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AVALIACAO DA EFICIENCIA DA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN HUMANO
COM DIFERENTES METODOS DE ENVASE E CURVAS DE RESFRIAMENTO

SYDOR, Ana Paula! (Campo Real)
TORTORELLA, Rodrigo Dorneles? (Campo Real)

RESUMO

A eficacia da utilizacdo de sémen humano congelado em programas de inseminacéo artificial
necessita do desenvolvimento de estudos para determinar a melhor curva de resfriamento e
o tipo de envase para a criopreservacdo. Objetivou-se com o trabalho caracterizar o sémen
humano in natura e avaliar a eficiéncia dos métodos de envase e congelamento por meio da
criopreservagdo. Foram utilizadas onze amostras de sémen de onze voluntarios. Na primeira
etapa do experimento foi realizada a caracterizacdo do sémen in natura. Na segunda etapa
foi realizada a criopreservagéo do sémen utilizando o meio crioprotetor Inga SpermanFreezing
na proporcao 1:1 (meio - amostra), com os métodos RP (rapido-palheta), RT (rapido-criotubo),
LP (lento-palheta) e LT (lento-criotubo). Para a avaliagdo da viabilidade e comparacdo dos
métodos foi descongelado as amostras em temperatura ambiente e mantidas a 37°C. A
motilidade espermatica comparada com o sémen in natura teve uma reducao de significava
em todos os tipos de envase e curva de resfriamento, a vitalidade teve significancia no envase
em palheta independentemente do método de congelamento e morfologia manteve constante
guando comparado o parametro normal e quando comparado devido a sua anormalidade teve
valor estatistico significante para defeito na cauda. Com as avaligdes estatisticas foi possivel,
que quando comparado os métodos de congelamento e envase pos criopreservagdo nao ha
diferenga entre eles.

Palavras-chave: Espermatozoide. Preservacdo do sémen. Reproducédo. Técnicas.

ABSTRACT

The effectiveness of using frozen human blood in artificial insemination programs is necessary
for the development of studies to determine the best cooling curve and the type of environment
for cryopreservation. The objective of this work is to characterize a fresh human being and to
evaluate the efficiency of the filling and freezing methods through cryopreservation. Eleven
samples from eleven volunteers were used. In the first stage of the experiment the
characterization of fresh semen was performed. In the second stage, the evaluation of the use
of SpermanFreezing cryoprotectant medium in the ratio 1: 1 (half - sample), with the methods
RP (fast palette), RT (fast cryotube), LP (palette) and LT (slow cryotube) was used. ). For an
evaluation of the viability and comparison of the methods, it was thawed as the temperatures
at room temperature and kept at 37°C. The sperm maotility compared with the same number in
nature had a reduction of meaning in all types of filing and cooling curve, a vitality had
significance in the reed filling due to its abnormality had significant statistical value for tail
defect. With the statistical evaluations allowed, that when freezing methods and send after
cryopreservation there is no difference between them.

Keywords: Sperman. Preservation of semen. Reproduction. Techniques.

1Académico do curso de Biomedicina, Centro Universitario Campo Real.

2 Médico Veterinario, Docente do curso de Biomedicina do Centro Universitario Campo Real, Doutor
em Ciéncias Animais na area de Fisiopatologia da Reprodugéo Animal.



1. INTRODUCAO

A infertilidade € a incapacidade de um casal de ter filhos ap6s um ano de
relacfes sexuais normais e sem meétodo de contracepcédo. Essa incapacidade ocorre
devido a diversos fatores, tais como: patologias que afetam diretamente e
indiretamente o aparelho reprodutor, estresse, idade, doencas metabdlicas e bem
estar psicologico (MARTINS et al., 2019). Estima-se que 30% dos problemas estédo
associados a fatores femininos, outros 30% estdo relacionadas as condicdes
masculinas e 40% restantes sao separados entre causas do casal (30%) e por causas
desconhecidas (10% das situacdes) (CLINICA GERA, 2018).

Com os avancgos da biotecnologia, foram desenvolvidos métodos para que
pessoas diagnosticadas inférteis, fossem capazes de conceber filhos biologicos
(REGO et al., 2019). Alguns métodos utilizados na reproduc@o humana assistida sdo:
Inseminacdo artificial, Fertilizacdo in vitro e Injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (LEWIS, 2004). E com isso a criobiologia passou a manifestar
interesse, pois exerce papel fundamental na manutencao da fertilidade (HOVATTA,
2003).

A criopreservacao consiste na preservacdo do material genético por tempo
indeterminado, a temperaturas abaixo do ponto de congelamento da agua, até a
utilizacdo em técnicas de reproducdo assistidas (SILVA; GUERRA, 2011;
CHATDARONG, 2017; SILVA et al.,, 2018). Destacando que, no processo de
criopreservacado as células espermaticas sofrem alteragcbes osmoticas, com o choque
térmico e/ou estresse oxidativo, que colaboram para a diminuicdo da viabilidade e
aptiddo fecundante (CHEUQUEMAN et al., 2018). Para que a criopreservacio seja
bem sucedida € necesséaria uma influéncia mutua de variaveis, tais como: curva de
refrigeracdo, composicdo de meios diluidores, concentracdo e agregacao de
crioprotetores intra e/ou extracelulares e qualidade seminal (LOPES et al., 2015).

Desta maneira, o estudo visa comparar as curvas de resfriamento e envase das
amostras de sémen humano por meio da criopreservacdo determinando o melhor
método de armazenamento e a curva de resfriamento que podem ser utilizados na

eficacia aplicabilidade da técnica.



2. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi devidamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Centro Universitario Campo Real, de acordo com a Resolugéo 466/12 do Conselho
Nacional da Saude - CNS. A abordagem dos voluntérios e a coleta das amostras s6 foram
realizadas apés a aprovacao pelo referido comité, com parecer n° 3.395.808.

2.1 POPULACAO E AMOSTRA

A populacéo foi composta por quatorze individuos do sexo masculino com relacdes
sexuais ativas, onde trés amostras foram descartadas devido ao critério de exclusdo de
ejaculado inferior a 2 mL, totalizando assim onze amostras viaveis. As amostras de sémen
foram coletadas em casa no frasco coletor estéril e encaminhadas ao pesquisador em até 30
minutos para analise in natura, descrita adiante e logo em seguida foram divididas para o
processo de criopreservacdo pelos métodos RP (rapido-palheta), RT (rapido-criotubo), LP

(lento-palheta) e LT (lento-criotubo) e por fim criopreservadas.

Os critérios de inclusao dos voluntarios foram individuos do sexo masculino, com idade
superior a dezoito anos e inferior a cinquenta anos e que estejam em abstinéncia sexual entre
trés e cinco dias e que concordem participar do estudo. E os critérios de exclusédo foram de
individuos que ndo aceitem participar do estudo e ou ndo assinem o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), que apresentem diagndéstico de doencgas agudas ou cronicas,
estejam em uso de medicacdes, febre nos ultimos 30 dias, usuarios de drogas, tabagistas,
abstinéncia sexual solicitada pelo pesquisador (3 a 5 dias) e quantidade de ejaculado inferior

a2mL.

2.2 ESPERMOGRAMA
O espermograma seguiu as normas da 5° edicdo do manual da Organizacdo Mundial

de Saude para andlise de sémen humano (WHO, 2010).
2.2.1 pH DO SEMEN

O pH é avaliado ap06s a liquefacao de preferéncia 30 minutos ou dentro de 1 hora apos
a ejaculacao. Para a avaliacdo seguiu-se os critérios do manual da OMS misturando a
amostra do sémen, espalhando uma gota uniformemente sobre o papel de pH e aguardando
cerca de 30 segundos até a cor se impregnar e torna-se uniforme. Em seguida comparado a

faixa de calibragdo parar ler o pH que tem como referéncia no manual o valor de 7,2 (WHO,
2010).

2.2.2 VISCOSIDADE DO SEMEN
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A viscosidade foi relatada através da introdugdo de uma vareta de vidro na amostra
observando o comprimento do fio que se forma ap6s a remoc¢édo. A viscosidade é relatada

como anormal se o fio for superior a 2 cm (WHO, 2010).

2.2.3 VOLUME SEMINAL

O volume do ejaculado foi mensurado através da pesagem da amostra no recipiente
em que foi coletado. Os resultados dos pesos foram anotados para realizar o célculo do
namero de espermatozoides (WHO, 2010). Para isso foi coletado a amostra em um recipiente
descartavel, limpo e pré-pesado, logo em seguida pesado o frasco com o ejaculado, subtraido
0 peso do recipiente e a partir disso calculado o peso da amostra considerando que a
densidade do sémen seja de 1 g/mL (AUGER et al., 1995).

2.2.4 MOTILIDADE ESPERMATICA

A motilidade espermatica do sémen in natura e pés descongelamento foi avaliado
segundo os critérios da OMS em microscopio com aumento de 400 vezes. As avaliagbes pos
descongelamentos foram nos primeiros 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos e 180 minutos
e classificados em motilidade progressiva (PR), motilidade ndo progressiva (NP) e imaotilidade
(IM) (WHO, 2010).

2.2.5 VITALIDADE ESPERMATICA (teste-hiposmético)

A avaliacao da vitalidade espermatica foi realizada pelo método hiposmaético adotando
os critérios da OMS, seguindo o manual que relata a necessidade de incubagdo do meio
hiposmético com a amostra a 37°C por exatamente 30 minutos e depois transferido uma

aliguota para a lamina e foi executada a contagem e replicagéo (WHO, 2010).

2.2.6 CONCENTRACAO ESPERMATICA

A concentracao foi avaliada segundo os critérios da OMS, que compreendem em
realizar a contagem na camara de Neubauer de 200 espermatozoides por replicado na em
um aumento de 400 vezes e calcular a concentracdo por mL e o numero total de

espermatozoides por ejaculado (WHO, 2010).

2.2.7 MORFOLOGIA SEMINAL

Para a avaliagdo da morfologia seguiu-se os critérios de Kruger (KRUGER et al.,
1896), onde a morfologia normal é caracterizada pela cabeca ser lisa e oval, eixo longo da
cabeca deve ter entre 5 e 6 pm, enquanto o eixo curto entre 2,5 e 3,5 pm, o acrossoma deve

cobrir 40 a 60% da cabeca do espermatozoide, e ndo pode ter anomalia de peca intermediaria
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ou cauda e a peca intermediaria deve ter menos que 1 um de largura e até uma vez e meia o
comprimento da cabeca do espermatozoide. Sendo necessario a contagem de 200

espermatozoides por replica em ética com aumento de 1000 vezes e realizado os célculos.
2.3 CRIOPRESERVACAO

Para a criopreservacao foi utilizado o meio crioprotetor Ing4d SpermFreezing, da
empresa Ingdmed-Materiais médicos hospitalares, com a seguinte composi¢éo:

Agua para injetaveis (H20, Diluente), Citrato de so6dio (CsHsNasO7.2H20,
Tampdéo e Nutriente), Frutose (CeH1206, Nutriente), Gentamicina Sulfato 0,1
g/L (CeOH12sN15025S, Conservante), Gema de ovo inativada (Gema de ovo,
Crioprotetor), Glicerol (CsHgOgz, Crioprotetor), TES (CeHisNOsS, Tampéo) e
TRIS (NH2C(CH20H)3, Tampao) (INGA MATERIAIS HOSPITALARES
LTDA, 2019).

O meio foi armazenado segundo as orienta¢des do fabricante, protegido de luz a uma
temperatura inferior a —20°C e retirado do freezer antes da utilizagdo, sendo conservado a
37°C durante todo o método de criopreservacdo (INGA MATERIAIS MEDICOS
HOSPITALARES LTDA, 2019).

ApOs a realizacao dos critérios do sémen in natura a amostra foi separada para definir
a sobrevivéncia dos espermatozoides, o meio foi adicionado com o volume equivalente a
proporgao 1:1 (amostra-meio). Que foi padronizado para o estudo sendo 2 mL de ejaculado e
2 mL de meio. Foi necessario realizar a homogeneizagao lentamente da amostra-meio para
ndo formar bolhas e em seguida transferindo para palhetas 0,25 mL ou criotubos de 2 mL
identificados e encaminhados para a criopreservacao pelo método lento ou rapido, totalizando
assim quatro analises diferentes: RP (rapido-palheta), RT (rapido-criotubo), LP (lento-palheta)
e LT (lento-criotubo) e por fim criopreservadas (CAVALCANTE et al., 2006).

Para o método de congelamento lento foram utilizadas quatro palhetas e dois
criotubos, foram colocados horizontalmente em compartimento do congelador Freezer
Compacto, utilizando um termémetro digital e ajustado para programa de numero seis, que
apresenta o seguinte padrao de resfriamento: temperatura inicial da amostra em torno de
37°C; resfriamento inicial da amostra em torno de -5,4°C por minuto até -5,7°C,a amostra
permanece a -5,7°C durante dez minutos; resfriamento de -1°C por minuto de -5,7°C até -
6,5°C no periodo de 1 hora e cinquenta minutos; a amostra estabiliza a -6,5°C, essa
temperatura e permanece até a quarta hora. Apds o término do programa, as palhetas e os
criotubos foram mergulhados em nitrogénio liquido, a uma temperatura de -196°C
(CAVALCANTE et al., 2006).

No congelamento rapido foi utilizado um botijao térmico de nitrogénio liquido. Foi

utilizado quatro palhetas de 0,25 mL e dois criotubos de 2 mL foram colocados
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horizontalmente, 10cm acima do nivel do nitrogénio liquido permanecendo por 10 minutos e,
em seguida foram mergulhadas e mantidas por cerca de 24 a 48 horas em um botijao de
nitrogénio a temperatura média de -196°C (CAVALCANTE et al., 2006).

2.4 DESCONGELAMENTO

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, variando de 18°C a
30°C, acima da bancada do laboratério, por um periodo de dez minutos, e apds mantidas em
banho-maria a uma temperatura de 37°C por trés horas durante o periodo de andlises da
motilidade, vitalidade e morfologia, seguindo os mesmos parametros do sémen in natura
(CAVALCANTE et al., 2006).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Andlises dos grupos com o sémen in natura pelo método ndo paramétrico pareado
Witcoxon. A comparagdo dos meétodos foi feita pelo ANOVA Karust-Waltz seguida com

Dumps.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os voluntéarios apresentaram média de idade de 22,55+2,94 anos (variando de 20 a
29). A analise inicial do sémen in natura apresentou o volume (mL) de 3,55+0,89 (variando de
2 a 4,757 mL), o pH 7,45+0,52, e a concentracdo (x10%/mL) 286,6+121,1 (98 a 409 milhdes).
A motilidade progressiva (porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva
graus A + B, segundo a OMS) apresentou o valor 64,59+8,32, ndo progressiva 17,50+7,04 e
imotilidade 17,50+6,11. Tendo a vitalidade deste critério o valor de 61,95+7,75. A morfologia
(porcentagem de espermatozoides normais de acordo com o critério de Kriiger) com o0s
valores de espermatozoides normais de 2,77+0,68 e espermatozoides com defeito na cabeca
de 54,73+13,55, defeitos na cauda de 26,32+12,23, e defeitos na peca intermediaria de
13,27+5,49 (Tabela 1).

Tabela 1 — Avaliacdo da média e desvio padrdo de sémen in natura e apos criopreservacao.
Apés criopreservacgao

Método répido Método lento

Criotub Palhet Criotub
o0(RT) a(LP) o(LT)

Sémen in natura
Palheta (RP)

Volume 3,550

(mL) ,89 - - - -
7,450

pH 52 - - - -

Conc. 286,6%

(x10%mL)  121,1 - - - -
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Motilidade
(%)
P 64,59+
R 8,32 - - - -
In 17,50+
natura NP 7,04 - - - -
17,50+
IM 6,11 - - - -
P 16,91+9 11,14+ 13,4549
R - 11,23+8,222 ,482 5,412 ,532
Mot. 11,72+7 5,89+4, 10,05+5
30 min NP - 7,91+3,852 ,34b 69b AT
71,771 82,89+ 76,50+1
IM - 80,95+10,222 5,442 15,782 3,322
P 11,9549 9,39+1 10,27+1
R - 8,68+7,622 ,642 1,202 0,342
Mot. 9,64+10 4,56+4, 9,914,
60 min NP - 6,05+3,562 ,58P 382 152
78,41+1 86,06+ 81,45+1
IM - 89,68+16,472 8,602 15,432 5,082
6,95+5, 6,78+8, 6,91+8,
Mot PR - 4,55+4,302 872 402 94a
120 ) 4,91+4, 4,94+6, 5,23%3,
min NP - 5,59+4,662 54a 24b 582
88,09+9 86,00+ 87,82+1
IM - 90,09+6,872 472 15,932 1,222
4,184, 2,78+4, 4,4545,
Mot PR - 3,14+4 572 802 022 622
180. N 3,41+2, 3,33%4, 3,14+3,
min P - 3,65+2,252 54a 672 54a
92,4145 91,56+ 91,4148
IM - 93,27+5,102 ,842 11,412 , 722
Vitalidade 61,95+ 44,4141 39,17+ 40,50+1
(%) 7,75 48,68+15,85P 0,892 12,190 4,872
Morfologia
(%)
2,77+0 2,77+0, 2,560, 2,360,
Normais ,68 2,36+0,60 34 58 39
54,73+ 42,14+1 44,61+ 47,55+1
Cabeca 13,55 43,45+13,70 2,81 12,03 1,22
26,320 43,95+1 41,83+ 36,14+1
Cauda 12,23 e, 3,242 14,830 3,09
Peca
intermediari 13,27+ 11,14+5 10,89+ 13,9545
a 5,49 10,50+14,31 41 6,54 ,66

a. Diferenca estatistica valores altamente significativos comparados com a motilidade inicial do sémen
in natura (p<0,01)

b. Diferenca estatistica valores significativos comparados com a motilidade inicial do sémen in natura
(p<0,05)

Fonte: O autor, 2019.
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Figural-Gréficos comparativos da sobrevivéncia dos espermatozoides pds criopreservacao em

diferentes intervalos de tempos.
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Apds 30 minutos do descongelamento das amostras que passaram pelo processo
rapido e envasadas em palheta (RP), foram obtidos os seguintes resultados: motilidade inicial
progressiva de 11,23+8,22, motilidade inicial ndo progressiva de 7,91+3,85, e imotilidade de
10,0545,47. Ap6s 60 minutos, motilidade inicial progressiva de 8,68+7,62, motilidade inicial
ndo progressiva de 6,05+3,56, e imotilidade de 89,68+16,47. Apds 120 minutos: motilidade
inicial progressiva de 4,55+4,30, motilidade inicial n&o progressiva de 5,59+4,66, e imotilidade
de 90,09+6,87. Ap6s 180 minutos: motilidade inicial progressiva de 3,14+4,57, motilidade
inicial ndo progressiva de 3,55+2,25, e imotilidade de 93,27+5,10 (Tabela 1, figura 1). Tendo
a vitalidade deste critério o valor de 48,68+15,85 (Tabela 1, figura 2). A morfologia com os
valores de espermatozoides normais de 2,36+0,60 e espermatozoides com defeito na cabeca
de 43,45+£13,70, defeitos na cauda de 43,68+14,51, defeitos na peca intermediaria
10,50+14,31 (Tabela 1, figura 3).

Apods 30 minutos do descongelamento das amostras que passaram pelo processo
rapido e envasadas em criotubo (RT), foram obtidos os seguintes resultados: matilidade inicial
progressiva de 16,91+9,48, motilidade inicial ndo progressiva de 11,72+7,34, e imotilidade de
71,7745,44. Apbs 60 minutos, motilidade inicial progressiva de 11,95+9,64, motilidade inicial
nao progressiva de 9,64+10,58, e imotilidade de 78,41+18,60. Ap6s 120 minutos: motilidade
inicial progressiva de 6,95+5,87, motilidade inicial ndo progressiva de 4,91+4,54, e imotilidade
de 88,09+9,47. Ap6s 180 minutos: motilidade inicial progressiva de 4,18+40,80, motilidade
inicial ndo progressiva de 3,41+2,54, e imotilidade de 92,41+5,84 (Tabela 1, figura 1). Tendo
a vitalidade deste critério o valor de 44,41+10,89 (Tabela 1, figura 2). A morfologia com os
valores de espermatozoides normais de 2,77+0,34 e espermatozoides com defeito na cabeca
de 42,14+12,81, defeitos na cauda de 43,95+13,24, defeitos na peca intermediaria 11,14+5,41
(Tabela 1, figura 3).

Apés 30 minutos do descongelamento das amostras que passaram pelo processo
lento e envasadas em palheta (LP), foram obtidos os seguintes resultados: motilidade inicial
progressiva de 11,14+5,41, motilidade inicial ndo progressiva de 5,89+4,69, e imotilidade de
82,89+15,78. Apds 60 minutos, motilidade inicial progressiva de 9,39+11,20, motilidade inicial
ndo progressiva de 4,56+4,38, e imotilidade de 86,06+£15,43. ApGs 120 minutos: motilidade
inicial progressiva de 6,78+8,40, motilidade inicial ndo progressiva de 4,94+6,24, e imotilidade
de 86,00+15,93. Apds 180 minutos: motilidade inicial progressiva de 2,78+4,02, motilidade
inicial ndo progressiva de 3,33+4,67, e imotilidade de 91,56+11,41 (Tabela 1, figura 1). Tendo
a vitalidade deste critério o valor de 39,17+£13,19 (Tabela 1, figura 2). A morfologia com os
valores de espermatozoides normais de 2,56+0,58 e espermatozoides com defeito na cabeca
de 44,61+12,03, defeitos na cauda de 41,83+14,83, defeitos na peca intermediaria 10,89+6,54
(Tabela 1, figura 3).
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Apdés 30 minutos do descongelamento das amostras que passaram pelo processo
lento e envasadas em criotubo (LT), foram obtidos os seguintes resultados: motilidade inicial
progressiva de 13,45+9,53, motilidade inicial ndo progressiva de 80,25+10,22, e imotilidade
de 76,50+13,32. Apds 60 minutos, motilidade inicial progressiva de 10,27+10,34, motilidade
inicial ndo progressiva de 9,91+4,15, e imotilidade de 81,45+15,08. Apds 120 minutos:
motilidade inicial progressiva de 6,91+8,94, motilidade inicial ndo progressiva de 5,23+3,58, e
imotilidade de 87,82+11,22. Apdés 180 minutos: motilidade inicial progressiva de 4,45+5,62,
motilidade inicial ndo progressiva de 3,14+3,54, e imotilidade de 9,41+8,72 (Tabela 1, figura
1). Tendo a vitalidade deste critério o valor de 40,50+14,87 (Tabela 1, figura 2). A morfologia
com os valores de espermatozoides normais de 2,36+0,39 e espermatozoides com defeito na
cabeca de 47,55+11,22, defeitos na cauda de 36,14+13,09, defeitos na pecga intermediaria
13,95+5,66 (Tabela 1, figura 3).

A vitalidade possui um valor mais expressivo pelo envase em palheta
independentemente do método utilizado, sendo rapido ou lento (Tabela 1). E na comparacao
entre os meétodos pds descongelamento ndo teve alteracdes estatisticamente diferentes
(Figura 2).

Figura 2 - Grafico comparativo da vitalidade dos espermatozoides apds a criopreservacdo em
diferentes intervalos de tempo e envase.
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Fonte: O autor, 2019.

A morfologia permaneceu constante em relacdo aos espermatozoides normais do
sémen in natura em todos os parametros analisados em diferentes periodos de tempo e de
envase (Tabela 1). Apesar de apds a criopreservagdo, ocorrer um aumento significativo de
defeitos na cauda, apresentando o valor de 26,32+12,23 no sémen in natura, sendo 0 mais
significativo o método lento por apresentar p<0,05, e 0 menos significante o0 método rapido

apresentando p<0,01 (Tabela 1, figura 3).
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Figura 3-Graficos comparativos das alterac6es morfoldgicas na qualidade seminal em diferentes tipos
de envase e curva de resfriamento.
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Fonte: O autor, 2019.

Quando realizado a curva de sobrevivéncia espermética € possivel notar que ocorre a
reducdo da motilidade com o passar do tempo em todos os tipos de envase e na analise
estatistica demonstra que ndo ha diferenca entre ambos os aspectos analisados pés
criopreservacgao (Figura 4).
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Figura 4 - Curva de sobrevivéncia dos espermatozoides apds criopreservacdo em diferentes tipos de
congelamento e envase; RP ou RT = congelamento pelo método rapido e envasado em palheta ou
em criotubo; LP ou LT = congelamento pelo método lento e envasado em palheta ou em criotubo.
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Fonte: O autor, 2019.

A quantidade de estudos existentes que investigam a influéncia de diferentes tipos de
envase na qualidade dos espermatozoides apds o processo de criopreservacdo de sémen
humano ainda é escassa. Cavalcante afirma em seu estudo que, o melhor tipo de envase
seria o criotubo por meio do método de congelamento lento, contradizendo este estudo onde
se pode observar por meio de dados estatisticos que ndo ha diferenca significativa entre a
forma de envase, palheta ou criotubo e 0 método rapido ou lento, dados que corroboram com
0 estudo de Tchachil e Jewett (1981). Ainda existem relatos de estudos sobre uma maior
motilidade quando utilizado o método lento (FLORENCIO, et al., 1955; TAYLOR et al., 1982;
RAGNI et al., 1990), que é contraditorio com o estudo que afirma a reducdo da motilidade em
todos os parametros analisados.

O processo de criopreservacdo, além da alteragdo da viabilidade celular (BRISKO,
VARNER, 1993) se ndo realizado corretamente pode acarretar danos fisiologicos nos
espermatozoides, inviabilizando os mesmos. Por isso, € fundamental manter estabilizada a
temperatura do Freezer Compacto assim contribuindo para condi¢cfes ideais do processo,
para que a curva de congelamento seja lenta evitando desidratacdo ligeira dos

espermatozoides e rapida o suficiente para que o contato dos espermatozoides com o soluto
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utilizado seja breve, impedindo a formacédo de grandes cristais de gelo (SNOECK, 2003),
assim como também realizar o processo de descongelamento em temperatura ambiente
(STANIC et al., 2000; FLORENCIO et al., 1995). Indo contra a ideia de Verheyen et al (1993)
onde afirmou um melhor resultado utilizando a temperatura de 37°C para descongelamento.

Quando analisado a motilidade do sémen in natura e relacionando o seu aspecto de
anormalidade ocorre um aumento no defeito da cauda em todos os paradmetros onde o estudo
de segundo o BARTH e OKO (1989) uma alta incidéncia de um unico defeito podem vir a
reduzir a fertilidade.

4. CONCLUSAO

O estudo comparou as curvas de resfriamento e envase das amostras de sémen
humano por meio da criopreservagéo determinando que a motilidade e vitalidade espermatica
diminuem independentemente do tipo de envase e do método de congelamento. Mas quando
analisado os pardmetros de anormalidade na morfologia apds a criopreservacao ocorre um
aumento no nimero de espermatozoides com defeito na cauda. Mas isso nao é determinante
para relatar a melhor curva de resfriamento e o tipo de envase. De acordo com a analise
estatistica o tipo de envase criotubo ou palheta e 0 método de congelamento rapido e lento
nao se diferem, assim ndo sendo possivel estabelecer qual método tem melhor eficacia no

processo de criopreservacao.
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