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RESUMO

A recuperacao de espermatozdides (SPZ) apds criopreservagcéo € bastante
variavel devido a imprevisibilidade dos efeitos deletérios causados pelo processo de
congelamento e descongelamento.

O objetivo do estudo foi avaliar o valor preditivo das dosagens seminais de
horménio anti-Mulleriano (AMH) e Inibina B para recuperagdo espermatica
(sobrevivéncia e preservagao da motilidade) apos criopreservagao.

As amostras seminais foram analisadas quanto a concentragdo (contagem em
camara de Neubauer), motilidade (microscopia o6tica) e vitalidade (teste da eosina)
dos SPZ. Cada amostra foi dividida em duas aliquotas: uma para as dosagens
hormonais (ELISA=Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) no plasma seminal e
outra para criopreservagao (meio Tyb-G=Test Yolk Buffer with Gentamicine and 12%
Glycerol / N2=nitrogénio liquido). Apds descongelamento (37°C / 10 minutos), a
vitalidade e a motilidade dos SPZ foi novamente avaliada através das mesmas
técnicas. As taxas de preservagcao da motilidade e de sobrevivéncia espermatica
foram comparadas com as dosagens de AMH e Inibina B no liquido seminal, em trés
diferentes grupos da populacao: Doador, Normal e Anormal. As analises foram
realizadas em duplo cego. Nao houve correlagdo entre as dosagens seminais de
AMH e Inibina B e as taxas de motilidade e sobrevivéncia nos trés grupos. Portanto,
as dosagens seminais de AMH e inibina B ndo predizem as taxas de recuperagao

espermatica.

Palavras-chave:
Infertilidade, sémen, congelamento, criopreservacéao, recuperagao espermatica,

inibina B, hormdnio anti-Mulleriano.



ABSTRACT

The rate of total sperm retrieval after cryopreservation is very variable due to
difficulty in predicting injury caused by the freezing and thawing process.

The aim of the study was to evaluate the predictive value of seminal levels of
Inhibin B and Anti Mullerian hormone with regards to survival and spermatic motility
after cryopreservation.

The seminal samples were analyzed for morphology using Kruger criteria,
concentration (Neubauer counting chamber), motility (optical microscopy) and vitality.
Each sample was divided into two aliquots of which one was analyzed immediately
and the second underwent cryopreservation (Tyb-G) and thawing. In both aliquots
seminal serum was analyzed by Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) for
hormone levels, and sperm vitality and motility were assessed using the techniques
listed above. The cryopreservation survival rate and motility maintenance rate were
compared with seminal fluid levels of Inhibin B and AMH in three groups: Donor,
Normal and Abnormal. Analysis was double blinded.

No correlation was found between seminal serum levels of Inhibin B and AMH
and CSR or MPR. Therefore, these hormones do not appear to have value in
predicting sperm retrieval after cryopreservation.

Keywords:

Infertility, semen freezing, cryopreservation, sperm recovery, inhibin B, anti-

Mullerian hormone



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% = percentual

°C = graus centigrados

AMH = hormonio anti-Mulleriano

DNA = acido desoxirribonucléico

ELISA = Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Fator Rh = fator Rhesus

FIV = fertilizagao in vitro

FSH = horménio foliculo estimulante

HBA = hyaluronan binding assay

ICSI = injegao intracitoplasmatica de espermatozoide
IIU = inseminacéao intrauterina

mL = mililitro(s)

SPZ = espermatozoide(s)

TGF = Transforming Growth Factor

TM = taxa de preservacao da motilidade

TRA = terapia(s) de reprodugao assistida

TS = taxa de sobrevivencia

Tyb-G = Test Yolk Buffer with Gentamicine and 12% Glycerol
VR = valor(es) de referéncia

WHO = Organizacdo Mundial de Saude

a = alfa

3 = beta



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Correlagdo entre dosagens hormonais e parametros relacionados a
fertilidade MaSCUIING. ... 26
Tabela 2 - Analise descritiva dos sujeitos da pesquisa e comparagéo dos trés
grupos pelo teste ANOVA. ... et 41
Tabela 3 - Parametros seminais X Recuperagao espermatica no total de

Q2= To1T=T ] (= P 42



10

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Concentragdo de SPZ X Recuperagao espermatica: motilidade......43
Figura 2 - Concentragdo de SPZ X Recuperagao espermatica: sobrevivéncia.43
Figura 3 - Dosagem de inibina B X concentragdo de SPZ no grupo Doador....44
Figura 4.A - Comparacédo das dosagens de AMH seminal entre as amostras
com alta e baixa recuperacao espermatica: motilidade.................coooiiiiiiiiiiien. 45
Figura 4.B - Comparacédo das dosagens de AMH seminal entre as amostras
com alta e baixa recuperagcao espermatica: sobrevivéncia..............cccccveeeeieieeennnnnnnn. 45
Figura 5.A - Comparacao das dosagens de inibina B seminal entre as amostras
com alta e baixa recuperacao espermatica: motilidade.................coovviiiiiiiiiiiienn. 46
Figura 5.B - Comparacao das dosagens de inibina B seminal entre as amostras
com alta e baixa recuperacao espermatica: sobrevivéncia..............cccccvveeeieeieieinnnnnnn. 46
Figura 6.A - Comparacao do valor preditivo de recuperagao espermatica da
concentracao de SPZ com o dos hormbnios seminais: motilidade............................ 47
Figura 6.B - Comparacado do valor preditivo de recuperagcao espermatica da

concentracdo de SPZ com o dos horménios seminais: sobrevivéncia...................... 48



11

INDICE
L 110 Yo [ To= T TS 13
1.1 ReproduGao NUMANA...........iie e 13
1.2 Infertilidade MasCUliNG.............ooeiiiiiiii e 14
1.3 Terapia de reproduGao asSiStida. .........ccceeiieeeee e 14

1.4 Espermograma: valores de referéncia e sua relevancia no diagndstico de

infertilidade MasCUIING..............ooii e 15
1.4.1 Testes de vitalidade espermatiCa.............oouuuueiiiiiiiiiii i 17
1.4.2 Morfologia €Strita.........oovviiiiiiii e ———— 18
1.4.3 CONCENITACAO. ... uuuei e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaeees 18
1.4.4 Contagem total..........ciiiiiiii e 18
1.4.5 Motilidade total..........cccuuiiiiiii e 19
1.4.6 Motilidade ProgreSSIVA. .......coviiiiiiii e e e e e e e e e eaeees 19
1.4.7 Numero de espermatozoides com motilidade progressiva.............cccccceeeeeenees 19
1.5 BanCOS A SEMEN........uuiiiiiiiiiiiieiee e 20
1.5.1 Banco de sémen terap@utiCO............uoiiiiiiiiiiiiie e 20
1.5.2 Banco de Sémen de dOAUOrES............cccuuuiriiiiiiiiiieie e e 21

1.5.3 Terapia de reprodugao assistida com utilizagcao de espermatozoides

(o1 T0] o] £ =TT V7= To [ 1< TS 23
1.5.4 Criopreservacao de espermatozoides.............ooovvvviiiiiiiiiiiiiiieee e, 24
1.6 Marcadores de criossobrevivéncia espermatiCa............cccceeeeveeieeiiicieeeecciiie, 25
1.7 Marcadores em infertilidade masculina.............cccceveiiiiiii e, 26
1.7.1 Hormonio anti-Mulleriano SEriCO.............oooiiiciiiiiii e 27
1.7.2 INIDING B SEIICA......coi i 27
1.7.3 Hormonio anti-Mulleriano seminal.............ccoooiiiiiiiiiiiiieeeee e 28

1.7.4 INIDINA B SEMINGAL. ... oo 28



12

2 JUSHIFICATIVA. ...t 29

K © o] =1 (1Y o TSR 32
N /1= (o Yo [ J SR 33
S I I o Yo T 0 L= =] (1 [ [ J SRR 33
4.2 Populagdo estudada............oouuemiiiiiiiie s 33
4.3 Coleta, analise e processamento das amostras...........ccccoeevveviiieieeiiiiiciee e, 34
4.3.1 ESPEIMOGIAMA.....ccoiiiiiiiiiieet ettt ettt e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e aeeeeeeas 34
4.3.2 Congelamento e descongelamento............ooooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 35
4.3.3 Preparo do plasma seminal e dosagens hormonais.............ccccccceeeeeeeveiiinnnnn. 36
R I U o] (o R o7 To T PP 38
4.5 Analise estatistica e calculo amostral...............ooeeii 38
O RESUIAAOS. ...ttt 40
5.1 Descricdo e comparagao entre 0S QrUPOS........uuieeerieiriieeereeiiiiaeeeeeeesnaaaeeaeeenns 40
5.2 Correlagao entre par@metros seminais e recuperacao espermatica................. 42
5.3 Correlagao entre dosagens hormonais e parametros seminais........................ 44
5.4 Correlagao entre dosagens hormonais e recuperacao espermatica................. 45
B DISCUSSA0. ... ittt ettt e e e e 49
6.1 Caracteristicas da pOPUIACAO.........cccceeiiiiiiiiiieeccee e 49
6.2 Parametros seminais e recuperagao espermatica.............cccceevveiieeviiiiiiiieeeeeens 50
6.3 Correlacao entre dosagens hormonais e parametros seminais........................ 50
6.4 Correlacado entre dosagens hormonais e recuperagcao espermatica................. 51
A ©7e ] [ed 01T T PP OPPUPPPP 54

B RO O NCIAS. . e e 55



13

1 Introducgao

1.1 Reproducgao humana

A importancia da reproducao vem sendo historicamente relatada nos diversos
aspectos que compdem o espectro do ser humano: religioso (manutencao da vida);
bioldgico (preservagdo da espécie); social (continuidade do grupo social); cultural
(transmissao do conhecimento); politico (delegagao do poder); econédmico (mé&o-de-
obra laboral e intelectual); familiar (perpetuagéo da arvore genealdgica); individual
(criacdo de um novo ser). O impacto da infertilidade, portanto, atinge os varios niveis
de abrangéncia do ser humano, uma vez que representa uma falha desta

capacidade reprodutiva.

A ocorréncia de gravidez na populagéo geral €, em média de 20% a cada ciclo
menstrual, 84% ao final de um ano, 92% em dois anos e 93% apods trés anos de
susceptibilidade a concepcgao. Infertilidade conjugal € entdo definida como a falha de
ocorréncia de gravidez apdés um ano de atividade sexual regular, sem utilizacéo de

métodos contraceptivos [1].

As varias causas de infertilidade podem ser enquadradas em quatros grandes
grupos, de acordo com a origem dos fatores etiolégicos envolvidos: femininos (35%),
masculinos (30%), combinados (20%) e sem causa aparente (15%). Portanto, o fator

masculino contribui em aproximadamente a metade dos casos de infertilidade [1].
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1.2 Infertilidade masculina

A avaliagcédo do fator masculino da infertilidade tem como objetivo identificar os

possiveis fatores etioldgicos e classificar o individuo em grupos, visando a orientar o

curso do tratamento [2]:

1.

Individuos portadores de doengas que podem exigir atencdo medica
especializada;

Individuos portadores de anormalidades genéticas que poderiam ser
transmitidas aos descendentes, que necessitam de aconselhamento
genético preévio a instituigdo do tratamento;

Situagdes especificas em que a causa da infertilidade pode ser corrigida
através de tratamento clinico ou cirurgico;

Individuos cuja infertilidade ndo é passivel de corregdo, mas pode ser
tratada por meio de terapia de reproducgéo assistida (TRA);

Individuos cuja infertilidade ndo pode ser corrigida e n&do podem utilizar
SPZ proprio para a TRA, mas podem se beneficiar da TRA com

utilizagdo de sémen de doador.

1.3 Terapia de reproducao assistida

Os individuos que pertencem aos grupos quatro e cinco sao candidatos a

algum tipo de TRA: inseminacgao intrauterina (IIU) ou fertilizag&o in vitro (FIV) com ou

sem injec&o intracitoplasmatica de SPZ (ICSl).
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Na llU, os SPZ previamente selecionados e separados do plasma
seminal s&o injetados na cavidade uterina da mulher em fase ovulatoria,
preferencialmente estimulada e monitorada, e a fertilizagdo ocorre de forma natural,
no trato reprodutivo feminino.

Na FIV convencional os odcitos sdo colocados in vitro em contato com 50 a
100 mil SPZ e a inseminacao ocorre através da penetragao espontanea do SPZ no
oocito.

Na ICSI um unico SPZ é injetado diretamente no citoplasma de cada odcito.

A escolha do tipo de TRA a ser utilizada é baseada na avaliagéo tanto dos
fatores femininos como idade, fungdo ovulatéria e anatomia do trato reprodutivo,
quanto da quantidade e qualidade dos SPZ disponiveis, que é determinada através

da analise seminal.

1.4 Espermograma: valores de referéncia e sua relevancia no

diagnoéstico de infertilidade masculina

A andlise seminal inicial é feita através do espermograma, que avalia varios
parametros seminais. Os valores de referéncia (VR) sédo definidos como limites
minimos considerando um intervalo de confiangca de 95%:

Volume: 1.5 (1.4-1.7) mL

Concentragao espermatica: 15 (12—16) milhdes/mL

Contagem total de SPZ: 39 (33—46) milhdes/ejaculado

Motilidade total: 40 (38—42) %

Motilidade progressiva: 32 (31-34) %

Morfologia estrita normal: 4 (3—4) %
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Vitalidade: 58 (55-63) %

A definicdo de alguns conceitos € importante para a melhor interpretacdo dos

dados e realizagdo da analise proposta:

VR nao representam valores minimos absolutos que separam a
populacdo de homens em férteis e inférteis, uma vez que encontramos
homens férteis com espermograma anormal e vice-versa. Os VR citados
foram definidos em 2010, pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO)
[3] e representam os valores de percentil 50 (25-75), obtidos por meio da
analise de uma populacdo de mais de 1900 homens de oito paises em
trés continentes, cujas parceiras engravidaram em até um ano.

A definicado ideal de sucesso da TRA seria a obtencdo, como resultado
final, de “um bebé saudavel em casa” (gestagdo unica, nascido vivo,
sem doencga). Entretanto, a maioria dos trabalhos utiliza outros
parametros, que representam sucesso em alguma etapa do processo,
anterior ao resultado final (como as taxas de fertilizagao e de gestagao),
para avaliagao do sucesso das TRA.

A definicdo classica de infertilidade considera a infertilidade do casal,
que engloba tanto os fatores femininos quanto os masculinos. Quando
se fala em infertilidade masculina, refere-se exclusivamente aos fatores
masculinos de infertilidade.

A qualidade da amostra seminal seria mais bem definida pela
capacidade dos SPZ de realizar todas as etapas que Ihe competem no
processo de reprodugao para a obtencao do referido “bebé saudavel em
casa”. Para isso, seria necessaria a avaliacdo das varias caracteristicas
dos SPZ necessarias para a realizagdo deste processo: integridade

genética e morfolégica, motilidade, capacidade de realizar reagao
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acrossdbmica, penetrar e fecundar o odcito. Diversos sao os
testes disponiveis para a avaliacido de cada uma dessas caracteristicas,
todos com vantagens, limitagdes e indicagdes especificas [4]. Na pratica
clinica, os trés parametros mais utilizados rotineiramente para avaliagao
da qualidade da amostra seminal sdo obtidos através do espermograma:
a morfologia, a concentragédo e a motilidade espermaticas.

Na analise dos dados fornecidos pelo espermograma, considera-se que o valor
preditivo para infertilidade € proporcional ao numero de parametros seminais
alterados: para um, dois ou trés parametros alterados, a probabilidade de
infertilidade seria de duas a trés, cinco a sete e 16 vezes maior, respectivamente [2].

Entretanto, dados relevantes podem ser obtidos por meio da avaliagao

individual de cada parametro.

1.4.1 Testes de vitalidade espermatica

Os testes de vitalidade espermatica tém como objetivo diferenciar os SPZ
viaveis dos mortos. O resultado é dado em porcentagem de SPZ viaveis. A WHO
preconiza dois testes de vitalidade: O teste da eosina determina a porcentagem de
SPZ viaveis dentre os SPZ iméveis de uma amostra e esta indicado quando mais da
metade dos SPZ da amostra sdo iméveis. O teste hiposmodtico determina a
porcentagem de SPZ viaveis dentre o total de SPZ da amostra. Este ultimo pode ser
utilizado para identificar SPZ viaveis quando, no momento da realizacdo da ICSI, os

SPZ da amostra s&o imoveis [5].
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1.4.2 Morfologia estrita

Na avaliagdo da morfologia estrita, quando se considera um ponto de corte de
5% de SPZ normais, a sensibilidade € de 19% e a especificidade de 94% para
identificacao de infertilidade [6]. Estes dados demonstram que, ao adotar o VR de
4% para morfologia estrita, recomendado pela WHO em 2010, este passa a ser um
bom exame de confirmacgéao diagnédstica (especificidade alta) apesar de nao ter valor

como exame de screening (sensibilidade baixa).

1.4.3 Concentracao

A chance de gravidez espontanea é maior quando a concentragado espermatica
€ maior que 40-50 milhdes de SPZ/ml e o risco de infertilidade aumenta em
aproximadamente cinco vezes, quando esta concentragdo € menor que 13.5

milhdes/ml [2], valor bem préximo do VR de 15% da WHO.

1.4.4 Contagem total

A contagem total de SPZ é o produto da multiplicagdo da concentragao de SPZ
pelo volume da amostra seminal. A determinagdo da contagem total é importante
para o calculo do numero de SPZ com motilidade progressiva, ou seja, de SPZ
ativos. Interessante notar que o VR de 39 milhdes, definido pela WHO nao
corresponde a simples multiplicagdo dos VR de concentragdo (15 milhdes de

SPZ/mL) e volume (1.5 ml), que daria como produto o valor de 22.5 milhdes de SPZ,
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uma vez que esse valor ndo foi obtido por meio de calculo, mas da analise

de dados populacionais reais [3].

1.4.5 Motilidade total

Apesar de alguns estudos correlacionarem a chance de gravidez espontanea a
pontos de corte mais elevados, como 60% [6], outros, que definem pontos de corte
mais baixos como o de 45% (com percentil 10 = 28% de motilidade total) [7],

corroboram o VR de 40% definido pela WHO.

1.4.6 Motilidade progressiva

A chance de infertilidade masculina aumenta aproximadamente cinco vezes
(OR 5.6, 95% CI 3.5-8.3), quando a motilidade progressiva € menor que 32% [6],

coincidente com o VR da WHO para este parametro.

1.4.7 Numero de espermatozéides com motilidade

progressiva

O numero de SPZ com motilidade progressiva de uma amostra € calculado
através do produto do numero total de SPZ da amostra e da porcentagem de SPZ
com motilidade progressiva. Este parametro € de extrema importancia, pois fornece
uma estimativa do numero absoluto de SPZ ativos do ejaculado que, em casos de
IlU para tratamento de fator masculino de infertilidade, tem correlagdo com a taxa de

sucesso. Nestes casos, os melhores resultados s&o obtidos quando o numero de
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SPZ com motilidade progressiva inseminado é maior que 10 milhdes sendo
que, quando este numero € menor que um milhdo, as chances de sucesso s&o
remotas. Quando sio utilizados SPZ criopreservados na IlU, este numero deve ser,

idealmente, maior que 20 milhdes [2].

1.5 Bancos de sémen

A origem dos bancos de sémen remonta da segunda metade do século XVIII,
quando se cogitou a possibilidade de homens mortos em batalhas terem herdeiros
legais a partir da utilizacdo do sémen congelado e estocado em casa, mas foi
apenas dois séculos depois que estes se estabeleceram, apds a primeira gravidez
humana bem sucedida com o uso de SPZ criopreservado em 1954 [8].

Atualmente, SPZ criopreservados sao rotineiramente utilizados em
procedimentos de reproducgao assistida.

Os bancos de sémen podem armazenar SPZ tanto para utilizagdo propria
(homdloga) quanto para utilizagcdo em terceiros (heterdloga), por meio da

criopreservagao de SPZ proprios ou de doadores, respectivamente.

1.5.1 Banco de sémen terapéutico

Armazenamento de SPZ para utilizagdo homdloga, com as seguintes

indicacgoes:
e Pré-tratamentos gonadotdxicos (quimioterapia e/ou radioterapia): as
células germinativas sdo muito vulneraveis a terapia citotéxica, uma vez

que estdo em constante multiplicacdo [9]. O comprometimento da
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espermatogénese pela terapia citotoxica resulta em alteragdes nao
apenas no numero, mas também na motilidade, morfologia e integridade
do DNA do espermatozéide. Portanto, idealmente, a coleta dos SPZ deve
ocorrer antes do inicio do tratamento [10].

Pds-puncdo de epididimo / bidpsia testicular: Em casos de azoospermia,
os SPZ recuperados do epididimo ou testiculo, tanto em procedimentos
diagndsticos quanto terapéuticos, poderdo ser criopreservados para
posterior utilizagdo em TRA. Para amostras com contagem e/ou motilidade
espermaticas reduzidas podem ser utilizadas técnicas especiais de
criopreservacao de pequeno numero de SPZ [11].

Pds-recuperacdo de SPZ na urina: Em pacientes portadores de ejaculagao
retrograda cuja obtencdo de SPZ do ejaculado nao é viavel, estes podem
ser recuperados através de pesquisa de SPZ na urina pés-ejaculagéo e
utilizados a fresco em TRA ou criopreservados para utilizacdo posterior
[12].

Pré-vasectomia: A vasectomia € um método de esterilidade masculina. No
entanto, homens vasectomizados que apresentam o desejo de ter mais
filhos podem recorrer a reversao cirurgica da mesma. Durante o
procedimento, podem-se obter SPZ para criopreservacido e posterior
utilizacdo em TRA, considerando-se a possibilidade de falha da reversao.
Entretanto, o0 momento ideal para criopreservagcao dos SPZ é antes da
realizacdo da vasectomia, quando varias amostras de sémen fresco

podem ser obtidas por masturbacéo.
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1.5.2 Banco de sémen de doadores

Armazenamento de SPZ para utilizagdo heteréloga, com as seguintes

indicacgoes:

Infertilidade por fator masculino grave: Casais com infertilidade por fator
masculino grave que recorrem a TRA quase sempre sao candidatos a
FIV/ICSI, uma vez que, nestes casos, os SPZ recuperados geralmente
estdo em numero reduzido e com baixa motilidade. Algumas vezes nao se
consegue obter SPZ proprios para TRA. Estes casais podem se beneficiar
da TRA com utilizagdo de sémen de doador. Neste caso, se nao houver
fator feminino que contraindique a |lU, esta técnica (mais simples, de menor
custo e com menos efeitos colaterais) podera ser utilizada com amostra de
sémen de doador de boa qualidade.

Casos especificos de isoimunizagdo: Em algumas mulheres previamente
imunizadas contra o fator Rhesus (Rh) o risco de doenga hemolitica grave e
morte do concepto Rh positivo é tdo alto que pode haver indicacdo de
utilizacdo de sémen de doador Rh negativo quando o parceiro for do grupo
sanguineo Rh positivo.

Algumas doencgas hereditarias: Quando o homem é portador de alteragdes
genéticas que sao transmitidas ao concepto através do SPZ, o casal pode
optar pela utilizagdo de sémen de doador, uma vez que este passa por uma
rigorosa triagem, que elimina os candidatos portadores ou considerados de
risco para doengas genéticas.

Casais homoafetivos femininos: Casais homoafetivos femininos que
desejam filhos podem recorrer a TRA com utilizacao de sémen de doador

em uma das parceiras.
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1.5.3 Terapia de reproducao assistida com

utilizacao de espermatozoides criopreservados

A avaliagdo das taxas de gravidez em TRA com uso de sémen criopreservado
de pacientes com cancer tem demonstrado indices de sucesso satisfatorios [13].

Quando se realiza ICSI, parece ndo haver diferenca significativa entre SPZ
frescos e criopreservados [14]. Ao se comparar os resultados da ICSI com uso de
SPZ testicular movel/imével, fresco/congelado, podem ser encontradas taxas de
fertilizacdo semelhantes [15]. Quando se recuperam SPZ méveis por bidpsia
testicular, boas taxas de fertilizagdo e gravidez podem ser obtidas, sem diferenca
quanto a utilizagado de SPZ frescos ou congelados [16].

Quando se realiza 1lU com SPZ criopreservados, a probabilidade de gravidez
pode ser de até trés vezes menor que com SPZ frescos [14]. As chances de sucesso
da IlU com SPZ criopreservados sao maiores quando o numero de SPZ moveis
inseminado € maior que 20 milhdes [2]. Portanto, apdés o descongelamento, o
numero de SPZ mdveis da amostra deve ser determinado e, se necessario, outras
aliquotas devem ser descongeladas, com o objetivo de se obter numero suficiente
de SPZ méveis para serem inseminados.

As amostras de sémen doadas, habitualmente, sao divididas em aliquotas que
sao criopreservadas para posterior utilizacdo. A qualidade destas aliquotas no
momento de sua utilizagdo é muito variavel, uma vez que os danos causados aos
SPZ durante os processos de congelamento e descongelamento sdo imprevisiveis.
Foi demonstrada uma variagao de até 10 vezes entre o numero de SPZ moveis das

aliquotas descongeladas de doadores [17].
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1.5.4 Criopreservagao de espermatozoides

As amostras congeladas podem ser criopreservadas por tempo indeterminado.
Como o processo de congelamento e descongelamento causa danos aos SPZ, a
possibilidade de nao haver recuperacdo de SPZ viaveis deve ser considerada,
principalmente em casos de amostras com contagem e/ou motilidade espermaticas
muito reduzidas [18].

Com o objetivo de minimizar os danos causados aos SPZ, varios protocolos de
congelamento e descongelamento tém sido propostos [19], dentre eles:

e Congelamento rapido: a amostra é colocada na fase de vapor por 10
minutos, em seguida é imersa em Nitrogénio liquido a -196°C.

e Congelamento lento: a amostra é gradualmente resfriada utilizando-se
uma maquina de congelamento automatica programavel, a uma
velocidade de resfriamento de 1 a 10°C/ min.

e Descongelamento rapido: 37°C por 5-10 min.

e Descongelamento lento: temperatura ambiente por 30-60 minutos.

Para reducédo do dano celular e obtencdo de melhores taxas de recuperagao
espermatica, o descongelamento deve ser realizado levando-se em consideragéo o
tipo de congelamento, ou seja, se foi realizado congelamento rapido, deve-se optar
pelo descongelamento rapido e vice-versa. Apesar disso, a taxa de recuperagao
espermatica apés o descongelamento encontra-se, em média, em torno dos 50%
[18] e é extremamente variavel entre as amostras [20].

Essa taxa média de 50% de recuperagao espermatica €, entdo, utilizada como
critério de selegado das amostras doadas aos bancos de sémen apesar da sua baixa

precisdo e exatiddo, uma vez que o valor preditivo dos parametros seminais da
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amostra fresca para recuperacdo espermatica apds criopreservagao €

controverso [21], [22].

1.6 Marcadores de criossobrevivéncia espermatica

Diante do impacto da qualidade da amostra seminal nos resultados da TRA,
em especial das amostras criopreservadas, na pratica do funcionamento dos bancos
de sémen, uma importante pergunta, para a qual ainda ndo se tem uma resposta
satisfatoria é: “Quantos SPZ méveis serdo recuperados apds o descongelamento
desta aliquota?” A resposta a esta pergunta seria de grande utilidade na tomada de
decisbes, com as quais 0s responsaveis pelo congelamento e pela liberagdo das
amostras frequentemente se deparam no dia a dia:

¢ No momento do congelamento: “Esta amostra deve ou n&o ser
criopreservada?”’, “Quantas amostras devem ser coletadas?”, “Em
quantas aliquotas esta amostra deve ser dividida?”, e, principalmente,
“Qual sera o destino de utilizacdo desta aliquota: 11U ou FIV/ICSI?”.

e No momento do descongelamento: “Para a realizagcdo deste
procedimento, quais amostras poderiam ser utilizadas?”, “Das amostras
selecionadas, quantas aliquotas deveriam ser descongeladas?”.

Portanto, justificada a importadncia da identificacdo de marcadores que
fornegam uma estimativa mais precisa e exata da recuperagao espermatica de uma
amostra individual, surge uma nova pergunta: “Quais seriam o0s possiveis

candidatos?”
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1.7 Marcadores em infertilidade masculina

O AMH e as inibinas sdo membros da familia TGFR (Transforming Growth
Factor, beta), uma superfamilia de fatores de crescimento e diferenciacdo. Suas
moléculas tém uma estrutura semelhante (s&o glicoproteinas cujos peptideos sao
ligados por pontes dissulfito).

O valor da dosagem sérica e seminal destes horménios na avaliagdo da

infertilidade tem sido progressivamente demonstrado na literatura [23] (tabela 1).

Tabela 1 - Correlagdo entre dosagens hormonais e parametros

relacionados a fertilidade masculina.

Material biolégico Sangue Sémen
Horménio AMH InibnaB AMH Inibina B
Diferenciacéo e fun¢do das células de Sertoli (+) (+)

Fungao testicular (nimero de espermatogonias) (+)
Espermatogénese (nimero de SPZ produzidos) NC (+) (+)
Concentragéo e contagem de SPZ no sémen (+) ?

Motilidade espermatica ?

Morfologia espermatica ? (+)
Azoospermia obstrutiva NC (-) (-)
Diferenciag&o entre azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva NC
Positividade da biopsia testicular em azoospermia n&o obstrutiva NC NC NC
Testosterona sérica (+)

Horménio foliculo estimulante (FSH) sérico (_)

Acéo do FSH na funcéo testicular (+)

(+) = correlagéo positiva / (-) = correlagédo negativa / NC = ndo ha correlagédo / ? = correlagéo controversa
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1.7.1 Hormonio anti-Mulleriano sérico

O AMH sérico € um dos marcadores especificos de diferenciacédo, fungao e
tumor das células de Sertoli [23]. Esta relacionado tanto a proliferacdo destas
células, quanto a atividade da sintese proteica em resposta ao FSH. Na avaliacdo da
funcao testicular em homens em fase pré-puberal, o AMH sérico pode ser usado
como marcador da acdo do FSH [24]. Entretanto, ndo é considerado um bom

marcador de espermatogénese [25].

1.7.2 Inibina B sérica

A inibina B sérica € um dos marcadores especificos de diferenciagao, fungao e
tumor das células de Sertoli [23].

A dosagem da inibina B sérica tem correlagdo positiva com marcadores
classicos de espermatogénese, como concentragdo espermatica e contagem total
de SPZ no sémen [25]. E também um bom preditor de espermatogénese pos-
varicocelectomia [26].

A dosagem sérica de Inibina B em homens com azoospermia obstrutiva é
semelhante a de homens férteis [23].

Na predicdo da positividade da bidpsia testicular em pacientes com
azoospermia nao obstrutiva, seu valor € controverso na literatura. Entretanto,
metanalise recente chegou a conclusao de que a Inibina B sérica, nesses casos, nao
tem validade como marcador individual [25].

A correlagdo da inibina B sérica com a morfologia espermatica ainda é

controversa [27].
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1.7.3 Hormonio anti-Mulleriano seminal

O AMH pode ser dosado no plasma seminal da maioria dos homens férteis, em
niveis mais elevados que os do plasma sanguineo. Como o AMH do plasma seminal
tem origem testicular, 0 mesmo nao é encontrado no plasma seminal em casos de
azoospermia obstrutiva [28]. Em casos de azoospermia nao obstrutiva, o AMH
seminal foi cogitado como possivel marcador de presenca de espermatogénese
persistente. Entretanto, seu valor preditivo da positividade da bidpsia testicular ndo
foi confirmado em estudos subsequentes [29], [30]. A dosagem de AMH seminal é
proporcional a testosterona sérica e a morfologia espermatica, e inversamente
proporcional ao FSH sérico [24]. Em relacdo a concentracdo e a motilidade a

literatura é controversa [24], [31], [32].

1.7.4 Inibina B seminal

Nos casos de azoospermia obstrutiva, a concentracado de Inibina B no plasma
seminal esta significativamente reduzida [33]. A dosagem seminal de Inibina B
parece nao ter utilidade na diferenciagcao entre homens com azoospermia obstrutiva
e nao obstrutiva [34]. O valor preditivo da inibina B para positividade da bidpsia
testicular em homens com azoospermia nao obstrutiva era controverso na literatura,
mas evidéncias recentes refutam esta hipotese [30]. A dosagem seminal de Inibina B
tem correlagéo direta com a fungdo dos testiculos (numero de espermatogénias na
biopsia testicular) e espermatogénese (numero de SPZ produzidos), podendo ser

utilizada como marcador da fungéo testicular e espermatogénese [33].
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2 Justificativa

O fator masculino contribui em aproximadamente metade dos casos de
infertilidade conjugal [1]. Quando a causa da infertilidade ndo € passivel de corregao
por meio de tratamento clinico ou cirurgico, pode ser indicada a TRA. A escolha do
tipo de TRA a ser utilizada é baseada na avaliagdo tanto dos fatores femininos,
quanto da quantidade e qualidade dos SPZ disponiveis. Esta é determinada através
da analise seminal cujos trés parametros mais utilizados rotineiramente sao:
morfologia, concentragdo e motilidade espermaticas.

Em situagcbes especificas, como tratamentos gonadotdxicos, puncédo de
epididimo / bidpsia testicular, ejaculagao retrograda e vasectomia, os SPZ podem
ser criopreservados para posterior utilizagdo homdloga [1]. Individuos que né&o
podem utilizar SPZ proprio para a TRA podem se beneficiar da TRA com utilizacao
de sémen de doador.

Gradualmente, apos a ejaculagéo, os SPZ perdem motilidade e vitalidade. Em
SPZ criopreservados, esta perda ocorre mais rapidamente devido aos danos
causados aos SPZ durante o processo de criopreservagdo, mesmo em amostras de
boa qualidade como as de doadores [2].

Quando se realiza 1lU com SPZ criopreservados, a probabilidade de gravidez
pode ser trés vezes menor que com o uso de SPZ frescos [14]. Portanto, para
melhores chances de sucesso da IIlU com SPZ criopreservados o numero de SPZ
moveis inseminado deve ser, se possivel, maior que 20 milhdes [2]. Quando se
realiza ICSI, parece ndo haver diferenga significativa entre SPZ frescos e

criopreservados [14].
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A qualidade das aliquotas criopreservadas, quando analisada através
do numero de SPZ moéveis das aliquotas descongeladas, pode variar em até 10
vezes [17]. A utilizacdo dos parametros seminais de amostras frescas como
preditores de criossobrevivéncia espermatica foram bastante estudados nas
décadas de 80 e 90 [21], [22], [35], [36], [37], [38], [39]. Devido a grande controvérsia
em relacdo ao tema, utiliza-se, entdo, a taxa média de recuperacado espermatica
apos o descongelamento de 50% [18], apesar da sua baixa precisdo e exatidao [20].

Diante do impacto da qualidade da amostra seminal nos resultados da TRA,
em especial das amostras criopreservadas, novos marcadores deveriam, entédo, ser
utilizados para uma estimativa mais precisa e exata da recuperacido espermatica
apods a criopreservacgao. Na ultima década outros marcadores tém sido estudados,
alguns com resultados promissores, como o teste de fluidez da membrana
plasmatica [40], outros nem tanto, como o HBA (hyaluronan binding assay) [41].
Como, neste caso, como o sémen € o material disponivel, a identificacdo de bons
marcadores seminais seria bastante relevante.

O AMH, também conhecido como Substancia Inibitéria Mulleriana, € uma
glicoproteina homodimérica. As cadeias constitutivas do AMH tém uma forte
homologia com as cadeias a (alfa) e 3 das inibinas. No embrido do sexo masculino,
o AMH ¢é responsavel pela regressao do ducto Mulleriano. Sua producdo nao é
interrompida apds o periodo fetal, mantendo-se em niveis séricos elevados até a
puberdade, com consequente aumento da sua concentragdo no plasma seminal e
reducao dos niveis séricos [25], [42]. No homem adulto, é produzido exclusivamente
pelas células de Sertoli do testiculo, em resposta ao estimulo do FSH [24]. Os
principais fatores reguladores da producdao de AMH sao os andrégenos, as

gonadotrofinas e o grau de diferenciacdo das células germinativas adjacentes as
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células de Sertoli, mas os mecanismos da acgéo regulatéria desses fatores
precisam ser elucidados [23].

As inibinas s&o glicoproteinas heterodiméricas compostas por uma subunidade
a e uma subunidade B. S&do moléculas multifuncionais: estdo envolvidas no controle
da secrecdo do FSH (feedback negativo), sdo reguladoras paracrinas nos testiculos
e ovarios e podem ser utilizadas como marcadoras de infertilidade. S&do conhecidas
duas formas ativas de inibinas: Inibina A e B, que diferem entre si pela subunidade
R:  PBA e BB, respectivamente. O desenvolvimento de imunoensaios para
identificacdo das subunidades da inibina, no inicio da década de 90, tornou possivel
a dosagem especifica dos dimeros da inibina: A e B [43]. A partir de entdo, varios
estudos demonstraram uma relagao positiva entre a dosagem sérica da Inibina B e a
espermatogénese [44], [45], [46]. A Inibina B é produzida pelas células de Sertoli dos
testiculos possivelmente com a participagao de células de Leydig na produgao das
duas subunidades e das células germinativas (espermatécitos e espermatides) que
parecem produzir apenas a subunidade BB. A Inibina B é, entdo, liberada pelas
células de Sertoli nos tubulos seminiferos fazendo parte do conteudo do plasma
seminal. A inibina A é indetectavel nos individuos do sexo masculino, tanto no
plasma, quanto no sémen [23].

O presente estudo visa a testar a hipotese de que os horménios AMH e Inibina
B podem ter valor preditivo para a recuperagao espermatica apos a criopreservagao,
uma vez que a funcédo das células de Sertoli parece estar relacionada nao s6 a

producao, mas também a qualidade do SPZ produzido [28], [47].
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3 Objetivo

Avaliar o valor preditivo das dosagens seminais de AMH e Inibina B para

a preservacao da motilidade e sobrevivéncia dos SPZ apds criopreservacgao.
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4 Método

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de estudo do tipo avaliagdo de acuracia diagnostica, em coorte de
validagao com bom padrao de referéncia, realizado em um unico centro clinico: nivel
de evidéncia 1B.

Fatores em estudo: concentragcdes de AMH e Inibina B no liquido seminal.

Desfechos principais: Taxa de preservagcao da motilidade (TM) e taxa de
sobrevivéncia espermatica (TS)

e Positivo=TM e TS 2 50%

e Negativo=TM e TS < 50%

4.2 Populagao estudada

Parceiros masculinos de casais em propedéutica para infertilidade
Critério de inclusao:
Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Critérios de excluséo:

¢ Morfologia estrita anormal (< 4% de EPZ normais);

¢ Volume seminal < 2ml;

e Azoospermia ou contagem total < 1 milhdo de SPZ;

e Motilidade progressiva = 0%;
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Grupos estudados:
Para evitar a interferéncia de fatores de confusio relativos a qualidade da
amostra pré-congelamento, a populagao total foi estratificada da seguinte forma:
e Grupo Doador: espermograma normal, com numero de SPZ com
motilidade progressiva = 125 milhdes.
e Grupo Normal: espermograma normal, com numero de SPZ com
motilidade progressiva < 125 milhdes.
e Grupo Anormal: espermograma anormal.
Para essa estratificagao, foram usados os seguintes valores de referéncia:
e Concentracdo: = 15 milhdes SPZ/ml
e Contagem total: = 39 milhées SPZ

¢ Motilidade progressiva: 232%

4.3 Coleta, analise e processamento das amostras

A coleta das amostras de sémen foi realizada entre 07:30h e 09:30h, pelos
préprios pacientes, por masturbacado, em frasco descartavel e estéril, no laboratério

onde foi realizado o experimento, entre 12/08/10 e 08/07/11.

4.3.1 Espermograma

O espermograma foi realizado conforme protocolo da WHO [4], na primeira

hora apds a coleta. Foram avaliados os seguintes parametros:
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¢ Morfologia estrita: confecgcao de esfregagco em lamina e fixagao
com metanol por cinco minutos, seguida por coloragdo em hematoxilina
por 10 minutos, secagem em meio ambiente e avaliagcdo sob
microscopia Optica em objetiva de imersdo com 6leo mineral, com
aumento de 1000X,

e Concentragdo: contagem em Céamara de Neubauer apés diluicdo da
amostra em agua destilada, sob microscopia 6tica com aumento de
400X

e Motilidade: exame direto de gota de sémen fresco entre lamina e
laminula, sob microscopia éptica com aumento de 400X

e Teste de vitalidade espermatica: exame direto de gota de sémen fresco
diluida na proporgao 1:1 com solugcdo de eosina a 0,5%, entre lamina e

laminula, sob microscopia 6ptica, com aumento de 400X

4.3.2 Congelamento e descongelamento

O tempo entre a coleta e o congelamento variou de 30 minutos a 1 hora.

O congelamento do sémen foi realizado conforme protocolo definido [48].

Os frascos de crioprotetor Test Yolk Buffer with Gentamicine and 12% Glycerol
(TyB-G) da Irvine Scientific, previamente armazenado em freezer a 20°C negativos,
foram descongelado em temperatura ambiente por 30 minutos;

Um volume de 0,5ml de crioprotetor foi adicionado gota a gota com agulha e
seringa ao mesmo volume de sémen fresco, sob homogeneizagdo constante com

pipeta de Pasteur, em criotubos previamente identificados;
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Os criotubos foram fixados em racks posicionadas horizontalmente
sobre o vapor do nitrogénio liquido em caixa de isopor, a 10 cm da superficie liquida,
por 10 minutos e, em seguida mergulhados no nitrogénio liquido antes de serem
transferidos para o bujao de nitrogénio liquido a -196°C.

Descongelamento do sémen: 37°C por 10 minutos [8].

Apos descongelamento, a motilidade e a vitalidade espermaticas foram
novamente avaliadas, conforme os mesmos protocolos utilizados antes do

congelamento.

4.3.3 Preparo do plasma seminal e dosagens hormonais

O preparo do plasma seminal foi realizado conforme o seguinte protocolo: Uma
aliquota de 1,0 a 1,5 ml de cada amostra de sémen foi centrifugada em tubo de
ependof de 1,5 ml, em microcentrifuga a 230 rotagdes por minuto, por 15 minutos;

O plasma seminal sobrenadante foi aliquotado e armazenado em freezer a
80°C negativos, para as dosagens hormonais.

As dosagens de AMH e inibina B foram realizadas por método ELISA utilizando
kits comerciais fornecidos pela DSL-Diagnostic Systems Laboratories

(www.dslabs.com):

Padrdes, controles e amostras de soro foram depositados em placa de ELISA
revestida com anticorpo primario;

Apo6s periodo de incubagao e lavagem, foi adicionado outro anticorpo primario
marcado com biotina;

Apoés segunda incubagao e lavagem, foi adicionada streptavidina-peroxidase de

rabano (HRP);
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Apos terceira incubacdo e lavagem foi adicionado o substrato
tetrametilbenzidina (TMB) para revelacdo da reagdo de peroxidase, seguida por
adicdo de solucao acida de interrupgao da reacgao;

A determinacdo do grau de reposigao enzimatica do substrato foi realizada por
medida de absorbancia em duplo comprimento de onda a 450 e 620nm.

A absorbancia medida é diretamente proporcional a concentragédo de horménio
presente. Um conjunto de padrbes foi usado para tracar a curva padrdo de
absorbancia versus concentracdo e, a partir dessa curva, a concentragcdo de
horménio nas amostras foi calculada.

Caracteristicas analiticas da dosagem do AMH:

e Limite de detecgédo = 0.08ng/ml;

e Coeficiente de variacao intraensaio = 5.4%;

o Coeficiente de variacio interensaio = 5.6%;

e Especificidade do anticorpo primario = especifico para AMH (auséncia
de reacao cruzada com Inibina A, ativina A, FSH e LH)

Caracteristicas analiticas da dosagem de Inibina B:

e Limite de detecgao = 2.6pg/ml;

o Coeficiente de variacao intraensaio = 3.82%;

e Coeficiente de variagao interensaio = 5.64%;

o Especificidade do anticorpo primario = especifico para inibina B
(auséncia de reacao cruzada com Inibina A, ativina A, ativina B, ativina

AB, FSH, LH e folistatina)
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4.4 Duplo-cego

As amostras de sémen foram identificadas numericamente de forma sequencial
(1, 2, etc.), para realizagdo do espermograma. Apoés centrifugagéo, as aliquotas de
plasma seminal foram identificadas de forma aleatéria (sorteio de numeros de 1 a
200) por um colaborador (que ndo tem conhecimento dos resultados dos exames),
que guardou em sigilo as informagdes referentes a identificagdo da amostra de
sémen correspondente. As dosagens de AMH e Inibina B foram realizadas sem o
conhecimento da identificagdo das amostras e sem o conhecimento do grupo ao
qual pertencem. Somente apos o registro das dosagens, foi feita a correspondéncia

dos resultados para analise.

4.5 Analise estatistica e calculo amostral

Todas as analises foram feitas internamente nos trés grupos da populagdo. Em
cada grupo, foram formados subgrupos de pacientes definidos pelo desfecho
principal: recuperacdo espermatica com alta taxa de sobrevivéncia (TS = 50%) vs.
recuperacao espermatica com baixa taxa de sobrevivéncia (TS < 50%) e
recuperacao espermatica com alta taxa de motilidade (TM = 50%) vs. recuperagao
espermatica com baixa taxa de motilidade (TM < 50%). Os subgrupos foram
comparados quanto as concentragdes de AMH e inibina B no plasma seminal. Os
dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov e, quando confirmada a
distribuicdo normal, os resultados foram expressos como média e desvio-padréao e

comparados pelo teste t de Student para amostras independentes. Quando n&o
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houve distribuicido normal, os dados foram expressos como mediana e
comparados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Para identificar uma diferenca de pelo menos 280 pmol/l no AMH e 330 pg/ml
na inibina B seminal entre os dois grupos, com poder estatistico de 80% e nivel de
confianga de 95%, seriam necessarios no minimo 10 pacientes por subgrupo.

Também avaliamos a possivel correlagdo linear entre as TM e TS e as
dosagens hormonais seminais. Para tanto, foram necessarios 34 pacientes para se
determinar o coeficiente de correlagdo com poder estatistico de 80% e confianga de

95%, com nivel de significancia de p<0.05.
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5 Resultados

5.1 Descricao e comparagao entre os grupos

Nao houve diferenga entre os grupos no que se refere as caracteristicas dos
pacientes e ao volume e tempo de congelamento das amostras. Os parametros
seminais das amostras entre os grupos sao diferentes, uma vez que o critério de
divisdo entre grupos foi exatamente a qualidade da amostra. A recuperagao
espermatica tanto em termos de sobrevivéncia, quanto de preservacido da
motilidade, foi diferente entre os grupos e proporcional a qualidade da amostra

(tabela 1).



Tabela 2 - Analise descritiva dos pacientes e comparacao dos trés

grupos pelo teste ANOVA.
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Doador Normal Anormal Total ANOVA

N=55 N=49 N=49 N=153 p
Sujeitos
Idade (anos) 377 3616 3618 367 0.597
Febre (%) 5 4 6 5 0.900
Abstinéncia (dias) 5(5-5) 5(5-5) 5(5-5) 5(5-5) 0.612
Amostra
Tempo congelado (dias) 110(52-115) 105+71 110470 117(49-167) 0.930
Volume (ml) 4.2+1.6 3.6+1.1 3.6+1.1 3.5(2.8-4.4) 0.130
Parametros seminais
Concentragéo (SPZ/ml) 123174 37120 12(5-60) 45(19-98) 0.000
Contagem (n° SPZ) 4831279 127461 42(16-203) 173(69-335) 0.000
Motilidade Total Pré-congelamento (%) 70(60-70) 66+10 40(40-50) 60(50-70) 0.000
Motilidade Total P6s-descongelamento (%) 3817 3117 10(5-25) 30(15-40) 0.000
Motilidade Progressiva Pré-congelamento (%) 56112 54+12 30(20-40) 50(32-60) 0.000
Motilidade Progressiva Pds-descongelamento (%) 30£17 2316 5(3-15) 20(5-32) 0.000
Vitalidade Pré-congelamento (%) 59+14 59+13 51+15 5614 0.010
Vitalidade Pds-descongelamento (%) 28+10 239 22+8 259 0.011
Hormoénios seminais
AMH 0.53(0.26-1.55) 0.53(0.20-1.69) 0.40(0.18-0.93) 0.49(0.22-1.55) 0.659
Inibina B 0.33(0.23-1.35) 0.34(0.22-0.85) 0.34(0.21-0.89) 0.34(0.23-0.90) 0.734
Recuperagao espermatica
Motilidade (%) 55+34 43429 37+36 45+34 0.019
Sobrevivéncia (%) 64116 54+19 49428 56122 0.020
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5.2 Correlacao entre parametros seminais e recuperagao

espermatica

Os parametros seminais concentragdo, contagem e vitalidade tiveram
correlagao positiva com a recuperagao espermatica em termos de motilidade. Os
parametros seminais concentragdo, contagem, motilidade progressiva e vitalidade
tiveram correlacio positiva com a recuperacao espermatica em termos de vitalidade.

Entretanto, todas as correlagdes foram fracas, com R<0.7 (tabela 2).

Tabela 3 - Parametros seminais X Recuperagdo espermatica no total de

pacientes.

Recuperacio espermatica

Motilidade Sobrevivéncia

Concentragao R=0.444"* R=0.416"*
Contagem R=0.375"* R=0.360**
Motilidade Total R=-0.13 R=0.109

Motilidade Progressiva R=0.024 R=0.175*

Vitalidade R=0.356"* R=0.249**

* correlagao ao nivel de 0.05

** correlacao ao nivel de 0.01

Destes, o parametro seminal que teve melhor correlagdo com a recuperagao

espermatica foi concentracdo de SPZ da amostra (figuras 1 e 2)
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5.3 Correlagcao entre dosagens hormonais e parametros

seminais

As dosagens seminais de AMH ndo se correlacionaram com nenhum dos
parametros seminais avaliados em nenhum dos grupos.

A dosagem seminal de inibina B teve fraca correlagdo positiva (R=0.266 e
p<0.05) com a concentragdo de SPZ apenas no grupo Doador (figura 3). Nao
foram encontradas outras correlagbes entre dosagem seminal de inibina B e

parametros seminais em nenhum dos grupos.
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Figura 4.A - Comparacao das dosagens de AMH seminal entre as amostras com alta e

baixa recuperacao espermatica: motilidade
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Figura 5.B - Comparagao das dosagens de inibina B seminal entre as amostras com alta

e baixa recuperagao espermatica: sobrevivéncia

Ao comparar as dosagens seminais de AMH e Inibina B entre as amostras com
alta e baixa recuperagédo espermatica (TM e TS) considerando o ponto de corte de
50%, nao houve diferenga estatisticamente significativa em nenhum dos grupos

estudados, demonstrando a auséncia de correlagdo entre as dosagens seminais de
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AMH (figuras 4.A e 4.B) e Inibina B (figuras 5.A e 5.B) e as taxas de
preservagao da motilidade e criossobrevivéncia espermatica nos trés grupos.

O parametro seminal inicial que teve melhor correlagcdo com a recuperacao
espermatica foi concentragdo de SPZ. Tanto em relacdo a motilidade quanto a
sobrevivéncia, essa correlagao foi fraca (R<0,7) (tabela 3). As dosagens seminais de
AMH e Inibina B tiveram pior desempenho em termos de sensibilidade X
especificidade que a concentragcdo de SPZ, tanto para motilidade (figura 6.A), quanto

para sobrevivéncia (figura 6.B).
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Figura 6.A - Comparacgéao do valor preditivo de recuperagao espermatica da concentragao

de SPZ com o dos hormonios seminais: motilidade
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6 Discussao

6.1 Caracteristicas da populacao

O fator idade, no homem, ndo tem tanto impacto quanto nas mulheres, no que
se refere a fertilidade. Existem estudos demonstrando uma piora da qualidade dos
SPZ relacionada, principalmente, a danos no DNA com o aumento da idade dos
homens. Entretanto a idade limite e a magnitude dos riscos ainda nao estao bem
definidas [49]. Como ndo houve diferenga desse parametro entre os grupos, este
n&o foi um fator de interferéncia.

A ocorréncia de febre durante o periodo de espermatogénese pode levar a
alteracbes nesse processo resultando em producao deficiente de SPZ. A ocorréncia
de febre nos ultimos trés meses (tempo maior que o de um ciclo completo de
espermatogénese) foi baixa e semelhante entre os grupos, o que nos indica que a
interferéncia deste fator provavelmente nao foi significativa.

O periodo de abstinéncia esta relacionado a alteracbes na quantidade e
vitalidade dos SPZ da amostra. O periodo recomendado pela WHO ¢é de dois a sete
dias da ultima ejaculacdo [4]. Amostras coletadas com periodos menores podem
apresentar redugcdo da quantidade de SPZ e maiores, com queda da vitalidade
espermatica. Todos os pacientes se encontravam dentro do periodo de abstinéncia
recomendado e nao houve diferenga entre os grupos. Portanto, ndo houve
interferéncia deste fator.

O tempo de congelamento das amostras ndo é o fator determinante do nivel de

lesdo de SPZ criopreservado, uma vez que as lesbes ocorrem principalmente nos
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momentos do congelamento e do descongelamento [50]. No presente
estudo, o tempo de congelamento foi pequeno e semelhante entre os grupos, néo

havendo a interferéncia deste fator.

6.2 Parametros seminais e recuperacao espermatica

Como os parametros seminais foram utilizados como critério de divisdo dos
grupos, a qualidade seminal foi, naturalmente, diferente entre os grupos: Doador >
Normal > Anormal.

A recuperacao espermatica foi medida por percentual. Desta forma, a
comparacgao entre grupos de qualidade seminal diferente foi valida.

A relacdo entre a qualidade seminal e a recuperacdo espermatica,
demonstrada pela melhor recuperagdo no grupo Doador e a pior no Anormal, é
descrita na literatura [20] e pode ser utilizada como referéncia, ainda que vaga, de
que a recuperagao espermatica em bancos de sémen de doadores seria, em geral,

melhor que em bancos de sémen terapéuticos.

6.3 Correlagcao entre dosagens hormonais e parametros seminais

No presente estudo, a dosagem seminal de AMH nao se correlacionou com
nenhum dos parametros seminais avaliados. Este resultado € concordante com
alguns estudos [24] e discordante com outros, que encontraram correlagdo positiva
do AMH com a concentracdo e a motilidade dos SPZ [28] e que encontraram

correlagado negativa do AMH com a motilidade [31]. Estas discordancias podem ter
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ocorrido devido a possivel presenca de correlagdo apenas em determinada
faixa de concentracao de SPZ, ou a existéncia de uma correlagao fraca, que sé seria
detectada em estudos com grandes populagdes.

A correlagédo entre a dosagem sérica de inibina B e a concentragdo de SPZ é
bem definida na literatura [25]. A dosagem seminal de Inibina B tem correlagao
direta com a fung¢ado dos testiculos e espermatogénese [33]. No presente estudo, a
dosagem seminal deste horménio se correlacionou com a concentracédo de SPZ,
entretanto, apenas no grupo Doador. Este grupo representa os individuos com
melhor funcdo espermatica e espermatogénese mais intensa, o que explicaria o
aparecimento de correlagdo entre a inibina seminal e a concentracdo espermatica
apenas neste grupo, uma vez que nao houve diferenga entre os grupos em relagéo a
dosagem hormonal, mas apenas em relagdo a concentracdo de SPZ. Entretanto,
apesar da presenca de correlagdo entre inibina B e concentracdo de SPZ e de
correlagdo entre concentragdo de SPZ e recuperagao espermatica, ndo houve
correlagao entre inibina B e recuperacado espermatica, o que nos leva a supor que a
correlagdo existente neste grupo, apesar de significativa do ponto de vista

estatistico, ndo o seja do ponto de vista clinico.

6.4 Correlacdao entre dosagens hormonais e recuperagao

espermatica

No presente estudo ficou demonstrado que ndo ha correlacdo entre as
dosagens seminais de AMH e inibina B e a recuperagdo espermatica apos
criopreservagao, apesar da correlagdo entre as dosagens de AMH e Inibina B e

outros parametros de infertilidade masculina ser descrita na literatura: AMH sérico X



52
fungéo das células de Sertoli e acdo do FSH na fungao testicular (positiva);
AMH seminal X testosterona sérica e morfologia espermatica (positiva); AMH
seminal X FSH sérico e azoospermia obstrutiva (negativa); Inibina B sérica X fungéo
das ceélulas de Sertoli, espermatogénese e concentracdo espermatica (positiva);
Inibina B seminal X fungéo testicular e espermatogénese (positiva); Inibina B seminal
X azoospermia obstrutiva (negativa).

Uma possivel explicacao para este resultado seria que os fatores que conferem
resisténcia ao SPZ a criopreservacéo, ainda que relacionados ao numero e fungao
dos mesmos, sejam independentes do controle hormonal da espermatogénese, ou
seja, outros fatores (n&do hormonais) determinariam uma maior ou menor resisténcia
do SPZ a criopreservacgao.

A maturidade do SPZ, avaliada pelo teste HBA, apesar de demonstrar uma
correlagao positiva com a capacidade de sobrevivéncia do SPZ a criopreservacgao,
nao pode ser considerado um bom marcador, pois seu valor preditivo também foi
menor que o da concentracdo e morfologia espermaticas [41]

Uma possibilidade é de que a capacidade de criossobrevivéncia espermatica
esteja relacionada mais a resisténcia da membrana plasmatica dos SPZ que a
fatores hormonais ou funcionais, uma vez que os danos sofridos pelos mesmos
durante o processo de congelamento/descongelamento ocorrem principalmente na
membrana plasmatica [50], [51]. Ja foi demonstrado que apdés o processo de
congelamento/descongelamento a membrana plasmatica do SPZ torna-se mais
rigida e que a resisténcia do SPZ a criopreservacédo € proporcional a fluidez da
membrana plasmatica antes do congelamento [40].

Os marcadores de apoptose também podem ser potenciais preditores de
criossobrevivéncia espermatica. Alguns deles parecem promissores, como a

externalizacédo da fosfatidilserina, verificada por meio da ligacdo do SPZ a anexina
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V, que tem relagao inversa com a criossobrevivéncia espermatica [52], mas
o papel da fragmentagdo do DNA ainda precisa ser elucidado [53].

Os elementos bioquimicos sédo substancias facilmente mensuraveis na amostra
seminal e podem ser candidatos a marcadores de criossobrevivéncia espermatica. A
dosagem Ca seminal parece ser inversamente proporcional a criossobrevivéncia
espermatica, mas a de colesterol ndo demonstrou ser um bom marcador [54]. A
dosagem de outros elementos bioquimicos como frutose e proteinas, poderia ser util
para a identificagcdo de outros marcadores.

Outra possibilidade € de que a resisténcia do SPZ a criopreservacao seja
geneticamente definida [55], o que sugere a investigagdo de marcadores genéticos
que identificariam individuos (e ndo mais amostras) de bom ou mau progndstico
para criopreservagao seminal, o que determinaria entdo uma mudanca de
paradigma a ser incorporada pelos bancos de sémen de doadores.

Com relacao a aplicabilidade clinica e laboratorial dos horménios testados,
como nao encontramos outros estudos com objetivo semelhante (de tentar avaliar a
relacdo entre dosagens hormonais seminais e recuperagdo espermatica) na
literatura, ndo foi possivel comparar o nosso resultado com outros estudos que o
corroborassem. Entretanto, como esse resultado foi considerado consistente e néo
demonstrou nenhuma correlagao (positiva ou negativa) estatisticamente significativa,
podemos dizer que as dosagens seminais de AMH e inibina B ndo devem ser
utilizadas como teste laboratorial na pratica clinica como marcadores de
criossobrevivéncia espermatica, pelo menos até que se tenham evidéncias

cientificas que sugiram o contrario.
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7 Conclusao

As dosagens seminais de AMH e Inibina B ndo predizem as taxas de
recuperacao espermaticas no que se refere a preservagcdo da motilidade e a

sobrevivéncia dos SPZ apds o processo de criopreservagao
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