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Resumo

Este foi um estudo clinico descritivo, que teve como objetivo avaliar a
influéncia de determinadas variaveis, entre elas alguns parametros
espermaticos € o niumero de 6vulos maduros, sobre a fertilizagdo in vitro em
humanos. Analisaram-se 98 amostras de sémen e 678 odcitos de casais
atendidos no Ambulatério de Esterilidade Conjugal do Departamento de
Tocoginecologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas. A avaliacdo dos gametas e a técnica de fertilizacao in vitro foram
realizadas no Laboratério de Genética da Reproducédo do Centro de Atencao
Integral a Saude da Mulher. Para analise dos dados, consideraram-se como
variaveis independentes a concentracdo de espermatozéides no sémen fresco,
a porcentagem de espermatozoides moéveis, vivos, normais, maduros e aqueles
com membrana integra, a concentracdo de leucécitos no sémen, a
concentragcdo de espermatozdides e a porcentagem de espermatozéides
progressivos rapidos recuperados apds capacitacao espermatica, o nimero de
microlitros utilizados na inseminac¢ao do odécito e 0 numero de 6vulos maduros

utilizados no processo de fertilizacao in vitro. A variavel dependente foi a

Resumo



ocorréncia ou ndo de fertilizagdo do odcito in vitro e a taxa de fertilizagdo in
vitro. Para avaliacdo estatistica utilizou-se a andlise de regressao logistica
univariada, seguida desta mesma técnica baseando-se em modelos multiplos.
Constatou-se que as variaveis de maior influéncia na fertilizagdo do odcito in
vitro foram: a motilidade grau A e o numero de évulos maduros. Outras
variaveis espermaticas que tiveram influéncia na fertilizacdo do odcito in vitro
foram: a concentragdo espermatica inicial; a porcentagem de espematozéides
vivos; a porcentagem de espermatozéides morfologicamente normais; a
porcentagem de espermatozéides maduros. O numero de microlitros utilizados
para a inseminagdo do odcito teve influéncia negativa sobre a fertilizacdo do
odcito in vitro. A taxa de fertilizag&o in vitro aumentou significativamente quando
a porcentagem de espermatozéides normais foi superior a 14%, a motilidade
grau A superior a 30% e a concentracdo espermatica maior que 20 milhdes por
militro de sémen fresco. Dados obtidos através da curva ROC demonstraram
que o ponto de corte para porcentagem de espermatozéides com motilidade do
grau A, foi ? 30/? 30, cujos valores de sensibilidade e especificidade foram
respectivamente de 65,2% e 65,5%. Baseando-se neste valores, estima-se que
0 odds de ocorrer a fertilizagdo, quando a porcentagem de espermatozéides

moveis do grau A for superior a 30%, € de 1,89.
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1. | ntroducao

Atribui-se a SCHENK a primeira tentativa de fertilizar in vitro um évulo de
mamifero, porém sem éxito (SCHENK', 1880). Quase 100 anos apos,
STEPTOE & EDWARDS (1978) finalmente obtiveram sucesso durante o
tratamento de uma mulher com esterilidade por fator tubario, permitindo o

nascimento de Louise Brown, em Cambridge, no Reino Unido.

Durante este periodo de 100 anos, muitos pesquisadores contribuiram
na tentativa de elucidar os mistérios da reprodu¢do humana. Em 1891, HEAPE
demonstrou que ovos de coelha, fertilizados, poderiam ser recuperados da
trompa de Falopio e transferidos para uma mae receptora. HEAPE (1891)
buscava avaliar a importancia do ambiente materno e da heranca genética.
Esta pesquisa foi de grande valia para o desenvolvimento das técnicas de

fertilizacao in vitro (FIV), como se conhecem atualmente.

1
SCHENK, 1880 apud MENKIN, M.F. & ROCK, J. — “In vitro” fertilization and cleavage of human ovarian eggs. Am. J.
Obstet. Gynecol., 55:440-51, 1948
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Em 1930, PINCUS publicou uma descricdo de seus primeiros
experimentos de fertilizagdo in vitro em coelhas. Foram tentativas sem sucesso,
pois nenhum &vulo exposto a espermatozdides e, posteriormente, transferido

para dentro da trompa, resultou em concepg¢ao.

PINCUS & ENZMANN (1934) realizaram novamente o processo de
fertilizacao in vitro em coelhas, acreditando terem obtido éxito; porém, sabe-se
hoje que os Ovulos transferidos ndo haviam sido fertilizados in vitro e sim,
provavelmente, na trompa de Falépio da receptora; procedimento este,
atualmente, chamado de GIFT (Gamete intra-fallopian transfer) (ASCH et al.,

1986).

MENKIN & ROCK (1948) obtiveram mais de 800 évulos de mulheres,
durante diversos procedimentos cirdrgicos. Cerca de 138 destes gametas foram
expostos a espermatozdéides in vitro. Eles acreditaram ter observado clivagem
em trés dvulos, porém nenhuma transferéncia foi realizada e, ap6s quatro anos

de pesquisa, o projeto foi abandonado por ser considerado impossivel.

DAUZIER, THIBAULT, WINTENBERGER (1954), trabalhando com
fertilizacao in vitro em coelhas, observaram a presenca de pronucleos e a expulsao

do segundo corpusculo polar, que consideraram como prova de fertilizagcao.

CHANG (1959) foi capaz de resolver o problema da fertilizagdo em
coelhas, transferindo conceptos de raca diferente a da receptora e obtendo o
nascimento de coelhos da mesma raca da doadora, provando que a fertilizagao

in vitro havia, de fato, ocorrido. Ap6és a demonstracdo de CHANG (1959),
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muitos outros pesquisadores aplicaram a mesma estratégia em outras
espécies. Apobs diversos experimentos, EDWARDS et al., (1966) acreditaram
que o que frustrou o trabalho de pesquisadores como MENKIN & ROCK (1948)
foi a ndo-compreensao do conceito de capacitacdo do sémen, conceito este
elucidado por CHANG nos anos 50. Em 1966, EDWARDS transferiu-se para o
Hospital Johns Hopkins, em uma época em que a ressec¢cdo em cunha dos
ovarios para o tratamento da sindrome dos ovarios policisticos era um
procedimento bastante comum, o que facilitava a obtencdo de o&vulos.
Posteriormente, os esforgos voltaram-se para a tentativa de capacitacdo do

espermatozoéide, com o propédsito de torna-lo apto a fecundar (JONES, 1991).

O primeiro sucesso em fertilizacdo in vitro na Australia foi no ano de
1980, na Universidade de Melbourne, com o nascimento de Candice Reed,
apés a transferéncia de um ovo no estagio de oito células, originario de um
unico odcito aspirado com o auxilio da laparoscopia, durante um ciclo natural

(LOPATA et al., 1980).

Em 1980, nos Estados Unidos (EUA), pesquisadores obtiveram gametas
femininos em ciclos naturais, realizaram transferéncias de embriées, porém nao
conseguiram gravidez. A partir de entdo, optaram por induzir a ovulagdo com
gonadotrofina de mulher na pdés-menopausa (hMG), na tentativa de obter um
maior numero de évulos, nascendo, em 1981, o primeiro bebé pela técnica de

FIV nos EUA (JONES et al., 1982).
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Nos dias de hoje, os procedimentos de fertilizagcao in vitro evoluiram de
tal maneira que estdo sendo utilizados com maior freqiéncia no tratamento do

casal estéril ou infértil.

1.1. INDICACOES DA FERTILIZACAO in vitro
1.1.1. Fator Tubario

O fator tubario é o mais frequente fator feminino de infertilidade e esta
presente em 35% das mulheres inférteis (CATES & WASSERHEIT, 1991). As
alteracbes tubdrias sdo secunddrias a doenca inflamatéria pélvica,
endometriose, cirurgia pélvica, gravidez ectopica, abortamento séptico e

apendicite com peritonite.

A auséncia das trompas € indicagcdo absoluta para fertilizacdo de
gametas in vitro. Quando submetidas a técnica de FIV estas pacientes
apresentam uma taxa de nascimento de 16,8% por puncdo (AMERICAN
FERTILITY, SOCIETY FOR ASSISTED REPRODUCTIVE TECHNOLOGY,
1994). Nos casos de pacientes portadoras de hidrossalpinge recomenda-se o
tratamento cirdrgico prévio ao ciclo de FIV, na tentativa de melhorar a taxa de
implantagdo embrionaria e, conseqlentemente, a taxa de gravidez por ciclo
(DECHAUD et al., 1998; MURRAY et al.,, 1998). Um estudo retrospectivo
realizado neste ano por STRANDELL, THORBURN, HAMBERGER (1999)
concluiu ser o fator tubario o mais importante fator de risco para gravidez

ectdpica apos o procedimento de FIV.
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1.1.2. Endometriose

Endometriose € uma doenga patologicamente benigna caracterizada
pela presenga de implantes endometriais ectdpicos. Estes implantes estédo
geralmente associados a uma reacao inflamatéria, podendo levar a formacao
de aderéncias e distorcbes anatdbmicas. Dismenorréia, dispareunia e
infertilidade estao frequentemente associadas a endometriose. O diagnédstico
requer visualizagcdo direta, através da videolaparoscopia, com posterior avaliagdo
anatomopatoldgica. A endometriose é encontrada em aproximadamente 8% a
10% das mulheres na idade reprodutiva e tem sido observada em 26% a 39%
das mulheres com esterilidade primaria e em 12% a 25% das mulheres com
esterilidade secundaria (PITTAWAY, 1992). Segundo o grau de acometimento,
pode ser classificada por estagios (I, II, Il e IV) (AMERICAN FERTILITY
SOCIETY, 1985). Quanto a etiologia, BUSSACA et al. (1994), demonstraram
que pacientes com endometriose apresentariam um decréscimo na atividade
de determinados linfocitos, denominados natural killers, especifica para alguns
antigenos presentes nas células endometriais. Portanto, esta doenga surge em
decorréncia de um deficiéncia imunoldgica especifica que impede a destruicao
das células endometriais viaveis. O tratamento inclui ablagcédo cirurgica do
tecido comprometido e/ou supressdao hormonal com agentes como o GnRH-a,
que levaria a uma ablacdo quimica do tecido comprometido, por falta de
estimulo. Quando n&o se obtém gravidez ap6s o tratamento clinico, pode-se
indicar a FIV, que oferece taxas de fertilizagdo inferiores (51%) aquelas

encontradas em mulheres férteis (81%). Quanto mais avangado o estagio da
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endometriose menor é a taxa de fertilizagdo; entretanto, nota-se que ha
aumento das taxas de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario apds o
tratamento cirdrgico da endometriose (MILLER, PITTAWAY, DEATON, 1995).
ARICI et al. (1996), demonstraram, em andlise retrospectiva, que o numero de
oocitos recuperados em pacientes com e sem endometriose € 0 mesmo e nao
se observou diferenca quanto as taxas de gravidez por transferéncia entre os

grupos com endometriose minima, leve, moderada e severa.

1.1.3. Fator Masculino

De acordo com varios estudos o fator masculino estd presente em 25%
a 40% dos casais inférteis (SPIRA & MULTIGNER, 1998), o que torna
obrigatéria a avaliacdo clinica do homem em todo casal com problemas de
fertilidade. A Organizacao Mundial da Saude (OMS) publicou recentemente um
esquema que expde 0s requerimentos minimos necessdrios na avaliagdo
clinica do parceiro masculino, em um casal infértil (ROWE et al., 1993). Durante
0 exame clinico, devem-se considerar as anormalidade genitais como: varicocele;
testiculo ausente ou retrétil; auséncia do canal deferente ou fimose. O volume e a

consisténcia testicular fornecem valiosas informagdes sobre a espermatogénese.

O estudo do esperma deve ser considerado como o elemento mais
importante na apreciagdo de uma infertilidade masculina. Um espermograma
pode evidenciar uma ou varias anormalidades, incluindo baixa concentragéo de

espermatozoides (oligospermia), distirbios na motilidade (astenospermia), baixa
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propor¢do de formas normais (teratospermia), ou alta taxa de mortalidade
(necrospermia). Devido a possibilidade de variacées temporarias nos parametros
espermaticos, pelo menos duas amostras de sémen devem ser consideradas

antes de se estabelecer um diagnédstico de queda na fertilidade.

Em uma analise convencional, parametros normais incluem uma
concentracao espermatica superior a 20 milhées de espermatozéides/ml; uma
motilidade espermatica superior a 50% e acima de 30% de espermatozoides
morfologicamente normais (WHO, 1992). KRUGER et al. (1988a), propuseram
um sistema alternativo de andlise da morfologia que apresenta um alto valor
preditivo nos resultados de fertilizagdo in vitro, sendo que os casos de
teratospermia com taxa de espermatozoides normais inferior a 14% apresentam
um pior prognédstico nos resultados de FIV (GROW et al.,, 1994). Isto foi
claramente demonstrado tanto nos procedimentos de FIV, como na transferéncia
de gametas para o interior da trompa (KRUGER et al.,1988a; HINTING et

al.,1990; MENKVELD et al., 1990; ENGINSU et al., 1991; GROW et al., 1994).

A morfologia espermatica é uma caracteristica de grande importancia no
diagnéstico da homem infértil. Um exemplo de alteracao espermatica severa é
a microcefalia (espermatozéide sem acrossoma), como se vé na Figura 1, que
pode comprometer todas as células, tornando o homem estéril devido a
incapacidade do espermatozoide em fertilizar o odcito. A microcefalia pura é
uma patologia rara, geralmente associada a um distarbio genético (SCHMIADY,

RADKE, KENTENICH, 1992; LIU et al., 1995; BATTAGLIA et al., 1997).
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Figura 1. Espermatozdides microcefalicos (BIAZOTTI, 1990)

Figura 2. Espermatozdides flagelo curto (BASTIT, 1990)
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Uma outra alteracdo morfolégica bastante rara € a sindrome do flagelo
curto (Figura 2), onde os espermatozdéides ndo podem se locomover devido a

alteracao no flagelo (OHMORI et al., 1993).

Durante a avaliagdo clinica de um homem infértil deve-se também
investigar um possivel fator imunolégico, uma infeccdo ou uma alteracao
endocrina. Porém, freqlentemente, o fator masculino € idiopatico e,
consequlentemente, sem tratamento clinico ou cirdrgico. Se ndo se obtém éxito
com o tratamento primario do fator masculino, pode-se recorrer a uma

inseminacao intra-uterina e, posteriormente, a técnicas de fertilizacao in vitro.

Os procedimentos de FIV foram de grande valia no tratamento do
homem infértil. Na tentativa de melhorar a possibilidade terapéutica, varias
outras técnicas foram surgindo. MANHES & HERMABESSIEREN (1985)
relataram a primeira gravidez pds-inseminagao intraperitonial como tratamento
do fator masculino. DEVROEY et al. (1986) demonstraram a possibilidade de
gravidez apods a transferéncia de zigotos (estado de pronucleo) para dentro da
trompa (Zygoto intra-Fallopian Transfer ou ZIFT), em casos de esterilidade por
fator masculino associado a auto-anticorpo e auséncia de patologia tubaria, o
que, posteriormente, foi aplicado por outros autores (PALERMO et al., 1989).
BALMACEDA et al., (1988) relataram uma outra possibilidade de tratar o fator
masculino, que consistia na transferéncia do embrido para o interior da trompa.
Entretanto, nem sempre se obtém sucesso nos casos de fator masculino severo.

Nos ultimos anos, avancgos sofisticados vém se destacando nos laboratérios de
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reproducdo assistida. Um dos ultimos, considerado o de maior sucesso no
tratamento do fator masculino severo, é a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoéide (ICSI), realizada através de técnicas de micromanipulacao

(PALERMO et al.,(1992) (Figura 3).

Figura 3. Injec4o intracitoplasmatica de espermatozdide (BIAZOTTI, 1997)

1.1.4. Infertilidade sem causa aparente

A infertilidade inexplicada é um diagnéstico de excluséo aplicado a
aproximadamente 20% dos casais inférteis, nos casos onde a avaliagcéo
propedéutica ndo evidencia nenhum fator etiologico (ANONYMOUS, 1992).

Uma investigacdo completa requer, no minimo, uma analise do sémen, um
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teste de penetracdo espermatica, uma histerossalpingografia, uma avaliacao
endoscopica da anatomia pélvica e uma documentacdo da qualidade da
ovulacdo. Deve-se afastar ainda infeccao prostatica, o fator cérvico-uterino e o
fator imunoldgico. Antes de se optar por uma técnica de FIV, deve-se indicar
pelo menos trés tentativas de inseminagcdo artificial em ciclo ovariano
estimulado, sob controle ecografico, quando a qualidade do sémen assim o
permitir. A fertilizagcao in vitro podera ser de valor diagnostico nos casos em que
uma falha no processo de fertilizagdo possa estar mascarada por um defeito

intrinsico do gameta (NAVOT et al, 1988).

1.1.5. Fator Imunoldgico

A FIV tem sido recomendada também como um método para tratamento
do fator masculino de etiologia auto-imune (CLARKE et al., 1985; ALMEIDA et
al., 1989). Este procedimento permite evitar o efeito inibidor do anticorpo
durante o trajeto do espermatozdéide através da via genital feminina (MENGE &
BEITNER, 1989). O fator imunol6gico pode ser inicialmente sugerido por um
teste de penetragdo espermatica anormal (0s espermatozdides ndo migram no
muco cervical), pela presenca de aglutinagdo espermatica ou pela identificagao
de anticorpos anti-espermatozéide durante a avaliacdo de uma infertilidade sem
causa aparente. Anticorpos anti-espermatozoide podem ser identificados no
sémen, no soro ou no muco cervical, através de testes com imunoglobulinas.
As opcOes de tratamento incluem inseminagdo intra-uterina ou técnicas de

fertilizacdo in vitro. Uma diminui¢do significativa na taxa de fertilizag&do in vitro
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tem sido observada na presenga de auto-anticorpo anti-espermatozdides,
particularmente quando mais de 70% dos espermatozoides médveis contém
anticorpos que se ligam a imunoglobulinas do tipo IgA ou IgG, sendo que uma
completa falha de fertilizagdo in vitro ocorre em 35% a 40% das tentativas

(CLARKE et al., 1985; ALMEIDA et al., 1989).

1.2. Fertilizacao in vitro

Da fertilizag&o in vitro descrita por STEPTOE & EDWARDS em 1978,
logo apds o nascimento de Louise Brown, restou simplesmente o principio que
consiste em transferir embrides para dentro do utero, ap6s a fecundacao
externa de odcitos humanos. Esta técnica de base levou ao desenvolvimento
de varias outras, algumas delas descritas por TESARIK & TESTART (1989).
Cada etapa continuou a ser aperfeicoada. A simplificacdo do método e o
aperfeicoamento da qualidade dos resultados foram desenvolvidos por diversas
equipes. Preconizou-se a estimulagdo ovariana com a utilizagdo de
gonadotrofinas para aumentar o nimero de odcitos e ,assim, obter-se maior
namero de embrides. Os Ovulos inicialmente captados por laparoscopia sao
hoje, na maioria dos casos, aspirados por via vaginal, com o auxilio de um

transdutor ecogréfico (LENZ, LAURITSSEN, KUELLOW, 1981).
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1.2.1. Inducao da Ovulacao

Foi preciso evitar o pico espontaneo do hormdnio luteinizante (LH), que
desencadearia a ovulagédo, para impedir que a rotura folicular ja houvesse
ocorrido no momento proposto para a pungédo ovariana. Enfatizou-se, entédo, a
importancia do uso de andlogos do GnRH, em combinacdo com gonadotrofina
da mulher na p6s-menopausa (hMG), como um novo protocolo para a indugao
da ovulacéo, nos programas de FIV (RUTHERFORD et al., 1988), sendo que a
primeira utilizacdo de agonistas nos protocolos de inducdo da ovulagdo foi
descrita por CRAFT, em 1984. Alguns autores tém descrito alta taxa de
gravidez com o uso de analogo do GnRh e hMG (ROL-EL et al., 1991), sendo
que um estudo publicado por MAROULIS et al. (1991) ndo observou esta
superioridade sobre protocolos convencionais. Apesar de muitos trabalhos
indicarem melhores resultados com o uso de GnRH e gonadotrofinas sobre
outros protocolos de inducéo ovariana, dois fatos séo claros em relagdo ao uso
desta associacdo: o alto custo do tratamento e a alta incidéncia de

hiperestimulacao ovariana (RON-EL et al., 1991).

Um estudo publicado por OLIVENNES et al. (1995), analisando a agéo
do antagonista do GnRh (Cetrorelix, Asta Medica AG, Frankfurt, Germany),
concluiu que uma simples administracdo (3mg) no oitavo dia do ciclo menstrual

foi capaz de prevenir o pico do LH.

Ha vérios anos utilizado, o citrato de clomifene € ainda hoje opcao

terapéutica, particularmente nos casos de sindrome dos ovarios policisticos
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(FILICORI & FLAMIGNI, 1988). Em resumo, véarias drogas vém sendo
introduzidas nesta ultima década, tornando esta terapia mais efetiva e
potencialmente segura, porém sempre sujeita a riscos como a sindrome de

hiperestimulagé@o ovariana e gravidez multipla.

1.2.2. Técnica de FIV

A técnica de FIV (Figura 4) oferece aos especialistas a oportunidade de
poder tratar um casal infértil e também permite a investigacao individual dos
dois gametas, assim como o estudo das suas interagcbées. Porém, para o bom
funcionamento de um laboratério de fertilizagéo in vitro, € de extrema importancia
um rigoroso controle de qualidade. Instrumentos e meios de cultura devem ser

regularmente testados quanto a toxicidade, para evitar danos aos gametas.

Figura 4. Etapas referentes a FIV (Manual de orientagcdo — PROFERT)

14 Introdugéo



COLETA DE OOCITOS

A aspiracdo do odcito € realizada 34 a 36 horas apos a administracdo de
gonadotrofina coribénica (hCG), utilizada para estimular a reinativagcdo da
meiose e a consequente expulsdo do primeiro corpusculo polar, momento

bioldgico que vai dar origem a um 6vulo maduro, apto a ser fertilizado.

A puncédo do foliculo ovariano guiada pelo ultra-som foi primeiramente
descrita por LENZ et al., (1981). A agulha de aspiragédo era introduzida dentro
do ovario por via percutanea-transvesical, transuretral-transvesical, ou
diretamente por via transvaginal. A aspiragao folicular por via transvaginal, com
o auxilio de um transdutor ecogréfico (Figura 5), € a que predomina hoje no
mundo, tendo sido descrita pela primeira vez por GLEICHER, FRIBERG,
FULLAN (1983) . O método de aspiragdo com o auxilio do transdutor vaginal
apresenta inUmeras vantagens sobre a aspiracao via laparoscopica. Porém,
esta ultima continua tendo grande valor nos procedimentos de reprodugéo
assistida que exijam permeabilidade tubéaria (GIFT, ZIFT) e, mais raramente,

nos casos onde haja falha com o primeiro método.
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Faliculos maduros

Transdulor

&L Ogranco

o ovarno supar-ovulads, a captura dos

IS e ulas maduros & realizads

A transhadinal

Figura 5. Pung&o de odcitos por via transvaginal
(Manual de orientagdo — PROFERT)

? CLASSIFICACAO DO OOCITO

A avaliacdo do oodcito € realizada com o auxilio de um microscopio
invertido. O grau de maturidade é estimado baseando-se no complexo cumulus
oophorus-corona radiata e oocito, incluindo caracteristicas especificas como o
grau de mucificacéo e dispersdo da corona radiata e do cumulus, assim como a
presenga ou auséncia da membrana nuclear (vesicula germinal) ou do primeiro

corpusculo polar.
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O odcito maduro apresenta extensa dispersdo das células da granulosa
com cumulus e corona radiata diametralmente expandidos. A zona pelucida é
bem diferenciada e a presenga do primeiro corpusculo polar documenta um

odcito na metafase |l da meiose (Figura 6).
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Figura 6. Odcito na metafase Il da meiose (BIAZOTTI, 1990)

Um odécito intermediario apresenta uma corona mais densa e nao se

observa a membrana nuclear e o corpusculo polar (metafase I) (Figura 7).

Quando na préfase | da maturacdo o odécito ndo apresenta vesicula
germinal, é circundado por uma corona compacta e somente uma pequena
camada de células no cumulus, sendo considerada uma célula imatura

(VEECK, 1990) (Figura 8).
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Figura 7. Occito na metafase | da meiose (BIAZOTTI, 1990)

Figura 8. Occito na préfase | da meiose (BIAZOTTI, 1990)
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Odcitos pré-ovulatérios sao previamente incubados, em meio de cultura
especifico, de duas a oito horas antes da inseminagdo; as células de
maturidade intermediaria devem ser inseminadas apds 12 a 24 horas de pré-
incubacdo e os odcitos imaturos devem permanecer de 22 a 35 horas

incubados in vitro (VEECK et al., 1983).

PREPARACAO DO SEMEN PARA FIV

Ha alguns anos, varias técnicas de separacdo e selecdao de
espermatozoéides vém se desenvolvendo com os procedimentos de reproducao
assistida. O propésito desta técnica consiste em separar os espermatozoides
do plasma seminal, permitindo, por um lado, aumentar a porcentagem de
espermatozoéides moveis e normais, aptos a fecundar o oécito e, por outro lado,
simplesmente concentrar os espermatozdides, separando-os dos restos
celulares e das células redondas. O resultado depende da qualidade inicial e do

principio do método empregado.

Coleta do sémen: O sémen deve, preferencialmente, ser coletado no
laborat6rio, momentos antes ou logo apds a captacao do ovulo. A coleta deve ser
feita por masturbagcdo, em um recipiente estéril, respeitando um periodo
anterior de trés a cinco dias de abstinéncia sexual. Nos casos em que houver
dificuldade na coleta, € aconselhavel congelar uma ou mais amostras previamente
ao dia da puncédo dos odcitos. Para evitar uma contaminagcdo acidental do

esperma sao necessarios: micgao prévia para eliminar as bactérias comensais
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da uretra anterior, lavagem das maos e da glande com sabao bactericida e
antifungico, enxaguando-as com solucao salina estéril. Apds a coleta, o sémen
€ mantido a 37?C ou a temperatura ambiente por aproximadamente 30
minutos, aguardando a liquefacado (JOUANNET, 1986). Apdés a
homogeneizagdo, uma amostra € destinada para a realizacdo de um
espermograma e, posteriormente, o material € submetido a técnicas de
lavagem e migracdo ascendente ou descendente. Este procedimento permite
individualizar espermatozdides mdéveis, separando-os do liquido seminal e

tornando-os aptos a fecundar, o que consiste no processo de capacitacao.

Técnicas de preparacao do sémen para FIV: Certas técnicas
consistem em selecionar espermatozéides normais, seja por migracao ascendente
em um meio de cultura (swim-up a partir do plasma seminal ou ap6s lavagem),
seja por filtracdo apds passagem por um gradiente de densidade, que consiste
na técnica de Percoll (BERGER, MARRS, MOYER, 1985, GUERIN et al.,
1989), proporcionando a concentracao de espermatozoides com alto potencial
de fertilizagdo (GUERIN et al., 1989). Outros métodos propiciariam uma melhora
na motilidade e na sobrevida dos espermatozdides, através da suplementagao
do meio de cultura com agentes farmacoldgicos (cafeina, 2-desoxiadenosina,
pentoxifilina) ou de meios biolégicos (soro humano, liquido folicular, liquido
tubario). A técnica de Percoll oferece vantagens em termos de qualidade dos
espermatozoides selecionados o que influenciaria positivamente os resultados

nas técnicas de reproducao assistida (COLLEU, LESCOAT, GOURANTON, 1996).
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a) Técnica de Migracao Ascendente (swim-up): Esta técnica foi
inicialmente proposta por DREVIUS (1971), modificada por LOPATA, et al.
(1976), e aplicada a inseminacao artificial por HARRIS et al., (1981).
Consiste em depositar 1ml de meio de cultura (B2 de MENEZO) em um
tubo de ensaio contendo sémen fresco liquefeito e, apdés uma hora,
recuperar os espermatozoides que efetuaram uma migracao ascendente.
Em seguida, os espermatozdides recuperados sdo submetidos a um
processo de centrifugacdo (300g/10min) para concentrar 0s

espermatozoides méveis, entdo capacitados, em um pequeno volume.

« 2miB2

\fﬂ ml sémen

Migragdo ascendente
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b) Técnica de Lavagem e Centrifugacao (swim-up ap6s lavagem) consiste
na técnica de swim-up apés eliminagao do plasma seminal. A lavagem do
sémen fresco é geralmente realizada por duas vezes, através de
centrifugacao (300g/10min); posteriormente uma camada de meio de
cultura é lentamente depositada sobre o pellet e, apds, incubados a 37?C,
em 5% de didéxido de carbono, por 30 a 60 minutos. A seguir, recupera-se
a fracao superior, contendo alta concentracédo de espermatozdides méoveis

e capacitados.

Y m«1miB2

¥ |Espermatozéides

Lavagem e migragao
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c) Separacao do sémen por um gradiente de Percoll (particulas
coloidais de silicone recobertas de polivinil-pirrolidone): Atualmente
€ o método de preparacao mais utilizado pelos especialistas em
reprodugéo assistida. Esta técnica permite eliminar os restos celulares
ou acelulares, os espermatozdéides malformados, 0os germes presentes
no sémen (com exce¢ao da Escherichia Coli, que parece estar aderida
aos espermatozoéides), os aglutinados de células e, ainda, permitir a

recuperacao dos espermatozoides méveis e normais.

? Técnica de Percoll: Técnica primeiramente descrita por GORUS ?
PIPELEERS (1981), que consiste na centrifugacdo dos
espermatozoides em um gradiente de densidade continua constituido
pelo Percoll. O principio do Percoll € assegurar uma separacao celular
em funcdo de sua densidade. Em 1989, GUERIN et al., propuseram a
centrifugagdo sobre gradiente descontinuo de Percoll. Nesta técnica,
2ml de sémen liquefeito sdo delicadamente depositados sobre um
gradiente descontinuo de Percoll e, apds, centrifugados (300g/20min);
a fracdo mais concentrada de Percoll (90%), que contém os
espermatozoides méveis €, entdo, recuperada e novamente centrifugada
(300g/10min), juntamente com meio de cultura, para eliminar as
particulas de Percoll. O pellet é diluido em 300?I a 500?1 de meio de
cultura; a porcentagem de formas mdveis, assim como a concentracao,
sdo posteriormente avaliadas. Atualmente, a maioria dos centros de

medicina reprodutiva utiliza uma técnica simplificada com duas camadas
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(47,5%, 95%) de gradiente descontinuo de Percoll (McCLURE, NUNES
, TOM, 1989 ; ZIEBE & ANDERSON, 1993). Em alguns casos, a adicao
de um agente quimico como a pentoxifilina pode melhorar a motilidade

do espermatozéide in vitro (YOVICH et al., 1990).

2 ml sémen j2i 19
. 2 ml sémen
> 40 %
55 % - 70 %
70 % |l so%
|| 80% =
~ || 90% U 90 %
~ || 100% L
=
Percoll classico Mini Percoll

? INSEMINACAO E CULTURA DO OOCITO

O grau de maturacao do odcito baseia-se essencialmente na maturidade
nuclear, das membranas e do citoplasma. Na pratica observa-se, entre os
olcitos recuperados, diferentes graus de maturacao. Apds a captacao e a pré-

incubacdo necessaria para atingir o grau de maturidade, cada odécito é
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inseminado com uma densidade de aproximadamente 150.000 espermatozoides
méveis. Em casos de sémen alterado, a concentracdo pode ser aumentada

para 500.000/06cito, com o propdsito de melhorar a taxa de fertilizagéo.

Os gametas sao incubados em um meio de cultura por 12 a 18 horas,
em uma estufa a 377C, contendo 5% de CO? e a uma umidade relativa de 98%.
Apods este intervalo, os o6citos sdo examinados para constatar a fertilizagao,
que é evidenciada pela identificacdo de dois pronucleos (masculino e feminino)
ou expulsdao do segundo corpusculo polar. Neste estagio & importante a
avaliacao minuciosa do zigoto com a finalidade de detectar precocemente uma
fertilizagdo anormal (poliploidia) marcada pela presenca de mais que dois
pronucleos. Um embrido polipléide pode nao ser identificado e dividir-se

normalmente.

Os odcitos fertilizados s&o incubados novamente em um meio de
crescimento contendo alta concentracdo de proteina (10% a 20%), por um
periodo de 24 a 60 horas. O estagio de moérula pode ser evidenciado 36 a 48
horas pés inseminacao do odcito. A clivagem envolve uma série de divisdes
mitéticas no interior do citoplasma de um zigoto sem alterar o tamanho global
(VEECK, 1990). Posteriormente a fase de moérula, o pré-embrido atinge a fase
de blastocisto, quando, no processo de fertilizacdo natural, ja se encontra na

cavidade uterina.
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2 TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

Previamente a transferéncia, o pré-embrido é avaliado segundo alguns
critérios de morfologia: simetria e forma dos blastémeros, fragmentacao

citoplasmética e numero de células (VEECK, 1990) (Figura 9).

Figura 9. Pré-embriées (BIAZOTTI, 1990)

Os pré-embrides em estagio de pronucleo podem ser transferidos para o
interior de trompas normais, através da técnica de ZIFT (DEVROEY, 1986). A
maioria dos especialistas realiza a transferéncia pré-embrionaria intra-uterina
em torno de 48 horas apds a inseminacao do odcito. A transferéncia pode ser
realizada em até cinco dias ap6s a inseminacdo, ja na fase de blastocisto

(GARDNER et al., 1998).

26 Introducéo



A taxa de gravidez aumenta quando o numero de pré-embrides transferidos
€ superior a trés entretanto, nestes casos, o risco de gravidez multipla aumenta
nitidamente, principalmente em mulheres jovens (<34 anos). Portanto, o
namero de pré-embrides transferidos deve ser restrito, congelando-se os pré-

embrides excedentes para uma transferéncia futura (EDWARDS, 1998)

1.3. Fator masculino e FIV

A FIV foi inicialmente desenvolvida para tratar a infertilidade feminina,
porém o interesse potencial nas patologias masculinas foi evocado quando se
constatou que algumas centenas de espermatozdéides mobveis seriam
suficientes para fertilizar in vitro. Os resultados mediocres observados nos
casos de fertilizagédo in vitro com espermatozoides deficientes, vém sendo um
estimulo para o estudo cada vez mais detalhado do gameta masculino, tanto do

ponto de vista funcional quanto morfoldgico.

k3

Figura 10. Espermatozdides normais (GENTY, 1990)
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O estudo da funcdo genital masculina, no que concerne ao gameta,
permaneceu durante muito tempo marginalizado no campo da investigacao
médica. A primeira contagem do numero dos espermatozdides, utilizando-se
um hemocitdmetro, foi realizada por LODE? (1895). Anos apds, MacLEOD &
GOLD (1951) deram um passo significativo no conhecimento do sémen humano,
realizando um vasto estudo comparativo sobre mais de 1.000 homens férteis e
nao férteis. Em 1963, CLERMONT fez uma descricao precisa da espermatogénese
humana e introduziu a nog&o de ciclo do epitélio seminifero. Nos ultimos 30 anos, o
estudo do aparelho genital masculino vem se desenvolvendo consideravelmente.
Recentemente, numerosos testes foram elaborados para estudar a funcao
testicular exdcrina através de seu produto de secrecdo: o espermatozdide

(Figura 10).

O teste definitivo continua sendo a fecundacao seguida de uma gravidez
normal. Tradicionalmente, o diagnéstico de infertilidade masculina é baseado em
uma avaliacdo descritiva do ejaculado humano, com énfase na concentracao,
morfologia e motilidade dos espermatozéides, porém, na pratica, estes valores
nao sao suficientes para caracterizar o potencial de fertilidade de uma populacédo

espermatica.

2 LODE , 1895 apud JOEL, C.A:- Historical survey of research on spermatozoan from antiquity to the present. [n:JOEL, C.A.:
Fertility Disturbances in men and women. Karger, Bale, 1971, pp. 3-47.)
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1.3.1. Fatores que podem alterar as caracteristicas do sémen

Os valores esperméaticos podem apresentar variagées importantes em
um mesmo individuo, em condi¢cdes fisioldgicas, independentemente das
modificacdes ligadas diretamente a uma alteragdo no aparelho genital ou a uma

patologia intercorrente. Diferentes fatores podem influenciar nesta variagao:

? Tempo de abstinéncia sexual - existe uma relagéo linear entre o tempo de
abstinéncia sexual precedendo o exame (entre dois e cinco dias) e volume,
concentragcdo e numero total de espermatozdides presentes no ejaculado.
Durante o mesmo periodo, ndo existe modificacdo da porcentagem dos
espermatozoéides mdveis ou morfologicamente normais. Por outro lado, uma
queda moderada da motilidade pode ser observada apés um longo periodo

de abstinéncia (HEUCHEL, SCHWARTZ , PRICE, 1981).

? ldade - A espermatogénese é mantida a partir de puberdade, porém, na
senilidade questiona-se a qualidade do gameta. Um estudo realizado por
SCHWARTZ et al. (1983) mostrou que homens férteis tém uma diminuicao
significativa da porcentagem de espermatozéides normais a partir dos 40
anos, e a partir dos 45 anos diminui a porcentagem de espermatozéides
méveis. Segundo BORDSON & LEONARDO (1991) apéds os 55 anos existe
um aumento das malformacbes graves ndo cromossdémicas (acondroplasia,
sindrome d’Alpert, Doenca de Crouzon), passando de 0,2/1.000, antes dos

29 anos a 3,7/1.000, se o progenitor tiver idade superior a 45 anos.
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? Calor - as funcdes testiculares e certas fungdes epididimarias desenvolvem-
se a uma temperatura inferior a do corpo humano. Uma elevagdo da
temperatura escrotal ou testiculo - epididimaria provoca alteracbes
reversiveis na espermatogénese, manifestando-se por uma queda importante
na producdo espermatica e um aumento no numero de espermatozoides
com anomalias morfologicas. Experiéncias feitas em ratos mostraram que o
calor pode perturbar a fisiologia do epididimo, acelerando o transito dos

espermatozoéides na porcao caudal do mesmo (NIESCHLAG et al. 1982).

? Fator infeccioso — Evidéncias indicam o fator infeccioso como um fator
significativo na etiologia da infertilidade masculina envolvendo queda na
funcdo espermatica em consequéncia do estresse oxidativo. Este estresse
seria devido a presenca de radicais livres, nos casos de leucospermia,
provenientes da interacdo de leucécitos e espermatozdides, levando a

alteragdes da morfologia espermatica (AITKEN, 1994) (Figura 11).

Figura 11. Leucdcito e espermatozdides anormais (BIAZOTTI, 1990)
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? Outros - como a linhagem espermatica é muito sensivel, & possivel que
outros fatores tenham influéncia na produgcdo e qualidade dos
espermatozoides, tais como: alcool, cafeina, estresse, consumo de cigarro e

0 uso de medicamentos.

1.3.2. Avaliacao Clinica e Laboratorial

Em relacdo a avaliacdo do homem infértil, a andlise do espermograma &
de fundamental importéancia e deve vir sempre acompanhada de exame clinico
detalhado e complementado por diferentes testes bioldgicos. A existéncia de
atrofia ou hipotrofia testicular estd quase sempre associada a deficiéncia muito
grave da espermatogénese. Na Sindrome de Klinefelter, que representa 13%
das azoospermias, observa-se clinicamente atrofia testicular, sendo o
diagnostico confirmado através do estudo da cromatina sexual ou do cariétipo

(CHANDLEY, 1979).

Ainda na avaliagdo da fung&o genital masculina, é também importante a
dosagem, no plasma seminal, de marcadores bioquimicos especificos: préstata
(acido citrico, fosfatase acida, zinco, magnésio); vesiculas seminais (frutose);
funcdo epididimaria (carnitina), que permitem, freqientemente, colocar em
evidéncia a natureza excretéria da azoospermia, assim como o nivel da

obstrucéao (SOUFIR, 1986).
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1.3.3. Capacitacao e Fecundacao

O exame do sémen traz informagdes importantes sobre a qualidade da
funcéo exdcrina do testiculo, porém o espermatozdide no plasma seminal ainda
ndo esta apto a fertilizar o odcito. Entre o plasma e a formagédo da primeira
célula embrionaria, o espermatozdide devera submeter-se a um certo nimero
de transformacdes e desenvolver interacdes com diversas estruturas de origem
feminina. Durante a penetracdo no muco cervical e migragdo em direcao a trompa,
o espermatozoide sofre o processo de capacitacdo. Ocorrem alteracbes nas
caracteristicas do movimento celular: aumenta a amplitude de batimento flagelar e
da cabeca do espermatozdide, tornando mais longa a trajetéria a ser percorrida.
Nesta condicdo, o espermatozdide encontra-se no estado “transicional”
(ROBERTSON, WOLF, TASH, 1988). Ap6s a capacitacdo, a amplitude das ondas
flagelares torna-se assimétrica, dando lugar a um movimento celular vigoroso,
nao progressivo, conhecido como “hiperativacdo”. O termo “hiperativagao” é
usado para descrever uma mudanca qualitativa na motilidade espermatica
ocorrida, no estagio final do processo de capacitacdo (AITKEN, BAKER,
IRVINE, 1995). Este movimento é tipico da célula completamente capacitada e
€ considerado o responsavel pela forca propulsora necesséria para dirigir o

espermatozoide através da zona pelucida (ROBERTSON et al., 1988).

A capacitacdo € uma das fases finais no desenvolvimento do
espermatozdide e de fundamental importancia na fertilizacdo; entretanto, a
identificacdo da populagcédo esperméatica capaz de atingir este estado é bastante

dificil.
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Apés atravessar as células da corona radiata, fixa-se sobre a zona
pellcida, iniciando, assim, o processo de fecundacao em varias etapas: a
membrana externa do acrossoma, estrutura rica em enzimas e situada na
porcdo anterior da cabeca do espermatozdide, fusiona-se em varios pontos
com a membrana plasmatica, que envolve a cabeca do espermatozdide; as
membranas fusionadas formam vesiculas que se libertam da cabeca do
espermatozoide, liberando enzimas do acrossoma. Essas enzimas rompem a
zona pelucida e permitem que o0 espermatozdide avance em direcdo a
membrana plasmatica do oécito. Quando atinge esta membrana plasmaética, ele
se funde com a mesma e fecunda o odcito. Duas outras reagbes - a reacao
cortical e a reagdo da zona pelucida - sdo entdo desencadeadas. Inicialmente,
os granulos corticais do citoplasma do odcito, ricos em enzimas, liberam seu
conteudo, que se difunde na zona peldcida a partir do ponto de fusdo. Durante
a reacao da zona pelucida, as enzimas modificam-na, transformando-a numa
barreira impenetravel a outros espermatozdéides. O ovo € assim protegido
contra a poliespermia, ou seja, a fecundacado simultanea por varios

espermatozéides (TESARIK & TESTART, 1989).

1.3.4. Potencial Espermatico de Fertilidade

O espermatozoide foi uma das primeiras células humanas observadas e

descritas pelo inventor do microscopio, o holandés Leeuwenhoek, no século
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XVII (LEEUWENHOEK?®, 1677), porém, somente ap6s o ano de 1928 o nlimero
de espermatozéides foi associado ao potencial de fertilidade. Desde entéo,
uma variedade de testes espermaticos e parametros do sémen vém sendo
desenvolvidos e avaliados, na esperangca de esclarecer se um determinado

homem pode ou ndo fecundar sua parceira.

A analise espermatica tradicional, que inclui avaliagdo da concentracao,
vitalidade e morfologia do espermatozdéide ndo determina diagndstico ou
prognostico preciso da capacidade de fertilizagdo in vivo ou in vitro (AITKEN et
al., 1982a). Muitos homens avaliados por problemas de fertilidade tém
concentragdo espermatica reduzida, assim como motilidade e morfologias
alteradas, geralmente em combinagdo. Outros fatores conhecidos e
desconhecidos, incluindo ainda os fatores femininos, sdo também importantes
durante o processo da fertilizacdo e devem ser sempre considerados. Muitos
casais concebem rapidamente, apesar de um espermograma anormal e raros

homens com analise espermatica normal séo inférteis.

Atualmente, nenhum teste de funcdo espermatica podera predizer
completamente a acuracia da fertilidade, exceto onde existe uma desordem
absoluta afetando todo o sémen, como a azoospermia ou auséncia total de
acrossoma. Portanto, é necessdario envidenciar quais grupos de testes
espermaticos permitem a maior informacéo sobre fertilidade e sdo Uteis para

predizer a capacidade fertilizante do espermatozdide. Este tipo de informagéo é

LEEWENHOEK ' """ apud MAUVAIS-JARVIS, P. - Médicine de la reproduction masculine. 2ed. France, 1986. 453p.
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de grande importancia no aconselhamento de casais tanto na conduta clinica
quanto na utilizacao da técnica de fertilizacao in vitiro mais indicada e, por isso,

tornou-se o objetivo deste estudo.
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2. Objetivos

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de algumas caracteristicas do sémen e oécitos sobre

a fertilizac&o in vitro em humanos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar se os seguintes parametros tém alguma influéncia na fertilizagao

dos gametas in vitro:

-~

Volume espermatico, concentracdo de espermatozéides, motilidade,

vitalidade, morfologia e maturidade dos espermatozéides.
? Porcentagem de espermatozéides com membrana integra.

? Concentracdo de espermatozoides recuperados e a porcentagem de
espermatozoides com motilidade grau A, pds-capacitacao espermatica.

? Volume e numero de espermatozoides utilizados para inseminagéo
do odcito.
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2. Avaliar se o numero de 6vulos inseminados tem influéncia na fertilizagao

in vitro.

3. Avaliar se existe associagdo entre a porcentagem de espermatozoides

normais, de forma agrupada, e a taxa de fertilizagéo in vitro.

4. Avaliar se existe associacao entre a porcentagem de espermatozoides

progressivos rapidos, de forma agrupada, e a taxa de fertilizagao in vitro.

5. Avaliar se existe associagao entre a concentracdo de espermatozoides,

de forma agrupada, e a taxa de fertilizagao in vitro.

6. Quais as variaveis de maior influéncia na probabilidade de fertilizar.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo clinico descritivo.

3.2. TAMANHO AMOSTRAL

Para este trabalho, desejou-se um tamanho de amostra que
proporcionasse uma boa estimativa da porcentagem de odcitos fertilizados no
laboratério de Genética da Reprodugao do Centro de Atengao Integral a Saude
da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Isto
implicou em buscar um tamanho de amostra com uma pequena probabilidade
da diferenca entre tal pardmetro na populacdo e o estimado na amostra,

ultrapassar 10%. Fixou-se tal probabilidade (?) em 5%.

Foram coletadas inicialmente 98 amostras de sémen, sendo encontradas,
para esta casuistica, um porcentagem de respectivos odcitos fertilizados

estimada em aproximadamente 70%. Para tal estimativa foi atribuido um

Casuistica e Métodos 39



intervalo de confiangca de 95% (61%-79%), ou seja, a probabilidade desta
estimativa estar distante da populacional em mais de 9% € de, no maximo, 5%

(SNEDECOR &. COCHRAN, 1980).

Desta forma, a tolerancia encontrada na amostra foi de 9%, né&o
ultrapassando os 10% fixados previamente a coleta dos dados. Assim
considerou-se a amostra de 98 casos como satisfatéria, indicando nao haver

necessidade de se coletar maior nimero de casos.

3.3. SELECAO DOS SUJEITOS

Analisaram-se 98 amostras de sémen e 678 odcitos de casais atendidos
no Ambulatério de Esterilidade Conjugal do Departamento de Tocoginecologia,
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP, participantes do

programa de FIV do CAISM/UNICAMP, no periodo de 1992 a 1995.

3.4. CRITERIOS DE INCLUSAO

? Amostras de sémen que apresentavam, ap6s o0 processo de
capacitacao, recuperagdo superior a um milhdo de espermatozoides
por mililitro.

? Odcitos provenientes de mulheres inscritas no Programa de Fertilizacao
in vitro do CAISM/UNICAMP, apresentando idade inferior a 38 anos.
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3.5.

3.6.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

? Amostras de sémen que apresentavam cultura positiva para

microorganismos.

VARIAVEIS

3.6.1. VARIAVEIS INDEPENDENTES

Concentracdo de espermatozoides: numero de espermatozdides por

mililitro de sémen , expresso em milhdes/ml.

Motilidade: porcentagem de espermatozdides méveis classificados em
progressivos linear e rapido (A); progressivos nao linear ou lento (B);

nao progressivos, porem moveis (C).

? Vitalidade: porcentagem de espermatozdides vivos por amostra de

sémen, analisados apés a coloragao pela eosina e nigrosina.

? Morfologia: porcentagem de espermatozdides normais e anormais, em

cada amostra de sémen, analisados apés a coloragao pelo método de

Papanicolaou.

Integridade de membrana: porcentagem de espermatozoides com

membrana integra, analisados apds exposicdo do sémen a condi¢des
de hipoosmolaridade, através do Swelling test e o teste da agua.

Maturidade: porcentagem de espermatozéides maduros por amostra

de sémen, analisados apds o teste do Azul de Anilina.
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? Concentracdo de leucdcitos: numero de leucocitos por mililitro de

sémen encontrados em cada amostra, analisados apds a coloracao

pelo método da peroxidase.

? Espermatozoides recuperados: concentracdo de espermatozdides por

mililitro, recuperados pds capacitagdao espermatica.

? Espermatozoides recuperados grau A: porcentagem de espermatozodides

grau A, recuperados pds capacitacdo espermatica.

? Owulos _maduros: nimeros de 6vulos maduros recuperados e

classificados, p6s-puncéo folicular.

? Volume para inseminacdo do odcito: Volume, em microlitros, de meio

de cultura contendo espermatozdides capacitados, utilizados na

inseminagao do odcito.

? Numero de espermatozdides inseminados: NUmero de espermatozoides,

previamente capacitados, inseminados por odcito.

3.6.2. VARIAVEIS DEPENDENTES

? Presenca ou auséncia de fertilizacdo in vitro: Este processo que

consiste na penetracao, in vitro, de um Unico espermatozéide para o
interior de um o6vulo, e se confirma pela visualizacdo de dois
pronucleos no interior do gameta feminino, ou pela presenca do

segundo corpusculo polar.

? Taxa de fertilizacdo: Relacao entre o numero de odcitos fertilizados e

o numero de odcitos submetidos ao processo de fertilizagao in vitro.
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3.7. COLETA DAS AMOSTRAS DE GAMETAS

As amostras de sémen foram coletadas por masturbacdo, apés um
periodo de trés a cinco dias de abstinéncia sexual. O material foi coletado em
um recipiente estéril e analisado no Laboratério de Genética da Reprodugéo do

CAISM/UNICAMP, ap6s o periodo necessario ao processo de liquefagao.

Os ovulos foram recuperados, apds indugcdo da ovulagcado, através de
puncao por via transvaginal e visdo ecografica. A aspiracao do liquido folicular
realizou-se com o auxilio de uma agulha que foi adaptada ao guia da sonda
ecografica transvaginal. Apos localizacao e perfuragao do foliculo ovariano, sob
visdo ecogréfica, aspirou-se o conteudo folicular. Os 6vulos foram classificados
em maduros ou imaturos, respectivamente, segundo a presenga ou ndo de

corpusculo polar (VEECK, 1990).

3.8. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para a analise da motilidade do espermatozdide, uma gota foi
depositada entre 1amina e laminula e observada sob microscépio equipado de
um sistema Optico de contraste de fase, com uma platina aquecida que
manteve o material a uma temperatura de 37?C. Quatro a seis campos foram
avaliados e classificados em porcentagem para cada categoria de motilidade.
Durante esta analise, também se avaliou a presenca de células redondas e a

presenga ou auséncia de aglutinacao.
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A concentracdo de espermatozdides foi determinada apds a diluicao de
uma gota de sémen em uma solucdo espermicida (Ringer + solugéo de formalina a
1%). A escolha da diluicdo (1/10; 1/20) foi ajustada dependendo da estimacao
aproximada da concentracao feita previamente, durante a avaliagdo da motilidade.
Posteriormente a diluicdo, a suspensao foi homogeneizada e colocada sobre
uma camara de contagem (camara de Neubauer). Apdés 15 a 20 minutos, os
espermatozdides sedimentados foram contados. A leitura foi feita sob
microscopio de contraste de fase. Um método opcional também foi empregado,
com o auxilio da camara de Makler, para determinar a concentracao do sémen

sem a necessidade de imobilizar as células espermaticas.

O estudo da vitalidade foi feito utilizando-se a coloragdo de nigrosina e
eosina, sendo que os espermatozdéides nao corados foram considerados vivos
e os com coloracdo vermelha classificados como mortos. O resultado da

andlise foi expresso em porcentagem.

O estudo citolégico ou espermocitograma, que consiste na anélise
morfolégica do espermatozdide, foi efetuado com o auxilio de uma objetiva de
imersdao. Para este estudo, uma gota de sémen puro homogeneizado foi
distribuida sobre uma Iamina, que foi posteriormente corada pelo método de
Papanicolaou (WHO, 1987). Nesta analise, o espermatozdide considerado
normal deveria apresentar uma cabecga ovalada com contornos regulares, com
0 acrossomo recobrindo mais de um ter¢co da superficie da cabega. Foram
analisadas 200 células e classificadas segundo os critérios de normalidade de

KRUGER et al. (1986).
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Quando a recuperacao dos espermatozdides, realizada previamente, foi
superior a cinco milhdes por mililitro de sémen, uma fracdo do ejaculado foi
separada e submetida a um processo de lavagem e migracdo ascendente, para
posterior recuperacédo de espermatozoéides capacitados. O processo de lavagem
consiste na mistura de um volume de sémen para dois volumes de solugéo salina
tamponada (meio de lavagem - Nutrient Mixture F-10 Ham/Sigma n°® 6.635). A
mistura foi centrifugada a 500g durante dez minutos e o sobrenadante
desprezado. Apds uma segunda lavagem, um volume de 1ml de meio de
cultura (Ham-F10), contendo 30% de soro de cordao fetal (decomplementado e
filtrado) foi delicadamente colocado sobre o pellet. A migracao foi processada
por um periodo de uma hora, a 37?C. O sobrenadante foi analisado quanto a
concentracdo e a motilidade do espermatozéide. O teste de Percoll foi realizado
nos casos em que a recuperacao previa de espermatozdides foi inferior a cinco

milhdes por mililitro de sémen.

Técnica de Percoll: uma solugdo de Percoll pura (Pharmacia
Incorporation/Sigma n® P-4.937) e o meio de cultura Ham F10 concentrado
(10x) foram misturados numa relacao de 9:1, para se obter uma solugao
isotbnica denominada solucdo-mae. Obtiveram-se concentra¢des decrescentes

de Percoll, diluindo-se a solugdo-mae com meio Ham F10.

Um gradiente descontinuo de Percoll foi preparado em um tubo estéril
de poliestireno, colocando-se cuidadosamente no fundo do tubo concentracao
de 90% e posteriormente as concentracoes de 65% e 35%, em partes iguais de

iml. A seguir, a amostra de um mililitro de sémen foi depositada no topo do
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gradiente e centrifugada durante 15 minutos a 2.000rpm. Retiradas as camadas
65% e 35%, acrescentou-se 2ml de meio para lavagem, repetindo-se a
centrifugagdo. Posteriormente retirou-se o sobrenadante e adicionou-se ao

pellet 0,5 a Tml de meio de cultura, dependendo da concentragdo do sémen.

Para o estudo da integridade funcional da membrana do espermatozoide,
realizou-se o teste hiposmético, também chamado de Swelling test, baseado na
técnica descrita por JEYENDRAN et al. (1984), e o teste da agua (LOMEO &

GIAMBERSIO, 1991).

Uma amostra de 100?1 de sémen foi misturada com 1ml de solucao
hipoosmaética (JEYENDRAN et al., 1984) e entdo incubados por 30 minutos a
37?C. Apds a analise de 200 células sob microscépio de contraste de fase
(400x), foram consideradas como positivas (normais) as amostras contendo

pelo menos 60% de células de aspecto balonizado.

Para o teste da agua foram misturados 0,1ml de sémen com 0,4ml de
agua destilada, colocados sobre Iamina e recobertos por laminula, incubados

por cinco minutos a 37?C (LOMEO & GIAMBERSIO, 1991).

Analisaram-se pelo menos cem células, sob microscépio de contraste de
fase, calculando-se a porcentagem de espermatozdéides com a cauda
balonizada. As amostras contendo 60% ou mais células com aspecto

balonizado foram consideradas positivas.
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Para a analise da maturidade do espermatozoide, utilizou-se o teste do
azul de anilina que qualifica os espermatozoides como imaturos ou maduros. A
coloragcao dos espermatozoides pelo azul de anilina pode colocar em evidéncia
a persisténcia ou desaparecimento das proteinas basicas dentro do nucleo, as
quais estdo presentes no espermatozoéide imaturo (TERQUEM & DADOUNE,
1983). Para este estudo, 100?1 de sémen foram lavados e centrifugados por
duas vezes em solucao salina. Apds, uma gota deste material foi distribuida em
lamina e corada segundo a técnica de azul de anilina (TERQUEM &
DADOUNE, 1983). Analisaram-se pelo menos cem células, sob miscroscopio

de contraste de fase, calculando-se a porcentagem de células azuis e brancas.

Apoés a puncdao folicular, cada odécito foi incubado em 0,9ml de meio de
cultura (Ham F-10 + 30% de soro fetal). Um total de 50 a 100 mil espermatozdides,
previamente capacitados, foi acrescentado para cada solugdo contendo um
oocito. Os gametas foram incubados em estufa com atmosfera de CO, a 5%
(Forma Scientific, USA). As células do cumulus oophorus foram removidas 16 a
20 horas apds a inseminacdo, para determinar a presenca do pronucleo
masculino € 0 numero de corpusculos polares. O critério de fertilizagao foi dado
pela presenca de dois pronucleos e posterior surgimento de clivagem

(TROUNSON et al., 1982).
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3.9. PROCESSAMENTO DOS DADOS

ApoOs a coleta das amostras, os dados obtidos foram registrados em uma

ficha prépria, desenvolvida para o estudo (ANEXOS 1 e 2).

3.10. ANALISE DOS DADOS

Foi inicialmente realizada uma analise descritiva, caracterizando-se o
grupo estudado. Em seguida, foram aplicados testes comparativos entre dois
grupos, de acordo com a resposta positiva ou negativa a fertilizagdo. A
associagao entre a porcentagem de espermatozdides normais, progressivos
rapidos, de forma agrupada e a concentragdo de espermatozdides de forma
agrupada com a fertilizacédo foi analisada através dos testes exato de Fisher e

qui-quadrado (AGRESTI, 1990).

A partir das variaveis independentes foi feita a andlise de regressao
logistica univariada, que consiste em estudar cada uma delas separadamente,
com a variavel dependente (presenca ou auséncia de fertilizacdo). Essa analise
€ utilizada nao sé para identificar o quanto cada variavel independente esta
associada com a fertilizacédo individualmente, mas também para uma possivel
selecdo das variaveis que posteriormente seriam analisadas no modelo
multiplo. Em uma segunda etapa foi realizada andlise de regresséao logistica
multipla, a fim de identificar quais variaveis estariam, conjuntamente,
explicando a probabilidade de fertilizacado (HOSMER & LEMESHOW, 1989).

Para isto utilizou-se o processo de selecédo stepwise que consiste em, a cada
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passo, eleger uma variavel independente com maior evidéncia de explanar a
dependente verificando-se, posteriormente, se com a sua inclusdo no modelo

aquelas previamente escolhidas continuavam sendo significantes.

Para discriminar dois grupos quanto a presenca ou auséncia de
fertilizagdo utilizou-se o teste de Wilcoxon para grupos independentes
considerando-se as caracteristicas das amostras estudadas (HOLLANDER &

WOLFE, 1973).

Com o intuito de descrever o potencial de fertilizacdo de certas variaveis
independentes, de interesse neste estudo, foi ajustada a curva ROC (receiver-
operating characteristic). A curva ROC foi usada para descrever o desempenho
de um teste em um espectro de pontos de corte. Mostra o contrabalanco entre
a sensibilidade e a especificidade de um teste e pode, assim, ser usada para
auxiliar na decisdo de qual é o melhor ponto de corte para a variavel
independente em questdo (THOMPSON & ZUCCHINI, 1989). Baseado neste
ponto, estimou-se a razdo de verossmilhanga como um odds representando
quantas vezes é maior a chance de fertilizar sobre nao fertilizar, dado que a
variavel em questao representa uma mensuragdao maior ou igual ao ponto de

corte estimado.

3.11. ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi realizado a partir de amostras de gametas

analisadas de rotina no Laboratério de Genética da Reproducado do
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CAISM/UNICAMP, sendo parte integrante do diagndstico de fertilidade e do
processo de fertilizagédo in vitro. Foi mantido o anonimato, fora do laboratério,
dos resultados de cada amostra, respeitando-se a DECLARACAO DE

HELSINKI I (1990).
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4. Resultados

Foram avaliados 98 amostras seminais e 678 odcitos durante os
procedimentos de Fertilizacdo in vitro (FIV) realizados no Laboratério de
Genética da Reproducdo do CAISM/UNICAMP. Neste estudo, para cada
variavel analisada, foi calculado o valor médio e o erro-padrdo. A idade média

das mulheres foi de 32,8 ? 3,8 anos e a dos homens, 33,9 ? 5,3 anos.

O tempo médio de abstinéncia sexual, prévio “a coleta do sémen, foi de 3,8
? 2,3 dias. No total de amostras analisadas, a concentracdo dos espermatozoides
por mililitro de sémen apresentou um valor médio de 108,6 ? 11,5 e um
percentual médio de espermatozoides progressivos rapidos de 27,4 ? 1,34. A

concentragdo média de leucdcitos, por mililitro de sémen, foi de 0,4 ? 1,2.

O teste da maturidade espermatica foi realizado em 39 amostras e
apresentou um percentual médio de 25,6 ? 24,3 de espermatozdides imaturos
e 74,7 ? 24,4 de espermatozdides maduros. A TABELA 1 mostra a andlise

descritiva de algumas caracteristicas do sémen.
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TABELA 1- ANALISE DESCRITIVA DE DETERMINADAS CARACTERISTICAS

DAS AMOSTRAS DE SEMEN
Variavel n Média Erro-padrao Variacao Mediana
Volume 98 3,0 0,16 0-12 2,8
Concentr 98 108,6 11,5 0,7 -785 80
% mot_A 98 27,4 1,34 0-60 30
% mot_B 98 22,6 0,91 0-50 20
% mot_C 98 11,7 0,48 0-30 10
% Vvivos 92 67,4 1,32 30-92 70
% normais 87 33,9 2,08 8-75 28

Em 71 amostras de sémen foi realizado o teste de integridade da
membrana espermatica (hiposmético), obtendo-se um valor percentual médio
de 71,0 ? 12,3. O teste da agua, que também avalia a integridade da
membrana espermatica, foi realizado em 36 amostras e apresentou um valor

percentual médio de 64,9 ? 12,3.

Apods a capacitacdo do sémen, utilizando-se a técnica de Percoll, ndo foi
possivel recuperar espermatozéides em duas amostras. As outras 96 amostras
apresentaram um valor médio da concentracao de espermatozéides por mililitro
de sémen compativel com 22,3 ? 2,38 milhées/ml, sendo um valor minimo de
0,1 e maximo de 105 milhdes. A média da porcentagem de espermatozoides

recuperados do grau A (progressivos rapidos) foi de 90,0 ? 22,2.
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A TABELA 2 mostra o numero médio de évulos que, apds classificados,
foram considerados aptos a fecundar e também a quantidade média de
espermatozoéides com que foi inseminado cada odcito, durante o processo de
fertilizacdo in vitro. Neste estudo, a quantidade media de microlitros utilizados

por odcito foi de 52,3 ? 6,78 (minimo de 5 e maximo de 400).

TABELA2- ANALISE DESCRITIVA DO NUMERO MEDIO DE OVULOS E
ESPERMATOZOIDES INSEMINADOS DURANTE A FIV

Variavel n Média Erro-padrao Variacao Mediana

Ovulos 98 6,9 0,44 1-22 6

Ne spz/odcito 94  428.244 37.300 20.000 - 2.000.000 300.000

Das 98 amostras de sémen incluidas no estudo, 29 nao fertilizaram
nenhum odcito (grupo I) e 69 amostras foram capazes de fertilizar pelo menos

um odocito (grupo ).

As TABELAS 3 e 4 mostram a analise descritiva das variaveis
estudadas, considerando o grupo que nao fertilizou e aquele que fertilizou,
respectivamente. A idade média das mulheres que nao obtiveram fertilizagao
foi de : 33,5 ? 3,3 anos e a dos homens 34,9 ? 4,4 anos e, nos casais em que
pelo menos um odcito foi fertilizado, a idade média das mulheres foi de 32,5 ?

3,9 anos e dos homens 33,4 ? 5,6 anos. O tempo médio de abstinéncia sexual
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(dias) no grupo que néo fertilizou foi de 3,9 ? 2,2 e no grupo que fertilizou, 3,7 ?

2,3. O nimero médio de 6vulos no grupo | foi de 4,2 ? 3,4 e no grupo Il, 8 ? 4,4.

TABELA 3- ANALISE DAS VARIéVEIS ESTUDADAS NO GRUPO QUE NAO
OBTEVE FERTILIZACAO

Variavel n Média Erro-padrao Variacao Mediana
Concentr 29 68,4 11,01 0,7 -190 50
% mot_A 29 20 2,15 0 -40 20
% Vvivos 26 64 2,55 34 -85 65
% normais 23 28,1 3,96 8 -68 20
% imaturos 12 37,7 8,72 1 -85 31
% maduros 12 62,2 8,72 15 -99 69
% spz MI 24 68,67 2,76 30 -90 71
Conc. Rec. 28 12,9 3,78 0,1 -100 6
% rec_A 26 80,5 6,20 2 -100 100
Ovulos 29 4,24 0,64 1-14 3
ul/o6cito 29 87,9 16,04 5 -400 50

n° spz/oocito 28  471.250 89.820 20.000 -2.000.000 300.000

TABELA 4 - ANALISE DAS VARIAVEIS ESTUDADAS NO GRUPO QUE OBTEVE

FERTILIZACAO
Variavel n Média Erro-padrao Variacao Mediana
Concentr 69 125,5 15,21 9 -785 93
% mot_A 69 30,4 1,54 10 -60 30
% Vvivos 66 68,8 1,54 30 -92 70
% normais 64 36,0 2,41 10 - 75 29,5
% imaturos 27 20,2 3,73 1 -77 13
% maduros 27 80,2 3,77 23 -99 87
% spz Ml 47 72,14 1,70 10 -90 72
Conc. Rec. 68 26,1 2,86 3 -105 20
% rec_A 66 93,8 1,96 0 -100 100
Ovulos 69 8,04 0,52 1 -22 8
ul/o6cito 67 36,9 5,97 5 -200 10

n® spz/o6cito 66  410.000 37.410 30.000 -2.000.000 300.000
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Posteriormente foram feitos testes comparativos para avaliar uma
possivel diferenca entre o grupo que fertilizou (grupo I) e aquele que nao
fertilizou (grupo 1l), considerando as seguintes variaveis: Concentracao
espermatica inicial; % de espermatozdides moéveis do grau A; % de
espermatozoides vivos; % de espermatozdides normais; % de espermatozdéides
maduros; % de espermatozdides com membrana integra; numero de évulos
maduros; concentracdo de espermatozoides recuperados; numero de
microlitros utilizados na inseminagdo do odcito; numero de espermatozoides
inseminados por odcito. Neste estudo foi utilizado o teste de Wilcoxon para

grupos independentes (TABELA 5).

TABELAS - COMPAFEA(}AO DE ALGUMAS ~VARIAVEIS QUANTO A PRESENCA
OU AUSENCIA DE FERTILIZACAO

Variavel Fertilizacao o(*)
Nao Sim

Concentr 68,4 125,5 0,0074
% mot-A 20,0 30,4 0,0008
% Vivos 64,0 68,8 n.s.
% normais 28,1 36,0 0,0375
% maduros 62,2 80,2 n.s.
% spz Ml 68,67 72,14 n.s.
Ovulos 4.2 8,0 0,0001
Conc. Rec. 12,9 26,1 0,0003
?l/06citos 87,9 36,9 0,0001
n® spz/oécito 471.250 405.454 n.s.

n.s. : ndo significativo
(*) Teste de Wilcoxon para amostras independentes
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Logo foi realizada a Analise de Regressao Logistica para verificar quais
variaveis tinham influéncia na probabilidade de fertilizar. Primeiramente, foi feita
a andlise univariada, que consiste em estudar cada uma delas separadamente

com a variavel dependente fertilizagéo in vitro (TABELA 6).

TABELAG - INFLUENCIA~ DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES, SOBRE A
FERTILIZACAO in vitro, DE ACORDO COM A ANALISE UNIVARIADA

Parametro Coeficiente  Erro-padrao X2 p
Volume 0,1432 0,1522 0.8854 n.s.
Concentr. 0,0092 0,0039 5.5423 0,0186
% mot_A 0,0709 0,0213 11.1124 0,0009
% mot_B -0,0200 0,0247 0.6585 n.s.
% mot_C 0,0006 0,0467 0.0002 n.s.
% Vivos 0,0294 0,0181 2.6292 0,1049
% normais 0,0238 0,0144 2.7344 0,0982
% maduros 0,0301 0,0151 3.9899 0,0458
% spz MI ST 0,0225 0,0206 1.1970 n.s.
% spz MI A 0,0029 0,0301 0.0094 n.s.
Ovulos 0,2915 0,0796 13.3985 0,0003
Conc. Rec. 0,0385 0,0163 5.5569 0,0184
% rec_A 0,0248 0,0106 5.4796 0,0192
?1/06cito -0,0124 0,0040 9.1983 0,0024
n® spz/odcito 0,0000 0,0000 0.5577 n.s.

n.s.: ndo significativo

Com o objetivo de avaliar determinadas variaveis independentes de
forma agrupada, baseando-se em dados da literatura, foi ainda avaliado se
existia associacdo entre algumas varidveis agrupadas e a fertilizacdo. As
varidveis estudadas em agrupamento foram: % normais; % mot_ A e

Concentracao de espermatozoides (TABELAS 7, 8 e 9).
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TABELA 7 - ASSOCIAGAO ENTRE A PORCENTAGEM DE ESF:ERMATOZOII?ES
NORMAIS, DE FORMA AGRUPADA, E A FERTILIZACAO (SIM OU NAO)

Fertilizacao ilizaca
TS, ¢ Taxa fertilizacao
Nao Sim (%)
5a14 6 3 33
> 14 17 61 78

Teste Exato de Fisher - (p-value = 0,0092)

TABELA 8- ASSOCIACAO ENTRE A PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES
PROGRESSIVOS RAPIDOS, DE FORMA AGRUPADA, E A
FERTILIZACAO (SIM OU NAO)

Fertilizacao ilizaca
% mot_A ¢ Taxa fe:tlllzagao
Nao Sim (%)
0a30 19 24 55,8
> 30 10 45 81,8

X° - (p-value = 0,005)

TABELA 9 - ASSOCIAGAO ENTRE A CONCENTRAQAQ DE ESPERMATOZ()IDES,
DE FORMA AGRUPADA, E A FERTILIZACAO (SIM OU NAO)

Fertilizacao T
Concentr ¢ Taxa fe:tlllzagao
Nao Sim (%)

Teste Exato de Fisher - (p-value = 0,000)
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A partir dos resultados da analise univariada, as variaveis analisadas
que apresentaram p-value < 0,1 foram consideradas para entrar na andlise
multivariada, e foram as seguintes: Concentracao inicial de espermatozoéides;
porcentagem de espermatozoides do grau A; porcentagem de espermatozoides
vivos; porcentagem de espermatozdéides normais; porcentagem de
espermatozoéides maduros; numero de 6vulos maduros; numero de microlitros
inseminados por odcito; concentracdo de espermatozdides recuperados e

porcentagem de espermatozdides recuperados do grau A.

Foi de interesse neste estudo avaliar o comportamento das variaveis:
porcentagem de espermatozdéides maduros e porcentagem de
espermatozoéides imaturos, apesar de ndo terem sido consideradas no modelo

multiplo devido ao numero reduzido de casos.

Na andlise univariada, da regressao logistica, obteve-se que o parametro
estimado para porcentagem de espermatozdides imaturos foi significativamente
diferente de zero, indicando uma relacédo inversa quanto a possibilidade de
fertilizacdo e a porcentagem de espermatozoides maduros foi também

significativa como fator preditor de fertilizacdo (TABELA 10).
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TABELA 10 - RESULTADO DA  ANALISE UNIVARIADA  CONSIDERANDO
PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES IMATUROS E MADUROS

Variavel Coeficiente p
% imaturos -0,0298 0,0488
% maduros 0,0301 0,0458

Foi feita uma analise posterior, considerando um modelo multiplo, onde
todas as varidveis que apresentaram pelo menos um dos parametros
sugestivos a entrar no modelo (p< 0,1) foram incluidas. A TABELA 11
apresenta o melhor modelo de ajuste, segundo o processo stepwise, para 0

conjunto de dados estudados.

TABELA 11 - VARIAVEIS  ASSOCIADAS ~A FEBTILIZAQAO SEGUNDO
RESULTADO DA REGRESSAO LOGISTICA POR SELECAO

STEPWISE
Parametro Coeficiente = Erro-padrao X2 p
média geral -2,1823 0,8882 6,0376 0,0140
% mot_A 0,0668 0,0273 5,9933 0,0144
Ovulos 0,2404 0,0859 7,8349 0,0051
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Com base nos parametros acima, obteve-se uma férmula para estimar a

probabilidade ?(X) de fertilizar baseando-se na porcentagem de

espermatozoides progressivos rapidos e numero de évulos maduros.

exp [(-2,1823) + 0,0668 x % mot A + 0,2404 x Ovulos]

?2(x) =
1 +exp[(-2,1823) + 0,0668 x % mot_A + 0,2404 x Ovulos]

Posteriormente, através da curva ROC (Figura 12), estimou-se a area sob a
curva como uma medida do potencial da porcentagem de espermatozéides
progressivos rapidos (% mot_A), em discriminar casos onde se verificou
presencga ou auséncia de fertillizagdo. Obteve-se um valor de 72,2% para esta

medida.

Segundo a OMS uma amostra de sémen considerada normal deve
apresentar um valor superior a 30% de espermatozéides do grau A. Com base
nesta informagédo e em dados da curva ROC, concluiu-se que o ponto de corte
para porcentagem de espermatozédides com motilidade do grau A, foi: ?30/<30,
cujos valores de sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, de

65,2% € 65,5%.

Baseado nestes valores, estima-se que o0 odds de ocorrer a fertilizagao,
dado que a porcentagem de espermatozoides moveis do grau A é superior a 30%

é de 1,89, ou seja, as chances de fertilizar nesta circunstancia é quase o dobro.
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Figura 12. Curva ROC
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5. Discussao

Neste estudo, avaliou-se a influéncia de algumas caracteristicas do
sémen e oolcitos sobre a fertilizacdo in vitro, durante um programa de FIV.
Concluida a anélise de regressao logistica, constatamos que a caracteristica
espermatica de maior influéncia na fertilizacao do oécito in vitro foi a motilidade
grau A, sendo que a taxa de fertilizagdo melhorou consideravelmente (81,8%
de odcitos fertilizados) quando a motilidade espermatica do grau A foi superior
a 30%. Um estudo realizado por MAHADEVAN & TROUNSOUN (1984)
demonstrou que a fertilizacao falhou quando a motilidade espermaética inicial foi
inferior a 20%, concluindo que a motilidade espermatica e a porcentagem de
espermatozéides normais estdo associadas ao sucesso da FIV. Também
EDWARDS, FISHEL, PURDY (1983) consideraram a motilidade espermatica
inicial inferior a 10% como fator indicador de falha na FIV. Em alguns trabalhos,
a motilidade foi discretamente relacionada com a fertilizagdo in vivo,
encontrando-se algum valor preditivo somente quando as concentracoes

espermaticas foram inferiores a 5 x 10%/ml (ZAINI, JENNINGS, BAKER, 1985).
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Estudos posteriores evidenciaram que a porcentagem de espermatozoides
mdveis mostrou-se fracamente relacionada as taxas de fertilizacdo, quando
outros parametros, como a morfologia, foram incluidos (LIU et al., 1988; LIU &

BAKER, 1988; LIU et al., 1989a).

Quando avaliamos o teste de integridade funcional da membrana
plasmatica, ndo se observou influéncia significativa sobre a taxa de fertilizagao
in vitro, de acordo com a andlise univariada da regressao logistica.
JEYENDRAN et al. (1984), consideraram o teste hiposmoético um simples e Util
teste para avaliar a funcao espermatica. Entretanto, outros estudos nao
encontraram correlacao significativa entre este teste e aquele que se refere a
penetracdo de odécito de hamster (YANAGIMACHI, YANAGIMACHI, ROGERS,
1976), realizados em amostras de sémen de um grande numero de homens
férteis e nao-férteis (CHAN et al., 1985). Algumas publicagcbes mostraram que
os resultados do teste hiposmotico correlacionaram-se fortemente com a
fertilizacdo in vitro e as taxas de gravidez (CHECK et al., 1989). Estudo
realizados por outros autores (BARRAT et al., 1989; CHAN et al., 1990)
concluiram que o teste hiposmético ndo teve valor prognéstico na taxa de
fertilizacdo in vitro. Os resultados do teste hiposmético estdo correlacionados
com a concentragao espermatica, motilidade, morfologia normal e, particularmente,
com a vitalidade, porém ndo se encontrou correlagdo significativa com a
fertilizagdo in vitro quando outros testes espermaticos, como a morfologia,

foram incluidos na analise de regressao logistica (LIU et al., 1988).
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O teste da agua (LOMEO & GIAMBERSIO, 1991), que também avalia a
integridade funcional da membrana plasmatica, apresentou, neste estudo,

resultado semelhante ao teste tradicional descrito por JEYENDRAN et al., (1984).

Ao analisarmos a maturidade espermatica, através do teste de azul de
anilina (TERQUEM & DADOUNE, 1983), observamos uma predominancia de
espermatozoéides maduros. Sabe-se que a porcentagem de espermatozéides
imaturos € significativamente mais alta em uma populagcdo espermatica
anormal. Entretanto, 20% dos espermatozoéides morfologicamente normais
podem ser parcialmente ou totalmente corados pelo azul de anilina
(DADOUNE, MAYAUX, GUILHARD-MOSCATO, 1988). Sabe-se, ainda, que a
amostra de sémen com motilidade alterada contém maior numero de
espermatozoéides com nucleo imaturo, fortemente corados com azul de anilina

(COLLEU et al., 1988).

Quando comparamos a variavel maturidade quanto a presenga ou
auséncia de fertilizacdo, a mesma nao se mostrou significativa, talvez devido ao
namero reduzido de casos, ja que, quando utilizamos a andlise univariada da
regressao logistica, observamos que a porcentagem de espermatozoides
imaturos e maduros foram significativas, sendo a primeira como fator de risco

e, a segunda, como fator protetor na fertilizagéo.

As 96 amostras tratadas com a técnica de Percoll (GUERIN et al, 1989),.
apresentaram uma porcentagem média de espermatozdides recuperados do

grau A, considerados progressivos rapidos, de 90% ? 22,2. Quando estudamos
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esta variavel, através da analise univariada, encontramos um valor significativo
de influéncia na FIV. Este dado reforca a importédncia da qualidade da
motilidade espermatica sobre o resultado da fertilizacao in vitro. Cabe, ainda,
salientar que as caracteristicas do movimento celular, pés-migragéo ascendente ou
descendente, estdo diretamente relacionadas a qualidade de movimento

apresentada pelo espermatozdide, previamente presente no liquido seminal.

Das 98 amostras estudadas, 29 néo fertilizaram nenhum oécito e 69
foram capazes de fertilizar pelo menos um dos odcitos. Embora 60% a 80%
dos odcitos fertilizem, 10% a 25% dos casais apresentam baixa (<20%) ou
nenhuma taxa de fertilizagdo (LIU & BARKER, 1994b). Ainda segundo estes
autores (LIU & BAKER, 1994a;b), defeitos no évulo ndo parece ser uma causa
comum de baixa fertilizacdo persistente. Na grande maioria dos casos com
baixa fertilizagdo (menos de 20% de Ovulos maduros fertilizados), as causas
sd0 oligozoospermia severa, astenozoospermia, teratozoospermia ou cromossoma
anormal associado a pouco ou henhum espermatozéide na zona pelucida (LIU
& BAKER, 1992b ; FRANKEN et al., 1990). Entretanto, nos outros 25% dos
pacientes, as causas nao sao tdo oObvias. Um estudo deste grupo mostrou
anormalidades na interacdo dos gametas. O disturbio pode ocorrer durante a
penetragcdo na zona pelucida, por um defeito, ou pelo ndo desencadeamento
da reacdo acrossdmica e também por uma morfologia alterada ou defeito no
DNA da célula espermatica (LIU & BAKER, 1992a). A penetracdo do
espermatozodide na zona pelucida esta fortemente relacionada com a taxa de

FIV em pacientes sem defeitos na morfologia espermatica e no nimero de
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espermatozoides presentes na zona pelucida. Nos casos onde houver varios
espermatozoides sobre a zona pellcida, a falha na fertilizagdo pode ocorrer
devido a alteragcbes na morfologia celular ou no DNA da célula (LIU & BAKER,

1994a:b).

Quando comparamos as variaveis envolvidas no processo de fertilizagao
in vitro quanto a presenga ou auséncia de fertilizacdo, encontramos uma
diferenga significativa na concentragdo inicial dos espermatozoides, na
porcentagem de espermatozéides mdveis do grau A; na porcentagem de
espermatozoéides normais; no numero de évulos maduros; na concentragéo de
espermatozéides recuperados pés-Percoll (GUERIN et al, 1989) e no nimero

de microlitros inseminados por odcito.

Considera-se, ha véarios anos, que a concentracdo de espermatozoides
no ejaculado esta relacionada a fertilidade masculina. A correlacdo do
espermatozoéide com a fertilidade foi originalmente apresentada em um artigo
de MacLEOD & GOLD em 1951. Embora haja grandes variagbes deste
parametro, entre ejaculados de um mesmo homem (MALLIDIS, HOWARD,
BAKER, 1991), um grande numero de homens inférteis tem concentragao
espermatica inferior (<20x10%ml) & concentracdo espermatica de homens
férteis (SILBER, 1989). De acordo com a WHO (1987), homens com
concentracdo espermatica inferior a 20x10%/ml sdo considerados subférteis. Por
outro lado, tém ocorrido gravidezes com concentracbes espermaticas muito
baixas (<1x106/ml) em casais subférteis (BOSTOFTE, SERUP, REBBE, 1982)

durante tratamento por deficiéncia de gonadotrofina (BURGER & BAKER,
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1984), durante a contracep¢do masculina (BARFIELD et al., 1979) e apds

vasectomia, previamente ao desaparecimento dos espermatozoides do sémen.

O estudo de SCHOYSMAN & GERRIS (1982) acompanhou homens
oligospérmicos, cujas parceiras eram normais, por um periodo de 12 anos e
observou que 3,9% dos casais cujos homens tinham concentracao espermatica
entre 0,1 a 1x10%ml conceberam em cinco anos, e 8,7% deles, em 12 anos.
Aproximadamente 12% dos casais cujos homens possuiam concentracao
espermatica entre 1 a 5x10%ml tiveram seu filho em cinco anos e 26% em 12
anos. Os mesmos autores (SCHOYSMAN & GERRIS 1983), constataram que
as porcentagens de homens com média de concentracdo espermatica menor
ou igual a 5,10,15 e 20 milhées/ml, cujas parceiras tinham concebido dentro de
cinco anos, foram, respectivamente, 11%, 22%, 45% e 67%. Baseando-se
nestes dados, pode-se deduzir que se a mulher é feértil, a gravidez podera
ocorrer, com o passar do tempo, mesmo em casos de concentragdo espermatica
muito baixa. Muitos outros estudos similares sobre a relagdo entre a
concentragdo espermatica e a fertilidade masculina estdo resumidos em uma

revisao feita por SILBER (1989).

Segundo essa revisdo, baixas concentragdes espermaticas estdo
associadas com baixa fertilidade, mas o valor preditivo da concentracdo de
espermatozoides na fertilidade masculina ndo é muito preciso, pois alguns
homens com uma concentragdo espermatica reduzida podem engravidar sua
parceira, e outros, com alta concentracdo espermatica, ndo sao capazes

(SILBER, 1989).
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Publicagbes de MAHADEVAN & TROUNSON (1984) e ACOSTA et al.
(1989), demonstraram que a fertilizacédo in vitro tem sido efetiva nos casos de

oligoastenospermia ndo associada a teratospermia ou astenospermia.

A concentracdao espermatica no meio utilizado para a inseminagao do
oocito foi relacionada com o numero de espermatozéides na zona pelucida e
com a taxa de fertilizagcéo in vitro. Por outro lado, a concentracdo espermatica
no sémen ndo apresentou valor preditivo para taxa de fertilizacdo in vitro
quando outras caracteristicas espermaticas, tais como a morfologia, foram
consideradas (LIU et al.,, 1988). Também neste estudo a concentracao
espermatica no sémen ndo mostrou influéncia na taxa de fertilizagdo in vitro
quando a vitalidade foi considerada. Quando estudamos a influéncia da
concentragcdo de espermatozdides inseminados por odcito, na analise
univariada da regressao logistica, ndo encontramos influéncia desta variavel na
probabilidade de fertilizar. E ainda, quando avaliamos a concentracao de
espermatozoides de forma agrupada (0 a 20 ou > 20), encontramos uma
significativa diferenca nas taxas de fertilizagdo in vitro dos dois grupos, sendo

16,7% e 77,98% respectivamente.

A importéncia da morfologia espermatica no diagnostico da infertilidade
masculina tem sido discutida por AITKEN et al., (1995); BARRAT (1995)
OEHNINGER & KRUGER (1995) e SEIBEL & ZILBERSTEIN (1995); em recentes
publicagdes. Considera-se a morfologia espermatica uma caracteristica de

grande valor no diagnostico da fertilidade masculina.
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A investigacéo clinica da relagdo entre a qualidade do sémen e as taxas
de gravidez em um grande grupo de casais subférteis indicou que a morfologia
espermatica avaliada pelo método tradicional ndo apresentou valor preditivo
significativo para a fertilidade (BAKER et al., 1985; ZAINI et al., 1985;). Estudos
utilizando odcitos de hamster sugerem que espermatozéides com morfologia
anormal tém reduzida habilidade para fertilizar quando comparados aqueles

morfologicamente normais (ROGERS et al., 1983, KRUGER et al, 1988b).

LIU & BAKER (1992a) relataram que a maioria (80% a 100%) dos
espermatozoides ligados a zona pelucida tinham morfologia normal, o que
caracteriza a zona pelucida como altamente seletiva, ligando-se apenas a
espermatozéides com morfologia normal. Foi ainda demonstrado que
espermatozoéides com morfologia anormal sdo duas vezes mais freqlentes em
subpopulacdo de espermatozdides imdveis que naquela com espermatozéides
méveis (MAKLER, 1988). Isto é concordante com estudos relatando que
espermatozoides moveis selecionados apos técnicas de swim-up ou Percoll
tém, significativamente, melhor morfologia que espermatozoides no sémen original
(POUSSETTE et al., 1986; Le LANNOU & BLANCHARD, 1988). KATZ, DIEL,
OVERSTREET (1982) publicaram que o espermatozdide morfologicamente
normal locomove-se com mais rapidez, em trajetéria retilinea, e com alta
freqléncia de batimento flagelar, quando comparado ao espermatozoéide anormal.
Foi também constatado que a velocidade do espermatozdide normal,
penetrando no muco cervical, € superior a do espermatozéide anormal (KATZ

et al., 1990).

70 Discusséo



A morfologia espermatica, como parte integral da avaliagdo basica do
sémen, tem sido util na condugdo dos casos severos ou moderados de
infertilidade masculina. Isto vem sendo claramente demonstrado tanto em
procedimentos de FIV como GIFT (KRUGER et al., 1988a; HINTING et al.,

1990; MENKVELD et al., 1990; ENGINSU et al., 1991; GROW et al., 1994).

Considera-se a morfologia espermatica como um dos mais significativos
métodos preditores da taxa de fertilizacao in vitro (JEULIN et al., 1986; LIU et

al., 1988; LIU & BAKER, 1988; LIU et al., 1989a;b).

A morfologia espermatica, avaliada pelos critérios da OMS (WHO, 1987),
mostrou um valor preditivo limitado nos resultados de FIV (KRUGER et al.,
1988a; OEHNINGER et al., 1988; MENKVELD, et al., 1990; ENGINSU et al.,
1991). Observacgdes feitas por KRUGER et al.(1986; 1988a), sugeriram que a
morfologia espermatica, avaliada pelo critério estrito que considera como
normais os espermatozéides com forma oval (MENKVELD et al., 1990), é o
melhor parametro para predizer a capacidade fertilizante, in vitro, de um

espermatozéide.

Amostras de sémen contendo um valor inferior a 14% de formas normais
sdo considerados subférteis e aquelas contendo < 5% sao consideradas
severamente alteradas (KRUGER et al, 1993). Outros laboratérios tém
desenvolvido diferentes critérios para a avaliacdo da morfologia espermatica,
chegando sempre a conclusdes similares (HINTING et al., 1990; ENGINSU et

al., 1991). Recentes estudos concordaram que a morfologia espermatica
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testada de acordo com o critério estrito (MENKVELD et al., 1990), que é um
método relativamente simples e barato, proporciona informag¢dées semelhantes
aquelas obtidas através de outros testes mais complexos (FRANKEN et al,
1990; OEHNINGER et al., 1992) sendo também preditora dos resultados das
taxas de gravidez in vitro ou in vivo (ENGINSU et al., 1991; KOBAYASHI et al.,

1991; GROW et al., 1994).

Com o aperfeicoamento do método para avaliar a morfologia espermatica,
homens com mais de 30% de espermatozdides morfologicamente normais
raramente terdo completa falha na fertilizagcdo in vitro (LIU et al., 1989a).
Também um recente estudo realizado por GROW et al. (1994) mostrou
significativa reducdo no potencial de fertilizagdo no grupo de pacientes com

formas normais inferiores ou iguais a 4%.

Neste estudo, quando avaliamos a importancia da morfologia espermatica
na probabilidade de fertilizar, também encontramos um valor significativo.
Posteriormente, quando avaliamos a morfologia (porcentagens normais), de
forma agrupada (5% a 14% e ? 14%), observamos uma diferenga significativa
na taxa de fertilizacdo entre os dois grupos, sendo que, quando a porcentagem
de espermatozoéides normais foi ? 14%, a taxa de fertilizacdo foi de 78% e,

quando variou entre 5% e 14%, a taxa de fertilizacdo correspondeu a 33%.

Segundo OEHNINGER et al. (1988), em pacientes com teratospermia
severa um aumento da concentragcdo espermatica no momento da FIV

proporcionara uma maior taxa de fertilizacdo, sem aumentar o risco de
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polispermia. Portanto, nestes casos, os centros de FIV podem recorrer a um
aumento da concentragdo de espermatozoéides moéveis de 0,3 a 1,0 x10%ml,
sempre que possivel (GROW et al., 1994), caso ndo possam utilizar a técnica

de injecao intracitoplasmatica.

Devemos considerar algumas limitagdes durante a realizacao deste
trabalho, principalmente no que diz respeito a analise subjetiva, tanto da
morfologia quanto da motilidade espermatica. Reconhece-se que o método
manual ou subjetivo de avaliacao, principalmente da motilidade, esta sujeito a
erros, também porque ndo se pode precisar caracteristicas detalhadas do

movimento espermatico.

Atualmente, técnicas objetivas tém sido desenvolvidas para avaliar a
motilidade espermatica. Sistemas de computadores como o Cellsoft (Cryo
Resources Ltd., New York, NY) e Hamilton-Thorn HTM-2030 Motility Analyser
(HTMA) para analise espermatica computadorizada proporcionam uma
avaliacdo objetiva, permitindo a medida de caracteristicas do movimento
espermatico, como velocidades espermaticas, velocidade curvilinea (VCL);
velocidade retilinea (VSL), e média de velocidade, amplitude de batimento

lateral da cabecga (ALH) e frequéncia de batimento da cauda.

Alguns estudos, servindo-se de técnicas antigas como o tempo de
exposicdo a fotomicrografia, publicaram que a VCL, progressao linear e ALH,
sdo Uteis indicadores de infertiidade masculina (AITKEN, et al., 1982a,b).

Similarmente, HOLT, MOORE , HILLIER (1985) publicaram que a VCL do
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sémen ejaculado, medida através de um sistema de analise de imagens, semi-
automatico, foi altamente correlacionado com a taxa de FIV. Também, CHAN et
al. (1989) demonstraram que a VCL, em espermatozdides apods swim-up,
medida com o auxilio do Cellsoft, foi um til preditor da taxa de FIV. JEULIN et
al.(1986) mostraram que a ALH de espermatozdides méveis, selecionados
através da técnica de swim-up, correlacionou-se com os resultados de FIV. LIU,
CLARKE, BAKER (1991) estudaram a relacdo entre a motilidade objetiva do
espermatozéide no sémen e em meio de inseminagdo, medidas com o
analisador de motilidade Hamilton-Thorn (HTM - 2030) e as taxas de FIV em
108 pacientes. Linearidade (VSL/VCL) e o VSL foram os pardmetros mais
significativamente correlacionados com a taxa de FIV através da analise de
regressao logistica. Muitas outras caracteristicas, como a ALH, ndo foram
significativas. Portanto, o sistema de andlise computadorizado é um meétodo
pratico e objetivo de avaliacdo da velocidade e das caracteristicas de
movimento do espermatozéide. Entretanto, futuros estudos serdo necessarios
para definir as caracteristicas de movimento espermatico que serdo de maior

utilidade clinica.

Concordando com os resultados deste estudo, esta claro que uma das
mais importantes caracteristicas do espermatozéide humano é sua capacidade
de movimento. Ele precisa deste movimento para penetrar no muco cervical e
migrar através do trato genital até o local da fertilizagdo. Em seguida, necessita
da motilidade para penetrar no cumulus e na zona pelucida do odcito. Amostras

de sémen com motilidade inferior a 50%, ou motilidade progressiva inferior a
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25%, sao tradicionalmente classificados como astenospérmicos e considerados
subférteis (WHO, 1987). Amostras de sémen com imotilidade espermatica
completa, como na Sindrome de Kartagener, sdo consideradas estéreis,
poréem, esta € uma causa rara de infertilidade masculina (AITKEN, ROSS

LEES, 1983).

Como a andlise seminal de rotina tem um valor clinico limitado, varios
outros testes de avaliagdo espermatica foram desenvolvidos recentemente.
Embora alguns destes testes possam sugerir um maior potencial de fertilizagéo,

nao esta ainda claro que sejam uteis clinicamente.

A selecao de grupos de critérios diagnoésticos para predizer a incidéncia
de gravidez espontanea ou taxas de sucesso de FIV foi feita por AITKEN,
IRVINE, WU, 1991; LIU & BAKER, 1992b; BAKER, 1994. Os métodos de
analise de regressdao multipla continuam sendo aperfeicoados e sua eficacia
analisada prospectivamente. Estes resultados tém sido Uteis e benéficos,
indicando a probabilidade de uma gravidez ocorrer dentro de um tempo
especifico. Por exemplo, um casal jovem, com uma curta duragdo de
infertilidade e uma oligozoospermia moderada, podera continuar tentando a
gravidez natural por mais um ano antes de considerar a necessidade de FIV, ja
que eles tém chance de 50% de conceber naquele ano. Em contraste, um outro
casal, com teratospermia mista severa (> de 95% de anormais) pode ser
aconselhado a submeter-se a técnica de injecao intracitoplasmatica, devido ao
alto risco de falha na fertilizagdo em FIV tradicional e baixa chance de

concepcgao natural, devido a longa duracao da infertilidade (BAKER, 1994).
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A acuracia com que a infertilidade masculina pode ser diagnosticada
sera também confundida pela baixa reprodutibilidade inerente a muitos dos testes
diagndsticos usados de rotina pela variabilidade da qualidade espermatica,
devido a fatores transitérios, como a abstinéncia, doenca febril e estresse.
Entretanto, é pouco racional esperar por um teste ou testes que indicardo, com
absoluta certeza, que um homem seja fértil. Porém, freqiientemente & possivel
dar uma indicacdo de infertilidade relativa e, em algumas situacdes, indicar
métodos racionais de tratamento. Nesse contexto, os modernos laboratérios de
andrologia tém um importante papel a desempenhar na avaliagdo clinica da

infertilidade.

A maioria dos homens que se consulta por infertilidade tem anomalias
na qualidade espermatica de severidade variada e etiologia pobremente
entendida, ficando sem tratamento. Realmente, os dados gerados pela OMS
(COMHAIRE et al., 1987) sobre 7.273 casais investigados em 33 centros,
revelaram que a maioria das condi¢cdes detectadas apresentava etiologia
desconhecida. A alteracdo mais encontrada foi: disturbios na qualidade
espermatica, incluindo oligoastenospermia ou teratospermia idiopaticas.
Enquanto estas condi¢cdes sdo freqliientemente encontradas nos homens
inférteis, precisa ser enfatizado que termos como oligozoospermia sao
categorias descritivas, ndo diagnésticos. Na auséncia de patologia definida, o
principio definidor destas categorias é essencialmente arbitrario e as
classificagcdes geradas sustentam poucas implicacdes terapéuticas. Embora tenha

sido demonstrado que a fertilidade declina de acordo com baixa concentracao
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espermatica ou pobre morfologia, estes critérios ndo definem uma patologia
especifica. Entdo, enquanto estes parametros ndo forem completamente
estabelecidos, utilizaremos principios arbitrarios de normalidade. Por exemplo,
falha completa de fertilizacao in vitro foi associada com baixo nivel de adeséo

na zona pelucida (LIU & BAKER, 1992b).

O conceito filoséfico atual € que a fertilidade masculina seja definida
baseando-se na concentracdo de espermatozdéides médveis e morfologicamente
normais. Entretanto, a experiéncia clinica revela que n&o € o numero absoluto
de espermatozoéides que prediz a fertilidade, mas, sim, a sua competéncia
funcional. Como resultado, testes in vitro continuam sendo desenvolvidos para
avaliar a competéncia funcional destas células e predizer a capacidade

fertilizante do espermatozoide humano com razodvel acurécia.
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6. Concdlusoes

1. As variaveis espermaticas que influenciaram ou n&o na fertilizagao do odcito

in vitro foram:

? A concentragdo espermatica inicial; a porcentagem de espermatozoéides
mébveis do Grau A; a porcentagem de espermatozdides vivos; a
porcentagem de espermatozéides morfologicamente normais; a
porcentagem de espermatozdéides maduros, tiveram influéncia na

fertilizagcdo do odcito in vitro.

? A porcentagem de espermatozoides com membrana integra n&o

influenciou a fertilizagao in vitro.

? A concentragdo de espermatozéides recuperados e a porcentagem de
espermatozoides do Grau A, pés-capacitacdo espermatica, tiveram

influéncia na fertilizagéo in vitro.

? O numero de microlitros utilizados para inseminagcdo do odcito teve
influéncia negativa sobre a fertilizagdo do odcito in vitro, e 0 numero de
espermatozoides inseminados por oo6cito nao teve influéncia na

fertilizacdo do oécito in vitro.
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2. Quanto maior o numero de évulos maduros, maior a probabilidade de

fertilizar.

3. A taxa de FIV aumentou significativamente quando a porcentagem de

espermatozoides normais foi superior a 14%.

4. A taxa de FIV aumentou significativamente quando a motilidade

espermatica grau A foi superior a 30%.

5. A taxa de FIV aumentou significativamente quando a concentracao

espermatica inicial foi superior a 20 milhées/ml.

6. As variaveis de maior influéncia na probabilidade de fertilizar foram: a
porcentagem de espermatozéides moveis do grau A e o numero de évulos

maduros.
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7. Summary

This was a descriptive clinical study, which aimed at evaluating whether
there is any influence in determined variables, among them some spermatic
parameters and number of mature ovules, with regards of fertilization in vitro of
human gametes. Ninety eight samples of semen and 678 oocytes of couples,
attended at the Infertility Clinic of UNICAMP, were analyzed. The evaluation of
the gametes and the technique of in vitro fertilization (IVF) were performed at
the Laboratory of Genetics of Reproduction of CAISM. For the data analysis, the
independent variables were: the sperm count in the fresh semen; the
percentage of motile, live, normal, mature spermatozoa and those with
complete membrane; the leucocyte concentration in semen; the concentration
of spermatozoa and the percentage of rapid progressive spermatozoa
recovered after spermatic capacitation; the number of microliters inseminated
per oocyte and the number of mature ovules used in the process of in vitro
fertilization. The dependent variable was the occurrence or not of fertilization of
the oocyte in vitro and the rate of fertilization in vitro. During statistics evaluation

an analysis of univariated logistic regression was done, followed by multiple
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analysis. The variables with greater influence in the fertilization of the oocyte in
vitro were: grade A motility and the amount of mature ovules. Others spermatic
variables which influenced fertilization of the oocyte in vitro were: initial
spermatic concentration; percentage of live spermatozoa; percentage of
morphologically normal spermatozoa and percentage of mature spermatozoa.
The amount of microliters used for the insemination of the oocyte had a
negative influence on the fertilization in vitro of the oocyte. The rate of
fertilization in vitro increased significantly when the percentage of normal
spermatozoa was greater than 14%; grade A motility was greater than 30% and
the spermatic concentration was greater than 20 million per milliliter of fresh
semen. Data obtained from the ROC curve showed that the cut point for the
percentage of spermatozoa with grade A motility was ? B0/<30, with sensitivity
and specificity values at 65.2% and 65.5% respectively. Based on these values,
the odds for fertilization, when the percentage of motile grade A spermatozoa is

greater than 30%, is 1.89.

82 Summary



8. Referéncias
Bibliograficas

ACOSTA, A.A.,; OEHNINGER, S.; MORSHEDI, M.; SWANSON, R.J.; SCOTT,
R.; IRIANNI, F. — Assisted reproduction and treatment of male factor.
Obstet. Gynecol. Surv., 44:1-18, 1989.

AGRESTI, A.. — Categorical data analysis, New York, John Wiley & Sons Inc,
1990. 558p.

AITKEN, R. J.; BEST, F.S.M.; RICHARDSON, D.W.; DJAHANBAKHCH, O.;
MORTIMER, D.; TEMPLETON, A. A., LEES, M.M. - An analyses of sperm
function in cases of unexplained infertility: conventional criteria, movement
characteristcs, and fertilizing capacity. Fertil. Steril., 38: 212-21, 1982a.

AITKEN, R. J.; BEST, F.S.M.; RICHARDSON, D.W.; DJAHANBAKHCH, O.;
MORTIMER, D.; TEMPLETON, A. A., LEES M.M.. - An analyses of semen

quality na sperm function in case of oligozoospermia. Fertil. Steril., 38:
705-11, 1982b.

AITKEN, R.J.; ROSS, A.; LEES, M.M. - Analysis of sperm function in
Kartagener’s syndrome. Fertil. Steril., 40:696-8, 1983.

Referéncias Bibliogréficas 83



AITKEN, R. J.; IRVINE, D.S.; WU, F.C. — Prospective analysis of sperm-oocyte
fusion and reactive oxygen species generation as criteria for the diagnosis
of infertility. Am. J. Obstet. Gynecol., 17:542-51, 1991.

AITKEN, R.J. — A free radical theory of male infertility — Reprod. Fertil. Dev., 6.
19-23, 1994.

AITKEN, R. J.; BAKER, H.W.G.; IRVINE, D.S. - On the nature of semen quality
and infertility. Hum. Reprod., 10: 248-9, 1995.

ALMEIDA, M.; GAZAGNE, |.; JEULIN, C.; HERRY, M.; BELAISCH-ALLART, J.;
FRYDMAN, R.; JOUANNET, P.; TESTART, J. — In-vitro processing of
sperm with autoantibodies and in-vitro fertilizacao results. Hum. Reprod.,
4:49-53, 1989.

AMERICAN FERTILITY SOCIETY - Revised American Fertility Society
classification of Endometriosis: 1985. Fertil. Steril., 43: 351-2, 1985.

AMERICAN FERTILITY SOCIETY, FOR ASSISTED REPRODUCTIVE
TECHNOLOGY (1994), Assisted reproductive technology in the United
States and Canada: 1992 results generated from de American Fertility
Society/ Society for Assisted Reproductive Technology Register. Fertil
Steril., 62:1121-8, 1994.

ANONYMOUS - Guideline for practice: unexplained infertility. Birmingham:
The American Fertility Society, 1992.

ARICI, A.; ORAL, E.; BUKULMEZ, O.; DULEBA, A.; OLIVE, D.L.; JONES, E.E.
— The effect of endometriosis on implantation: results from the Yale University
in vitro fertilization and embryo transfer program. Fertil. Steril., 65:603-7,
1996.

84  Referéncias Bibliogréficas



ASCH, R.H.; BALMACEDA, J.P.; ELLSWORTH, L.R.; WONG, P.C. - Preliminary
experiences with gamete intrafallopian transfer (GIFT)?. Fertil. Steril.,
45:366-71, 1986.

BAKER, H.W.G.; BURGER, H.G.; DE KRETSER, D. M.; HUDSON, B.;
RENNIE, G.C.; STRAFFON, W.G.E. - Testicular vein ligation and fertility in
men with varicoceles. Br. Med. J., 291:1678-80, 1985.

BAKER, HWG — Male infertility. In: DeGROOT, L.J. (ed). - Endocrinology. 3ed.
W.B. Saunders, Orlando, 1994. p. 2404-15.

BALMACEDA, J.P.; GASTALDI, C.; REMOH]I, J.; BORRERO, C.; ORD, T.; ASCH,
R.H. - Tubal embryo transfer as a treatment for infertility due to male factors.
Fertil. Steril, 50:476-9, 1988.

BARFIELD, A.; MELO, J.; COUTINHO, E.; ALVAREZ-SANCHEZ, F.; FAUNDES,
A.; BRACHE, V.; LEON, P.; FRICK, J.; BARTSCH, G.; WEISKE,W.H.;
BRENNER,P.; MISHELL,D.; BERNSTEIN, G.; ORTIZ, A. - Pregnancies
associated with sperm concentration below 10 million/ml in clinical studies
of potential male contraceptive method, montly depot medroxyprogesteron
acetate and testosterone esters. Contraception, 20: 121-7, 1979.

BARRATT, C.L.R.; OSBORN, J.C.; HARRISON, P.E.; MONKS, N.; DUNPHY,
B.C.; LENTON, E.A. et al. - The hypo-osmotic swelling test the sperm
mucus penetration test in determining fertilization of human oocyte. Hum.
Reprod., 4:430-4, 1989.

BARRATT, C.L.R. - On the accuracy and clinical value of semen laboratory
tests. - Hum. Reprod, 10:250-2, 1995.

Referéncias Bibliogréficas 85



BATTAGLIA, D.E.; KOEHLER, J.K.; KLEIN, N.A.; TUCKER, M.J. — Failure of
oocyte activation after intracytoplasmic sperm injection using round-
headed sperm. Fertil. Steril., 68:118-22, 1997.

BERGER, T.; MARRS, R.P.; MOYER, D.L. — Comparison of techniques for
selection of motile spermatozoa. Fertil. Steril, 43:268-73. 1985.

BOSTOFTE, E.; SERUP, J.; REBBE, H. - Relation bettwen sperm counts and
semen volume and pregnancies obtained during a twenty year follow up
period. Int. J. Androl., 5:267-75, 1982.

BORDSON, B.L. & LEONARDO, V.S. - The appropriate upper age limit for
semen donors: a review of the genetic effects of paternal age. Fertil.
Steril., 56: 397-401, 1991.

BURGER, H.G. & BAKER, H.W.G. - Therapeutic considerations and results of
gonadotrophin treatment in male hipogonadotrophic hipogonadoism. Ann.
N.Y. Acad. Sci., 438:447-52, 1984.

BUSSACA, M.; VIGANO, P.; MAGRI, B.; VIGNALI, M. — The adhesion molecules
on human endometrial stromal cells. Immunological implications. Ann. N.
Y. Acad. Sci., 734 43-6, 1994.

CATES, W. & WASSERHEIT, J.N. — Genital chlamydial infections: epidemiology
and reeproductive sequelae. Am. J. Obstet. Gynecol., 164: 1771-81, 1991

CHAN, S.Y.W.; FOX, E.J.; CHAN, M.M.C; TSOI, W.; WANG, C.; TANG, L.C.H;
TANG, G.W.K.; PARK-CHUNG, H.O. - The relationship between the human
sperm hypoosmotic swelling test, routine sémen analyses and the human
sperm zona-free hamster ovum penetration assay - Fertil. Steril., 44.668-
72, 1985.

86  Referéncias Bibliogréficas



CHAN, S.Y.W.; WANG, C.; CHAN, S.T.H; HO, P.C.; SO, W.W.K. - Predictive value
of sperm morphologie and movement characteristics in the outcome of in
vitro fertilization of human oocytes. J. Int. Vitro Fert. Embryo Transfer,
6:142-8, 1989.

CHAN, S.Y.W.; WANG, C.; CHAN, S.T.H; HO, P.C. - Differential evaluation of
human sperm hypoosmotic swelling test and its relationship with the outcome

of in vitro fertilization of human oocytes. Hum. Reprod., 5:84-8, 1990.

CHANDLEY, A.C. - The chromosomal basis of human infertility. Br. Med. Bull.,
35:181-6,1979.

CHANG, M.C. - Fertilization of rabbit ova in vitro. Nature, 184:466-7, 1959.

CHECK, J.H.; EPSTEIN, R.; NOWROOZI, K.; SHANIS, B.S.; WU, C.H.,
BOLLENDOREF, A. - The hypoosmotic swelling test as a useful adjunct to the
sémen analysis to predictive fertility potential. Fertil. Steril., 52:159-61, 1989.

CLARKE , G.N.; LOPATA, A.; McBAIN, J.C.; BAKER, HW.G.; JONHSTON,
W.I.H. Effect of sperm antibodies in males on human in vitro fertilization.
Am. J. Reprod. Inmunol. Microbiol., 8:62-6, 1985.

CLERMONT, Y. - The cycle of the seminiferous epithelium in man. Am. J.
Anat., 112:35-51,1963.

COLLEU, D.; LESCOAT, D.; BOUJARD, D.; LE LANNQOU, D. - Human sperm
nuclear maturity in normozoospermia and asthenozoospermia. Arch.
Androl., 21: 155-62, 1988.

COLLEU, D.; LESCOAT, D.; GOURANTON, J. — Nuclear maturity of human
spermatozoa selected by swim up or by Percoll gradient centrifugation
procedures. Fertil. Steril., 65:160-4, 1996.

Referéncias Bibliogréficas 87



COMHAIRE, F.H.; DE KRETSER, D.; FARLEY, T.M.M.; ROWE, P.J. - Towards
more objectivity in diagnosis and management of male infertility. Int. J.
Androl., 7(suppl.):1-53, 1987.

CRAFT, I — In vitro fertilization. Clinical methodology. Br. J. Hosp Med., 31:90-
4,1984.

DADOUNE, J.P.; MAYAUX, M.J.; GUIHARD-MOSCATO, M.L. - Correlation
bettwen defects in chromatin condensation of human spermatozoa stained

by aniline blue and semen characteristics. Andrologia, 20:211-7, 1988.

DAUZIER. L.; THIBAULT C.; WINTENBERGER S. - La fecundation in vitro de
'oeuf de la lapine. Comp. Rendus Acad. Scienc., 238:844-5, 1954.

DECHAUD, H.; DAURES, J.P.; ARNAL, F.; HUMEAU, C.; HEDON, D. — Does
previous salpingectomy improve implantation and pregnancy rates in patients
with severe tubal factor infertility who are undergoing in vitro fertilization? A

pilot prospective randomized study. Fertil. Steril., 69: 1020-5, 1998.

DECLARACION DE HELSINKI.- Recomendaciones para guiar a los médicos en
la investigacion biomédica en seres humanos. Bol. Sanit. Panam., 108 (5-
6): 626-9, 1990.

DEVROEY, P.; BRAECKMANS, P.; SMITZ, J.; WAESBERGHE, L.; WISANTO,
A.; VAN STEIRTEGHEM, A.; HEYTENS, L.; CAMU, F. - Pregnancy after
translaparoscopic zigote intrafallopian transfer in a patient with sperm
antibodies. Lancet 1:1329, 1986.

DREVIUS, L. O. The ‘sperm —rise’ test. J. Reprod. Fertil. 24:427-9, 1971.

88  Referéncias Bibliograficas



EDWARDS, R.G., DONAHUE, R.P., BARAMKI Jr., T.A., JONES, H.W. -
Preliminary attempts to fertilize human oocytes matured in vitro - Am. J.
Obstet. Gynecol. 96:192-200, 1966.

EDWARDS, R.G.; FISHEL, S. B.; PURDY, J. — In vitro fertilization of human
eggs: analysis of follicular growth, ovulation fertilization. In: BEIER, H.M. &
LINDENER, H.R. Fertilization of human eggs in vitro. Berlin, Springer-
Verlag, 1983. p.169-75.

EDWARDS, R.G. — Recent analyses on implantation in mammals. In:FILICORI,
M. & FLAMIGNI, C. (eds.) — Treatment of infertility: the new frontiers.

Bologna, Communication media for education, 1998. p.29-35.

ENGINSU, M.E.; DUMOULIN, J.; PIETERS, M.; BRAS, M.; EVERS, J.;
GERAEDTS, J. - Evaluation of human sperm morphology using strict
criteria after Diff-Quick staining: correlation of morphology with fertilization
in vitro. Hum. Reprod., 6:854-9, 1991.

FILICORI, M. & FLAMIGNI, C. (eds.). - Ovulation induction update *98. The
Parthenon Publishing Group Limited, Carnforth, Lancs., UK, 1988.

FRANKEN, D. R.; KRUGER, T.F.; MENKVELD, R; OEHNINGER, S.;
CODDINGTON, C.C.; HODGEN, G.D. — Hemizona assay and
teratozoospermia: increasing sperm insemination concentration to
enhance zona pellucida binding. Fertil Steril, 54:497-503, 1990.

GARDNER, D.K.; SCHOOLCRAFT, W.B.; WAGLEY, L.; SCHLENKER, T.;
STEVENS, J.; HESLA, J. — A prospective randomized trial of blastocyst
culture and transfer in in vitro fertilization. Hum. Reprod., 13:3434-40,
1998.

Referéncias Bibliogréficas 89



GLEICHER, N.; FRIBERG,J.; FULLAN, N.; GIGLIA, R.V.; MAYDEN, K.; KESTY,
T. SIEGEL, I. - Egg retrieval for in vitro fertilization by sonographically
controlled vaginal culdocentesis. Lancet, 2:508,1983.

GORUS, F.K. & PIPELEERS, D.G. - A rapid method for the fractionation of
human spermatozoa according to their progressive motility. Fertil. Steril.,
35:662-5, 1981.

GROW, D.R; OEHNINGER, S.; SELTMAN, H.J.; TONER, J.P.; SWANSON,
R.J.; KRUGER, T.F.; MUASHER, S.J. - Sperm morphology as diagnosed
by strict criteria: probing the impact of teratozoospermia on fertilization rate
and pregnancy outcome in a large in vitro fertilization population. Fertil.
Steril., 62:559-67, 1994.

GUERIN, J.F.; MATHIEU, C.; PINATEL, M.C.; LORNAGE, J.; BOULIEU, D. -
Improvement of survival and fertilizing capacity of human spermatozoa
tested in a in vitro fertilization program by selection on discontinous Percoll
gradients - Hum. Reprod., 4:798-804, 1989.

HARRIS, J.; MILLIGAN, M.P.; MASSON, G.M.; DENNIS, K.J. - Improved
separation of motile sperm in asthenospermia and its application to

artificial insemination homologos. Fertil. Steril., 36:219-21, 1981.

HEAPE W. - Preliminary note on the transplantation and growth of mamalian
ova within a uterine foster mother. PROC R SOC., 48:457-8, 1891.

HEUCHEL, V.; SCHWARTZ, D.; PRICE, W. - Within subject variability and the
importance of abstinence period for sperm count, semen volume and

prefreeze and post-thaw mobility. Andrologia, 13:479-85, 1981.

HINTING, A.; COMHAIRE, F.; VERMEULEN, L.; DHORT, M.; VERMEULEN, A.;
VANDEKERCKHOVE, D. - Value of sperm characteristics and the results

90 Referéncias Bibliograficas



of in vitro fertilization for predicting the outcome of assisted reproduction.
Int. J. Androl., 13:59-66, 1990.

HOSMER, D.W. & LEMESHOW, S. - Applied Logistic Regression. New York,
John Wiley & Sons Inc, 1989.

HOLLANDER, M. & WOLFE, D.A. — Nonparametric Statistical Methods. New
York, John Wiley & Sons Inc, 1973. 503p.

HOLT, WV; MOORE, H.D.M.; HILLIER, S.G. - Computer-assisted measurement
of sperm swimming speed in human semen: correlation of results with in
vitro fertilization assays. Fertil. Steril., 44:112-9, 1985.

JEULIN, C.; FENEUX, D.; SERRES, C.; JOUANNET, P.; GUILLET-ROSSO, F.;
BELAISCH-ALLART, J. - Sperm factors related to failure of human in vitro
fertilization. J. Reprod. Fertil., 76:735-44, 1986.

JEYENDRAN, R.S.; VAN DER VEN, H.H.; PERES-PELAEZ, M.; CRABO,B.G.;
ZANEVELD,L.J.D. -Development of an assay to assess the functional
integrity of the human sperm membrane and its relationship to other semen
characteristics. J. Reprod. Fertil., 70:219-28, 1984.

JOEL, C.A. - Historical survey of research on spermatozoan from antiquity to
the present.. In: JOEL, C.A. - Fertility disturbances in men and women.
Karger, Béle, 1971.p.3-47.

JONES, H.W.JR.; JONES, G.S.; ANDREWS, M.C.; ACOSTA, A.; BUNDREN,
C.; GARCIA, J.; SANDOW, B.; VEECK, L.; WILKES, C.; WITMYER, J.;
WORTHAM, J.E.; WRIGHT, G. - The program for in vitro fertilization at
Norfolk. Fertil Steril., 38:14-21, 1982.

JONES, H. W. JR. - In the beginning there was Bob. Hum. Reprod., 6:5-7, 1991.

Referéncias Bibliogréficas 91



JOUANNET, P. - Exploration du testicule exocrine. In: MAUVAIS-JARVIS, P.
(ed) - Medicine de la reproduction masauline. 2ed., France, 1986.
p.211-28.

KATZ, D.F.; DIEL, L.; OVERSTREET, J.W. - Differences in the moviment of
morphologically normal and abnormal human seminal spermatozoa. Biol.
Reprod., 26: 556-70, 1982.

KATZ, D.F.; MORALES, P.; SAMUELS, S.J.; OVERSTREET, J.W. - Mechanisms
of filtration of morphologically abnormal human sperm by cervical mucus.
Fertil. Steril., 54:513-6, 1990.

KOBAYASHY, T.; JINNO, M.; SUGIMURA, K.; NOZAWA, S.; SUGIYAMA, E.;
[IDA, E. Sperm morphological assessement based on strict criteria and
IVF outcome. Hum. Reprod., 6:983-6, 1991.

KRUGER, T.F.; MENKVELD, R.; STANDER, F.S.H.; LOMBARD, C.J.; VAN DER
MERWER, J.P.; VAN ZYL, J.A.; SMITH, K.. Sperm morphologic features as
a prognostic factor in vitro fertilization. Fertil. Steril., 46:1118-23, 1986.

KRUGER, T.F.; ACOSTA, A. A.; SIMMONS, K.F.; SWANSON, R.J.; MATTA,
J.F.;OEHNINGER, S. Predictive value of abnormal sperm morphology in in
vitro fertilization. Fert. Steril., 49:112-7, 1988a.

KRUGER, T.F.; SWANSON, R.J.; HAMILTON, M.; SIMMONS, K.; ACOSTA,
A.A.; MATTA, J.F.; OELNINGER, S.; MORSHEDI, M. - Abnormal sperm
morphologie and outhers semen parameters related to the outcome of the
hamster oocyte human sperm penetration as assay. Int. J. Androl.,
11:107-13, 1988b.

KRUGER, T.; DUTOIT, T.; FRANKEN, D.; ACOSTA, A. A.; OEHNINGER, S.
MENKVELD, R.; LOMBARD, C. - A new computerized method of reading

92 Referéncias Bibliogréficas



(striter criteria) is as efficient as technician reading. Fertil. Steril., 59:202-
9, 1993.

Le LANNOU, D. & BLANCHARD, Y. - Nuclear maturity and morphology of
human spermatozoa selected by Percoll density gradient centrifugation or
swim up procedure. J. Reprod. Fertil., 84: 551-6, 1988

LENZ, S.; LAURITSSEN, G.; KIELLOW, M. - Collection of human oocytes for
IVF by ultrasonically guided follicular puncture. Lancet, 1:1163, 1981.

LIU, D.Y. & BAKER, H.W.G. - The proportion of human sperm with poor
morphology but normal intact acrosomes detected with pisum sativum
agglutinim correlates with fertilization in virtro. Fertil. Steril., 50:288-93, 1988.

LIU, D.Y.; DU PLESSIS, Y.P.; NAYUDU, P.L.; JOHNSTON, W.I.H.; BAKER,
H.W.G. - The use of in vitro fertilization to evaluate putative tests of human
sperm function. Fertil. Steril., 49:272-7, 1988.

LIU, D.Y.; CLARKE, G.N.; LOPATA, A., JOHNSTON, W.I.H.; BAKER, H. W. G.
- A sperm-zona pellucida binding test and in vitro fertilization. Fertil. Steril.,
52:281-7, 1989a.

LIU, D.Y.; LOPATA, A.; JONHSTON, W.I.H.; BAKER, H.W.G. - Human sperm
zona-binding, sperm characteristics and in vitro fertilization. Hum. Reprod.,
4:696-701, 1989b.

LIU, D.Y.; CLARKE, G.N.; BAKER, H. W. G. - Relationship between sperm motility
assessed with the Hamilton-Thorn Motility Analyser and fertilization rates
in vitro. J. Androl., 12:231-9, 1991.

Referéncias Bibliograficas 93



LIU, D.Y. & BAKER, H.W.G. - Morphology of spermatozoa bound to the zona
pellucida of human oocytes that failed to fertilize in vitro. J. Reprod.
Fertil., 94:71-84, 1992a.

LIU, D.Y.& BAKER, H.W.G. - Sperm nuclear chromatin normality: relationship
with sperm morphologie, sperm-zona pellucida binding, and fertilization
rates in vitro. Fertil. Steril., 58:1178-84, 1992b.

LIU, D.Y. & BAKER, H.W.G. - A new test for the assessement of sperm-zona
pellucida penetration: relationship with results of other sperm tests and
fertilization in vitro. Hum. Reprod., 9:489-96, 1994a.

LIU, D.Y. & BAKER, H.W.G. — Disordered acrosome reaction of spermatozoa
bound to the zona pellucida: a newly discovered sperm defect causing
infertility with reduced sperm-zona pellucida penetration and reduced
fertilization in vitro. Hum. Reprod., 9:1694-700, 1994b.

LIU, J. NAGGY, Z.; JORIS, H.; TOURNAYE, H.; DEVROEY, P.; VAN
STEIRTEGHEM, A. — Successful fertilization and establishment of
pregnancies after intracytoplasmic sperm injection in patients with
globozoospermia. Hum. Reprod., 10:626-9, 1995.

LOMEO, A.M. & GIAMBERSIO, A.M.; - Water-test: a simple method to assess
sperm-membrane integrity. Int. J. Androl., 14:278-82, 1991.

LOPATA, A., PATULLO, J.M.; CHANG, A.; JAMES, B. - A method for colletion
motile spermatozoa from human semen. Fertil. Steril., 27 677-84, 1976.

LOPATA, A.; JONHSTON, I.W.H.; HOULT, I.J.; SPEIRS, A.l. - Pregnancy
following intrauterine implantation of an embryo obtained by in vitro

fertilization of a preovulatory egg. Fertil. Steril. 33:117-21, 1980.

94  Referéncias Bibliogréficas



MacLEQOD, J.M. & GOLD, R.Z. - The male factor in fertility and infertility. II
Spermatozoon counts in 1.000 men of known fertility and in 1.000 cases of
infertile marriage. J. Urol., 66:436-49, 1951.

MAKLER, A. - Modern methods in semen analysis evaluation. In: BERHMAN, S.
J.; KISTNER, J.W.Jr.; PATTON, J.W. (eds.) - Progress infertility. Boston.
Little Brown and company, 1988. p.633-61.

MALLIDIS, C.; HOWARD, E.J.; BAKER, H.W.G. - Variation of semen quality in
normal men. Int. J. Androl. 14:99-107, 1991.

MAHADEVAN, M. M. & TROUNSOUN, A. O. - The influence of seminal
characteristics on the sucess rate of human in vitro fertilization. Fertil.
Steril., 42:400-5, 1984.

MANHES, H. & HERMABESSIEREN, J. - Fécondation Intrapéritonéal. Premiére
grossesse obtenue sur indication masculine. Oral Presentation. In: 3°
INTERNATIONAL FORUM OF ANDROLOGY. june 1985, Paris, France.

MAROULIS, G.B.; EMERY, M.; VERKAUF, B.S.; SAPHIER, A.; BERNHISEL,
M.; YEKO, T.R. — Prospective randomized study of human menotropin
versus a follicular and a luteal phase gonadotropin-realising hormone
analog-human menotropin stimulation protocols for in vitro fertilization.
Fertil. Steril., 55:1157-64, 1991.

MAUVAIS-JARVIS, P. Medicine de la reproduction masauline. 2ed., France,
1986. 453p.

McCLURE, R.D.; NUNES, L.; TOM, R. - Semen manipulation: improved sperm
recovery and function with a two-layer Percoll gradiente. Fertil. Steril., 51:
874-7, 1989.

Referéncias Bibliogréficas 95



MENGE, A.C. & BEITNER, O. - Interrelationships among semen characteristics,
antiesperm antibodies, and cervical mucus penetration assays in infertile
human couples. Fertil. Steril., 51:486-92, 1989.

MENKIN, M.F. & ROCK, J. - In vitro fertilization and cleavage of human ovarian
eggs. Am. J. Obstet. Gynecol., 55:440-51, 1948.

MENKVELD, R.; STANDER, F.S.H., KOTZE, T.J.W.; KRUGER, T.F.; VAN ZYL,
J.A. The evaluation of morphological characteristics of human spermatozoa

according to stricter criteria. Hum. Reprod., 5:586-92, 1990.

MORTIMER, S.T. & MORTIMER, D. — Kinematics of human spermatozoa
incubated under capacitating conditions. J. Androl., 11:195-203, 1990.

MILLER, K.A.; PITTAWAY, D.E.; DEATON, J.L. - The effect of serum from infertile
women with endometriosis on fertilization and early embrionic
development in a murine in vitro fertilization model. Fertil. Steril., 64:623-
6, 1995.

MURRAY, D.L.; SAGOSKIN, A. W.; WIDRA; E.A.; LEVY, M.J. — The adverse
effect of hydrosalpinges on in vitro fertilization pregnancy rates and the
benefit of surgical correction. Fertil. Steril., 69:41-5, 1998.

NAVOT, D.; MUASHER, S.J.; OEHNINGER, S.; LIU, H.C.; VEECK, L.L;
KREINER, D.; ROSENWAKS, Z.- The value of in vitro fertilization for the
treatment of unexplained infertilily. Fertil. Steril., 49:854-7, 1988.

NIESCHLAG, E.; LAMMERS, C.; FREISCHEM, C.W.; LANGER, K;
WICKINGS, E.J. - Reproductive function in young fathers and
grandfathers. J. Clin. Endocrinol. Metab., 55:676-81, 1982.

96 Referéncias Bibliogréficas



OEHNINGER, S.; ACOSTA, A. A.; MORSHEDI, M.; VEECK, L.; SWANSON,
R.J.; SIMMONS, K.; ROSENWAKS, Z. - Corrective measures and pregnancy
outcome in in vitro fertilization in patients with severe sperm morphology
abnormalities. Fertil. Steril., 50:283-7, 1988.

OEHNINGER S.; TONER J. P.; MUASHER, S. J.; CODDINGTON, C.C.;
ACOSTA, A. A., HODGEN, G.D. — Prediction of fertilization in vitro with
human gametes: is there a litmus test? Am. J. Obstet. Gynecol., 167:
1760-7, 1992.

OEHNINGER, S. & KRUGER, T. - The diagnosis of male infertility by semen
quality: Ciclical significance of sperm mophology assessment. - Hum.
Reprod., 5:1037-41, 1995.

OHMORI, K.; MATSUDA, T.; HORII, Y.; YOSHIDA, O. — Three cases with
different types if short-tailed spermatozoa. Urol. Int., 50:174-8, 1993.

OLIVENNES, F.; FANCHIN, R.; BOUCHARD, P.; TAIEB, J.; SELVA, J;
FRYDMAN, R. — Schedule administration of a gonadotrophin-releasing
hormone antagonist (Cetrorelix) on day 8 of in-vitro fertilization cycles: a
pilot study. Hum. Reprod., 10:1382-6, 1995.

PALERMO, G.; DEVROEY, P. CAMUS, M., GRAUWE, E.De., KHAN, [.;
STAESSEN, C.; WISANTO, A.; VAN STEIRTEGHEM, A.C.- Zygote intra-
fallopian transfer as an alternative treatment for male infertility. Hum.
Reprod. , 4.412-5, 1989.

PALERMO, G.; JORIS, H.; DEVROEY, M.P.; VAN STEIRTEGHEM, A.C. -
Pregnancies after intracytoplasmic sperm injection of single spermatozoon
into an oocyte. Lancet, 340:17-8, 1992.

Referéncias Bibliogréficas 97



PINCUS, G.-.Observations on the living eggs of the rabbit. Proc. R. Soc. Lond.
(Biol), 107:132-69,1930.

PINCUS, G. & ENZMANN, E.V. - Can mammalian eggs undergo normal
development in vitro? Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 20:121-2, 1934.

PITTAWAY, D.E. — Diagnosis of endometriosis. Infertil. Reprod. Med. Clin.
North Am., 3:619-31, 1992.

POUSSETTE, A.; AKERLOF, E.; ROSENBORG, L.; FREDRICSSON, B. -
Increase in progress motility and improved morphology of human
spermatozoa following their migration through Percoll gradients. Int. J.
Androl., 9:1-13, 1986.

ROBERTSON, L.; WOLF, D.P.; TASH, J.S. — Temporal changes in motility
parameters related to acrosomal status: identification and characterization
of populations of hyperactivated human sperm. Biol. Reprod., 39:797-
805, 1988.

RON-EL, R.; HERMAN, A.; GOLAN, A.; NACHUM, H.; SOFFER, Y.; CASPI, E.
— Gonadotropins and combined gonadotropin-releasing hormone agonist-
gonadotropins protocols in a radomized prospective study. Fertil. Steril.,
55:574-8, 1991.

ROGERS, B.J.; BENTWOOQOD, B.J.; VAN CAMPDEN, H.; HELMBRECHT, G.;
SODERDAHL, D.; HALE, R.W. - Sperm morphology assessment as un
indicator of human fertilizing capacity. J. Androl., 4: 119-25, 1983.

ROWE, P.J.; COMHAIRE, F.H.; HARGREAVE, T.B.; MELLOWS, H.J., WHO
Manual for the Standardized Investigation of the Infertile Couple.
Cambridge University Press, Cambridge, UK, 1993.

98  Referéncias Bibliograficas



RUTHERFORD, A.J., SUBAK-SHARPE, R.J.; DAWSON, K.J.; MARGARA,
R.A.; FRANKS, S.; WINSTON, R.M. - Improvement of in vitro fertilization
after treatment with buserelin, na agonist of luteinising hormone releasing
hormone. Br. Med. J., 296:1765-8, 1988.

SCHMIADY, H.; RADKE, E.; KENTENICH, H. — Round-headed spermatozoa —
contraindication for IVF. Geburt. Fruenh., 52:301-3, 1992.

SCHWARTZ, D.; MAYAUX, M.J.; SPIRA, A.; MOSCATO, M.L.; JOUANNET, P.;
CZYGLIK, F.; DAVID, G. - Semen characteristics as a function of age in
833 fertile men. Fertil. Steril., 39:530-5, 1983.

SCHOYSMAN, R. & GERRIS, J. - Fertility potential of sperm with regard to
duration of infertily or the time factor. In: INTERNATIONAL ANDROLOGY
SYMPOSIUM, Pisa, ltaly,1982.

SCHOYSMAN, R. & GERRIS, J. - Twelve year follow up study of pregnancies
rates in 1921 couples with idiopathically impaired male fertility. Acta Eur.
Fertil., 14:51-5, 1983.

SEIBEL, M.M. & ZILBERSTEIN, M. - The diagnosis of male infertility by semen
quality: the shape of sperm morphology. - Hum. Reprod., 10:247-8, 1995.

SILBER, S.J. - The relationship of abnormal semen parameters to male fertility.
Hum. Reprod., 4:.947-53, 1989.

SNEDECOR, G.W.; COCHRAN, W.G. — Estatistical Methods. 72 Ed. Ames:
lowa State Univ. Press, 1980.

SOUFIR, J.C. - Exploration Biochimique du sperme humain. in: Mauvais-Jarvis
P. Schaison G., Bouchard P., Mahoudeau J., Labrie F., ed. - Médicine de
la Reproduction Masculine. 2.ed. Paris, 1986. p.69-83.

Referéncias Bibliograficas 99



SPIRA, A. & MULTIGNER, L. - The effect of industrial and agricultural pollution
on human spermatogenesis. Hum. Reprod., 13:2041-2, 1998.

STEPTOE, P.C. & EDWARDS, R.G. - Birth after the reimplantation of a human
embryo. Lancet, 2:366, 1978.

STRANDELL, A., THORBURN J., HAMBERGER, L — Risk factors for ectopic
pregnancy in assisted reproduction. Fertil . Steril., 71:282-6, 1999.

TERQUEM, A. & DADOUNE, J.P. - Aniline blue staining of human spermatozoa
chromatin: A method for evaluation of nuclear maturation. In: ANDRE J.,
(ed.). - The sperm cell. Proc. Ivth Int. Symp. Spermatology. The Hague:
Martinus Nijhoff, 1983, p.249-52.

TESARIK, J. & TESTART, J. - La Fecondation . Recherche, 213:1008 -19, 1989.

THOMPSON, M.L. & ZUCCHINI, W. - On the statistical analysis of ROC —
Statist. Med., 8:1277-90, 1989.

TROUNSON, A.O.; MOHR, L.R.; WOOD, C.; LEETON J. - Effect of delayed
insemination on in vitro fertilization, culture and transfer of human embryos.
J. Reprod. Fertil., 64:285-94, 1982.

VEECK, L.L.; WORTHAM JR, J.W.; WITMYER, J.; SANDOW, B.A.; ACOSTA,
A.A.; GARCIA, J.E.; JONES, G.S.; JONES, H.W. — Maturation and
fertilization of morphologically immature human oocytes in a program of in
vitro fertilization. Fertil. Steril., 39:594-602, 1983.

VEECK, L.L. - The morphological assessment of human oocytes and early
concepti. In: KEEL, B.A.; WEBSTER, B.W., (eds.) Handbook of the
laboratory diagnosis and treatment of infertility. Boca Raton, FL: CRC
Press,1990. 353p.

100 Referéncias Bibliogréficas



ZAINI A.; JENNINGS, M.G.; BAKER, H.W.G. - Are conventional sperm
morphology na motility assessement of predictive value in subfertil men?
Int. J. Androl., 8:427-35, 1985.

ZIEBE S. & ANDERSON C.Y. - Isolation of Percoll centrifugation, SpermPrep
filtration, and swim up techniques. J. Assist. Reprod. Genet., 10:485-7,
1998.

WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO - Laboratory manual for the
examination of human semen and semen-cervical mucus interaction.

2.ed. Great Britain, Cambridge University Press, 1987. 67p.

WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO - Laboratory manual for the
examination of human semen and semen-cervical mucus interaction,

Cambridge University Press, Cambridge, 1992. 107p.

YOVICH, J.M.; EDIRISINGHE, W.R.; CUMMINS, J.M.; YOVICH, J.L. - Influence
of pentoxifylline in severe male factor infertility. Fertil. Steril., 53:715-22,
1990.

YANAGIMACHI, R.; YANAGIMACHI, H.; ROGERS, B.J. - The use of zona free
ova as a test system for the assessment of the fertilizing capacity of
human spermatozoa. Biol. Reprod., 14:471-6, 1976.

Referéncias Bibliograficas 101






9. Bibliografia de
Normatizacao

1. HERANI, M.L.G. - Normas para apresentacao de dissertacoes e teses.
BIREME, Sao Paulo, 1991. 45p.

2. Normas e procedimentos para publicacédo de dissertacdes e teses.
Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP. Ed. SAD - OF. CIR/
PRPG/06/95 - Normas ABNT. 1995. 8p.

Bibliografia de Normatizagédo 103






10. Anexos

ANEXO 1

FICHA DE COLETA DE DADOS

LABORATORIO DE GENETICA DA REPRODUCAO - DTG - CAISM

N HC e, NE ST
IDADE ...

N CAISM/HC ..., N RE: oo
IDADE ...

DIAS DE ABSTINENCIA SEXUAL:.......c..c..coeun....

ESPERMOGRAMA:

VOLUME:.................. ASPECTO................. VISCOSIDADE..........

PH: e, (010] 2 TN LIQUEFACAO...........

CONCENTRACAO............. milhdes/ml TOTAL ......cccuce.......

VITALIDADE: VIVOS.........%

MOTILIDADE: grau A......... % grau B........ Y% grau C......... %

MORFOLOGIA: normais........ % alterados......... %
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MATURIDADE: maduros.......... % imaturos........ %

TESTE HIPOSMOTICO........... % inchados

TESTE DA AGUA:------- % inchados

CONCENTRAGCAO DE LEUCOCITOS.......cceveeeerrenne milhdes/ ml
CAPACITACAO

Recuperados............ milhdes/ml grau A .................. Y%

OBSERVAGOES: ..ottt n et en e enn e aeneeee
Exame realizadO POr & .. oo
D=1 = L PP PP PPTPPPPPPRPTR
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ANEXO 2

RESULTADOS

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DA MORFOLOGIA E
MOTILIDADE ESPERMATICA

VARIAVEIS %n p
Morfologia

normal

anormal

Motilidade
A

B

VARIAVEIS ASSOCIADAS A TAXA DE FERTILIZACAO
ATRAVES DA ANALISE POR REGRESSAO MULTIPLA

VARIAVEIS COEF.EPcoef. p

Anexos 107






ANEXO - 3 VALORES REFERENTES A SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
BASEANDO-SE NA PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES NORMAIS

% normais Sensibilidade Especificidade Falso +

2

4

6

8
10 100 4,35 95,65
12 96,88 21,74 78,26
14 95,31 26,09 73,91
16 90,63 26,09 73,91
18 82,81 34,78 65,22
20 81,25 47,83 52,17
22 75,00 56,52 43,48
24 70,31 56,52 43,48
26 57,81 60,87 39,13
28 57,81 60,87 39,13
30 50,00 60,87 39,13
32 45,31 69,57 30,43
34 43,75 69.57 30,43
36 37,50 69.57 30,43
38 32,81 73,91 26,09
40 31,25 73,91 26,09
42 28,13 78,26 21,74
44 28,13 78,26 21,74
46 28,13 78,26 21,74
48 28,13 78,26 21,74
50 28,13 82,61 17,39
52 26,56 82,61 17,39
54 23,44 86,96 13,04
56 21,88 86,96 13,04
58 21,88 86,96 13,04
60 21,88 91,30 8,7
62 20,31 91,30 8,7
64 17,19 91,30 8,7
66 15,63 91,30 8,7
68 9,38 91,30 8,7
70 9,38 100 0
72 3,13 100 0

74 1,56 100 0
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%Mob_A SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE FALSO +
5 100 17,24 82,76
7 100 17,14 82,76

10 100 17,24 82,76
11 88,41 24,14 75,86
12 88,41 24,14 75,86
15 88,41 24,14 75,86
17 88,41 24,14 75,86
20 88,41 24,14 75,86
21 65,22 65,52 34,48
22 65,22 65,52 34,48
25 65,22 65,52 34,48
27 65,22 65,52 34,48
30 65,22 65,52 34,48
31 34,78 93,10 6,90
32 34,78 93,10 6,90
35 34,78 93,10 6,90
37 34,78 93,10 6,90
40 34,78 93,10 6,90
41 11,59 100 0
42 11,59 100 0
45 11,59 100 0
47 11,59 100 0
50 11,59 100 0
51 4,35 100 0
52 4,35 100 0
55 4,35 100 0
57 4,35 100 0
60 4,35 100 0
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