e nos ovarios durante os
processos de espermatogénese e oogénese que, respetivamente, resultam em
espermatozdides e 6vulos (31).

A espermatogénese (figura 3.3) tem uma duracao média de 74 dias, durante os
quais ocorrem eventos moleculares que resultam na proliferacdao de células
estaminais espermatogonais (SSCs) e na sua diferenciagdo em espermatozoides
altamente especializados (32,33) concluida aquando da libertagdao das células
espermaticas das células de Sertoli para o lUmen dos tubulos seminiferos (34).
Pode-se dividir o processo de espermatogénese em 3 etapas principais (35):

Proliferagdo Mitdtica, Meiose e Diferenciagdo ou espermiogénese.
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Figura 3.3 Ciclo de espermatogénese. Imagem retirada e adaptada de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279031/

A mitose € um processo, em que o material genético é duplicado com a
desagregacao do envelope nuclear formando duas células filhas como resultado da
divisao igual dos cromossomas e do citoplasma (36,37).

No homem, as SSC produzem, por mitose, uma populacdo de células que tém
aparéncia nuclear distinta, organizadas em 2 tipos: Espermatogdnias do Tipo A e
tipo B. Originalmente as células espermatogonias do tipo A Dark correspondem as
células estaminais e as células Tipo A Pale, suas descendentes, sdo as precursoras
das células do tipo B (38).

As espermatogdnias do tipo B caracterizam-se por grandes aglomerados de
cromatina condensada sob a membrana nuclear. Sao estas que, por mitose,
produzem espermatocitos primarios que se desenvolvem em diferentes estadios
(preleptoteno, leptoteno, zigoteno e paquiteno) com base no numero de nucleos
e compactacao da cromatina (39).

As células no estagio seguinte ao paquiteno- diploteno e diquinese- tém periodos
de vida curtos e raramente sao observadas (40).

A meiose é importante porque garante que todos 0s organismos que se
reproduzem sexuadamente contém um numero correto de cromossomas. Esta € a

génese da variacdo genética através do processo de recombinacdo que, mais



tarde, é amplificada aquando da fecundacado, criando assim descendentes com
combinacgdes Unicas de DNA (41).

Com o final da divisao celular, os espermatidios haploides redondos entram na
fase de espermiogénese que € o processo que conduz a formacdo de
espermatozdides fusiformes flagelados, capazes de motilidade (42).

Enquanto o nucleo dos espermatozdides se alonga e o acrossoma se constitui, o
axonema comeca a desenvolver-se quando um par de centriolos se movem
opostamente ao acrossoma e, do centriolo distal se estende gradualmente para o
citoplasma. O axonema é o componente central do flagelo e consiste num par
central de microtubulos rodeados por 9 microtubulos duplos exteriores (43).
Antes do esperma ser transportado para a epididimo, toda a célula alongada é
rodeada por citoplasma. O citoplasma excedente é extrusado e fagocitado através
das células de Sertoli. A extrusdo citoplasmatica, juntamente com varias outras
etapas de maturacdao, é essencial para permitir capacidade de ligacdo a zona

pellucida (ZP) e estabilizar o potencial de fertilizacdo dos espermatozdides (44,45).

3.1.2 Estrutura do Espermatozdide

Estruturalmente, o espermatozdéide humano é constituido por trés pecas

principais: a cabeca, peca intermédia e cauda (figura 3.4) (46).
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A cabeca do espermatozdide tem como fungao a ligacdo e penetracao no évulo e
é subdividida em duas zonas major envolvidos pela membrana plasmatica: o
acrossoma e o nucleo (47).

Aguando ligacdo da cabeca do espermatozdide ao receptores glicoproteicos da
zona pellcida, o acrossoma, a vesicula exocitica que se encontra na zona apical
da cabeca do espermatozdide, liberta acrosinas proteolisantes que digerem a ZP,
permitindo a fusdo de membranas e consequente entrada de material genético
masculino no évulo (33,46,47).

A zona de ligacao a pecga intermédia, diretamente a baixo da cabega, possui dois
centriolos - proximal e distal- de maquinaria incompleta que, aquando da
fecundagao se reconstituem formando o centrossoma que participa na formagao
do fuso mitdtico e na migragao dos pronucleos (48).

A peca intermedia é a zona de conexdo desde a cabecga a cauda do espermatozodide
e é constituida por uma bainha mitocondrial helicoidal posicionada em torno do
axonema e por fibras densas externas que terminam anteriormente ao limite da
cauda (49).

As mitocondrias presentes na bainha, sdo a fonte de energia, sob a forma de ATP
que produzem e transportam energia para o0 axonema.

A juncdo desta forca motriz, do tamanho da cauda e das fibras densas é
responsavel pela velocidade de deslocacdo, flexibilidade da batida e tipo

movimento flagelar do espermatozdide (50).

3.2 Preservacao da Fertilidade Masculina

A infertilidade masculina pode dever-se a causas pré-testiculares e enddcrinas,
faléncias testiculares, alteracdes genéticas e causas obstrutivas e pds-testiculares.
Mesmo com uma criteriosa avaliacdo, 30-40% dos homens inférteis permanecem
sem uma causa especifica para o seu problema (infertilidade idiopatica). Nos
ultimos 40 anos, devido também a crescente utilizagdo de telemédvel, consumo de
opidides, tabaco e marijuana, elevadas taxas de obesidade e sedentarismo,
poluicdo ambiental e aquecimento global temos assistido ao progressivo

decréscimo da qualidade seminal (51).



Porém, a infertilidade masculina ndo é um problema dos dias de hoje e a busca
pela preservacdo do potencial masculino através da criopreservacdo remonta ao
século XVIII quando, em 1776, Spallanzani analisou os efeitos do frio e da
congelagao (52). No entanto, é com o trabalho de Parkes, em 1945, que é realizada
a primeira congelacdo com sucesso de sémen humano. Este estudo concluiu
também que existe maior eficiéncia na congelacdo de pequenos volumes de
amostra, determinando indiretamente que a taxa de arrefecimento se correlaciona
positivamente com taxa de sobrevivéncia (53).

Em 1949, Polge, acidentalmente descobre o efeito protetor do glicerol contudo,
somente em 1953 é que foram relatadas pesquisas bem sucedidas com sémen
humano em gelo seco, resultando no nascimento de um bebé, demonstrando que
os espermatozdides humanos descongelados eram capazes de fertilizacdo e
inducdo do desenvolvimento embrionario normal (54).

Uma década mais tarde, foi introduzido o uso de azoto liquido para a
crioconservacdao de esperma a longo prazo. Este novo método conduziu a
normalizacao progressiva da congelacao de esperma, como pratica divulgada nos
cuidados de saude. Com a disponibilidade de armazenamento a longo prazo e a
utilizacdo generalizada do congelamento de espermatozdides, novos métodos e
variantes desenvolveram-se ao longo do tempo (55).

A evolucdo da criobiologia do sémen humano gera solugdes que ndo se restringem
meramente ao tratamento da infertilidade, na unidade que é o casal, mas sim,
abriu a possibilidade de programar, acumular, doar e preservar o potencial de
fertilidade numa nova contextualizacao terapéutica, ética e social (14).

A criopreservacao pode ter por base razdes terapéuticas ou sociais - “Social
Freezing” - estando os dadores de gametas incluidos neste ultimo grupo, bem
como homens que optam pela vasectomia como método anticoncecional ou que,
nao possuindo um projecto de parentalidade a curto prazo, ndao descartam essa
essa possibilidade no futuro. Outra perspetiva de Social Freezing inclui individuos,
cujas profissdes os exponham situagdes de risco pelas quais possam vir, no futuro,
a interferir na producdao e contagem espermatica, nomeadamente: radiacdo,
quimicos, calor intenso, etc. (56).

A criopreservacao terapéutica engloba a conservacdao do potencial reprodutivo
anterior a terapéutica por quimio-radioterapia ou cirurgias que podem,
colateralmente, tornar um individuo estéril, severamente infértil ou impotente. Em

PMA, a criopreservacao permite armazenar e posteriormente reunir ejaculacdes de



doentes oligozoospérmicos para a sua utilizacdo conjunta evitando assim cirurgias
especificas e armazenar esperma epididimo, testicular e tecido testicular (14,56-
58).

A criopreservacao terapéutica permite ainda o armazenamento para situacoes de
diagnéstico e viabiliza a conveniéncia de usar as amostras quando ndo é possivel
colheita a fresco no momento da puncao ovarica da parceira (58).

E possivel ainda, com recurso a criopreservacao de espermatozdides, diminuir a
possibilidade de transmissdo de doencas infeciosas, como é o caso da Hepatite B
e HIV, dado ser possivel lavar, criopreservar e armazenar espermatozédides, de

pacientes seropositivos para o HIV e Hepatite B (59).

3.3 Criopreservacao

A criopreservacao, tem como principal objectivo a manutencao de sistemas
biolégicos a temperaturas as quais 0s processos metabdlicos permanegam
suspensos (57), com o menor dano possivel para o sistema. Apesar de existirem
variadas técnicas de criopreservagao, consoante o tipo celular e a complexidade
dos sistemas bioldgicos (60), a criopreservacao de espermatozdides é realizada
principalmente através de duas técnicas: Slow-Freezing - a técnica classica- e a
vitrificagao (19).

O sucesso de ambas as técnicas depende uma amplitude de fatores fisico-quimicos
bioldgicos (61,62). em especial das taxas de arrefecimento e aquecimento, da
quantidade e estado da &gua intra-extracelular, dos solutos em solugao

nomeadamente provenientes de crioprotetores (61,63-65).

3.3.1 Agentes Crioprotetores

Os agentes crioprotetores (CPA) sdao substancias quimicas, desde alcoois e
acgUcares até polimeros, alginatos, amidas, entre outros compostos que interferem
nas propriedades coligativas das moléculas de agua, diminuindo a temperatura de
fusdo. Por exemplo, certos CPAs de baixo peso molecular, devido a sua polaridade,
possuem elevada afinidade para formarem pontes de hidrogénio com as moléculas
de agua (66).



O crioprotetor tem a funcao de proteger as células durante os processos de
arrefecimento e aquecimento. Os crioprotetores podem ser permeaveis(pCPA) ou
impermedaveis(npCPA), relativamente a membrana celular, sendo que,

combinacdes destes pode atuar sinergicamente na sobrevivéncia celular (57,67).

3.3.1.1 Tipos de Agentes Crioprotetores

Os pCPA sao moléculas com baixo peso molecular, como glicerol, etilenoglicol (EG)
e dimetilsulfoxido (DMSO) que, atravessam a membrana celular, diminuem a
temperatura de congelagdao do citoplasma e substituem agua no interior das
células (68).

Os npCPA sdao compostos como a sacarose, polietilienoglicol (PEG),
polivinilpirrolidona (PVP) e trealose que entram lentamente na célula ou mantém-
se no ambiente extracelular. Estas moléculas reduzem a dgua da célula através da
criacdo de um ambiente extracelular hiperosmético, em relacdo ao ambiente
intracelular controlando, quer o processo de desidratacdao na criopreservagao quer
o processo de reidratacdao aquando do aquecimento (58).

Aclcares tais com a sacarose € a trealose, interagem ndo sé com a agua (69) mas
também com os fosfolipidios da membrana plasmatica reorganizando-a e
aumentando a sua fluidez o que induz a depressao na temperatura de transicao
de fase. Quando combinados os dois tipos de CPA, os npCPA - menos téxicos-
reduzem a quantidades de pCPA necessario mimetizando, fora da célula, os efeitos
crioprotetores das proteinas intracelulares (59,70).

O mecanismo através do qual os CPA atuam tem por base aumento da viscosidade,
resultado da conexdo entre o CPA e a dgua do meio. Este aumento de viscosidade
desencadeia uma série de reacgdes, com implicacdes a nivel coligativo, benéficas
ao processo de criopreservacao promovendo a diminuigao do ponto de congelagao
do sistema, o atraso no processo de nucleacdao e, consequente, redugao do
tamanho e taxa de crescimento de cristais de gelo (55).

Cada tipo de CPA apresenta mecanismos de citotoxicidade especificos e o efeito
da toxicidade destes depende, em grande medida, das condicdes de exposicao: a
temperatura, a concentragao e o tempo de exposicao ao crioprotetor (71).

O efeito toxico dos crioprotetores ndao é uniforme em todo o processo de

criopreservacao. Os CPA podem interagir com outros reagentes da mistura ou com



moléculas fundamentais ao metabolismo celular resultando em stress oxidativo,
levando indiretamente a lesao celular e/ou outros danos (71).

Para além da toxicidade quimica do CPA, quer na sua adi¢cdao, quer na remogao, da
sua acao resulta a contracao e expansao do volume celular que pode originar
choque osmdtico (72) e, consequentemente, dano mecéanico-estrutural a célula
(70,73).

Apesar da toxicidade dos crioprotetores nao poder ser totalmente obliterada, esta
pode ser minimizada recorrendo a combinacdo de varios CPA em solugao,
adicionando-os lentamente e, aumentando, quando possivel, a quantidade de
npCPA em detrimento dos pCPA (68).

3.3.2 Temperaturas de Fusao e Transicao Vitrea

A termodinamica (figura 3.5) descreve, para além dos pontos de transicao da
matéria, a quantidade de gelo que se forma a uma dada temperatura, o fluxo de

agua e crioprotetores dentro e fora das células e ainda, a transferéncia de calor

0 »
T, stable \

20 bk
) -40 metastable \ metastable
g {(supercooled) .. (supersaturated)
©
_§ 60 F
©
©
(=%
E 80 r unstable
'—

-100

-120 |

Tg v
_140 L L L L L L L L L

o} 10 20 30 40 50 60 70 80 y
Concentration (w/w%)

Figura 3.5- Diagrama de fase para diferentes concentragoes de crioprotetor. Imagem retirada e
adaptada de "Vitrification Enhancement by Synthetic Ice Blocking Agents. Cryobiology. 40. 228-36.
10.1006/cryo.2000.2243".,




gue ocorre durante os processos de arrefecimento e aquecimento, essenciais para
a criopreservacao de células (74).

Quando submetidas a temperaturas abaixo do seu ponto de fusdao (Tm),
dependente da concentracdo de solutos dissolvidos, as moléculas de &gua,
tendencialmente, caminham para o estado sélido através da transicdo de fase
liqguido-sélido que, levam a nucleacdo e crescimento de cristais de gelo (55).

A nucleagao € o processo que se da, uma vez atingida a temperatura de nucleacdo
heterogénea (Th), em que as moléculas de dgua iniciam a sua aglomeragao que
definird a estrutura soélida cristalina (75).

A técnica de Slow-Freezing faz uso dos eventos termodinamicos que se dao
durante o arrefecimento a temperaturas inferiores a Tm. A temperatura de
transicao vitrea (Tg), é inferior a Tm e &, por definicdo, a temperatura a partir da
qual uma solugdo transita entre a fase liquida e a fase soélida vitrea. Nesta fase, as
moléculas tém o mesmo nivel organizacional que no estado liquido mas, o nivel de
liberdade de movimentacdo das moléculas diminui, devido ao aumento repentino
de densidade que leva a estase molecular do liquido solidificado devido, ndo a
cristalizagao, mas ao aumento da viscosidade do sistema (18).

E a partir da Tg que se encontram as caracteristicas termodindmicas favoraveis a

técnica de vitrificagdo com a vantagem de ndo existir formacdo de gelo (67).

3.4 Técnicas de criopreservacao de espermatozdides

3.4.1 Slow-Freezing

Na técnica de Slow-Freezing, uma pequena quantidade de crioprotetor,
normalmente pCPA, é adicionada e misturada a amostra de esperma, a um ritmo
lento (64).

Depois de homogeneizada, a amostra é colocada no suporte de refrigeracao
(palhetas ou tubos de criopreservacao) e refrigerada até proximo dos 5 °C a uma
taxa de 0,5 a 1 °C/min, cerca de 10 minutos. A solucdo é depois arrefecida de 5
°C a -80 °C a taxa de 1-10 °C/min em vapores de azoto, durante 15-20 minutos
e, finalmente, mergulhada em azoto liquido onde arrefece até a temperatura de

armazenamento de -196°C (76).



Aguando da necessidade de utilizagdo, as amostras sao aquecidas a temperatura
ambiente, mantidas na incubadora a 37°C ou imersas em agua por um periodo
gue varia entre 10 a 20 minutos e posteriormente lavadas com meio tampao, para
remocao do CPA e reidratacao das células (59,64,77).

Esta técnica requer controlo rigoroso da temperatura de modo que a diminuigao
da mesma seja gradual e controlada.

A técnica de Slow-Freezing possui tempos de execucao prolongados, podendo
chegar a processamentos manuais superiores a uma hora por amostra (57).
Apesar de existir a possibilidade de executar o protocolo de modo automatizado,
os aparelhos para este efeito sao dispendiosos e possuem um maior consumo de
azoto liquido (78).

Em qualguer um dos modos, manual ou automatizado, a técnica é pouco eficiente,
causando extenso dano fisico e quimico as células devido a producao e cristalizagao
do gelo (79).

O Slow-Freezing nao é adequado a todos os tipos de amostra uma vez que, para
além da congelacao e descongelacao usam-se técnicas de centrifugacdo e diluicao
do amostra que muitas vezes leva a perda de espermatozdides vitais

especialmente em amostras com fraca concentragao (16,80).

3.4.2 \Vitrificacao

O processamento para vitrificacdo até ao armazenamento, envolve a adigao
gradual de CPA, apds a qual, a solucao é colocada nos suportes e mergulhada
diretamente em azoto liquido a uma taxa de arrefecimento de cerca de 2000
°C/min a 10,000 °C/min (19,55,81).

Aquando da utilizacdo da amostra armazenada, esta é aquecida, a temperatura
ambiente, 37°C ou superior e o crioprotetor é removido através de lavagens com
meio tampdo hipotdnico, previamente aquecido (19,82).

A taxa de aguecimento, seguida da taxa de arrefecimento é a varidavel de maior
importancia uma vez que é nas incursdes de temperatura que ha maior risco de
formacao e expansdo das moléculas de gelo. Outros factores determinantes das
taxas térmicas e consequentemente do sucesso da técnica sdao os volumes

adequados de amostra e o tipo de material do suporte (83).



Devido ao uso de altas concentragoes de CPA e elevadas taxas de arrefecimento e
aquecimento, a vitrificagao, face ao Slow-Freezing, tem como principal vantagem,
a reducao do dano causado pela formagdo de cristais de gelo que inviabilizam a
estrutura celular. E uma técnica de rapida execucdo e facil implementacdo em
laboratdrios uma vez que ndo requer equipamento complexo sendo por isso mais
barato (78).

A concentragao de crioprotetores empregues no processo pode resultar em dano
celular por efeito da citotoxicidade destes agentes (68) contudo, as células
espermaticas, resistem melhor ao processo de vitrificacdo devido a elevada fluidez
da membrana e ao baixo teor de agua nao existindo assim necessidade de
utilizacao de crioprotetores em concentragoes elevadas (84).

A nivel da clinica laboratorial reprodutiva, esta técnica nao é aplicada
rotineiramente como acontece com ovécitos e embrides. Uma das principais
limitacbes para a implementacao da vitrificacdo de esperma é a auséncia de
padronizacao de protocolos bem como de resultados reprodutivos aceitaveis
quando usados grandes volumes de amostra (85).

Volumes de amostra reduzidos e suportes de criopreservacao que facilitem
transferéncia de calor, sdo necessarios para o sucesso da técnica de vitrificacao.
Um volume baixo de amostra, permite ndo sé atingir linearmente as taxas de
transferéncia térmica necessarias aos processos de arrefecimento e aquecimento
como também facilitam a distribuicdo uniforme da temperatura em toda a amostra
(86).

Existem varios tipos de suportes de criopreservacao de esperma desde sistemas
comerciais como cryosleep, cryovial, tubos capilares, até adaptacdes de materiais

da pratica laboratorial como por exemplo pontas de micropipetas (figura 3.6).
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O suporte convencional é a palheta de resina ionomérica de 0,5 mL de
capacidade, apresentando paredes moderadamente espessas que, durante a
transferéncia térmica da criopreservacdo atua como um isolante dentro da palheta
e que interfere na transferéncia de calor, tornando dificil atingir linearmente as
taxas de arrefecimento necessarias (63).

O Cryotop® é um suporte aberto (figura 3.7), amplamente utilizado na vitrificacao
de évulos e embrides constituido por uma pega de manuseamento rigida e uma
fina tira de polipropileno onde é colocada a amostra (16).

Pelas suas caracteristicas € um suporte apropriado para a vitrificagdo de um baixo
numero de espermatozoides (16,48).

O seu design, de acordo com o fabricante, permite o carregamento com volume
minimo de 0,1 pL, proporcionando taxas de arrefecimento e aquecimento de-
23.000°C/minuto e 42.000°C/minuto respetivamente (87).

Figura 3.7- Cryotop® (a vermelho) e respetiva tampa-Foto inédita



4.Materiais e Métodos

4.1 Local do estudo

Este estudo foi realizado no Centro de Procriagao Medicamente Assistida Ginemed

em Lisboa.

4.2 Tipo de estudo

Tendo em conta o objetivo definido, que é o de maximizar a sobrevivéncia de
espermatozdides apos processamento, de acordo com Fortin (88) , este estudo é
experimental, manipulando a temperatura e concentragao e tipo de solugdes nos

diferentes pontos chave de processamento de criopreservagao.

4.3 Variaveis

Neste estudo, a varidvel dependente é a mobilidade progressiva dos
espermatozdides e as varidveis independentes sdao: natureza do crioprotector,
concentragao do crioprotetor, tempos de exposicao ao crioprotector, suportes de

vitrificacdo e temperatura de aquecimento apds vitrificacao.

4.4 Populacao-alvo e amostra

As amostras de sémen incorporam uma amostragem nao probabilistica e racional
(88) obtidas de 12 utentes masculinos, provenientes de colheita para diagndstico
na clinica Ginemed Lisboa que, apdés a explicacdo do estudo (Apéndice I)

assentiram ao mesmo por assinatura de termo de consentimento (Apéndice II).

4.5 Seleccao de amostras

Foram selecionadas as amostras com diagnosticos de normozoospermia:

e Volume de fluido seminal: igual ou superior a 1,5 mL;

e NuUmero total de espermatozéides no ejaculado: igual ou superior a 39 milhdes;
e Concentracdo de espermatozdides: igual ou superior a 15 milhdes por mL;

e Mobilidade total: igual ou superior a 39% e mobilidade progressiva: igual ou

superior a 32%.



4.6 Critérios de exclusao

Foram excluidas as dadivas com as seguintes carateristicas:

e Amostras de pacientes que relataram perdas de amostra no momento da
colheita;

e Amostras ndo normozoospérmicas;

e Amostras de pacientes que relataram abstinéncia sexual inferior a 2 e superior
a 7 dias;

e Amostras que apds capacitadas apresentavam mobilidade abaixo de 99%.

4.7 Procedimentos laboratoriais

Num protocolo de criopreservacao, existem varios parametros que vao interagir
entre eles para determinar o eventual sucesso da técnica: a solucdo de
crioprotetores, o suporte de criopreservacao, do qual dependerdo o volume e a
velocidade de arrefecimento, e finalmente, a técnica de reaquecimento.

O nosso trabalho dividiu-se em duas vertentes: pré processamento e avaliagao
dos parédmetros do protocolo, propriamente dito.

No pré processamento, efetuamos o tratamento da amostra para obtencdo da
fracdo de espermatozdides moveis (FEM) e analise qualitativa de suporte de
vitrificagao e modo de arrefecimento.

Na avaliagdo dos parametros do protocolo determinamos qual a natureza,
concentracao e tempo de exposicao ao crioprotector bem como a temperatura de
aquecimento.

Todos os materiais, equipamentos e meios utilizados neste estudo encontram-se

descritos no Apéndice 1V.

4.7.1 Pré Processamento

4.7.1.1 Avaliagao de amostras

Tendo por base o processamento de amostras, de acordo com as diretrizes de
andlise e processamento de sémen humano da OMS (7) foram avaliados os
parametros de volume seminal; viscosidade da amostra e, através de microscopia,

forma avaliados os parametros de motilidade (espermatozdides progressivos, ndo



progressivos e imdveis) e concentracdo de espermatozdides (milhdes de células

de esperma/mL) em cadmara de Makler

4.7.1.2 Obtencao da FEM

Uma vez verificado que as amostras apresentavam parametros espermaticos
dentro dos valores de referéncia, foi necessario obter aliquotas compostas
exclusivamente de espermatozdides moveis, de modo a testar os efeitos dos
diferentes aspetos da criopreservacgao.

Para obtencdo de amostras com elevado nimero de espermatozdides moveis, os
ejaculados foram capacitados através de técnica de swim up.

Assim, das amostras a fresco, foram retirados entre 1 e 2 mL e submetidos a
lavagem por gradientes de 45% e 90% de densidade num ciclo de centrifugagao
de 1100 rpm durante 20 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de tampao
espermatico, submetido posteriormente a um ciclo de centrifugagdao de 1500 rpm
durante 10 minutos.

Descartou-se o0 sobrenadante e, ao pellet, juntou-se, 500 ul de tampao
espermatico e passando a amostra processada num Unico microtubo de 1,5 mL.
Aferiu-se a motilidade em camara de Mackler sendo somente usadas as FEM que

possuiam no minimo 10x10® spz/mL e motilidade igual a 99%.

4.7.1.3 Estudo do modo arrefecimento e suportes

Com recurso ao meio de congelacao de glicerol testou-se dois suportes: pontas de

micropipetas stripper e Cryotop®.

> Utilizacdo de pontas stripper:

As pontas de stripper sao cilindricas, de material plastico flexivel, com um diametro
interno de 290 um e externo de 0,9 mm.

As pontas micropipetas foram diretamente carregadas com 1 a 2 uL de suspensao
através de pipeta stripper (figura 4.1A). Apds carregadas, no interior de uma
palheta CBS de resina de capacidade 0,5 mL, com 133 mm de comprimento e 2,5

mm de didmetro interno. As palhetas foram termicamente seladas com recurso a



seladora manual de palhetas SYMS (figura 4.1B) e mergulhadas em azoto liquido

(figura 4.1C) por, pelo menos, trinta minutos, até ao aquecimento.

Figura 4.1 A- Ponta de stripper carregada, B- Ponta carregada encerrada
em palheta C- Mergulho em azoto liquido. ~Fotos inéditas

A leitura do resultado foi efectuado com aquecimento recorrendo a 5 pL de solugao
tampdo a temperatura ambiente, em lamina de vidro coberta por lamela e
efectuado o varrimento dos campos da area da lamela, em microscoépio otico.

O processamento em pontas de stripper foi abandonado dado a impossibilidade de
reprodutibilidade de resultados dado o facto de que a retirada da ponta da palheta
selada bem como o expurgar da FEM vitrificada interferia no processo de

aquecimento.



» Utilizacdo de Cryotop®:

Com o Cryotop® carregado com cerca de 1 a 2 pL de suspensao de
espermatozoides em solugdao de crioprotetores, foram realizadas 3 abordagens de

congelagao:

e Exposicao do Cryotop® carregado com a suspensao a vapores durante 10

minutos seguido mergulho em azoto por 30 minutos (figura 4.2).

Figura 4.2-Cryotop exposto a vapores de azoto- Foto inédita

e Mergulho direto do Cryotop® carregado com a suspensao, com e sem tampa e

leitura apds 30 minutos de exposicao ao azoto.

Aquando do aquecimento, a haver tampa, é retirada ainda quando o Cryotop® se
encontra mergulhado em azoto e, em ambos o0s casos, imersa de imediato em 5
ML de solucdo tampdo a temperatura ambiente e em Iamina de vidro, coberta por
lamela e efectuado o varrimento dos campos da area da lamela, em microscépio
otico.

Nestes dois testes preliminares os resultados apresentaram-se inconstantes tendo
sido detetado que, no caso da utilizagao do mergulho com utilizagdao da tampa,

parte da amostra ficava presa dentro da tampa. Foi efectuada a adaptacao do



Cryotop®, cortou-se 0,5 cm da ponta, repetido o processo e os resultados apos

aquecimento apresentam-se consistentes de ensaio para ensaio.

Figura 4.3- Processamento em Cryotop® com tampa. A- Cryotop® adaptado carregado com
1uL se suspensao B- Cryotop® carregado e fechado; C Mergulho em azoto. “Foto inédita

4.7.2 Avaliacdao dos parametros do protocolo

4.7.2.1 Solucodes crioprotetoras

Como foi referido na introducao, existem diversas solugdes de crioprotetores que
podem ser adicionadas a solucdo de espermatozdides com o objectivo de os

proteger durante o arrefecimento necessario para a criopreservagao.



Tendo por base a bibliografia existente bem como a disponibilidade de reagentes
e da potencial aplicabilidade clinica futura, selecionaram-se, para além da solucao

comercial de glicerol, seis solugOes para teste (tabela 1):

Tabela 1- Detalhe de composicao das solugcbes de criopreservacdo
Solucoes de vitrificacao
TYB® Solucao de Sacarose Solucgao de Trealose

e Tampao TES e

Tris

« Tamp&o HEPES  Tampdo HEPES
* Gema de Ovo 10 mg/ mL de albumina e Solugdo salina
e Glicerol sérica o Dimetilsulféxido
Sulfato de Solugdo salina Etilenoglicol

gentamicina Trealose 1M

mg/mL de gentamicina

aseg ejnw.io4

e Citrato de . .
e Hydroxipropilcelulose
Saddio (HPC)
e Frutose
Tipo de Glicerol Sacarose Trealose
CPA
Concentracgao
12% (V/V) 00 0,1M 00 0,1M
[] ' il
CPA 52 52
M5 M5
[\ v

Trés solucdes de sacarose, correspondente as concentragoes de 0,5M; 0,25 e 0,1M
de sacarose (BioXtra, a 99.5% de pureza, Sigma-Aldrich), tendo como solvente a
solucdo de tampao espermatico Sperm Buffer® (SpB) da Genea-Merck.

Trés solucdes de diluicdes de 1:2 (TS 0,5M); 1:4 (TS 0,25M) e 1:10 (TS 0,1M) de
meio TS com Trealose, do kit de desvitrificacdo da Kitazato®, tendo como solvente

a solugdo de tampao Sperm Buffer (SpB®).



Todas as solugdes foram elaboradas em tubos cénicos e mantidas no frigorifico,
entre 2°C e 4°C, em aliquotas de 100 pL em microtubos de 0,5 mL até ao momento

de uso.

4.7.2.2 Tempo de exposicao as solucdes

Em primeiro lugar, tratou-se de discernir o efeito da exposicdao a estas solugoes
sobre a motilidade espermatica, procurando uma solucdo que mantivesse um
efeito crioprotetor, sem ser nociva para os espermatozdides, provocando-lhes
perda de motilidade.

Para determinacdao do meio favoravel ao arrefecimento, foram efetuadas aliquotas
de 50 pyL de amostras da FEM e adicionado 50 puL meio de crioprotecao, gota a
gota, até a proporcdo de 1:1. A amostra de cada paciente foi estudada por
duplicado para cada solugdo. Foi efectuada a contagem de 100 espermatozdides

nos tempos de 5 minutos e 15 minutos apds o término da adicdo de crioprotetor.

4.7.2.3 Determinagao de tempo minimo de exposicao

Numa segunda abordagem, e para analise do tempo minimo de exposicdo das
amostras ao crioprotetor antes da congelagdo, foi analisado, apds seleccdo do meio

de criopreservacao, o comportamento da FEM, minuto a minuto até 15 minutos.

4.7.3 Aquecimento

Na fase anterior, optou-se por uma técnica de aquecimento que consiste na
exposicao das amostras desde os -196°C do azoto a solugdo tampao a temperatura
ambiente.

No entanto, esta forma ndo é adequada para a posterior utilizacdo das amostras
na pratica clinica, pois o volume total recuperado esta a ser utilizado para avaliagao

da sobrevivéncia ao microscépio.



Para adaptar o aquecimento para utilizacdo no laboratério de PMA, o procedimento
foi modificado. Desta forma, 30 minutos apds a amostra se encontrar submersa

em azoto, esta foi aquecida do seguinte modo:

I) Numa caixa de 60mm de didmetro aquecida, foi colocada uma gota de 5 pL de

tampdo SPB® previamente aquecido a temperatura de 37°C.

IT) Ao Cryotop® com a suspensao foi retirada a tampa, ainda imerso em azoto, e
imediatamente mergulhado na gota de tampao e suavemente agitado para que

a suspensao se fosse libertando.

III) A gota foi coberta com aproximadamente 9 mL de 6leo mineral e observada
ao microscoépio invertido tentando-se contabilizar 200 espermatozdides: 100

no rebordo da gota e 100 espermatozoides no interior da gota (figura 4.4).

Figura 4.4- Modo de aquecimento apds vitrificagdo. A- Introducdo da ponta do cryotop em gota de
tampao,; B- Cobertura com dleo mineral; C- Montagem para observacdo microscdpica. “Fotos inéditas



O mesmo procedimento foi efectuado para testar as condicdes de aquecimento
com a temperatura ambiente no qual quer a caixa de 60 mm quer a gota de
tampao se encontravam a temperatura ambiente.

A avaliacdo da mobilidade espermatica foi repetida a cada 15 durante uma hora.
O resumo do grafico do design experimental do protocolo de vitrificagdo de

espermatozdides encontra-se projetado na figura 4.5.

Design Experimental
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Protocolo Laboratorial
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EZ-Tips
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Testar Solugédo Aquecimento

de Sacarose, Temperatura
Trealose e Testar minuto Ambiente VS
Glicerol a minuto 37°C

e

Exposigdo a

m I::> n |::> o

Processamento Avaliagao dos parametros do protocolo

Figura 4.5- Esquema de Design do Protocolo de Vitrificacdo de Espermatozdides

4.8 Consideracoes éticas e legais

Os utentes foram informados do propdsito do estudo através de documento
escrito, assentindo ao mesmo através de assinatura em consentimento informado
para o efeito.

O protocolo de estudo foi aprovado pela direcao da clinica da Ginemed (Apéndice
III) Lisboa bem como pelo Conselho de Etica da Escola Superior de Tecnologia da
Saude, com a referéncia CE-ESTESL-N°. 18-2020.



4.9 Analise estatistica

O método de analise dos dados recolhidos implicou a utilizagdo de suportes
informaticos nomeadamente o Microsoft Excel® e o QuickCalc, Graphpad.

Os resultados de cada solugao a que a amostra foi exposta, foram trabalhados em
Microsoft Excel para calculo da estatistica descritiva e representacao grafica. O
calculo estatistico foi efetuado através de One-Way Anova para comparacao da
meia de espermatozoides mdveis recuperados nas diferentes experiéncias.

O valor de p <0,05 foi definido para demonstracdao da relevancia estatistica dos

resultados.

5.Resultados

Encontrando-se escolhido, através de estudos preliminares, o suporte e o modo de
exposicao ao azoto: mergulho direto do Cryotop® fechado com tampa- passamos
a determinacao dos elementos basilares da criopreservacao: solucbes de

crioprotecao, tempos de exposicao e modos de aquecimento.

5.1 Tempo e exposicao as solugoes

Em primeiro lugar, tratou-se de discernir o efeito da exposicao das solugoes
crioprotetoras- glicerol, trealose e sacarose — em relagdo a motilidade espermatica
(tabela 2), procurando uma solugdao que mantivesse um efeito crioprotetor, sem

ser nociva para os espermatozdides.

Tabela 2- Resumo de resultados médios, desvio padrdo, valores minimos e maximos de mobilidade

%SPZ %SPZ %SPZ %SPZ %SPZ %SPZ %SPZ

Meio Prgs NPrgs Imv Prgs NPrgs Imv Prgs
5Min 5Min 5Min 15Min 15Min 15Min VIT.
TYB® 74,1 3,6 23,0 74,2 4,5 18,5 20,1
+20,61 +3,15 +20,16 +13,81 +4,03 +10,08 +22,11
Min 44 0 3 50 0 3 0
Max 95 12 55 93 18 39 86
TS 77,7 3,2 19,3 60,8 7,3 31,8 38,2
+20,47 +2,99 +19,81 +23,83 +6,06 +£23,42 +15,51



Min 30 0 0 19 1 4 12
Max 99 12 67 94 25 75 68
TS 60,3 19,4 20,2 21,1 13,9 65,1 19,9

0,25 +17,52 +17,76 +17,24 +24,26 +17,51 +29,58 +18,33
Min 33 1 1 0 0 10 0
Max 87 56 58 68 67 100 59
TS 3,9 13,1 83 1,0 3,35 96,1 0,8

0,5M +5,83 +14,51 +17,75 +1,75 +7,67 +8,21 +0,99
Min 0 0 52 0 0 67 0
Max 24 43 100 7 32 100 3

SAC 93,0 2,2 4,7 82,8 5,6 11,4 43,1

+5,44 +2,29 +4,55 +11,33 +5,41 +8,55 +16,13

5 9{/717'1!1\?05 (5Min ) 15 minutos ( 15Min ); apos wtr/f/cagao e aqueCImento ( VIT) Espermatozmdes progreSS/vos
(PaAPZ Prgs), ggpermatozoidgs ndo progreggivos (%SPZ &rgs),; Esperrpatozoides Imq4veis (%SPZ Imv).

Max 99 10 17 98 19 25 65
SAC 83,6 4,0 11,8 75,7 7,3 16,9 42,6
0,25M %1566 +6,68 +13,26 +16,83 +8,86 +14,18 +10,58

Min 56 0 0 45 0 0 21
Max 99 31 40 100 33 51 60
SAC 35,5 12,0 51,9 20,6 12,2 67,0 9,4
0,5M  *26,66 +10,82 +30,37 +18,99 +10,90 +24,12 +12,35
Min 6 0 1 0 0 25 0
Max 89 25 86 56 40 100 57

O meio de congelagao de glicerol apresentou uma redugao da mobilidade em cerca

de 25% nos primeiros 5 minutos e, o possivel efeito de toxicidade da solucdo sobre

a mobilidade manteve-se estavel, até aos 15 minutos, sem variacdo significativa

(figura 5.1)
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Figura 5.1- Grafico da mobilidade espermatica apds exposicdo a glicerol: Mobilidade apés 5 (5MIN
EXP) e 15 minutos de exposicdo a Glicerol (15MIN EXP) e apds vitrificagdo (Vit-Aqgc)

As diluicGes de trealose, exibiram desde o inicio uma diminuta afinidade para a
sobrevivéncia de células espermatica (figura 5.2).

Os ensaios realizados com a TS de diluicao 1:2, revelaram, uma maior taxa de
imobilidade. Apds os primeiros cinco minutos a solucao apresentou um decaimento
de mobilidade na ordem dos 97% e, aos 15 minutos, a tendéncia aproximava-se
de 99% de imobilidade.
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Figura 5.2 Gréafico comparativo da resposta a exposicdo a trealose apds 5minutos (5MIN EXP) e
15 minutos de exposicdo (15MIN EXP) e apds o aquecimento (Vit-Agc)



As solugbes de menor concentragao 0,25M e 0,1M, apresentaram, respetivamente
aos 5 minutos, uma mobilidade na ordem dos 60% e 77%, e 21% e 60% aos 15
minutos a presentando um melhor resultado face a solucdao de 0,5M que, apds os
5 minutos de exposicao apresentava um decaimento de mobilidade na ordem dos
96%. Apds o0 aquecimento em lamina, as taxas de mobilidade globais da trealose
nao ascendem os 38,20%, correspondente a solugao de 0,1M.

O resultado apresenta significancia estatistica p<0,001; reforcando que entre as
trés concentracdes a solucdao com efeito menos toxico é a solugdo de 0,1M de
trealose. (Motilidade 38% TSO0,1M vs. 19.85% TS0,25M; p=0,003; Motilidade 38%
TSO0,1M vs Motilidade 19.85% TS0,5M; p<0,001; Motilidade 19,85% TS 0,25 vs
Motilidade 0,85% TO0,5M; p= 0,001)

Apds os 5 minutos, as solugdes de sacarose de 0,1M e 0,25M apresentavam,
respetivamente, 93,9% e 83,6% de mobilidade.

Depois do aquecimento os mesmos meios registavam cerca de 40% de motilidade
(figura 5.3) enquanto o meio de concentracao de 0,5M de sacarose apresentou
uma motilidade de 9,5%. Este apresentou as mais reduzidas taxas de

sobrevivéncia aos 5 minutos e, estra taxa caiu de 32,16% para 17,06% aos 15

minutos.
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Figura 5.3- Grafico comparativo da resposta a exposicdo a sacarose apoés 5minutos (5MIN EXP) e

15 minutos de exposicdo (15MIN EXP) e apds vitrificagdo e aquecimento (Vit-Agc)



A concentracdo dos meios de sacarose impactou na motilidade espermatica
revelando significancia estatistica. A analise comparativa dos meios sugere que
Motilidade 43,10% Sac 0,1M vs Motilidade 42,60% Sac 0,25M; p=0,218 nao
existindo entre os meios uma diferencga estatistica significativa; Motilidade 43,10%
Sac 0,1M vs Motilidade 42.60% Sac 0,5M; p<0,001; Motilidade 42,60% Sac 0,25M
vs Motilidade 43,10% Sac 0,5M; p<0,001).

Os crioprotetores a que se obtiveram melhor resposta relativamente a motilidade
e apos vitrificacdo e aguecimento sao: Sacarose 0,1M; Sacarose 0,25M e Trealose
0,1M (figura 5.4).
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Figura 5.4- Grafico comparativo dos trés meios que apresentam melhor motilidade aos 5 minutos e
apos vitrificacdo e aquecimento: sacarose 0,1M; sacarose 0,25M e trealose

5.2 Determinacao de tempo minimo de exposicao



Numa segunda abordagem, e para analise do tempo minimo de exposicdo das
amostras ao crioprotetor antes da congelagao, foi analisado, apds seleccdo do meio
de criopreservacdo, sacarose 0,1M, o comportamento da FEM, minuto a minuto até
15 minutos.

Ao fazer esta analise temporal verificamos que o ponto de equilibrio entre a
permeabilizacdo do crioprotector e o efeito toxico se situa em torno dos 5 minutos
(figura 5.5).
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Figura 5.5- Grafico de exposicdo dos espermatozoides a sacarose 0,1M ao minuto

5.3 Aquecimento

Quer o aquecimento a temperatura ambiente quer o aquecimento a 37°C resultou
na sobrevivéncia de células espermaticas, baseada na motilidade.

Contrariamente a todo o processo, em que se contabilizaram 100 espermatozoides
para cada determinacdo, nesta fase ndo foi possivel contabilizar as células
espermaticas em cada gota dado que zonas distintas da gota possuiam
caracteristicas também distintas (figura 5.6) ao mesmo tempo que, o movimento
dos espermatozdides era demasiado rapido para se haver possibilidade de

contabilizar em tempo real.



Por esta razdo gravaram-se campos distintos ao microscépio a cada 15 minutos
durante 60 minutos, contudo, apds apresentacdo da gravacdo manteve-se a
impossibilidade de efetuar uma analise quantitativa final.

De qualquer um dos modos de aquecimento apds vitrificacdo, resultaram na
presenca de espermatozoides moéveis em concentragdo mais do que suficiente para

utilizacao em técnicas de microinjecao espermatica.

Figura 5.6- Na figura mostram-se espermatozoides suspensos numa gota de solucdo tampé&o coberta de dleo
mineral- Aquecimento em gota a 37°C em dois campos (A e B) e tempos distintos (A1 /A2 e B1/B2) com
Ampliacdo 400X. Foto inédita.



6.Discussao

Os resultados deste estudo demostram que é possivel a elaboracdo de um
protocolo laboratorial (apéndice V), com recurso a técnica de vitrificacdo, com
reduzidos tempos de processamento e utilizagdo de solugdes produzidas
internamente ao laboratério que resulte em espermatozdides vidveis para a
utilizacdo direta nas técnicas de PMA em particular na técnica de ICSI.

A 50 pL da amostra capacitada por gradientes, é adicionada parte igual da solucao
de sacarose 0,1M, gota a gota e com ligeira agitagao.

Apds 5 minutos de exposicdo ao crioprotetor, 1uL de amostra é colocado em
Cryotop, fechado com a respetiva tampa e o sistema é submerso em azoto para
vitrificagao.

Apds esta, trabalhando em camara de fluxo laminar de superficie aquecida, o
aquecimento é efectuado em caixa de ICSI, com 5 pL de gota de tampao
espermatico a 37°C e de imediato coberta com 9 mL de 6leo mineral pré aquecido.
No design do protocolo optou-se por utilizar pequenos volumes de amostra por
forma a atingir maiores taxas de aquecimento e arrefecimento (18,67,84) para,
posteriormente, definir o suporte necessario para atingir tais taxas. O estudo de
suportes foi efectuado com recurso a um volume de 1 uL de amostra capacitada e
utilizando o Cryotop®, especifico para vitrificacdo de embrides, évulos e pontas
de micropipeta stripper.

O teste aos suportes foi feito como objectivo de trabalhar o que oferecesse maior
eficiéncia ao processo quer a nivel de manuseio que a nivel de recuperacgao.

As pontas de stripper apresentam a possibilidade de uma vitrificagao totalmente
asséptica (53) uma vez seladas no interior de uma palheta de congelacdo de
esperma contudo, no nosso trabalho revelaram-se contraproducentes no manuseio

sendo este suporte abandonado para execugao do protocolo.



A utilizacdao de Cryotop® demonstrou ser um elemento adjuvante ao protocolo,
apresentando, como num estudo anterior (16) boas taxa de recuperacdo apos
vitrificagdao e agquecimento.

Dos 3 métodos de arrefecimento testados, obtiveram-se melhores resultados
utilizando o suporte Cryotop® com a tampa colocada antes de ser exposto ao
azoto liquido.

A submersao do suporte Cryotop® sem tampa resulta em maiores taxas de
transferéncia térmica, pelo qual era expectdvel um maior desempenho desta
técnica de arrefecimento, no entanto isto ndo foi verificado.

Com base nas referéncias estudadas, é possivel que exista um efeito de interacao
entre o arrefecimento e o aquecimento: as maiores taxas de arrefecimento
requerem de taxas de aquecimento iguais ou superiores, como estd a ser
explorado nos trabalhos mais recentes da biofisica da criopreservacao (89,90). O
sistema de reaquecimento projetado ndo produz taxas tao elevadas, pois o volume
de solucao onde é feito € muito limitado (5 uL). Poder-se-ia maximizar as taxas
utilizando volumes mais elevados de solugao tampao que, adversamente resultaria
numa diluicdo dos espermatozoides recuperados obrigando a posterior
tratamento, por concentragao da amostra.
Nos resultados do presente estudo, o arrefecimento por exposicdao aos vapores de
azoto revelou um efeito deletério com uma taxa de recuperacao, apos vitrificagao
e aquecimento, préoxima de zero. A explicacao destes resultados divergentes a
estudos anteriores (82,91) podendo ter origem na dificuldade em optimizar a
distancia entre azoto e suporte de vitrificagdo que resulte nas taxas de
transferéncia térmica desejadas, um processo manual e muito dependente do
operador.

Por este motivos e pelos resultados obtidos, recorreu-se ao mergulho de Cryotop®
com tampa em azoto, o qual tem a vantagem do material bioldgico se encontrar
num sistema parcialmente fechado o que, aquando do arrefecimento, configura
uma maior zona de contengao, reduzindo o possivel risco de contaminagao(92-
94). Relativamente as solugdes de criopreservacao, o nosso estudo indica que a
sacarose 0,1M apresenta uma maior percentagem de mobilidade de
espermatozdides (43,10%) apds vitrificacdo e aquecimento estando assim em
linha com estudos desenvolvidos no que diz respeito a testes de criopreservagao

com recurso a sacarose (16,65,95,96).



Em geral, a exposicdo das amostras as solugdes de CPAs resulta na diminuicao
progressiva da motilidade espermatica ao longo do tempo.

O meio comercial TYB®, meio de glicerol, € o que demonstra uma maior
estabilidade no que confere a motilidade entre 5 e 15 minutos apresentando, apds
vitrificagao e aquecimento resultados pobres, que podem ser explicados pelo facto
de que este meio comercial é designado para o protocolo especifico de Slow-
Freezing, com uma coordenagdao especifica de tempos e temperaturas de
exposicao e aquecimento (97,98), algo a que o nosso design experimental nao
obedecia.

Encontra-se documentada a superioridade da trealose em relagdo a sacarose, no
processo criopreservagao, nomeadamente na criopreservagdo de gametas
masculinos (99) contudo no nosso estudo tais beneficios ndo sdo detetados. A
reducdo da motilidade a fresco e consequentemente a redugdao da motilidade apds
vitrificacdo é elevada, evidenciado o efeito da citotoxicidade da solucdo de trealose
e nao o seu efeito crioprotector.

Este dado é suportado pelo fato de, apds exposicao a solucdo crioprotectora, quer
aos 5 minutos quer aos 15, a taxa de motilidade decair abruptamente e essa queda
€ tanto maior quanto mais concentrada € a solugao crioprotetora, atingindo-se
melhores resultados na concentracao de 0,1M tal como no estudo de Shultz (99)
que, aquando do aquecimento obteve 68.9% dos espermatozoides modveis
progressivos enquanto que no nosso estudo o maximo atingido foi de 38,20% de
mobilidade.

O método de aquecimento necessario ao protocolo desenhado, € um que permite
a posterior utilizagdo da amostra para ICSI. Para tal, a amostra é aquecida utilizado
um pequeno volume tampdo, ndo sendo possivel discernir variagdes concretas de
motilidade espermatica entre o aquecimento a 37°C e a temperatura ambiente.

A temperatura ideal de trabalho em laboratério de PMA da cultura e manuseio de
gametas e embrides ndo se encontra estabelecida de forma inequivoca, sendo
fundamental que exista uma gama de temperaturas aceitavel estreita seja
estritamente respeitada, a fim de reduzir a variabilidade (100).

Por uma questao de reprodutibilidade protocolar define este trabalho que a
temperatura de aquecimento a 37 °C sendo possivel com esta conjugacao de
factores efetuar a utilizacdo direta da amostra na técnica de ICSI uma vez que a

amostra final estd apenas exposta a sacarose, € ndo a agentes a que as células



sdo permeaveis, ndo sendo por isso necessario procedimentos de lavagem extra

Nno processamento.

LimitacOes do estudo

A motilidade espermatica viu-se reduzida, apds exposicao as solucdes de trealose
nas suas diferentes concentragdes, acima do expectavel com base aos resultados
de outros grupos que utilizaram este crioprotetor(99).No nosso estudo foi utilizada
uma solucao base de trealose 1M comercial (Thawing Solution, Kitazato), diluida
com meio tamponado até as concentragdes testadas. Para futuros estudos, pode
ser preferivel a adicdo de trealose, a solucdo base, e a testagem de diferentes
concentragdes do crioprotetor.

Este estudo apresentou a adaptacdao de um suporte comumente existente para a
criopreservacao de dvulos e embrides o qual € mais caro que as habituais palhetas.
Apesar da possibilidade de adaptacao do cryotop ao protocolo, é importante referir
gue o mesmo é sistema semifechado - a amostra ndao se encontra selada como no
caso das palhetas mas sim somente fechada e em contacto com o azoto
circundante- ndao sendo por isso um protocolo asséptico, a utilizacgdo do mesmo
traz um risco, ainda que minimo (92,94), de contaminacdo cruzada quer do azoto,
no qual o submergimos e mantemos a amostra preservada, da propria amostra e
das amostras inseridas nos contentores de armazenamento.

Os volumes reduzidos a 1 pyL de amostra, dificilmente se obtém, através deste
protocolo, a concentracao para utilizacdo na técnica de IUI e FIV as quais

requerem um minimo de 10X106/mL de espermatozoides méveis (101).

Perspetivas futuras

A conclusdo deste estudo e apds andlise da bibliografia existente, salienta-se a
necessidade de investigacdao continua e multidisciplinar. Nao sao somente
necessarios mais e melhores meios técnicos, como suportes de vitrificacdo de
maior eficiéncia termodinamica, econdmicos e com maior seguranca como também
gue estes sejam cada vez mais sustentaveis quer a nivel ambiental quer a nivel
de espaco de armazenamento.

O estudo mais dedicado da termodinamica do processo de vitrificacdo é essencial.
Por ja ter sido reportado a possibilidade de criopreservar espermatozoides sem
recurso a crioprotectores (102), abre-se assim a possibilidade de retirar do

processamento o passo da adicdo de crioprotetor e consequentemente os seus



efeitos nocivos, contudo, até aos dias de hoje, a utilizacdo de crioprotectores é
indispensavel e detém duas faces. Se por um lado sao essenciais a manutencdo e
preservacao da integridade celular quer no processo de arrefecimento quer no
processo de aquecimento, por outro, sao fonte de toxicidade pelo que, estudos
futuros devem incidir sobre melhor compreensdao dos elementos que compdem os
CPA e da sua interagcao com as amostras espermaticas com vista a formulacgodes de
menor citotoxicidade.

O aproveitamento de tecnologias de sequenciacao, da informatica e as ciéncias
“omicas” sao uma oportunidade para procurar respostas do foro molecular: nao
s6 para desenvolver biomarcadores para avaliacdo da qualidade espermatica como
também para caraterizar as interagdes das dinamicas celulares e para aprofundar
o conhecimento ndo s6 dos mecanismos que levam ao dano celular e citotoxicidade
nos diferentes cenarios de criopreservacao como também a compreender como
manter a integridade do ADN do espermatozoide e a sua funcionalidade.

Este conhecimento beneficiara transversalmente a criopreservacao do potencial
masculino dentro de outras linhagens como sendo a preservagao de amostras de

tecido testicular e células estaminais espermaticas.



7.Consideracoes finais

A criopreservacao de sémen humano € utilizada por todo o mundo de forma a
manter o potencial de fertilidade masculino para utilizacdo em técnicas de
reproducao medicamente assistida.

Os protocolos de criopreservacao envolvem a adicdo de crioprotector aos
espermatozdides, arrefecimento e manutengao a temperaturas abaixo de zero.
Apesar da técnica de Slow-Freezing ser o gold standard da criopreservacao de
esperma, nos Ultimos anos a atencdo virou-se para a vitrificagdo, a qual tem sido
utilidade amplamente na criopreservacao de dvulos e embrides, tendo apresentado
ndo soO resultados promissores como amplas vantagens face a técnica classica.
Apesar de atualmente ja se encontrar descrito pelo menos um resultado clinico
positivo no que toca a fecundagao e gravidez com recurso a espermatozoides
humanos vitrificados reportados a vitrificacdo de espermatozoides mantém-se
uma técnica experimental.

Apesar do Cryotop® ser um suporte mais dispendioso que as habituais palhetas
de criopreservacao de sémen, a sua aplicacdo para amostras, por exemplo,
oligozoospermicas severas, € justificado dado que as palhetas e técnicas
convencionais de preservagdao do esperma podem resultar na perda do material
biolégico devido a adesdao ao esperma do recipiente, a centrifugacdo e
procedimentos de lavagem.

Com este trabalho foram atingidos os marcos base para a aplicacao da técnica de
vitrificagdo no campo da manutencgao do potencial masculino, resultando em taxas
de recuperacao significativas e com a vantagem de ndo necessitar de lavagens
adicionais, para utilizacao direta na técnica de ICSI e, apesar de ndo ser objeto
deste estudo a varidncia sub-éptima de amostras espermaticas, ao atingir o seu

objectivo, que era o de desenvolver um protocolo de criopreservacao de amostras



normozoospermicas, torna-se a base para a aplicagdo em amostras que
correspondentes ao factor masculino nomeadamente para pacientes
oligozoospérmicos e azoospermicos obstrutivos até porque os volumes a estudo e
o suporte testado permitem utilizar o protocolo efetuando o ajuste a essas mesmas

amostras.

Desenhar um protocolo de vitrificacdo que abrace amplamente o espectro de
variabilidade dos grupos, respeitantes também ao factor masculino e variabilidade
individual, traz uma miriade de opgdes de design experimental que tornam o
nosso estudo numa base sobre a qual poderdo ser exploradas novas adaptagoes,
contribuindo assim o aperfeicoamento das tecnologias de criopreservacao e
consequentemente a manutencdo do potencial de fertilidade masculino visando
aumentar a qualidade dos espermatozoides recuperados apds aquecimento e obter

melhores taxas de fecundagao e gravidez.
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Modelo de Consentimento informado para o paciente

ESCOLA SUPERIOR DE
TECNOLOGIA DA SAUDE
DE LISBOA

CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM INVESTIGACAO

oo Informacdo ao Utente co

Autora:
Micaela Josefa Pedro Fernandes
Técnica Superior de Diagndstico e Terapéutica
Ramo: Analises Clinicas e Saude Publica

O atual trabalho de investigacgdo, intitulado “Otimizacao de Técnicas de Processamento de Sémen
Criopreservado”, insere-se num estudo que decorre no ambito do Mestrado em Tecnologias Clinico-
Laboratoriais e tem como principal objetivo aperfeigoar as técnicas laboratoriais de modo a melhorar
as taxas de recuperacao de semen congelado.

O resultado da investigaco, aprovada pelo conselho de Etica da Escola Superior de Tecnologia da
Saude de Lishoa, orientada pelo Professora Doutora Carina Ladeira e pelo Diretor do Laboratorio
Ginemed, Dr. Miguel Gallardo, serd apresentado na Escola Superior de Tecnologia da Saude de
Lisboa em 2021 podendo, se desejar, contactar a autora para se inteirar dos resultados obtidos.

Este estudo ndo lhe trard nenhuma despesa ou risco. A sua participagdo é voluntaria e, ainda que

consinta a participagdo, podera retirar-se do mesmo em qualquer altura sendo que, asseguro que
serdo mantidos o anonimato e a confidencialidade dos seus dados, pois consagro como obrigacao e

dever o sigilo profissional.

Assim, por tomar conhecimento geral deste estudo e por compreender que os dados recolhidos durante o
estudo possam ser do conhecimento dos membros da equipa de investigacéo, sempre que necessdrio para o
estudo. Autorizo que os membros da equipa tenham acesso a esses dados.

Compreendo que, caso esta investigacdo venha a ser publicada, todos os dados serdo mantidos anénimos e
nenhuma informacdo serd identificdvel como sendo minha.

Foi-me dada a oportunidade de ler e considerar a informagdo apresentada e fazer perguntas, as quais foram
respondidas de forma satisfatdria.

Tomei conhecimento da informagéo acima referida, declaro que aceito participar nesta investigagdo.

Assinatura: Data:
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Complemento da informacdo oral providenciada ao paciente

ESCOLA SUPERIOR DE
TECNOLOGIA DA SAUDE ESCOLA SUPERIOR DE
TECNOLOGIA DA SAUDE

DE LISBOA

CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM INVESTIGACAO

DE LISBOA

CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM INVESTIGAGAO
oo Informagdo ao Utente o oo Informagdo ao Utente co

Podendo contactar as institui¢cdes caso deseje usufruir do direito de:
OBJETIVO DO ESTUDO: a. Solicitar ao responsavel pelo tratamento acesso aos dados pessoais que lhe digam respeito,
O objetivo do estudo é o de optimizar as técnicas de criopreservacdo de espermatozoides. bem como a sua retificacdo ou eliminagdo, e a limitagdo do tratamento no que diga respeito
ao titular dos dados, ou do direito de se opor ao tratamento, bem como do direito a

) portabilidade dos dados;
BENEFICIOS POTENCIAIS PARA A SOCIEDADE

. = . . e . b. Retirar o consentimento em qualquer altura, sem comprometer a licitude do tratamento
Melhorar as técnicas de preservagio de espermatozoides pode simplificar o processo, reduzir os

. . . . efetuado com base no consentimento previamente dado;
custos associados e aumentar as taxas de sobrevivéncia dos espermatozoides congelados.
c. Apresentar reclamagdo junto da Comissdo Nacional de Protegdo de Dados;
d. A existéncia de decisdes automatizadas, incluindo a defini¢do de perfis, e informagdes uteis
PROCEDIMENTOS relativas a Iégica subjacente, bem como a importancia e as consequéncias previstas de tal
O sémen sobejante de procedimentos de congelacdo que, de outro modo ndo teria destino que ndo tratamento para o titular dos dados.

o descarte, sera utilizado para proceder a preservacdo dos espermatozoides sob variagdo de alguns

parametros sendo estes: Para tal, o servigo dedicado a prote¢do de dados das instituicbes s3o:
e Tempo de exposicio ao azoto. EsteSL Ginemed
® Congelagdo com vdrios tipos ou varias concentragdes de crioprotectores.
e Congelagdo efetuada em vdrios suportes: Palhetas, vials, esferas. Nuno Pires:Encarregado Protec¢do Dados Servigo de protecgdo de dados Ginemed
* Descongelacdo a vdrias temperaturas com recurso ou ndo a reagentes estabilizadores. Telf. +351210464700 Calle Farmaceutico Murrilo Herrera 3,
+351210464708 41010 Sevilla
RISCOS POTENCIAIS Email. npires@net.ipl.pt Email. lopd@ginemed.es

O estudo ndo envolve qualquer risco potencial, quer sejam fisicos, sociais, legais ou financeiros.
As amostras recolhidas para o estudo serdo destruidas no prazo de duracdo do projecto.

DURACAO DO ESTUDO Eu, Micaela Pedro, comprometo-me formalmente como autora do projecto, assumindo o conhecimento dos
¢ principios fundamentais da ética na investigagdo cientifica sendo que este estudo serd norteado por esses
mesmos principios, durante todo o periodo em que o mesmo decorrer.

Contacto: 961151276

O estudo serd desenvolvido de setembro de 2020 a 30 de Junho de 2021.

TRATAMENTO DE DADOS e CONFIDENCIALIDADE

% - Agradego a sua participagio.
Os resultados serdo trabalhados somente estatisticamente. 4 2 ’ Pes

A Autora
O tratamento dos dados obtidos garante o anonimato, nunca sendo feito qualquer alusdo que possa

revelar a identidade dos participantes uma vez que a todos serd atribuido um cédigo, assegurando

que qualquer publicagdo, incluindo a publicagdo na Internet, direta ou indiretamente, levard a uma

violagdo do anonimato e da confidencialidade acordada.

O prazo de conservag¢do de dados pessoais, encontra-se de acordo com os pontos 2 e 4 do artigo 212 3/3

da lei de protecgdo de dados pessoais n.2 58/2019, de 08 de agosto.
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Aprovacdo da diregdo da clinica da Ginemed para execucdo do estudo experimental

MALO cLINiG e_
Ginemed
S o

IR FOR Ak DU

Pedido de autorizacdo a Ginemed

Investigac8o no dmbito do em Clinico-L iais da

Escola Superior de Tecnologia da Satide de Lisboa
Autora:
Micaela Josefa Pedro Fernandes

Técnica Superior de Diagndstico e Terapéutica
Ramo: Andlises Clinicas e Satde Publica

de Sémen

O trabalho de intitulado “Otil de Técnicas de
Criopreservado”, insere-se num estudo que decorre no dmbitc do Mestrado em Tecnologias
Clinico-Laboratoriais e tem como principal objetivo aperfeigoar as técnicas laboratoriais por
modo a que essa melhora se reflita na melhoria das taxas de recuperagio de sémen para
posteriormente ser utilizado em tratamentos de PMA.

As caracteristicas gerais do estudo 530 as seguintes:

1. OBJETIVO
0 objetivo do estudo é o de melhorar s técnicas de criopreservagio de sémen quer para as
P cGes de f quer para para ciclo.

2. BENEFICIOS POTENCIAIS PARA A SOCIEDADE
Ao melhorar as técnicas de preservagio de sémen poderemos atingir melhores e maiores
taxas recuperagdo de sémen criopreservado para utilizagdo em procedimentos de PMA.

3. ACESSO AOS UTENTES
Os utentes terdo que consentir o acesso & suc omostra, mediante assinatura do
consentimento informado.

4. PROCEDIMENTOS
0O sémen sobejante de procedimentos de congelagéo que, de outro modo ndo teria outro
destino que ndo o descarte, serd utilizado para proceder & sua preservagdo sob variagdo de
alguns parémetros sendo estes:

« Tempo de exposigGo ao azoto.

« Congelogdo com vérios tipos ou vdrias concentracBes de crioprotectores.

= Acongelagdo poderd ser efetuada em vdrios suportes: Palhetas, vials, esferas.

. do a vdrias com néoa e

estabilizadores.

MALO CLINIC &Glnamed A dvel
Lo cuic | :

NIERATONAL CEn4 FGR ASSSTEO MMRODUCTON
e

Pedido de autorizagdo a Ginemed

Investigagdo no ambito do Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais da

Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa

Autora:
Micaela Josefa Pedro Fernandes
Técnica Superior de Diagndstico e Terapéutica
Ramo: Analises Clinicas e Salde Publica

O trabalho de investigagdo, intitulado “Otimizagdo de Técnicas de Processamento de Sémen
Criopreservado”, insere-se num estudo que decorre no &mbito do Mestrado em Tecnologias
Clinico-Laboratoriais e tem como principal objetivo aperfeicoar as técnicas laboratoriais por
modo a que essa melhora se reflita na melhoria das taxas de recuperacdo de sémen para
posteriormente ser utilizado em tratamentos de PMA.

As caracteristicas gerais do estudo sdo as seguintes:

1. OBIETIVO
O objetivo do estudo é o de melhorar as técnicas de criopreservagdo de sémen quer para as
preservagdes de fertilidade quer para congelagées para ciclo.

2. BENEFICIOS POTENCIAIS PARA A SOCIEDADE
Ao melhorar as técnicas de preservacdo de sémen poderemos atingir melhores e maiores
taxas recuperacdo de sémen criopreservado para utilizagdo em procedimentos de PMA.

3. ACESSO AOS UTENTES
Os utentes terdo que consentir o acesso & sua dic do
consentimento informado.

4. PROCEDIMENTOS
O sémen de procedi de lagéo que, de outro modo ndo teria outro
destino que ndo o descarte, serd utilizado para proceder @ sua preservagdo sob variagdo de

alguns parémetros sendo estes:

* Tempo de exposicGo ao azoto.
e Congelagdo com vdrios tipos ou vdrias ¢cOes de crit
e A laca:

poderd ser

em vdrios suportes: Palhetas, vials, esferas.

* D lacdo a vdrias P
estabilizadores.

com recurso ou néo a reagentes

MALO CLINIC Ginemed

INTERNATIONAL CENPER PO AR REPRCOUCTION

5. TRATAMENTO DE DADOS e CONFIDENCIALIDADE
Os serdo trabalhad isti

O tratamento dos dados obtidos g o

dos par nunca sendo feito
qualquer tipo de uso que possa revelar a identidade dos participantes uma vez que a todos
os participantes seré dado um cédigo, assegurando que qualquer publicagdo, incluindo a
publicagdo na Internet, direta ou indiretamente, levaré a uma violagéo do anonimato e da

confidencialidade acordada.

6. RISCOS POTENCIAIS
O estudo ndo envolve qualquer risco potencial, quer sejam fisicos, sociais, legais ou
financeiros

7. DURACAO DO ESTUDO
O estudo sera desenvolvido de Setembro de 2020 a 30 de Junho de 2021.

O resultado da investigacao, orientada pelo Professora Doutora Carina Ladeira e pelo Diretor
do Laboratério Ginemed, Dr. Miguel Gallardo e serd apresentado na Escola Superior de
Tecnologia da Sadde de Lisboa em 2021.

Assim, eu, Micaela Pedro, compror ds forr

como autora do estudo e
assumindo o conhecimento dos principios fundamentais da ética na investigagdo cientifica
durante todo o periodo em que o mesmo decorrer, solicito autorizagdo para a recolha de

dados necessaria ao estudo supramencionado.

Formalizagdo da Autorizagdo de Recolha de Dados

Eu Koo tawls ToaugonSe, Sz S Diretora Clinica da

Clinica Ginemed, autorizo a recolha de dados e o processamento de amostras no ambito do
estudo de investigacdo “"Optimizacdo de Técnicas de Processamento de Sémen
reservado”.
o O Doy
/{(; N@ed pWe—
Em Lisboa, a _%&D de E_: de 2020

WALO CLINIC Ginemed
s

5. TRATAMENTO DE DADOS e CONF ST TN CEMEFOR ASED RFRCOUCHY
Os serdo Ihados somente

LIDADE

0 tratamento dos dados obtidos garante o anonimato dos participantes, nunca sendo feito
qualquer tipo de uso que possa revelar a identidade dos participantes uma vez que a todos

os participantes sera dado um cédigo, g do que qualq icagdo, incluindo a

publicagéo na Internet, direta ou indiretamente, levard @ uma violagdo do anonimato e da

confidencialidade acordada.

6. RISCOS POTENCIAIS
0 estudo ndo envolve qualquer risco potencial, quer sejam fisicos, sociais, legais ou
financeiros

7. DURAGAO DO ESTUDO
0 estudo sera desenvolvido de Setembro de 2020 3 30 de Junho de 2021.

0O resultado da investigagdo, orientada pelo Professora Doutora Carina Ladeira e pelo Diretor
do Laboratério Ginemed, Dr. Miguel Gallardo e serd apresentado na Escola Superior de
Tecnologia da Satde de Lishoa em 2021.

como autora do estudo e

Assim, eu, Micaela Pedro, p

h dos ipi d: is da ética na i

o
durante todo o periodo em que o mesmo decorrer, solicito autorizagdo para a recolha de

dados necesséria ao estudo supramencionado.

Formalizagdo da Autorizagdo de Recolha de Dados
Eu v(m}uJ Gallsols Aol

Laboratério da Clinica Ginemed, autorizo a recolha de dados e o processamento de

Director do

amostras no 3mbito do estudo de investigacio “Optimizac3o de Técnicas de Processamento

de Sémen Criopreservado”. P —
° i ST

Em Lisboa,a (¢ de /% de 2020
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Tabela 3- Materiais, equipamento e meios

Equipamentos
Camara de biosseguranca
Microscépio
Microscopio Invertido
Placa de aquecimento
Estufa
Centrifuga
Seladora
Balanca

Materiais
Pontas de micropipeta
Microtubos(1,5 mL/0,5mL)
Micropipeta
Pipetas de Pasteur Estéreis
Tubos de Centrifuga
Suporte de congelacao
Laminas
Lamelas
Cuba de Vitrificagao
Pontas Stripper
Caixas de 60mm
Micropipeta Stripper
Reagentes
Trealose
Sacarose
Tampao espermatico
Azoto
Oleo Mineral

Meio de Congelagao

Marca
KSystems
Olympus
Olympus
Labotect
Selecta
Eppendorf
SYMS
AND

Marca
Eppendorf
Eppendorf

Eppendorf
Deltalab

Oosafe
Kitazato
Deltalab
Deltalab
Kitazato
EZ-Tips
Oosafe
Cooper
Marca

Kitazato

Sigma Aldrich

Merck
Airliquid
Sage

Irvine

Modelo/Produto

L124 IVF Workstation

CX43

IX

Hot Plate 062

Prebatem-TFT

Centrifuge- 5702

016399-SYMS sealer

EJ-12 Precision
Modelo/Produto

Ep T.I.P.S.

Tubes® 3810X

Research® plus
3mL graduada

15 mL Centrifuge Tube
Cryotop® ®

Laminas de bordos esmerilados
Lamelas 24X24 mm

7-72-2135/1
OOPW-STO03
MXL3-STR

Modelo/Produto
Thawing Solution (TS) 4.0mL
Sucrose 250 gr.BioXtra,99.5% (GC)
Gems Sperm Buffer
Azoto Liquido
ART-4008

TYB® with Glicerol e Gentamicina
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Protocolo de vitrificagdo e aguecimento de espermatozoides

PRINCIPIO

A vitrificacgdo é um procedimento técnico de preservacao do potencial
reprodutivo masculino para utilizagdo direta na técnica de ICSI.

Contextualizacao

De um modo geral a vitrificagao envolve a adicao gradual de crioprotetores
numa suspensao de espermatozoides, posteriormente carregada num suporte
de vitrificacdo, mergulhada diretamente em azoto liquido e armazenada.
Aquando da utilizacdo da amostra armazenada, esta é aquecida a 37°C em
solugao tampao.

A taxa de aquecimento, seguida da taxa de arrefecimento é a variavel de
maior importancia uma vez que é nas incursdes de temperatura que ha maior
risco de formacdo e expansao das moléculas de gelo. Outros factores
determinantes das taxas térmicas e consequentemente do sucesso da técnica
sao os volumes adequados de amostra e o tipo de material do suporte.
Volumes de amostra reduzidos e suportes de criopreservacdao que facilitem
transferéncia de calor, sdo necessarios para o sucesso da técnica de
vitrificacdo. Um volume baixo de amostra, permite ndo sé atingir linearmente
as taxas de transferéncia térmica necessarias aos processos de arrefecimento
e aquecimento como também facilitam a distribuicao uniforme da temperatura

em toda a amostra.

AMOSTRA

Este procedimento é direcionado apenas para amostras
normozoospérmicas.
Apds a colheita, aguardar durante 10 a 30 minutos até a liquefacao do

ejaculado.

MATERIAL

Reagentes
e Sacarose - Sigma Aldrich (Sucrose 250 gr.BioXtra,99.5% (GC))
¢ Solugao tampao - Genea Biomedx (Sperm Buffer)




PROCEDIMENTO

A- Preparacao de solucao crioprotetora

1. Numa balanga de precisdao e com recurso a copo graduado de 25mL, pesar
1,7115g de sacarose;

2. Adicionar 20 mL de Sperm Buffer agitando bem até a completa dissolucao da
sacarose;

3. Transferir a solucdo para um baldo volumétrico de 50mL;

4. Aferir com tampado até a marca dos 50 mL.

5. Rotular o baldao e armazenar

B- Identificacao dos suportes de criopreservacao

Preparar, imprimir e colar no cryotop as etiquetas identificativas com os
seguintes dados:

1. Iniciais do paciente;

2. NUmero de processo;

3. NUumero de laboratério;

4

. Data de vitrificacao.

C- Separacao da fraccdao de espermatozoides mdveis

1. Homogeneizar a amostra com pipeta Pasteur;

2. Colocar 1 ml da amostra num tubo cénico estéril de 15 ml e, sobre esta,
colocar delicadamente 1,2 mL de tampao;

3. Inclinar o tubo em um angulo de cerca de 45 °, para aumentar a area de
superficie de interface de tampao espermatico e incubar por 1 hora a 37°C.
4. Retornar suavemente o tubo para a posigao vertical e remover 1,0 ml
superior de meio. Esta fracdo contera células de esperma altamente moveis;
5. Diluir com 1,5-2,0 ml de meio tampao;

6. Centrifugar a 300-500g por 5 minutos e descartar o sobrenadante;

7. Ressuspender o pellet de esperma em 0,5 ml de meio tampdo e proceder a
avaliacao de: concentragao, motilidade total e motilidade progressiva dos

espermatozoides.




D- Vitrificacao

1. Adicionar a suspensao, gota a gota, 0,5mL da solucdo de sacarose com ligeira
agitacao;
2. Com uma micropipeta carregar os cryotop com 0,1 uL, cobrir com a tampa, e

mergulhar em azoto liquido.

Nota: Ter em atencdo para que o tempo decorrido entre o inicio da adicao do
crioprotetor e o mergulho em azoto nao ascenda os 5 minutos.

Armazenar a amostra e registar a localizacdo na folha de laboratdério e no sistema
informatico.

E- Aguecimento

1. Numa caixa de 60mm de diametro aquecida colocar uma gota de 5 pL de
tampao previamente aquecido a temperatura de 37°C.

2. Ainda em azoto, retirar a tampa do Cryotop;

3. Rapidamente, retirar o Cryotop do azoto e mergulhar a zona onde se encontra
a amostra na gota tampdo e suavemente agitar para que a suspensao seja liberta
do suporte;

4. Cobrir a gota com aproximadamente 9 mL de éleo mineral;

5. Observar ao microscépio invertido;

6. Os espermatozoides mdveis recuperados podem ser utilizados para ICSI.

REFERENCIAS

World Health Organization (1999) WHO Laboratory Manual for the Examination
of Human Semen and Sperm-Cervical Mucus Interaction, 5th edition.

Fahy GM, Wowk B. Chapter 2 Principles of Cryopreservation by Vitrification.
2015







