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RESUMO

A reproducdo humana assistida conta com diversas técnicas associadas a ela, que
podem ser tanto dedicadas a geracdo de novos descendentes, quanto a saude
reprodutiva dos pacientes. As estratégias de preservacédo da fertilidade, que fazem
parte da area, permitem o armazenamento de gametas ou tecidos reprodutivos e
variam de acordo com a idade, condicdo de saude e sexo do paciente. Atualmente,
para homens, as técnicas aplicadas sao a criopreservacédo de sémen, considerada a
padrdo-ouro, e a criopreservagdo de tecido testicular, ainda reconhecida como
experimental. Os avancos relacionados a preservacdo da fertilidade masculina séo
amplamente documentados por meio de artigos cientificos e, com a realizacéo desta
revisdo da literatura, objetivou-se compilar os dados mais recentes e relevantes sobre
0S avancos nas técnicas de preservacédo da fertilidade masculina, ocorridos na ultima
década (2013-2023). Para tal, foi conduzida uma revisao bibliografica integrativa da
literatura. Através do estudo realizado foi constatado que a criopreservacao de sémen,
€ uma técnica que nao apresenta resultados 100% satisfatorios, além de ndo englobar
todos os grupos de pacientes que necessitam preservar a sua fertilidade. Além disso,
alguns avancos na preservacdo da fertilidade de pacientes pré-puberes foram
documentados, porém, nenhum deles € praticavel na clinica atualmente. Ademais,
muito ainda precisa ser feito para que o acesso as técnicas de reproducdo humana
assistida se torne maior e mais difundido entre os habitantes de areas mais distantes
e/ou pacientes que apresentem vulnerabilidade financeira.

Palavras-chave: preservacdo da fertilidade masculina, criopreservacédo de sémen,

criopreservacao de tecido testicular.



ABSTRACT

Assisted human reproduction has several techniques that can be dedicated both to the
generation of new descendants and to the reproductive health of patients. Fertility
preservation strategies, which are part of the area, allow the storage of gametes or
reproductive tissues and vary according to the patient's age, health condition and sex.
Currently, for men, the techniques applied are semen cryopreservation, considered the
gold standard, and testicular tissue cryopreservation, still recognized as experimental.
Advances related to this area are widely documented through scientific articles and the
present literature review aimed to compile the most recent and relevant data on
advances in male fertility preservation techniques that have occurred in the last decade
(2013- 2023). To this end, a integrative review of the literature was conducted. Through
the study carried out, it was found that the semen cryopreservation technique does not
present 100% satisfactory results, in addition to, it does not includes all groups of
patients who need preserving their fertility. Furthermore, some advances in fertility
preservation in prepubertal patients have been documented, however, none of these
are currently used in clinical practice. Moreover, much still needs to be done so that
access to all assisted reproduction techniques becomes greater and more widespread
among inhabitants of more distant areas and/or patients who are financially vulnerable.

Keywords: male fertility preservation, semen cryopreservation, testicular tissue

cryopreservation.
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1 INTRODUCAO
1.1. PRESERVACAO DA FERTILIDADE

O desenvolvimento das técnicas de Reproducdo Humana Assistida (RHA) teve
inicio em 1978, com Robert Edwards e Patrick Steptoe, considerados pioneiros no
desenvolvimento da fertilizacao in vitro (FIV) (Steptoe & Edwards, 1978). Atualmente,
o ramo da RHA tem sido amplamente estudado e, com isso, diversas questbes
acabam surgindo, a exemplo tém-se a importancia da possibilidade de preservacao
da fertilidade (PF) na qualidade de vida de pacientes sobreviventes de cancer, de
outras doencas ou, ainda, para aqueles que desejam postergar a parentalidade.

No Brasil, para cada ano do triénio 2023-2025, séo esperados em torno de 702
mil novos casos de cancer (INCA, 2022). Muitos desses pacientes diagnosticados
estdo em idade reprodutiva, aos quais seria aconselhado realizar a tentativa de PF.
Além disso, na Ultima década, as idades paterna e materna tém aumentado (Kaltsas
et al.,, 2023). Alguns motivos que podem ter levado a essa mudanca sdo: maior
expectativa de vida, casamentos tardios e foco no desenvolvimento de carreira. Essa
parentalidade em idade mais avancada levanta preocupacdes relacionadas ao
declinio da capacidade reprodutiva dos pais e as consequéncias geradas a saude dos
filhos desses casais (Plas et al., 2000; Santiago et al., 2019).

As estratégias de preservacao da fertilidade variam de acordo com a idade e o
sexo do paciente e permitem que 0S pacientes armazenem gametas ou tecidos
reprodutivos para um potencial uso futuro na criacdo de descendentes (Dolmans &
Manavella, 2018). Atualmente, diversas técnicas de PF sdo empregadas.
Especificamente para pacientes do sexo masculino, a PF conta com a técnica de
criopreservacdo de sémen, considerada padrdo-ouro, e com a técnica de
criopreservacdo de tecido testicular, ainda reconhecida como experimental. Além
desses, casais em tratamento de reproducdo assistida podem optar pela
criopreservacdo dos embrides gerados, possibilitando a utilizagdo dos mesmos

futuramente.



1.2. SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO E PRESERVAGAO DA FERTILIDADE MASCULINA

O sistema reprodutor masculino é extremamente organizado, sendo formado
tanto por 6rgdos sexuais internos: testiculos, epididimos, ductos deferentes, glandulas
seminais, ductos ejaculatérios (incluindo a uretra), préstata e glandulas bulbouretrais;
guanto por 6rgdos sexuais externos: pénis, porcao distal da uretra e escroto (Figura
1). Os testiculos sdo responsaveis pela espermatogénese, processo de formacéo dos
espermatozoides, uma acdo complexa que envolve divisdo e diferenciagéo celular. A
espermatogénese pode ser dividida em trés diferentes fases de eventos: fase
proliferativa, fase meiotica e fase de diferenciacdo, essa ultima também é chamada
de espermiogénese. Essas fases sdo seguidas por uma série de processos de
maturacdo pos-testicular, necessarios para que 0s espermatozoides se tornem

totalmente funcionais (Jamsai & O'Bryan, 2011).

Glandula
seminal

/
’—) Ducto

J
¥ejaculatorio
//

Uretra ,',,:; :i\\ S y £

Pénis

Prostata

Glandula
Bulbouretral

Testiculo

Escroto

Cauda do Ducto
epididimo deferente

Figura 1. Estrutura e organizacao do sistema reprodutor masculino. Imagem adaptada de: Moore, Keith
L.; Persaud, T.V.N; Torchia, Mark G. Embriologia Basica. Grupo GEN, 2022. E-book. ISBN 9788595159020.
Disponivel em: https://app.minhabiblioteca.com.br/#/books/9788595159020/. Acesso em: 17 Jan. 2024.

O sémen humano é formado por espermatozoides e secre¢des advindas das
vesiculas seminais, préstata e glandula bulbouretral. Essa composi¢ao caracteriza um
meio complexo que contém uma grande variedade de moléculas, ideal para a
manutencdo e capacitacdo dos espermatozoides (Poiani, A., 2006). E esse material

seminal que pode ser utilizado nas técnicas de RHA.
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De acordo com a ultima edicdo do manual laboratorial da OMS para o exame e
processamento do sémen humano (WHO - Laboratory Manual for the Examination
and Processing of Human Semen, 2021), a PF deve ser oferecida aos homens antes
de tratamentos com agentes citotdxicos ou radioterapia, vasectomia, congelamento
em casos de servico ativo em ocupacdo perigosa, adultos e adolescentes

transgéneros masculino-feminino antes do inicio das terapias hormonais.

1.3. TECNICAS DE PRESERVAGAO DA FERTILIDADE MASCULINA

A obtencéo do ejaculado para criopreservacao constitui um método seguro e
nao invasivo de preservacao da fertilidade masculina para a maioria dos pacientes
pés-puberes (McBride & Lipshultz, 2018). A criopreservacao de sémen é a abordagem
mais eficiente e considerada padrdo ouro na PF masculina, tornando-se um dos
elementos essenciais das tecnologias de reproducdo humana assistida (Grin et al.,
2020). Essa técnica, desenvolvida pelos pioneiros Polge et al., (1949), consiste no
armazenamento dos espermatozoides, apos uma parada metabdlica, por um periodo
prolongado de tempo, o que permite a manutengdo da viabilidade celular e do
potencial de fertilizacdo (Martins et al., 2019). A amostra seminal para a realizacao da
criopreservacao pode ser obtida através da ejaculacédo ou via extracao testicular de

espermatozoides (do inglés: testicular sperm extraction - TESE) (Figura 2).

o %
— B E Coleta via ejaculacao — — \7 H
\Coleta via TESE 2

Figura 2. Etapas simplificadas da coleta de gametas masculinos por ejaculagao ou via TESE.
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Apesar dos beneficios e facilidades de aplicacdo, a criopreservacao dos
espermatozoides € uma técnica impraticavel para pacientes com azoospermia nao
obstrutiva, pacientes pré-puberes e outros casos especificos. Nesse sentido, a
criopreservacdo de tecido testicular, que consiste na preservacdo das
espermatogobnias tronco e de tecido testicular pode apresentar uma alternativa para
esses pacientes (Nikmahzar et al., 2023). A técnica, apesar de ainda ser considerada
experimental, apresenta resultados promissores em modelos animais, sendo sua
importancia advinda do possivel beneficio aos pacientes pediatricos diagnosticados
com cancer e, também, aos pacientes com anomalias genéticas, ao entrar na pratica
clinica futuramente (Fayomi et al., 2019).

Os espermatozoides criopreservados podem permanecer congelados por
décadas (Hossain & Nagamani, 2008; McBride & Lipshultz, 2018). Essas e outras
técnicas sao realizadas em Centros de Reproducdo Humana Assistida (CRHAS), que
estdo presentes em uma escala global, com tendéncias de crescimento tanto de
quantidade de centros, quanto de procedimentos realizados (Galic et al., 2021). No
Brasil, estdo registrados 175 CRHASs, sendo o estado de S&o Paulo a regido com
maior quantidade, com um total de 62 centros (ANVISA, Sistema SisEmbrio, dados
de 2022).

1.4. JUSTIFICATIVA

A criopreservagdo de sémen é uma técnica amplamente utilizada no Brasil e
no mundo (Grin et al., 2020). Além dela, a criopreservacao de tecido testicular tem se
mostrado promissora para abordagens clinicas futuras em pacientes pré-puberes ou
com outros casos clinicos especificos (Fayomi et al., 2019). Esses avancos sao
amplamente documentados por meio de artigos cientificos e, com a realizacéo desta
revisdo, objetivou-se compilar os dados mais recentes e relevantes para que, tanto
pesquisadores, quanto andrologistas, possam aprimorar suas técnicas e conhecer
novos meétodos de preservacgao da fertilidade em homens.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo a realizacdo de uma
revisdo integrativa da literatura, sobre os avangos nas técnicas de preservacdo da
fertilidade masculina, ocorridos na ultima década (2013-2023). O recorte de tempo
escolhido baseou-se na quantidade de publicacfes que carregam 0s principais termos
de pesquisa relacionados ao objeto de estudo. As fases de selecdo dos estudos,
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critérios de inclusado e de excluséo, extracdo e sintese dos dados e disseminacéo dos

resultados estaréo descritas no capitulo de metodologia.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REFERENCIAL TEORICO

A linha do tempo da evolucdo da Reprodugdo Humana Assistida no mundo
apresenta diversos marcos de importancia e avancos para a area, sendo o primeiro
marco historico registrado em 1978, no Reino Unido, com o nascimento do primeiro
bebé através da técnica de Fertilizacdo in vitro (FIV), Louise Brown (Steptoe &
Edwards, 1978). No Brasil, o registro da primeira crianca nascida a partir desta técnica
ocorreu em 1984.

Devido a maior producdo de embrides a partir da FIV, fenbmeno que ocorre
devido ao uso da estimulacdo hormonal e gonadotrofinas exégenas para a realizacao
da técnica, fez-se necessaria a criagdo de um meio efetivo de preservacdo dos
embrides excedentes, que nao eram transferidos para a paciente. Trounson & Mohr
(1983) foram os primeiros a publicar sobre essa tentativa de preservacao de embribes
humanos em nitrogénio liquido. O estudo trouxe como resultado um procedimento de
criopreservagdo que permite uma alta taxa de sobrevivéncia de embriées humanos
de quatro e oito células, bem como o registro de gravidez de uma paciente (Trounson
& Mohr, 1983). Os pesquisadores foram seguidos por Zeilmaker e colaboradores
(1984), que obtiveram sucesso na criopreservacao de embrides, com duas
transferéncias de sucesso, que resultaram em duas mulheres com gestacdes
confirmadas. Apesar da criopreservacéo de embrides ter registros de sucesso apenas
em 1983, a tentativa preservacao da fertilidade masculina ja apresentava resultados
desde 1949, com o pioneiro Christopher Polge e sua descoberta do poder protetor do
glicerol contra danos causados pelo congelamento (Polge et al., 1949).

A partir desses marcos, diversos estudos foram publicados com objetivos de
reducdo de custos e aprimoramento das técnicas de reproducéo assistida. Em 1992,
Palermo e colaboradores, publicam outra grande inovacgéo para o ramo da RHA, o
surgimento da nova técnica de fertilizagdo, chamada Injecéo intracitoplasmatica de
espermatozoides (do inglés: Intracytoplasmic sperm injection - ICSI), com o relato do
nascimento de 4 criancas saudaveis. Essa nova técnica, que chegou ao Brasil
somente em 1994, é capaz de contornar algumas etapas do processo de fertilizacdo
natural. Além disso, a ICSI permite a utilizacdo de ejaculados que apresentam baixa

concentracdo espermatica, espermatozoides com propriedades cinéticas deficientes
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e/ou anomalias acrossomais, ja que um Unico espermatozoide € suficiente para a sua
realizacdo (Palermo et al., 1992).

Outra inovagéo importante para a RHA, foi o relato da primeira gravidez com
gametas masculinos obtidos por extracao testicular de espermatozéides (do inglés:
testicular sperm extraction - TESE). Este estudo pioneiro ocorreu com um paciente
diagnosticado com azoospermia obstrutiva, no ano de 1993 (Schoysman et al., 1993).
A inovacao foi seguida pela publicacdo de estudos com resultados positivos de
pacientes que tiveram espermatozoides extraidos dos testiculos via TESE,
posteriormente criopreservados e, entdo, descongelados para utilizacdo em
procedimentos de ICSI (Gil-Salom et al., 1996; Romero et al., 1996).

Ainda com o propésito de melhoramento e utilizagdo das técnicas de RHA, em
1999, Kuleshova e colaboradores publicaram um relato de caso registrando o
nascimento do primeiro bebé apos a realizacao da vitrificacdo de odcitos. Essa técnica
consiste na coleta dos odcitos durante os ciclos de RHA, preservacdo dos mesmos
via vitrificacédo e porterior realizacdo de ICSI para a tentativa de gerar embrides que
possam ser transferidos para a mae (Kuleshova et al., 1999). No ano de 2012 outra
grande novidade para o ramo da RHA é publicada: a confirmacédo da restauracédo da
funcado ovariana em uma mulher que passou pelo procedimento de autotransplante de
tecido ovariano criopreservado (Donnez et al., 2012). Esse resultado foi seguido pelo
relato do primeiro ensaio clinico de transplante de Utero realizado, sendo este um
tratamento que representa a possibilidade de reverter a infertilidade causada por fator

uterino (Brannstrom et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Principais marcos histéricos da Reprodugdo Humana Assistida

Desde entdo inovacbes como ferramentas de Inteligéncia Artificial, novas
funcbes em equipamentos ja utilizados e técnicas experimentais vem sendo
registradas (Bulletti et al., 2023; Bossi et al., 2023; Nikmahzar et al., 2023). Entender
e compreender a importancia da linearidade da histéria da RHA tem grande
significAncia para que possamos compreender as principais necessidades de
inovacdes do momento e saber como lidar com tais demandas, pensando sempre no

bem estar do(a) paciente.

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os diferentes métodos de preservacao da fertilidade masculina ao longo
da historia da reproducgéo assistida no Brasil e no mundo, bem como a eficacia de tais

métodos.
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2.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar quais sdo os métodos utilizados atualmente e quais 0s avan¢cos mais recentes

em tais métodos;
e Documentar os métodos experimentais aplicados em pesquisas atualmente;

e Avaliar CRHAs do Rio Grande do Sul, Brasil, que realizam essa técnica e levantar
dados de quantidades de procedimentos realizados;

e Avaliar quais foram os maiores avangos documentados entre os anos de 2013 e 2023.

2.3 METODOLOGIA

O presente trabalho foi conduzido no formado de uma revisdo bibliografica

integrativa da literatura.
2.3.1 FORMULAGAO DA QUESTAO DE INVESTIGAGAO

A questéao foi formulada de acordo com o modelo definido pelo acr6nimo PICO
(Population - Intervention — Comparison — Outcome) e esta descrita na Tabela 1
(Wright et al., 2007).

Tabela 1. Formulacdo da questéo de investigagao.

Descricdo Abreviacdo | Componentes da pergunta

Populacao P Homens em idade reprodutiva

Intervencgéo Tentativa de preservacéo da fertilidade

Comparacao C Diferentes métodos de PF masculina existentes atualmente

Desfecho 0] Avancos obtidos nos métodos de PF masculina entre os anos de
2013 e 2023
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2.3.2 SELECAO DOS ESTUDOS

Esta etapa foi realizada com a utilizacdo das bases de dados textuais
eletrbnicos Google Académico e PubMed. A estratégia de busca incluiu termos
relacionados a (1) preservacao da fertilidade masculina e (2) técnicas de preservagao
da fertiidade masculina. Quanto as palavras-chave, foram utilizadas: “male fertility
preservation”, “human sperm cryopreservation” e “testicular tissue AND
spermatogonial stem cell culture”. Na primeira fase (triagem), foram examinados os
titulos e resumos dos estudos. A segunda fase consistiu na avaliagdo do texto

completo dos estudos selecionados na primeira fase.
2.3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E DE EXCLUSAO

Os estudos foram selecionados de maneira arbitraria, tendo como critérios de
inclusdo a publicacdo realizada entre os anos de 2013 e de 2023 e com
disponibilizacdo online, sem limitacBes dos resultados de investigacdo cientifica ou
com acesso via instituicdo (Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS).
Foram excluidos artigos publicados anteriormente a 2013, escritos em linguas
diferentes de inglés e portugués e/ou que nao passaram por uma revisao por pares.
Além desses, também foram excluidos relatos de casos, estudos sem informacdes

metodoldgicas e estudos que ndo se enquadram no PICO desta revisao.
2.3.4 EXTRACAO E SINTESE DOS DADOS

Foi realizada uma descricédo detalhada de cada estudo, na qual os dados foram
extraidos e fichados. Posteriormente estes dados foram compilados e discutidos entre
a aluna e a orientadora, para entdo serem preparados para a disseminacao dos

resultados.
2.3.5 PESQUISA DE CLINICAS NO R10 GRANDE DO SUL QUE REALIZAM PF MASCULINA

Objetivando contabilizar a quantidade de clinicas localizadas no Rio Grande do
Sul (RS) e 0 acesso de pacientes a elas, foi realizado contato direto com todas as
clinicas localizadas no estado e devidamente registradas no sistema SisEmbrio
(ANVISA). O contato foi realizado através dos numeros registrados nos sites de
identificacdo de cada Centro de Reproducdo Humana e os dados obtidos, sobre a

realizacéo de algum tipo de PF masculina, foram discutidos.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 SELECAO DOS ESTUDOS

Apés a busca dos artigos nas bases de dados, foram identificados um total de
206 artigos, incluindo duplicatas e artigos que nédo tinham relevancia para as questdes
primarias da pesquisa. Apos a analise de 206 titulos e resumos, 152 artigos foram
excluidos e 54 artigos foram analisados por completo. Apds a aplicacdo de todos os
critérios mencionados no capitulo de metodologia, 16 artigos foram incluidos na
revisdo (Figura 4). Todos os artigos incluidos na revisédo foram publicados entre 2013
e 2023 e apresentavam apenas estudos em humanos. Os 16 artigos incluidos tiveram
seus dados tabelados e resultados separados em dois principais grupos: PF de

homens adultos e PF de meninos pré-puberes.

Registros encontrados na busca com
as palavras-chave
(n=206)

Artigos imediatamente excluidos
devido a duplicatas, acesso restrito e auséncia de
metodologia clara e precisa.
(n=152)

Analise completa do artigo
(n=54)

| Artigos irrelevantes para a questao de pesquisa
l (n=38)

Resultados incluidos na revisao
(n=16)

Figura 4. Fluxograma de selecdo de estudos para revisdo com base de dados PubMed e Google Scholar
entre 1° de janeiro de 2013 a 30 de novembro de 2023.

2.4.2 PRESERVACAO DA FERTILIDADE EM HOMENS ADULTOS

A preservacgao da fertilidade de homens adultos consiste na criopreservagao
da amostra seminal, que pode ser obtida através da ejaculacdo ou via extracado
testicular de espermatozoides (do inglés: testicular sperm extraction - TESE). A
criopreservacao espermatica, apesar de considerada a técnica padrao-ouro para a PF
masculina, apresenta alguns problemas como a baixa viabilidade pds-

descongelamento, uma vez que 25 a 75% dos espermatozoides recuperados
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apresentam danos estruturais e/ou funcionais ou ndo sobrevivem aos estresses
mecanicos e osmaoticos associados ao processo de congelamento e descongelamento
(Pariz et al., 2019). Desde as primeiras tentativas de preservagao de espermatozoides
humanos, muitos avancgos foram feitos, sendo a descoberta de crioprotetores eficazes
e a possibilidade da utilizacdo do nitrogénio liquido muito importantes para a area de
estudo (Tamburrino et al., 2023).

Os crioprotetores sao agentes utilizados na prevencgéo de danos e protecéo das
células, e desempenham papel significativo na sobrevivéncia celular (Ivanova et al.,
2023). O meio crioprotetor basico, mais comumente utilizado para a criopreservagao
de espermatozoides humanos, apresenta-se em uma solucdo aquosa de glicerol,
sacarose e albumina (Anger et al., 2003; Ivanova et al., 2023). Também vale ressaltar
que a criopreservacdo de espermatozoides € um processo fundamentado no
congelamento através de etapas de exposicdo da amostra a temperaturas muito
baixas, de forma que, ao final da técnica, a temperatura atingida seja de -196°C, em
nitrogénio liquido. Em comparagcdo, a técnica de vitrificacdo, considerada uma
inovacédo na PF masculina, possibilita a ndo formacéo de cristais de gelo dentro do
citoplasma do espermatozoide, uma vez que a amostra € exposta diretamente ao
nitrogénio liquido na temperatura de -196°C (Schulz et al., 2020). Sendo assim, com
relacdo aos dados encontrados na revisao bibliografica, os avancos registrados dentro

do topico de PF masculina de homens adultos, encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Resultados encontrados acerca da PF de homens adultos.

Estudo Proposta N amostral | Principais achados
Raad et | Comparar cinco meios de n =100 Os cinco meios de criopreservacdo
al., 2018 | criopreservacdo de selecionados tiveram efeitos negativos
espermatozoides disponiveis na motilidade e morfologia dos
comercialmente, em termos espermatozoides por si s6. Sugerem
de motilidade, morfologia e gue a amostra de sémen congelado
integridade do DNA. deve ser utilizada somente quando
necessario.
Fu et al, | Estudos moleculares das n=14 174 proteinas diferenciais foram
2019 diferencas encontradas em identificadas entre as amostras de
amostras seminais frescas e sémen fresco e criopreservado: 98
criopreservadas/ proteinas diminuiram e 76 proteinas
descongeladas. aumentaram no grupo de
criopreservacao.
Pariz et | Avaliar o efeito protetor e n=30 A combinacdo de suplementacdo de
al.,, 2019 | estimulante da cafeina e melatonina em amostras de
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suplementacéo de melatonina
e cafeina nas caracteristicas
funcionais dos
espermatozéides  humanos
antes e apo6s o congelamento.

esperma pré-congeladas e pds-
descongeladas provou ser uma forma
eficaz e simples de melhorar a
qualidade do sémen.

Schulz et
al., 2020

Revisdo da metodologia de
vitrificacdo desenvolvida pelo

A técnica de vitrificacdo possibilita a
preservacdo de espermatozéides

grupo de pesquisa dos selecionados sem plasma seminal e
autores. com crioprotetores e proteinas nédo
permeaveis. Atualmente, é uma das
formas mais eficazes de manter a
funcéo espermatica e tem sido utilizada
na fertilizacdo in vitro ou na
inseminagdo intrauterina em humanos.
Ernandez | Estudar a qualidade e a - Existem inconsisténcias na qualidade
et al,. | heterogeneidade dos dos resultados publicados sobre a
2021 resultados publicados sobre MTESE. Estas lacunas podem orientar
extracdo microcirdrgica de o desenvolvimento de diretrizes de
espermatozoide testicular (do notificacdo padronizadas para melhor
inglés, microsurgical testicular avaliar e comparar o0s resultados
sperm extraction - mTESE). clinicos entre instituicbes e manter o
foco nos resultados de casais em
futuros estudos mTESE.
Gonzélez | Primeiro estudo que analisou n=181 Resultados ndo mostraram diferengas
-Ravina o efeito da classificacdo de significativas nas taxas de gestac&o,
et al., | células ativadas nascidos vivos ou aborto espontaneo
2022 magnéticamente (do inglés, entre 0s grupos amostrais.
magnetic-activated cell sorting
- MACS) nos ciclos de
inseminacao intrauterina com
sémen de doadores
previamente congelados (do
inglés, cryopreservation of
sperm in donor intrauterine
insemination - D-IUI).
Huang et | Avaliar se a criopreservacao - As técnicas para preservacdo de
al., 2022 | de espermatozéide Unico espermatozéides Unicos sdo viaveis e
melhora os resultados clinicos eficientes e podem beneficiar pacientes
em pacientes com com oligospermia grave ou
azoospermia ou oligospermia azoospermia.
grave.
Ogouma | Identificar situac6es em que a - Antes do inicio do tratamento
et al., | realizacdo da TESE foi oncolégico, a TESE é mais
2022 benéfica para o tratamento de frequentemente proposta para homens

PF do paciente.

com cancer testicular que apresentam
azoospermia, uma vez que ela podera
ser realizada simultaneamente com a
remocdo do tumor ou orquiectomia.
ApOs a quimioterapia, a TESE pode ser
realizada se o paciente apresentar
guadro de azoospermia persistente.




21

Quanto ao método de coleta via TESE, que consiste na extracdo dos gametas
masculinos via bidpsia testicular, foram encontrados estudos que comparam seus
resultados de eficacia em pacientes que desejavam realizar a PF e também que a
comparam com uma técnica menos invasiva, a extragdo microcirargica de
espermatozoide testicular (do inglés, microsurgical testicular sperm extraction -
MTESE) (Ogouma et al., 2022; Schlegel & Li, 1998). A MTESE é realizada a partir da
extracdo de pequenos fragmentos de testiculo, o que, ao contrario da TESE
convencional, facilita aos embriologistas o processamento da amostra e a busca de
espermatozoides, além de reduzir os danos testiculares para o paciente (Achermann
et al., 2021). No estudo de Ernandez e colaboradores (2021), os resultados
demonstram que existem algumas inconsisténcias na qualidade dos trabalhos
publicados sobre a mTESE. Neste cenario, a mTESE é considerada a técnica padréao
ouro para a recuperacdo cirdrgica de espermatozoides, porém requer mais
experiéncia e disponibilidade de tempo do urologista, além de apresentar custos
operacionais mais elevados em comparacdo com as outras técnicas de biopsia
testicular (Tharakan et al., 2021).

Quanto ao sémen coletado via ejaculagcédo, ha, principalmente, estudos que
abordam a utilizacdo de suplementacdes de meios de cultura ja consolidados no
mercado, realizacdo de técnicas inovadoras, como a de criopreservacdo de
espermatozoide Unico, e estudos moleculares que procuram investigar diferencas
entre amostras seminais frescas e criopreservadas/ descongeladas, além da proposta
de selecdo dos melhores espermatozoides através da biologia molecular (Fu et al.,
2019; Huang et al., 2022; Pariz et al., 2019). Existem diversos fatores que podem
influenciar a qualidade dos espermatozoides durante o0 manuseio e preparacao das
amostras seminais, eles incluem: a composicdo do meio de cultura, o tempo de
incubacdo nos meios de preparo, as restricdes de temperatura durante as etapas de
centrifugacdo e a presenca de leucdcitos na amostra, mesmo quando em
concentracdes consideradas normais segundo os padroes da OMS (Ranéa et al.,
2022).

Dado o conhecimento consolidado dos danos causados pelo estresse oxidativo
aos espermatozoides, meios de cultura que sejam suplementados com antioxidantes,
protetores e estimulantes, podem vir a ser uma solucéo para melhora da qualidade da
amostra seminal durante e apds o processo de criopreservacao (Wang et al., 1997,

Zribi et al.; 2010; Pariz et al., 2019). O meio de cultura mais utilizado nas técnicas de
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RHA atualmente € o HTF® (Human Tubal Fluid), sendo aplicado, também, durante o
procedimento de criopreservacado de sémen. Pariz e colaboradores (2019), utilizaram
HTF® modificado, com suplementacdo de melatonina e cafeina e obtiveram
resultados interessantes. A suplementacdo do meio com esses compostos resultou
em uma melhora na motilidade espermatica pés-descongelamento, que foi associada
a um estado mitocondrial mais saudavel dos espermatozoides (Pariz et al., 2019).
Esse resultado pode ser Util para amostras seminais de baixa qualidade inicial, seja
qual for a causa da infertilidade do homem.

Existem diversos fatores masculinos que séo associados a infertilidade, alguns
exemplos sdo: disfuncao testicular e espermatica, endocrinopatias, estilo de vida,
fatores anatdmicos congénitos, exposicdes gonadotoxicas e envelhecimento
(Eisenberg et al., 2023). Disfuncbes espermaticas como oligospermia e azoospermia,
gue estdo relacionadas a baixa ou inexistente concentracdo de espermatozoides no
sémen, podem impossibilitar a realizacdo da PF masculina rotineira. Em vista disso, a
criopreservacdo de espermatozoides Unicos beneficia homens com essa condigdo
(Huang et al., 2022). Huang e colaboradores (2022) relatam, ap6s uma revisdo da
literatura, que 21 bebés nasceram advindos dessas técnicas de preservacao de
espermatozoide Unico, no entanto, faz-se necessaria uma quantidade maior de
estudos com boa qualidade e tamanhos amostrais maiores para que a técnica seja
difundida e aplicada dentro dos CRHAs.

Outro ponto importante para a criopreservacao de sémen € a etapa de andlise
e processamento da amostra, que € realizada pelo laboratorio. Essa etapa
normalmente ndo inclui andlises moleculares e funcionais dos espermatozoides,
porém, estudos apontam para a importdncia desse diagnostico diferencial e o
resultado nos tratamentos de PF e de RHA (Gonzélez-Ravina et al., 2022; Julia et al.,
2023). Gonzalez-Ravina e colaboradores (2022), sugerem a utilizacdo da
classificacdo de células ativadas magnéticamente (do inglés, magnetic-activated cell
sorting - MACS) nos ciclos de inseminacdo intrauterina, porém n&o obtiveram
resultados significativamente diferenciais dentre os grupos contidos no estudo.
Embora estejam em grande visibilidade, esses métodos avancados de selecdo de
espermatozoides requerem mais estudos para validar sua eficacia e aplicabilidade na

pratica clinica.
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2.4.3 PRESERVACAO DA FERTILIDADE EM MENINOS PRE-PUBERES

A preservacdo da fertilidade em meninos pré-puberes é considerada

experimental e ainda ndo apresenta resultados satisfatorios suficientes para que seja

aplicada na pratica clinica. No entanto, em diversos locais do mundo, a

criopreservacdo de tecido testicular tem sido realizada de forma “preventiva”, na

esperanca de que pesquisadores obtenham

sucesso na realizacdo da

espermatogénese in vitro, ou, entdo, que isso ocorra de forma natural no paciente

apos o retransplante (Tran et al.,, 2022). Os dados encontrados na revisdo

bibliografica, com base nos termos de busca aplicados, encontram-se na tabela 3 e

serdo discutidos ao longo deste capitulo.

Tabela 3. Resultados encontrados acerca da PF de meninos pré-puberes.

Estudo Proposta N amostral | Principais achados
Guoetal., | O objetivo do estudo foi a n =40 As células tronco espermatogoniais
2015 tentativa de isolar, identificar e humanas isoladas puderam ser
cultivar células tronco cultivadas durante dois meses com um
espermatogoniais humanas aumento significativo do nimero de
por um longo periodo. células com um meio definido contendo
fatores de crescimento e hidrogel.
Medrano | Estudar a capacidade das n=3 Descobriram que as células-tronco
et al., | células-tronco espermatogoniais humanas
2016 espermatogoniais humanas apresentam proliferacdo limitada in
de proliferarem in vitro sob vitro sob condi¢cdes de cultura de
condicdbes de cultura de células-tronco espermatogoniais de
células-tronco camundongos.
espermatogoniais de
camundongos.
Onofre et | A revisdo fornece uma visédo - Poucos ou nenhum dado esta
al.,, 2016 | geral dos protocolos de disponivel sobre os aspectos de
criopreservacdo  existentes seguranca inerentes a geracdo de
utiizados em  diferentes descendentes com gametas derivados
modelos animais e humanos. de tecido testicular ou células
testiculares em suspensao congelados
e descongelados. Além disso, €
necessério esclarecer qual a melhor
forma de tentativa de preservacao,
dentre esses dois modelos.
Richer et | Revisar as diferentes - Apenas um numero limitado de estudos
al.,, 2020 | estratégias que tém sido se concentrou na recriagdo da
utilizadas na tentativa de criar arquitetura testicular in vitro. Embora
organoides testiculares e na alguns avancos tenham sido feitos
geracao de espermatozoides. nessa questdo de pesquisa, nenhum
dos sistemas de cultura descritos €&
adequado para a reproducdo da
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arquitetura testicular e da realizacédo da
espermatogénese in vitro.
Yuan et | Tentativa de recapitulagdo da - O modelo exibiu a formacéo de epitélio
al.,, 2020 [ organogénese testicular seminifero maduro e espermatogonias
humana in vitro a partir de auto-renovaveis. As espermatides
gbnadas fetais cultivadas. hapléides derivadas in vitro sofreram
recombinacdo meibtica e mostraram
maior diversidade genética. Além
disso, essas espermatides foram
capazes de fertilizar oécitos e apoiar a
subsequente formacgé&o de blastocistos.
Martin- Investigaram o efeito de dois - Forneceram evidéncias de que as
Inaraja et | meios de cultura diferentes e escolhas do meio de cultura e do
al., 2021 | quatro substratos na cultura substrato adequado séo cruciais para
de testiculos dissociados do otimizar os protocolos de cultura para
segundo trimestre de células germinativas fetais humanas
gestagcdo, enriquecidos de masculinas.
células germinativas fetais
humanas masculinas.
Gholami Esta revisdo resume o0s - A matriz extracelular descelularizada
et al.,, | métodos  utilizados  para como uma estrutura biocompativel,
2022 descelularizar tecidos e obter funcionalmente graduada e
matriz extracelular, bem como biodegradavel, com componentes
seu uso na engenharia de especificos de tecido e fatores de
tecidos testiculares. crescimento, pode apoiar a
reorganizacdo e 0S  processos
fisioloégicos das células originadas.
Younis et | Investigar a viabilidade de n=1 Os tecidos foram mantidos em cultura
al.,, 2023 | inducédo da espermatogénese por até 32 dias. As espermatogbnias
in vitro a partir de tecido foram diferenciadas para produzir
testicular imaturo espermatdcitos primarios. No entanto,
criopreservado para pacientes a espermatogénese completa nao foi
pediatricos, antes do inicio da observada em nenhum dos grupos.
terapia gonadotoéxica.

Entre os 8 artigos encontrados com a tematica de PF de meninos pré-puberes,
0s principais tépicos sdo relacionados a criopreservacao de tecido testicular imaturo
(TTI) e inducdo da espermatogénese in vitro. Para que seja realizada a tentativa de
inducéo da espermatogénese in vitro, primeiramente deve ser realizada a coleta de
TTI, seguida do isolamento das células tronco espermatogoniais contidas no tecido.
Em modelos murinos, considerados alternativas viaveis para os estudos em
reproducdo, ja é possivel realizar esse feito com sucesso, desde 1994 (Brinster &
Avarbock, 1994; Brinster & Zimmermann, 1994; Jamsai & O'Bryan, 2011). Na tentativa
de translagdo de modelo animal para a pratica clinica, Medrano e colaboradores

(2016) conduziram um trabalho sobre a capacidade das células-tronco
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espermatogoniais humanas de proliferarem in vitro sob condicbes de cultura de
células-tronco espermatogoniais de camundongos. Infelizmente as células-tronco
espermatogoniais humanas apresentaram proliferacao limitada in vitro sob condi¢des
de cultura das mesmas células de modelo animal (Medrano et al., 2016).

Guo e colaboradores (2015) testaram uma outra forma de cultivo desse tipo
celular, sendo possivel a cultura das células tronco espermatogoniais durante dois
meses, com um aumento significativo da quantidade de células com um meio definido,
gue continha fatores de crescimento e hidrogel. Entretanto, ndo houve sucesso na
inducdo da espermatogénese (Guo et al.,, 2015). Martin-lnaraja e colaboradores
(2021), reforcam a importancia da escolha do meio de cultura para as células tronco
espermatogoniais. Nesse sentido, Younis e colaboradores (2023), utilizaram TTI
criopreservado e descongelado de pacientes pré-puberes em diversos meios de
cultura, estando um grupo sem suplementacdo hormonal e outros dois grupos
suplementados. O estudo foi realizado com diferentes quantidades do hormdnio
foliculo estimulante (do inglés: follicle-stimulating hormone - FSH) e de gonadotrofina
coribnica humana (do inglés: human chorionic gonadotropin - hCG) e obteve como
resultados o mantimento da viabilidade celular por até 32 dias, além da diferenciacao
das espermatogbonias em espermatoécitos primarios. Entretanto, a espermatogénese
completa néo foi observada em nenhum dos grupos (Younis et al., 2023).

Atualmente, ja existem registros de realizacdo de injecdo de espermatides
redondas (do inglés: round spermatid injection - ROSI) com 90 nascidos vivos
registrados (Tanaka et al.,, 2018). Ou seja, se esses estudos de inducdo da
espermatogénese in vitro conseguissem desenvolver uma técnica que possibilite a
diferenciacdo dessas espermatogbnias tronco em esperméatides, provavelmente
poderiam ser utilizados TTIs que estdo, hoje, criopreservados sem um destino
propriamente concedido. Quanto aos aspectos de seguranca inerentes a geracao de
descendentes a partir desses gametas advindos da criopreservacédo de TTI, Onofre e
colaboradores (2016) atentam para a existéncia de poucos ou nenhum estudo sobre
o topico.

Em contrapartida, alguns pesquisadores tém trabalhado na tentativa de
recapitulacdo da organogénese testicular humana in vitro a partir de gébnadas fetais
cultivadas. Yuan e colaboradores (2020), conseguiram desenvolver um modelo in vitro
que exibiu a formacéo de epitélio seminifero maduro, com espermatogbnias auto-

renovaveis, além de espermatides hapléides derivadas que sofreram recombinacéo
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meidtica e mostraram maior diversidade genética, conforme indicado pela analise
genética. Essas espermatides foram capazes de fertilizar o6citos humanos e, com
isso, foram gerados blastocistos (Yuan et al., 2020). Os resultados da organogénese
testicular in vitro descrita, podem desempenhar um papel muito importante no
esclarecimento sobre a regulacédo do desenvolvimento dos testiculos humanos e na

manutencdao da fertilidade masculina.

2.4.4 ACESSO A0S CENTROS DE REPRODUGAO HUMANA ASSISTIDA NO RI0 GRANDE DO SuUL

Os dados de acessibilidade de pacientes aos Centros de Reproducdo Humana
Assistida (CRHAS) no Rio Grande do Sul (RS) foram extraidos de forma simplificada,
via contato por mensagens e busca on-line nos sites das clinicas cadastradas do
sistema SisEmbrio (ANVISA, Sistema SisEmbrio, dados de 2022). Os centros
apresentam uma ma distribuicéo, tanto no estado do RS, quanto no Brasil, pois estdo
concentrados, em sua maioria, na capital do estado, Porto Alegre. Atualmente estéo
registrados dezesseis CRHAs no estado, sendo dez destes localizados em Porto
Alegre, trés em Passo Fundo, um em Bento Gongalves, um em Caxias do Sul e um
em Lajeado (Figura 5). Além disso, dos dezesseis CRHAs registrados, treze realizam
preservacdao da fertilidade masculina e nenhum destes oferece o servico pelo Sistema
Unico de Saude (SUS).

) Uruguai K

Dados do mapa ©2024 Google 200 km & i

Figura 5. Mapa ilustrando a localizagdo dos CRHA'’s cadastrados no RS.
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O RS possui uma extenséo territorial de 281.707 km2 e apresenta uma
densidade demogréfica de 38,63 hab/km2 (IBGE, 2022). A partir dessa informacao, é
possivel inferir que h4, sim, dificuldade de acesso aos servicos de RHA de pacientes
gue residem em localidades distantes desses centros, e que estao distribuidos em
apenas cinco cidades de todo o estado. Os custos da viagem e o tempo de auséncia
do trabalho séo alguns dos problemas enfrentados por pessoas que residem distantes
dos CRHAs e podem vir a criar barreiras adicionais para que esses pacientes nao
realizem o tratamento (Ethics Committee of the ASRM, 2015; Mikhael et al., 2021).
Além disso, para a realizacdo da técnica de criopreservacdo de sémen, na tentativa
de preservacao da fertilidade masculina, sdo recomendadas mais de uma coleta de
amostra, justamente para aumentar as chances dos pacientes obterem uma amostra
utilizavel no futuro.

Na tentativa de reduzir o problema da barreira geografica, um dos CRHAs do
RS, localizado em Caxias do Sul, oferece uma parceria com uma rede hoteleira da
cidade, no sentido de minimizar a exaustdo, causada pela busca de tratamento de
RHA que alguns pacientes podem enfrentar. Esse problema geografico alia-se a
alguns outros, tais como: acesso financeiro e, até mesmo, dificuldade de obter
recomendacdes de médicos oncologistas, para que seja realizada a tentativa de PF
por pacientes que entrardo em tratamento oncolégico (Adams et al., 2013; Huang et
al., 2022).
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3 CONCLUSAO

Através do estudo realizado foi possivel compreender o estado atual das
formas de preservacao da fertilidade masculina, bem como o acesso de pacientes a
tais técnicas. Foi constatado que a técnica considerada padrdo-ouro atualmente, a
criopreservacdo de sémen, ndo apresenta resultados 100% satisfatérios e tambéem
nao engloba todos os grupos de pacientes que necessitam preservar a sua fertilidade.
Alguns avanc¢os na PF de pacientes pré-puberes foram documentados, tais como o
sucesso na reproducdo da espermatogénese in vitro, a partir de gonadas fetais
cultivadas e a diferenciacdo das espermatogdnias em espermatécitos primarios em
estudos que utilizaram tecido testicular imaturo. No entanto, nenhuma delas é
praticavel na clinica atualmente. Além disso, muito ainda precisa ser feito para que o
acesso as técnicas de RHA se torne maior e mais difundido entre os habitantes de
areas mais distantes e/ou pacientes que apresentem vulnerabilidade financeira.

Diante do grande corpo de evidéncias registrados nessa e em outras revisoes
sobre o tema, o esfor¢co para o desenvolvimento de técnicas cada vez melhores de
PF masculina deve continuar. Para mais, com a publicacdo deste trabalho espera-se
informar andrologistas e embriologistas sobre o status atual do tema, incitando-os na
criacao e realizacdo de novos projetos de pesquisa e melhoramentos nas técnicas

gue ja sdo aplicadas clinicamente.
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