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RESUMO

Desde o primeiro relato de sucesso em humanos, a Injecédo Intracitoplasmatica de
Espermatozéide (ICSI) tem sido particularmente indicada para casos de alteracfes
seminais graves, sendo ja demonstrada uma relacéo diretamente proporcional entre
0s resultados deste procedimento e a qualidade seminal. Tem sido sugerido que a
incapacidade de o espermatozdide iniciar a ativacdo oocitaria seja uma das
principais causas de falha de fertilizacdo apos a ICSI. Estudos prévios identificaram
o célcio como um importante segundo mensageiro durante a ativacao oocitaria e que
o tratamento com iondforo do calcio € capaz de favorecer a ativacdo oocitéria,
resultando em fertilizacdo, desenvolvimento embrionario e gestacfes normais. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da Ativacdo Oocitaria Artificial (AOA) com
ionoforo do calcio A23187 em ciclos de ICSI quando utilizados espermatozoides de
diferentes origens. Foram avaliados 314 ciclos de ICSI divididos em trés Grupos:
EJACULADO (n = 92), EPIDIDIMARIO (n = 82) e TESTICULAR (n = 140), sendo
cada um deles dividido em subgrupos, dependendo da realizacdo (Subgrupo AOA)
ou ndo de AOA (Subgrupo Controle — CT). Foram avaliados também separadamente
os ciclos de mulheres com idade inferior a 36 anos, objetivando minimizar o efeito da
idade sobre os resultados dos tratamentos. Para a ativacdo oocitaria, 0s 00citos
foram mantidos por 30 minutos apos a ICSI em meio de cultivo para AOA, contendo
5uM de iono6foro de calcio A23187 e em aproximadamente 20 horas a fertilizagao foi
confirmada pela presenca de 2 Pré-Nucleos. Para cada grupo experimental foram
comparados, entre os Subgrupos AOA e CT, os seguintes parametros: taxa de
fertilizacdo normal, taxa de falha parcial de fertilizacdo, porcentagem de bons
embrides no dia da transferéncia, taxa de gestacao clinica, taxa de implantacdo e
taxa de abortamento. N&o foi observada diferenca significativa entre os subgrupos
de estudo, independentemente da origem do espermatozoéide, para quaisquer
parametros avaliados, quando a idade das pacientes ndo foi levada em
consideragdo. Porém, quando avaliados os ciclos de pacientes com idade inferior a
36 anos, a AOA foi capaz de aumentar a taxa bons embrides (74,5% vs 53,0%, P =
0,011, para AOA e CT, respectivamente), a taxa de implantagéo (19,3% vs 10,5% P
= 0,025, para AOA e CT, respectivamente), quando utilizados espermatozoéides
ejaculados, e a taxa de bons embrides (64,4% vs 50,3%, P = 0,006, para AOA e CT,



respectivamente) para espermatozoéides epididimarios, mas nao testiculares.
Quando avaliados casos de azoospermia obstrutiva, espermatozoides epididimarios
tiveram melhor capacidade de resposta a AOA quando comparados aos testiculares.
Este estudo suporta a hipétese de que a AOA € capaz de melhorar os resultados da
ICSI apenas em pacientes jovens quando utilizados espermatozoéides provenientes
do ejaculado ou epididimo, sugerindo o envolvimento da maturidade do

espermatozoéide e qualidade do odcito na ativagdo oocitaria.

Palavras-chave: ICSI, espermatozoide, calcio, testiculo, epididimo.



ABSTRACT

Since the first report of a birth after ICSI, it has been specially used for severe male
factor of infertility and it was demonstrated that the semen quality influences the ICSI
outcomes. Previous studies suggested that failure of fertilization after ICSI may be
due to a spermatozoa inability in trigger the oocyte activation. Calcium has long been
identified as a universally important second messenger during oocyte activation and
many studies demonstrated that treatment with calcium ionophore may increase the
free intracellular calcium, promoting oocyte activation, resulting in fertilization,
embryo development and pregnancies. The aim of this study was to evaluate the
effect of artificial oocyte activation (AOA) with calcium ionophore A23187 in ICSI
cycles using sperm from different origins. It was evaluated 314 ICSI cycles divided in
groups according to the origin of spermatozoa: EJACULATED group (n = 92),
EPIDIDYMAL group (n = 82) and TESTICULAR group (n = 140). Each group was
split into sub-groups depending on the AOA treatment: sub-group AOA, when it was
performed AOA and sub-group Control-CT, when it was not performed AOA.
Furthermore, it was evaluated separately only cycles in each woman were younger
then 36 years old. After ICSI, oocytes were incubated in culture medium containing
calcium ionophore A23187 (5uM concentration) for 30 minutes and in approximately
20 hours oocytes were checked for normal fertilization, defined as observation of two
distinct pronucleous. For each experimental group the following parameters were
compared between the sub-groups AOA and CT: normal fertilization rate; partial
fertilization fail rate; percentage of high quality embryos on the transfer day;
implantation rate; pregnancy rate and miscarriage rate. For all the evaluated
parameters, it was not observed any significant difference between the subgroups for
the three spermatozoa origin groups. However, when it was evaluated only cycles in
which the female age was lower than 36 years, the AOA was able to increase the
high quality embryos rate (74,5% vs 53,0% P = 0,011, for AOA and CT respectively)
and implantation rate (19,3% vs 10,5% P = 0,0025, for AOA and CT respectively)
when it was used ejaculated spermatozoa, and the high quality embryos rate (64,4%
vs 50,3%, P = 0,006, for AOA and CT respectively), when it was used epididymal but
not testicular spermatozoa. For the obstructive azoospermia cycles, epididymal

spermatozoa had better response to AOA when compared to testicular spermatozoa.



Our results support the hypothesis that the AOA may be a useful tool to improve the
ICSI outcomes only in young patients when ejaculated or epididymal spermatozoa
are used, suggesting the role of the spermatozoa maturity and oocyte quality in
oocyte activation.

Key-words: ICSI, spermatozoa, calcium, testicle, epididymis.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese, complexo processo de proliferacdo e maturacéo de
células germinativas masculinas, resultando na formacdo de espermatozoides
maduros *, propaga-se gradual e continuamente nos tbulos seminiferos durante a
vida reprodutiva dos homens; é através desse processo que 0 numero de

cromossomos é reduzido 2.

Na puberdade, importantes alteracdes anatébmicas, citoldgicas e funcione
acontecem nos testiculos. A proliferacdo das células de Sertoli € bloqueada e as
células de Leydig diferenciam-se e passam a produzir testosterona em resposta ao
hormonio luteinizante. Além disso, as células germinativas imaturas, conhecidas
como espermatogonias, localizadas proximo a membrana basal dos tubulos
seminiferos, onde se proliferam por mitose, geram determinadas células filhas, que
tém a proliferacdo mitética bloqueada e se diferenciam em espermatdécitos primarios
34 Estas células entram na préfase da primeira divis8o meidtica quando o
pareamento dos cromossomos homélogos permite o crossing over, seguido do
término da primeira divisdo meiotica e formacao de dois espermatdcitos secundarios,

cada um contendo 23 cromossomos duplicados °.

Os dois espermatocitos secundarios, descendentes do espermatoécito
primario, procedem para a segunda divisdo meidtica, produzindo quatro

espermatides, cada uma contendo o nimero hapléide da cada cromossomo °.

A medida que forem amadurecendo, as células germinativas migram para
a luz do tubulo seminifero para iniciarem a espermiogénese, processo pelo qual
espermatides hapldides convertem-se em estruturas moveis. Durante essa fase,
ocorre a formacdo da vesicula acrossomal, condensacdo do nucleo no
espermatozoide e deposicdo de mitocondrias na base do flagelo, importantes

2,6

eventos para preparacdo do espermatozoide para a fertilizacédo Na espécie

humana, em aproximadamente 24 dias, o espermatdcito completa a meiose,
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formando espermatides, sendo necessario mais cinco semanas para que estas se

transformem em espermatozoéides 2.

A producédo de espermatozoéides depende de uma regulacdo altamente
especifica por expressdo génica em ceélulas germinativas, controle endécrino e
paracrino da proliferacdo celular e suporte funcional provido pelas células de Sertoli
187 Tem sido demonstrado que funcées especificas necessarias para a adequada
proliferacdo e diferenciacdo das células germinativas sédo fornecidas principalmente
pelas células de Sertoli * e, possivelmente, estas células, associadas & membrana
basal adjacente, criam um microambiente particular, o qual controla a renovacao e

diferenciacdo das células germinativas 8.

1.2 INFERTILIDADE POR CAUSA MASCULINA E ICSI

Infertilidade causada por fator masculino acomete por volta de 50% dos
casais que procuram centros de Reproducdo Humana Assistida (RHA) **2. Desde o
primeiro relato de sucesso em humanos, a Injecdo Intracitoplasmatica de
Espermatozéide (Intracytoplasmic Sperm Injection — ICSI) tem sido particularmente

indicada nos casos de alteracdes seminais graves ** .

Através desta técnica, é possivel obter boas taxas de fertilizacdo, mesmo
com a recuperagdo de um numero muito reduzido de espermatozoéides do ejaculado
e até mesmo dos epididimos e testiculos *°. Porém, apesar das taxas de fertilizacéo
e gravidez satisfatérias, cada vez mais a associacdo entre qualidade seminal e

capacidade reprodutiva tem sido estabelecida.

As taxas de sucesso da ICSI foram inicialmente relatadas como
independentes da qualidade seminal °. Entretanto, estudos mais recentes tém
revelado que quanto pior a qualidade seminal e mais imaturo for o espermatozdide,
piores serdo o prognostico da fertilizagdo, o desenvolvimento embrionério, a

implantacéo e gravidez *"%.

Diversos estudos apontam que pacientes com alteracdes seminais tém
maiores taxas de aneuploidia quando comparados a pacientes férteis ou aqueles

sem alteracdo seminal ?*?*. Também foi verificada maior incidéncia de erros
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epigenéticos e danos em Acido Desoxirribonucléico (Deoxyribonucleic Acid — DNA)

em espermatozéides, quer seja por apoptose abortiva %’

29, 30

, quer seja por estresse

oxidativo 2% ou ineficiente empacotamento nuclear
31-33

em homens com alteracdes

seminais importantes Este fato fica mais evidente quando comparado o

7

comportamento de espermatozoides nao-ejaculados, isto €, epididimarios e

testiculares.

1.2.1 Espermatozoides Epididimarios e Testiculares

Ainda que tenha sido sugerido que grande parte do dano de DNA
observado em espermatozoides recuperados do ejaculado resulte de alteracdes
pos-testiculares 3243 foi comprovado que embrides derivados de espermatozéides
testiculares apresentam pior morfologia de pré-ndcleos % e resultam em taxas de
gestacdo mais baixas quando comparados a embribes derivados de

espermatozoéides epididimarios >°.

Um recente estudo comparou resultados de ICSI com espermatozdides
testiculares e epididimarios e demonstrou uma taxa maior de aborto quando foram
utiizados espermatozoides testiculares, sugerindo que a imaturidade do

espermatozoide proveniente do testiculo pode afetar o desenvolvimento embrionario
37

O mesmo acontece na comparacdo de espermatozoides testiculares
provenientes de homens com azoospermia nao-obstrutiva, ou seja, alteragdo na
espermatogénese, com espermatozoides de homens com azoospermia obstrutiva
(pacientes vasectomizados, com obstrucado de epididimos ou deferentes, agenesia
congénita dos ductos deferentes e outras causas), onde a espermatogénese é

normal ¢,

1.2.2 Azoospermia Obstrutiva e Ndo-Obstrutiva

Espermatozoides testiculares de homens com azoospermia ndo-obstrutiva,

apesar de propiciarem taxas semelhantes de fecundacédo e qualidade embrionaria,
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levam a menores taxas de implantacdo e gestacdo, assim como maiores taxas de

36,38

abortamento Esse fato pode ser explicado pelo acometimento da

espermatogénese em pacientes com azoospermia ndo-obstrutiva 3°. Calogero et al.
22 relataram que a taxa de aneuploidia em espermatozéides é inversamente

proporcional a fase em que a espermiogénese é afetada.

No caso da azoospermia obstrutiva, ficou provado que quanto maior o
tempo de obstrugcdo, menor a viabilidade do espermatozoide recuperado e,

consegiientemente, menores sdo as taxas de fecundacéo e gestacéo “°.

De fato, o numero de células de Sertoli, responsaveis pela nutricdo dos
espermatozdides durante a espermatogénese, é definido até a puberdade *'. Assim,
a razao entre o numero de células de Sertoli e espermatozoides deve diminuir
conforme aumenta o tempo da obstrucao, indicando um suporte ineficiente para os

espermatozéides nestes pacientes *.

Outras explicagbes seriam: disfuncéo
endécrina ap6s a obstrucdo ** ou até fibrose intersticial, causada pela inflamacéo
local no caso da vasectomia **.

Por fim, sabe-se que apoptose € um mecanismo fisiolégico extremamente
importante para o controle da populacédo de espermatozéides nos testiculos **°.
Tem sido proposto que apds a obstrucdo, a espermatogénese € prejudicada por um

aumento do indice de apoptose nas células germinativas masculinas *"“%.

1.3 DESENVOLVIMENTO FOLICULAR OVARIANO

Durante o periodo embriondrio, as células germinativas primordiais
migram para a gbnada ainda indiferenciada e, no momento em que 0s ovarios sao
formados, estas células, agora denominadas oogodnias, iniciam a proliferacao
mitética *°. No cértex dos ovarios, as oogdnias sdo rodeadas por células somaticas e,
uma vez finalizada a proliferacdo mitética, se inicia a meiose, para ser bloqueada

durante a Préfase da Primeira Divisdo (PI) *°.

No nascimento, as células germinativas, ja denominadas o0dQcitos,
permanecem em repouso e sdo rodeadas por uma Unica camada de células da

granulosa, formando, assim, o foliculo primordial **. Uma vez estabelecida a reserva
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de foliculos primordiais, estes vao gradualmente deixando o grupo de foliculos

quiescentes, adquirindo caracteristicas essenciais para o desenvolvimento futuro
51,52

Pouco antes da ovulacdo, a meiose é retomada em resposta a um drastico

5 e é entdo

aumento sérico na concentracdo do Hormonio Luteinizante (LH)
novamente bloqueada, desta vez durante a Metadfase da Segunda Divisdo (Mll),

permanecendo assim até a fertilizacéo *°.

Além da progresséo nuclear — de Pl a Mll —, a maturag&o oocitaria envolve
uma série de modificagbes citoplasmaticas essenciais para a fertilizacdo e o
desenvolvimento embrionario como desenvolvimento da capacidade de
descondensac&o da cromatina do espermatozéide >* e habilidade de liberar célcio a

partir das reservas citoplasmaticas °°.

O desenvolvimento do mecanismo de liberacdo de Ca®" durante a
maturacdo oocitaria representa a mais importante alteragcdo fisioldgica do odcito,
garantindo uma resposta apropriada ao estimulo do espermatozéide no momento da

fertilizacdo *°.

14 IDADE MATERNA E FERTILIDADE

A foliculogénese acontece de maneira continua durante a vida da mulher a
partir do nascimento até a menopausa. Na puberdade, a concentracao sérica de
gonadotrofina atinge um nivel suficiente para suportar as fases finais da
foliculogénese, que resulta na ovulacéo e formacéo do corpo luteo. Caso a gestacao
nao ocorra, a atividade ciclica do ovario € mantida mensalmente. ApGs a puberdade,
a duracdo do ciclo menstrual mantém-se constante até poucos anos antes da
menopausa, quando a disponibilidade de foliculos torna-se reduzida e as ovulacdes

comecam a cessar °'.

Conforme o ovario envelhece, ocorre uma queda na quantidade e
qualidade dos odcitos. Recentemente, foi demonstrada uma importante relacéo
entre o diametro de foliculos primordiais, transitorios e primarios e a idade da
mulher. De fato, as mais velhas (acima de 35 anos) apresentam uma redugdo no

didametro folicular quando comparadas as mais jovens, sugerindo que sejam
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selecionados para o recrutamento foliculos maiores e, talvez, mais saudaveis
durante o inicio da vida reprodutiva e que, com o tempo, a populacdo de foliculos

restantes apresente uma reducdo ndo sé no diametro, mas também na qualidade 2.

Diversas teorias tém sido propostas para explicar como a idade afeta a
funcdo dos odcitos, incluindo anomalias na estrutura e funcédo dos fusos de divisao
meidtica *° e encurtamento de teldmeros ®°. Hassold et al. ®* descreveram que a
frequéncia de anormalidades cromossémicas esta diretamente relacionada a idade
materna e se estima que por volta da quinta década de vida, mais de 50% dos

oocitos ovulados podem estar cromossomicamente comprometidos.

Tem sido descrito ainda que a queda na qualidade oocitaria, com o
decorrer da vida reprodutiva, estad relacionada a exposicdo crbnica a espécies

pY

reativas de oxigénio °%; ao comprometimento mitocondrial ®3; & maior incidéncia de

64

apoptose embrionaria e a queda no numero de quiasmas, levando a nao-

disjuncdo das cromatides °°.

1.5 FERTILIZACAO

A interacdo espermatozoOide e Ovulo envolve uma série de eventos
bioquimicos e fisiolégicos, tais como: reconhecimento especifico, adesdo e fuséo
entre os gametas . O Ultimo estagio desse processo é a ativacdo oocitaria, que
culmina com alteracbes da zona pellcida, reinicio da meiose, descondensacdo do
nacleo do espermatozéide, recrutamento de DNA materno, formacdo dos proé-

ndcleos masculino e feminino, inicio da sintese do DNA e clivagem °’.

1.5.1 Ativacéo Oocitaria

O evento-chave, essencial para a ativacdo oocitaria, € a sinalizacao por
fons de calcio (Ca®"). Logo apos a fusdo do espermatozéide e 6vulo ocorre um
dramatico aumento na concentracdo de Ca** no meio intracelular, que se prolifera

como uma onda através do oécito ®®®°. O primeiro aumento na concentracéo de Ca**
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intracelular € seguido de uma série de picos transitorios, que caracterizam um dos

processos responsaveis pelo adequado desenvolvimento embrionario *°.

As oscilacBes de Ca®" envolvem a acéo de fatores espermaticos, capazes
de induzir eventos moleculares tanto in vivo como in vitro e até mesmo depois da
ICSI "*"3. Apé6s a fertilizagdo, varios mecanismos fisiolégicos, bioquimicos e
morfologicos sdo ativados no odcito, até entdo, metabolicamente quiescente. Antes
da fertilizacdo, a Proteina Quinase Ativada por Mitdégeno (Mitogen-Activated Protein
Kinase — MAP quinase) e o Fator Promotor da Maturacdo (Maturation Promoting
Factor — MPF) tém suas atividades elevadas e mantém o o00cito em estado de

repouso, com o desenvolvimento nuclear bloqueado em MIl ™.

A atividade do MPF varia durante o desenvolvimento oocitario. Em odécitos
imaturos, apresenta-se inativo, caracterizando o primeiro bloqueio durante o
desenvolvimento oocitario. Durante a Metéafase |, a atividade do MPF atinge seu pico
e decresce novamente durante a transicdo da anafase a telo6fase e, finalmente, se
eleva novamente na MIl. Neste momento, ocorre o segundo bloqueio do
desenvolvimento oocitario e a atividade do MPF mantém-se estavel até a fertilizagéo,

quando comeca a diminuir >’.

Tém sido propostas interacdes entre a ativacdo por Ca®* e MPF. Dupon "®
advertiu que oscilacbes de Ca®** seriam responsaveis pela inativacdo do MPF,
permitindo, assim, o reinicio da meiose. Além disso, a ativacdo por Ca* apds a
fertilizacdo é aparentemente responsavel pela diminuicdo na atividade da MAP

quinase °.

1.5.2 Origem do Aumento do Calcio Intracelular

O mecanismo pelo qual o espermatozoide é capaz de gerar aumento de
calcio livre no ooplasma e iniciar a cascata de ativacdo do odcito ainda nao foi

totalmente elucidado, porém algumas hipéteses tém sido discutidas.

A mais recente e aceita hipOtese assinala que a fusdo entre as
membranas do espermatozoéide e odcito permite a deposi¢do de Fatores Citosolicos

Espermaticos (FCE) no ooplasma '"’®. Em mamiferos, a fusdo entre as membranas
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ocorre de 1 a 3 minutos antes do aumento na concentracdo de Ca*" intracelular *°.
Assim sendo, fatores presentes no espermatozoide seriam liberados no

ooplasma antes do inicio da ativacdo oocitaria °°.

Além disso, extrato de
espermatozoides injetados em odcitos mamiferos é capaz de induzir a ativacao
oocitaria e desenvolvimento até o estagio de blastocisto ®®2. Igualmente, diversos
estudos demonstraram a geracdo de oscilacdes de Ca?* ap6s a ICSI quando o

espermatozdide é totalmente liberado no interior do oécito 8%,

1.5.3 PLC —¢ (PLC-zeta)

Recentemente, foi constatado que a habilidade dos FCE em causar
oscilacBes de Ca?* pode ser explicada por uma atividade fosfolipase (phospholipase
— PLC) especifica do espermatozdide ®° e tal atividade deve-se a uma PLC h& pouco

tempo isolada de DNA de espermatides, a PLC—zeta 88689,

Diversos estudos tém indicado o inositol 1,4-5 trifosfato (inositol 1,4-5
triphosphate — IP3) como a origem para o aumento intracelular de Ca®" livre em

90,92

oocitos mamiferos e tém se hipotizado que o IP;zliga-se a receptores localizados

no reticulo endoplasmatico, causando abertura dos canais e liberacdo de Ca** no

oolema °+%,

O IP3; é produzido pela hidrélise do fosfolipidio de membrana
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,) em uma reacdo catalisada pela PLC—zeta ®.
Desta maneira, o PIP, € quebrado em IP3; e diaglicerol (DAG); enquanto o IP3 &
capaz de liberar Ca** no citoplasma, o DAG ativa proteinas quinases, responsaveis
pelo transporte de ions de sodio (Na*) e hidrogénio (H"), aumentando o pH oocitario
(Figura 1) *+ %,



25

FIGURA 1 O papel do IP; na liberagdo do Ca?* a partir do reticulo endoplasmatico

Depois deste gatilho bioquimico, ocorre uma modulacdo enzimatica e
liberacdo de ions, mobilizando os reservatérios de célcio intracelular. Foi descrito
que as ondas oscilatérias de propagacédo de Ca?* sdo geradas por um mecanismo

de feedback positivo, onde a ligacéo do IPsza seu receptor depende do préprio Ca*
91

Apos a fertilizagéo, o célcio funciona como segundo mensageiro quimico e
atua diretamente na inativacdo do MPF, desencadeando a extrusdo do corpusculo
polar, reacdo cortical, bloqueio a polispermia, singamia e clivagem .

Posteriormente, o célcio induz a diminuicdo na atividade MAP quinase "°.

A inativagdo do MPF permite que o ndcleo oocitario termine a segunda
divisdo da meiose e evita que o nucleo masculino entre em metafase precocemente,
possibilitando uma perfeita sincronia entre os mecanismos ° . A diminuicdo na

atividade da MAP quinase permite que o envelope pré-nuclear seja formado °.
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1.6  ICSIEATIVACAO OOCITARIA

O ICSI parece resultar respostas similares no metabolismo do calcio no
ambiente oocitario, reforcando a hip6tese de que receptores de membrana séo
dispenséaveis para a inducdo da ativacdo oocitaria pelo espermatozéide "*. Quando o
espermatozoide é injetado diretamente no ooplasma, o gatilho para a ativacéo
oocitaria é produzido pela prépria manipulacéo do ooplasma °’ e tem sido proposto
gue a PLC-zeta nao seja liberada no ooplasma sem que a membrana esperméatica

tenha sido, ao menos parcialmente, danificada .

Uma diferenca entre o ICSI e a fertilizacdo normal € o tempo das
oscilagbes de calcio. Embora a primeira oscilacdo transitéria normalmente inicie
dentro de poucos minutos apos a fusdo espermatozoéide-odcito, estas oscilagdes sao

83, 9 pe fato, diferentes

atrasadas em aproximadamente 30 minutos na ICSI
processamentos seminais para ICSI resultando em diferentes graus de dano na
membrana do espermatozoide podem afetar o intervalo de tempo entre a injecdo e o

inicio das oscilacdes de Ca** &,

Da mesma forma, estudos em primatas e humanos indicam que também
ocorre um atraso da descondensacao da cromatina do espermatozdide apés a ICSI,
particularmente na porcéo anterior da cabeca do espermatozéide '®. Este atraso
pode ser explicado pelas diferencas no tempo necessario para que o odcito remova
0 acrossoma e 0s componentes da membrana espermatica, permitindo a exposi¢ao

da PLC—zeta no ooplasma .

1.7 FALHA DE FERTILIZAGAO

Apesar do continuo desenvolvimento das técnicas de RHA nos ultimos
anos, o sucesso do processo de fertilizacdo ndo é garantido para todos os pacientes
e falha de fertilizacdo é um problema comum %2, Tem sido sugerido que a qualidade

do espermatozdide influencie drasticamente a fertilizagéo %0314,
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Diferentes etiologias para a falha na fertilizagcdo foram relatadas como

102,105

falha na descondensacdo da cromatina do espermatozoide e parcial ou

completa incapacidade do espermatozéide iniciar a ativacéo do odcito * °°.

1.7.1 Falha na Ativacao Oocitaria

O motivo pela falha da ativacéo oocitaria tem sido amplamente discutido.
Estudos realizados com Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatides Redondas
(Round Spermatid Injection — ROSI) destacam que fatores responsaveis pela
ativacdo oocitaria podem estar em quantidades insuficientes em populacdes
especificas espermatides redondas; aparentemente, este seja um dos principais

motivos que justificam o fracasso deste processo *°7 18,

Foi constatado que uma porcentagem significativa de homens portadores
de azoospermia ndo-obstrutiva apresenta focos de espermatogénese *°°. No entanto,

Vanderzwalmen et al. *°

relatam que Espermatides Redondas (ROS), Espermatides
Alongadas (ELS) ou espermatozoides provenientes de homens portadores de
patologias testiculares graves ndo exibem nucleos suficientemente maduros e
podem apresentar deficiéncia ou auséncia da producéo de fatores espermaticos e,

consequentemente, distlrbios nas oscilagdes do calcio.

E importante salientar que, na auséncia da ativacdo do célcio, o nucleo
destas células é exposto ao MPF e a fatores citostaticos, que destroem as pontes
protéicas (protaminas) dos cromossomos prematuramente, impedindo o correto

desenvolvimento embrionario %,

1.8 ATIVACAO OOCITARIA ARTIFICIAL

Diferentes técnicas para Ativacdo Oocitaria Artificial (AOA) tém sido

propostas, favorecendo o desenvolvimento de embrides até o estagio de blastocisto
83, 97, 111-113
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Estudos prévios confirmam a eficacia da combinacdo da ICSI com a

114, 115

ativagao oocitaria artificial quimica , € desde entdo esta tem sido a técnica

mais comumente utilizada no auxilio da ativacao oocitaria.

Durante a ativacdo oocitaria artificial quimica, o aumento do calcio
intracelular pode ser induzido por reacdes quimicas, como no caso do estréncio ***
17 ou pelo transporte de célcio através da membrana do reticulo endoplasmatico,

como no caso do ionéforo de calcio A23187 18,

Diversos estudos advertem que odécitos ndo-fertilizados previamente por
espermatozoéides apés a ICSI podem ser devidamente ativados com ionéforo de
calcio A23187, resultando em fertilizacbes, gestacdes e bebés saudaveis, trazendo,
assim, respaldo para a sua utilizacdo nos casos de alteracdo seminal ou evidéncia

de falha de fertilizag&o e implantagdo **> %%,

Sao muito poucas e recentes as evidéncias relatadas pela literatura sobre
o comportamento de espermatozéides com anormalidades morfolégicas diante da
AOA com ionéforo de célcio®®, ou quando sdo utilizados espermatozéides néo-

ejaculados 2 30,
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2 OBJETIVO

Com base no protocolo de ativacao artificial em odcitos humanos atraves

ionéforo de calcio A23187 1°

, este estudo teve como objetivo analisar a influéncia
deste procedimento em casais submetidos a técnica de ICSI, com diferentes origens

de espermatozoides.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2006 a julho de
2007 nos Centros de Reproducdo Humana Assistida, Prof. Franco Janior —
Ribeirdo Preto (SP), e Fertility — Centro de Fertilizagdo Assistida — Sao Paulo
(SP).

3.1 CASUISTICA

Participaram do estudo 314 casais que procuraram os centros de RHA, a
fim de realizarem tratamento para infertilidade conjugal, com indicacéo para técnicas

de alta complexidade, ICSI.

Foram incluidos casais que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), concordando com os procedimentos de RHA de alta

complexidade, assim como com a metodologia realizada neste estudo.

Os casais deveriam apresentar, pelo menos, uma das indicagdes para a

utilizacao de AOA, que sao relatadas a seguir:

. Oligoastenozoospermia: Definida como concentragdo de espermatozoides

maéveis no ejaculado inferior a 5 x 10° / mL.

. Azoospermia: Definida pela auséncia de espermatozoides no ejaculado,
cujos ciclos foram realizados utilizando-se espermatozodides obtidos a partir do

epididimo ou testiculo.

Além disso, as mulheres incluidas no estudo necessariamente satisfizeram

0s seguintes critérios de incluséo:
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. Ciclos menstruais regulares a cada 25-35 dias.

. indice de massa corporal menor que 35 kg / m?, calculado de acordo com a

seguinte férmula: peso do corpo (kg) / altura x altura (m?).

. Presenca de ambos os ovarios.

. N&o possuiam anomalia pélvica e/ou uterina clinicamente significativa.

. Citologia cervical normal.

. Caso tivessem tido ciclos de estimulagédo anterior, aguardaram, no minimo, 60

dias para desintoxicacao, antes do inicio do ciclo de tratamento atual.

. FSH sérico dentro dos limites da normalidade (< 10mU / mL).

. Forneceram, voluntariamente, por escrito o TCLE, antes de qualquer
procedimento relacionado ao estudo.

Foram excluidos do estudo casais que apresentaram quaisquer das

seguintes caracteristicas:

. Doenga sistémica clinicamente significativa.

. Estarem reconhecidamente infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV).

. Estarem reconhecidamente infectados pelo virus da hepatite C.
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. Teste positivo para antigenos de superficie da hepatite B.

. Condicdo médica que possa interferir no bem-estar fisico ou emocional do

casal ou de cada conjuge.

. Endometriose grau Il — IV (classificacdo da American Society for

Reproductive Medicine).

. Hidrossalpinge, unilateral ou bilateral.
. Sangramento ginecologico anormal, ndo-diagnosticado.
. Alergia ou hipersensibilidade a preparados de gonadotrofinas humanas ou

guaisquer outros medicamentos relacionados ao estudo.

3.2 GRUPOS DE ESTUDO

Foram analisados 314 ciclos de ICSI, divididos em grupos, de acordo com
a origem do espermatozoide utilizado para a ICSI. Ciclos em que faltavam dados
essenciais a este estudo foram excluidos, e os grupos de estudo foram

estabelecidos conforme descrito a seguir.

. Grupo EJACULADO: 92 casais submetidos a ciclos de ICSI com

espermatozoides ejaculados.

. Grupo EPIDIDIMARIO: 82 casais submetidos a ciclos de ICSI com
espermatozoides epididimarios, coletados por Puncdo Percutanea de
Espermatozoides Epididimarios (Percuntaneuos Epidydimum  Sperm
Aspiration — PESA).
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. Grupo TESTICULAR: 140 casais submetidos a ciclos de ICSI com
espermatozoides testiculares coletados por Aspiracdo de Espermatozoides

Testicular (Testicular Sperm Aspiration — TESA).

Cada grupo de estudo foi ainda organizado em subgrupos, dependendo
da realizacéo (Subgrupo AOA) ou ndo de AOA (Subgrupo Controle — CT). Os ciclos
foram pareados em cada subgrupo para idade das mulheres e nimero de odécitos
obtidos. A Tabela 1 demonstra a composicdo dos grupos e subgrupos incluidos

neste trabalho.

TABELA 1  Distribuicdo das pacientes nos grupos e subgrupos de estudo

Grupos EJACULADO EPIDIDIMARIO TESTICULAR Total
AOA 46 41 70 157
CT 46 41 70 157
Total 92 82 140 314

3.3 OBTENCAO DE ESPERMATOZOIDES

De acordo com a indicacdo de cada casal, os espermatozoides foram
obtidos a partir de amostras de sémen ejaculado ou pelas técnicas cirurgicas de

recuperacao de espermatozéides epididimarios (PESA) ou testiculares (TESA).
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- Grupo EJACULADO

As amostras de sémen ejaculado foram obtidas por masturbagéo, apos
trés a cinco dias de abstinéncia ejaculatéria, coletadas em frasco plastico e estéril e

enviadas para analise e processamento seminal.

- Grupo EPIDIDIMARIO

O procedimento de PESA foi realizado no mesmo dia da puncéo folicular,
sob anestesia local (2mL de lidocaina 1% sem adrenalina no plexo pampiniforme).
Resumidamente, a técnica foi realizada da seguinte forma: apds a localizacdo do
epididimo, uma agulha de 27 gauge, conectada a seringa de 1mL preenchida com
meio de cultura (Hepes — Irvine, EUA), foi introduzida na regido proximal do
epididimo e leves succOes foram efetuadas (Figura 2). A amostra recuperada foi
colocada em placa de Petri para a busca de espermatozoides através de

microscopio optico em aumento de 400x.

Apos a verificagcdo da presenca de espermatozéides, a amostra foi lavada,
através da adicdo de meio de cultura (Hepes — Irvine, EUA), e feita a centrifugacéo a
800g por 20 minutos. O precipitado foi entdo ressuspendido em 0,5mL de meio de
cultura (Hepes — Irvine, EUA) e enviado ao laboratério de fertilizacdo in vitro para

realizacdo da técnica de ICSI.
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FIGURA 2  Procedimento cirargico para recuperacdo de espermatozoides
epididimarios (PESA)

- Grupo TESTICULAR

O procedimento de TESA foi realizado no mesmo dia da puncéo folicular,
sob anestesia local (2mL de lidocaina 1% sem adrenalina no plexo pampiniforme).
Resumidamente, para a recuperacao de espermatozoides testiculares, o testiculo foi
imobilizado e a bolsa testicular mantida sob tenséo, para que a profundidade da

incisdo pudesse ser controlada e o epididimo protegido de lesdes.

Com o auxilio de uma agulha de 21 gauge do tipo borboleta, conectada a
uma seringa de 5mL, foram realizadas repetidas inser¢des perpendiculares no polo
superior do testiculo, sob pressdo negativa, até que um fluido amarelo opaco e/ou
tecido fosse visualizado na canula do sistema. Em seguida, a canula foi clampeada,
a fim de manter a pressdo negativa e, com o auxilio de pincas, parte do tubulo

seminifero foi retirada (Figura 3).

A amostra recuperada foi colocada em placa de Petri e com auxilio de
agulhas, o tecido foi dissecado, seguido da pesquisa de espermatozéides através de
microscépio Optico, em aumento de 400x. ApOs a verificacdo da presenca de
espermatozoéides, os mesmos foram coletados com pipeta Pasteur e a amostra,
lavada, com adicdo de 2,0mL meio de cultura (Hepes — Irvine, EUA), seguida de

centrifugacdo a 800g por 20 minutos. O precipitado foi entdo ressuspendido em
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0,5mL de meio de cultura (Hepes — Irvine, EUA) e enviado ao laboratorio de

fertilizacdo in vitro para realizacao da técnica de ICSI.

FIGURA 3  Procedimento cirargico para obtencédo de espermatozdides testiculares
(TESA)

3.4 ANALISE E PROCESSAMENTO SEMINAL

As amostras de sémen ejaculado foram submetidas a andlise seminal, de
acordo com protocolos estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Satde, 1999 3.
Foram obtidas, entdo, a concentracdo de espermatozéides por 1mL e a

porcentagem de espermatozoides moveis presentes na amostra.

Apoés analise seminal completa, foi realizado protocolo de processamento
seminal pelas técnicas de gradiente descontinuo de densidade ou migracao
ascendente de espermatozoides, conforme indicacdes estabelecidas no | Consenso
de Infertilidade Masculina **, para recuperacdo de espermatozéides méveis a serem

utilizados na técnica de ICSI.

Para a realizacdo do gradiente descontinuo de densidade, foram utilizadas
trés camadas de Isolate (Irvine Scientific, EUA), em volume de 0,5mL cada, nas
densidades de 95%, 70% e 50%. Foi adicionado 1,0mL da amostra seminal sobre as
camadas de Isolate (Irvine Scientific, EUA) e centrifugado por 20 minutos a 800g. O
precipitado contendo os espermatozoides foi ressuspendido em 2,0mL de meio de

cultura (Hepes — Irvine, EUA), lavado através de centrifugacéo por 8 minutos a 800g
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e novamente ressuspendido em 0,5mL de meio de cultura (Hepes — Irvine, EUA). A
amostra recuperada foi enviada ao laboratorio de fertilizag&o in vitro para utilizagao

da técnica de ICSI.

Para a técnica de migracdo ascendente de espermatozoéides, a amostra
de sémen foi lavada, adicionando-se o0 mesmo volume de meio de cultura (Hepes —
Irvine, EUA) e centrifugada por 8 minutos a 800g. O precipitado foi coletado e
adicionado a 1mL de meio de cultura (Hepes — Irvine, EUA) e incubado por uma
hora a 37°C, com o tubo inclinado a 45°. Apés este periodo, foi retirado 0,5mL do
sobrenadante e enviado ao laboratorio de fertilizacdo in vitro para utilizagdo dos

espermatozoides recuperados na técnica de ICSI.

3.5 EsTiMmuLO OVARIANO CONTROLADO

Para o Estimulo Ovariano Controlado (EOC), as pacientes foram
submetidas ao protocolo longo convencional descrito no | Consenso de Inducéo de
Ovulacdo em Reproducdo Assistida **3, indicado para pacientes em procedimentos

de alta complexidade em RHA.

O bloqueio hipofisario foi atingido com andélogo agonista do Horménio
Liberador de Gonadotrofinas (Gonadotrophin Releasing Hormone — GnRH, Lupron
Kit™, Abbott S.A Societé Francaise des Laboratoires, Paris, Franca) seguido por
EOC, com administracdo de Hormodnio Foliculo Estimulante recombinante
(recombinant Follicular Stimulationg Hormone — r-FSH, Gonal-F®, Serono, Genebra,
Suica) em dose inicial de 225 — 300Ul e ajustes de dose de acordo com a resposta

de cada paciente.

A inducéo da ovulacéo foi acompanhada por dosagens séricas de estradiol e
ultra-sonografias seriadas; quando o foliculo dominante atingiu didmetro de 18mm
ou, pelo menos, dois foliculos alcancaram de 16 a 18mm em diametro, foram
administrados 250ug de Gonadotrofina Coribnica humana recombinante
(recombinant human Corionic Gonadotrophin — r-hCG, Ovidrel™, Serono, Genebra,
Suica) para maturacao folicular final. A puncéo folicular foi realizada 34 a 36 horas

apos a administracéo do r-hCG (Figura 4).
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FIGURA 4 Esquema descritivo da estimulagdo ovariana e desenvolvimento
folicular

3.6 PREPARACAO DOS OOCITOS E ICSI

Placas de pré-incubacéo (placas de Petri, 60 x 15mm) foram preparadas com
8 gotas de 100uL de meio de cultura embrionaria constituido por Fluido de Tuba
Uterina Humano (Human Tubal Fluid —HTF, Irvine, EUA), suplementado com 15% de
Albumina Sérica Humana (Human Seric Albumin — HSA; Irvine, EUA) néo-
tamponado, cobertas com 15mL de éleo mineral (Ovoil; Vitrolife, Suica) previamente

equilibrado para temperatura e pH (Figura 5).



39

@ O ‘ Gotas de 100ul de meio de cultura
@ @ G Odcito
@ Q Placa de pré-incubacéo
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FIGURA 5 Placas de pré-incubacdo — 8 gotas de 100uL de meio de cultura HTF
(Irvine, EUA), suplementado com 15% de Albumina Sérica Humana
(Human Seric Albumin — HSA; Irvine, EUA), cobertas com 15mL de
6leo mineral (Ovoil; Vitrolife, Suica) previamente equilibrado para
temperatura e pH

Apés a puncao, recuperacao e classificacdo, os o6citos permaneceram a
37°C, com 5% CO,, por um periodo de duas a quatro horas nas placas de pré-
incubacdo, colocando-se até trés oocitos por gota. Em seguida, realizou-se a
desnudacdo dos odcitos. Para tanto, os mesmos foram expostos a hialuronidase
(gotas de 100pL de meio de cultura Hepes tamponado, contendo 80UI/mL de
hialuronidase — Irvine, EUA) por 30 segundos e imediatamente lavados em meio de
cultura embrionaria. Em seguida, a retirada total das células do complexo cumulus-
corana foi realizada mecanicamente através de repetidas pipetagens, utilizando-se

pipetas Pasteur de diametros decrescentes.

Os odcitos foram entdo classificados quanto a maturacdo, baseado na
presenca do corpusculo polar e vesicula germinativa. Aqueles que liberaram o
primeiro corpusculo polar foram considerados maduros (MIl — Metafase IlI). Os
oocitos imaturos foram classificados em Profase | (Pl) ou Metafase | (Ml),
dependendo da visualizacdo ou ndo da vesicula germinativa, respectivamente.

Somente oécitos Ml foram utilizados para a técnica de ICSI.

Placas para ICSI (placas de Petri — 60 x 15mm) foram preparadas com
seis gotas de 4uL de meio Hepes tamponado (Irvine, EUA), onde foi colocado um
oocito por gota, uma gota central de 4uL de PVP (polivinilpirrolidona; Irvine, EUA),
na qual foram adicionados 2uL da amostra de espermatozdides a serem injetados e

uma gota reserva de PVP (polivinilpirrolidona; Irvine, EUA), sem adicdo de
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espermatozoides. As gotas foram cobertas por 15mL de 6leo mineral (Ovoll; Vitrolife,

Suica) equilibrado previamente para temperatura e pH (Figura 6).

o O Meio tamponado
° O® O ® PVP
OO O @ PVP +sémen
Placa de ICSI
(60 x 15mm)

FIGURA 6  Placas de ICSI — 4uL de meio Hepes tamponado (Irvine, EUA), onde foi
colocado um odcito por gota, e uma gota central de 4uL de PVP
(polivinilpirrolidona; Irvine, EUA), na qual foram adicionados 2mL da
amostra de espermatozoides a serem injetados. As gotas foram
cobertas por 15mL de 6leo mineral (Ovoll; Vitrolife, Suica) previamente
equilibrado para temperatura e pH

A ICSI foi realizada de acordo com a técnica-padrao descrita por Palermo
et al. 3. Apés a injecdo, cada odcito foi colocado em uma gota de 100uL de meio de
cultura embrionaria, contendo quatro gotas de HTF cobertas com 5mL de oleo

mineral previamente equilibrado para temperatura e pH (Figura 7).

. 100ul de meio de cultura

Placa de cultura
(30 x 10mm)

FIGURA 7  Placas de cultura embrionaria — 100uL de meio de cultura embrionaria,
onde foi colocado um odcito injetado por gota, coberta por 5mL de 6leo
mineral (Ovoil; Vitrolife, Suica) previamente equilibrado para
temperatura e pH
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3.7 ATIVACAO OOCITARIA ARTIFICIAL

Para ativacdo oocitéria artificial foi utilizado ion6foro de calcio (4-bromo
calcium ionophore A23187 — Sigma B7272, EUA).

— Solucgéo estoque iondforo de célcio

Um miligrama de ionoforo de calcio (4-bromo calcium ionophore A23187 —
Sigma B7272, EUA) foi diluido em 50uL de DMSO (Dimethyl Sulfoxide; Sigma, EUA)

e aliquotas de 5uL foram armazenadas entre —10 e —20°C.

— Meio de cultivo para ativagdo oocitéaria artificial

Imediatamente antes do uso, o meio de cultivo para AOA foi preparado
pela adicdo de 5uL de solucdo estoque de iondforo de calcio em 0,5mL de HTF
(Human tubal fluid, Irvine, EUA) ndo-tamponado, suplementado com 15% de HSA
(Human Seric Albumin; Irvine, EUA), resultando em uma concentracdo de 5uM de

iondforo de calcio.

— Metodologia da AOA

Apoés a ICSI, oocitos pertencentes ao grupo em que se aplicou a AOA
foram mantidos em meio de cultivo para AOA por 30 minutos a 37°C e 5% CO,. Em
seguida, os mesmos foram transferidos para gotas individuais na placa de cultura

embrionaria e cultivados como de rotina.
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3.8  CRITERIOS DE CLASSIFICACAO E SELECAO EMBRIONARIA

No primeiro dia de desenvolvimento (D + 1), realizou-se a checagem da
fertilizacdo aproximadamente 20 horas ap6s a ICSI. A presenca de dois Pré-Nucleos
(PN) caracterizou a ocorréncia de fertilizacdo normal. Em relacdo a qualidade dos
embrides neste momento, agqueles que apresentaram PN polarizados com numero e
tamanho de nucléolos nao-discrepantes foram considerados normais. Embrides que
manifestaram qualquer caracteristica discrepante foram entdo classificados como

anormais.

Ainda no primeiro dia de desenvolvimento, de 26 a 30 horas apoés a ICSI,
0os embrides foram novamente analisados para checagem da primeira clivagem
(avaliacdo da clivagem precoce). A presenca de duas células determinou a

ocorréncia da primeira clivagem.

Classificacbes morfolégicas em relacdo ao numero de células,
multinucleacao, simetria dos blastbmeros e porcentagem de fragmentacéo foram os
principais parametros avaliados no segundo e terceiro dias de desenvolvimento
embriondrio. Foram considerados bons embridbes no segundo dia de
desenvolvimento aqueles que apresentaram de dois a quatro blastdmeros regulares
e fragmentacdo até 20% e no terceiro dia de desenvolvimento, seis a dez

blastdmeros regulares e fragmentacéao até 20%.

A classificagdo embrionéria foi realizada utilizando-se 0 mesmo padrao
para todos os ciclos, incluindo documentacdo fotografica de todos os odcitos e
embrides, minimizando, assim, a ocorréncia de qualquer falha na interpretacdo da

qualidade dos mesmos.

A Transferéncia Embrionaria (TE) foi realizada no terceiro dia de
desenvolvimento, guiada por ultra-sonografia, sendo transferido de um a quatro
embrides. A gestacdo foi confirmada, bioquimicamente, pela dosagem de hCG
sérico 12 dias ap6s a TE e, clinicamente, pela observacdo de batimento cardiaco

embrionario através de ultra-sonografia quatro semanas apés a TE.
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3.9 ASPECTOS AVALIADOS

Para cada grupo experimental, os aspectos descritos a seguir foram
comparados entre os Subgrupos AOA e CT. Em seguida, as mesmas andlises foram
realizadas levando-se em conta a idade da mulher, ou seja, foram avaliados apenas

ciclos nos quais as mulheres tinham até 35 anos.

A andlise dos grupos, considerando a idade da mulher, foi realizada a fim
de excluir o fator de infertilidade feminino acarretado pela idade reprodutiva

avancada (maior que 35 anos), o qual poderia interferir nos resultados obtidos.

Para tanto, foram avaliados os seguintes critérios:

. Taxa de fertilizacdo normal: Relagdo entre o numero de zigotos normais
formados no momento da checagem da fertilizacdo (2 PN) e o niumero de

odQcitos injetados.

. Taxa de falha parcial de fertilizacdo: Relacdo entre o nimero de odcitos
ndo-fertilizados no momento da checagem da fertilizacdo e o ndmero de

od0citos injetados e intactos.

. Porcentagem de bons embrides no dia da transferéncia (D + 3): Relacéo
entre o numero de bons embrides, baseado nas caracteristicas morfoldgicas,

e 0 numero total de embrides formados.

. Taxa de implantacdo: Numero de sacos gestacionais observados por ultra-
sonografia em relacdo ao numero de embribes transferidos para cada

paciente.

. Taxa de gestacao total: Numero de gestacdes obtidas em relagdo ao niumero

de ciclos em que houve transferéncia embrionaria.
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. Taxa de gestacdo continuada: Numero de gestacdes obtidas, excluindo os
casos de abortamento, em relacdo ao numero de ciclos em que houve

transferéncia embrionaria.

. Taxa de Abortamento: NUumero de casos de abortamento, até vinte semanas

de gestacdo, em relacdo ao numero de gestacdes.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo dos resultados deste estudo foi composta por analises
descritiva e estatistica. A descritiva trouxe o perfil demografico das pacientes
incluidas no estudo, assim como as caracteristicas gerais dos ciclos de RHA
realizados, apresentando médias e desvios-padrdo em cada grupo de estudo e,

quando aplicavel, comparado-os através da analise de médias.

Para a comparacéo dos resultados de interesse foram realizadas andlises
entre os Subgrupos AOA e CT, para cada grupo de estudo: EJACULADO,
EPIDIDIMARIO e TESTICULAR.

Os dados numéricos foram submetidos ao teste de Kurtosis para
verificacdo de normalidade em relacdo a distribuicdo. Quando os valores obtidos
estavam entre —2 e +2, os teste paramétricos foram aplicados nos dados brutos; por
outro lado, quando os valores do teste de Kurtosis extrapolavam —2 ou +2, indicando
gue os dados nao apresentavam distribuicdo normal, foi aplicado o logaritmo na
base 10 e, subsequentemente, realizada andlise estatistica, utilizando-se testes

parametricos.

Os grupos foram pareados para a idade das mulheres e numero de
oocitos recuperados. Para isso, cada paciente no grupo AOA foi pareada com outra
no grupo-controle, apresentando a mesma idade = 2 anos e 0 mesmo numero de

o0citos recuperados, ou seja, * 2.

Para a andlise de médias, comparando subgrupos dois a dois (AOA
versus CT), utilizou-se o teste t de Student pareado. As variaveis categoricas foram

dispostas em tabelas de contingéncia 2 por 2 e avaliadas pelos testes Chi-quadrado
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ou Exato de Fisher. As variaveis taxas de gestacao total, gestacado continuada e
aborto foram ainda analisadas por regressao logistica binaria e calculados a razao
de chance (Odds Ratio = OR) e o Intervalo de Confianca (IC — 95%). Valores de P <

0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 GRUPOS DE ESTUDO

A seguir estdo descritas as caracteristicas gerais dos Grupos:
EJACULADO, EPIDIDIMARIO e TESTICULAR e a comparacgéo entre os Subgrupos

AOA e CT para avaliacao da similaridade entre 0s mesmos.

4.1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS GRUPOS DE ESTUDO

O Grupo EJACULADO foi composto por 92 ciclos, subdivididos nos
Subgrupos AOA (n = 46) e CT (n = 46), que apresentavam uma das indicacdes para

AOA, ou seja, concentracdo de espermatozéides méveis inferior a 5 x 10°/ mL.

As caracteristicas gerais dos Subgrupos estao dispostas na Tabela 2 e se
pode perceber que os mesmos séo similares em relacdo as idades das mulheres e
dos homens, ao numero de foliculos e odcitos recuperados, a taxa de recuperacao
de odcitos (relacdo entre o numero de odcitos recuperados e o de foliculos
puncionados) e as caracteristicas seminais, tais como: concentracdo e porcentagem

de espermatozoides maoveis.



TABELA 2  Caracteristicas gerais do Grupo EJACULADO

Grupos AOA CT P

Numero de ciclos 46 46

Idade mulher — anos (média + DP) 34,43 (05,51) 34,26 (05,54) 0,118
Idade homem — anos (média + DP) 39,79 (08,71) 38,87 (07,85) 0,615
Ne de foliculos (média + DP) 11,24 (09,97) 11,33 (10,94) 0,892
N° de odcitos (média + DP) 6,91 (06,98) 7,41 (07,21) 0,196
Taxa de recuperacao de odcitos 58,33% 63,12% 0,185
Co_nc~entra(;éo de espermatozoides 2,40 (02,01) 2,07 (01,76) 0.647
(milhdes / mL)

Porcentagem de espermatozoides 67.81% 62.29% 0.440

moveis

AOA: Ativacéo Oocitaria Atrtificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrao

O Grupo EPIDIDIMARIO foi composto por 82 ciclos, subdivididos em AOA
(n =41) e CT (n = 41), nos quais os homens apresentavam azoospermia obstrutiva
pelas seguintes etiologias: vasectomia (84,15%), agenesia congénita dos deferentes

(10,98%), causas neurologicas (2,44%), genéticas (1,22%) e inflamatorias (1,22%).

Pbdde-se observar que os Subgrupos foram comparaveis em relacdo as

idades das mulheres e dos homens, ao nimero de foliculos e odcitos recuperados e

a taxa de recuperacgdo de odcitos (Tabela 3).
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TABELA 3  Caracteristicas gerais do Grupo EPIDIDIMARIO

Grupos AOA CT P

Numero de ciclos 41 41
Idade mulher — anos (média + DP) 31,59 (04,82) 31,76 (05,00) 0,255
Idade homem — anos (média + DP) 43,82 (06,97) 46,09 (07,09) 0,206

N° de foliculos (média + DP) 19,83 (12,14) 20,39 (12,01) 0,665
N° de odcitos (média + DP) 12,66 (08,33) 14,61 (08,71) 0,303
Taxa de recuperacao de odcitos 65,29% 72,55% 0,093

AOA: Ativacdo Oocitaria Atrtificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrao

Em relagcdo ao Grupo TESTICULAR, o mesmo foi constituido por 140
ciclos, sendo 70 no Subgrupo AOA e 70 no CT, cujos homens apresentavam
azoospermia obstrutiva (46,43%) ou nao-obstrutiva (53,57%). As azoospermias
obstrutivas tiveram como etiologia: vasectomia (56,92%), causas neuroldgicas
(21,53%), genéticas (10,77%), agenesia congénita dos deferentes (6,16%) e
disfuncdo sexual (4,62%). Entre as azoospermias nao-obstrutivas, as etiologias
foram: disfuncéo testicular priméria (65,33%), distopia testicular (10,66%), orquite
(9,34%), causas genéticas (5,34%), medicamentosas (2,66%), trauma (5,34%) e

neoplasia (1,33%).

Pbode-se perceber que no Grupo TESTICULAR houve diferenca
significativa em relacdo as idades dos homens. Entretanto, ambas as médias estado
abaixo de 45 anos e, portanto, a diferenca torna-se clinicamente irrelevante. Os

outros parametros avaliados foram semelhantes (Tabela 4).



TABELA 4  Caracteristicas gerais do Grupo TESTICULAR

Grupos AOA CT P
Numero de ciclos 70 70
Idade mulher — anos (média + DP) 34,36 (4,19) 34,16 (4,86) 0,172
Idade homem — anos (média + DP) 38,49 (6,33) 42,28 (8,01) 0,006
Ne de foliculos (média + DP) 17,61 (9,72) 18,30 (9,90) 0,604
N° de odcitos (média + DP) 13,37 (7,49) 13,60 (7,80) 0,597
Taxa de recuperacao de odcitos 76,29% 75,70% 0,826

AOA: Ativacdo Oocitaria Atrtificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrao

4.1.2 TAXA DE FERTILIZAGAO

Foram comparadas entre os Subgrupos AOA e CT as taxas de fertilizacé&o
normal, calculadas pela relacdo entre o nimero de odcitos fertilizados apresentando
2 PNs e o numero de odcitos submetidos a ICSI. A taxa de falha parcial de

fertilizagé@o foi calculada pela razdo entre o nimero de odcitos ndo-fertilizados e o

nimero de odcitos submetidos a ICSI.

Em cada grupo de estudo (EJACULADO, EPIDIDIMARIO e TESTICULAR),

tais taxas mostraram-se semelhantes entre os Subgrupos AOA e CT,

independentemente da origem do espermatozoéide (Figuras 8 e 9).
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FIGURA 8  Fertilizacao normal, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos:
EJACULADO, EPIDIDIMARIO e TESTICULAR
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FIGURA 9  Falha parcial de fertilizacdo, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos:

EJACULADO, EPIDIDIMARIO e TESTICULAR
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4.1.3 TAXA DE BONS EMBRIOES

Esta taxa foi calculada a partir da razdo entre o0 nimero de embribes de
boa qualidade e o numero total de embrides obtidos, baseando-se nas

caracteristicas morfoloégicas dos mesmos (Figura 10).

BONS EMBRIOES
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FIGURA 10 Bons embrides, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos: EJACULADO,
EPIDIDIMARIO e TESTICULAR

4.1.4 TAXAS DE IMPLANTACAO E GESTACAO

Foram transferidos de um a quatro embrides por paciente. Nao houve
diferencas entre os subgrupos em relacdo ao numero de embribes transferidos:
EJACULADO (AOA: 1,71 + 0,96; CT: 2,03 + 1,17; P = 0,142), EPIDIDIMARIO (AOA:
251+1,31;CT: 2,51 +£1,20; P =1,000) e TESTICULAR (AOA: 2,23 +1,10; CT: 2,51
+ 1,30; P = 0,226).
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Foram entédo analisados os resultados clinicos dos ciclos de ICSI atraves
das taxas de implantacdo (Figura 11), da gestacéo total e continuada (Figura 12) e
do aborto (Figura 13), tendo sido comparaveis nos Subgrupos AOA e CT nos trés

grupos de estudo.

IMPLANTACAO
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GRUPO EJACULADO EPIDIDIMARIO TESTICULAR

FIGURA 11 Implantacdo, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos: EJACULADO,
EPIDIDIMARIO e TESTICULAR
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Ainda em relacdo aos resultados clinicos, foi calculada o OR para os

grupos estudados. Os resultados obtidos em cada um deles foram:

. EJACULADO: Gestacao total (OR = 0,86; IC 95% = 0,30 — 2,44; P = 0,772),
gestacdo continuada (OR = 0,71; IC 95% = 0,20 — 2,52; P = 0,591) e aborto
(OR =1,6;IC 95% = 0,24 - 10,81; P = 0,630).

. EPIDIDIMARIO: Gestacao total (OR = 1,46; IC 95% = 0,55 — 3,88; P = 0,452),
gestacdo continuada (OR = 1,63; IC 95% = 0,55 — 4,80; P = 0,377) e aborto
(OR =0,64; IC 95% = 0,10 — 4,09; P = 0,634).

. TESTICULAR: Gestagéo total (OR = 0,92; IC 95% = 0,41 — 2,06; P = 0,837),
gestacdo continuada (OR = 1,45; IC 95% = 0,54 — 3,88; P = 0,458) e aborto
(OR =0,36; IC 95% = 0,08 — 1,64; P = 0,188).

Estes resultados mostraram que a AOA néo interferiu nos resultados
clinicos do tratamento, independentemente da origem do espermatozoide, quando

avaliados os ciclos sem levar em consideragao a idade das pacientes.

4.2 GRUPOS DE EsSTuDO £ 35 ANOS

Neste item, foram avaliados os ciclos de ICSI em pacientes com idade
igual ou inferior a 35 anos. Dessa forma, pretendeu-se excluir o fator oocitario de

infertilidade decorrente da idade avancada.

4.2.1 Caracteristicas Gerais dos Grupos de Estudo <35 Anos

O Grupo EJACULADO foi composto por 46 ciclos, subdivididos nos
Subgrupos AOA (n = 23) e CT (n = 23), que apresentavam idade igual ou inferior a
35 anos. As caracteristicas gerais dos subgrupos estdo dispostas na Tabela 5.

Verificou-se que sdo comparaveis em relacao as idades das mulheres e homens, ao
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namero de foliculos e o0citos, as taxas de recuperacdo de oOcitos e as

caracteristicas seminais.

TABELA 5  Caracteristicas gerais do Grupo EJACULADO em pacientes com idade
< 35 anos

Grupos AOA CT P

Numero de ciclos 23 23
Idade mulher — anos (média = DP) 29,91 (03,54) 30,34 (03,70) 0,690
Idade homem — anos (média = DP) 38,80 (06,83) 36,75 (08,93) 0,223

N° de foliculos (média + DP) 14,86 (12,08) 14,91 (13,20) 0,608
N° de odcitos (média + DP) 10,08 (08,42) 10,34 (08,49) 0,260
Taxa de recuperacdo de odcitos 63,88% 67,52% 0,390

Concentracao de espermatozoides
(milhdes / mL)

quce_ntagem de espermatozoides 47 53% 48.06% 0,958
moveis

2,04 (02,02) 2,08 (01,65) 0,952

AOA: Ativacéo Oocitaria Atrtificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrao

O Grupo EPIDIDIMARIO foi composto por 58 ciclos, subdivididos em AOA
(n =29) e CT (n = 29), nos quais os homens apresentavam azoospermia obstrutiva
pelas seguintes etiologias: vasectomia (82,76%), agenesia congénita dos deferentes
(13,79%), causas genéticas (1,72%) e inflamatorias (1,72%).

Observou-se que 0s Subgrupos também foram similares em relacdo as
idades das mulheres e dos homens, ao nimero de foliculos e odcitos recuperados e

a taxa de recuperacgdo de odcitos (Tabela 6).
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TABELA 6  Caracteristicas gerais do Grupo EPIDIDIMARIO em pacientes com
idade < 35 anos

Grupos AOA CT P

Numero de ciclos 29 29
Idade mulher — anos (média = DP) 29,24 (03,66) 29,21 (03,49) 0,846
Idade homem — anos (média + DP) 44,04 (07,51) 46,45 (08,24) 0,292

N° de foliculos (média + DP) 22,80 (12,60) 22,70 (12,40) 0,934
N° de odécitos (média = DP) 14,34 (08,82) 15,97 (08,77) 0,099
Taxa de recuperacgdo de o0citos 64,98% 71,16% 0,145

AOA: Ativagdo Oacitaria Artificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrédo

Em relagdo ao Grupo TESTICULAR, constituido por 72 ciclos, sendo 36
no Subgrupo AOA e 36 no CT, os homens apresentavam azoospermia obstrutiva
(40,30%) ou nao-obstrutiva (59,70%). As azoospermias obstrutivas tiveram como
etiologia: vasectomia (68,97%), causas neuroldgicas (17,24%), neoplasia (10,34%) e
causas genéticas (3,45%). As azoospermias ndo-obstrutivas tiveram como etiologia:
disfuncéo testicular primaria (62,79%), distopia testicular (18,60%), trauma (6,98%),
orquite (4,65%), causa medicamentosa (4,65%) e neoplasia (2,33%).

Pode-se perceber que no grupo TESTICULAR também n&o houve
diferenca significante em relacéo as idades das mulheres e homens, nimero meédio
de odcitos e foliculos e taxa de recuperacdo de odcitos, indicando similaridade entre
0s Subgrupos AOA e CT (Tabela 7).
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TABELA 7  Caracteristicas gerais do Grupo TESTICULAR em pacientes com idade

< 35 anos
Grupos AOA CT P
NuUmero de ciclos 36 36

Idade mulher — anos (média = DP) 31,05 (03,03) 31,33(3,29) 0,701

Idade homem (média + DP) 37,44 (07,42) 41,05 (8,95) 0,069
Ne de foliculos (média + DP) 20,55 (10,19) 18,83 (9,05) 0,605
N° de odécitos (média = DP) 14,86 (07,69) 14,47 (7,23) 0,656
Taxa de recuperacgdo de o0citos 72,44% 73,13% 0,833

AOA: Ativagdo Oacitaria Artificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrédo

4.2.2 Taxa de Fertilizagéo

As taxas de fertilizacdo normal e falha parcial de fertilizacdo para
pacientes com idade igual ou inferior a 35 anos mostraram-se semelhantes entre os
Subgrupos AOA e CT em cada grupo de estudo (EJACULADO, EPIDIDIMARIO e
TESTICULAR), independentemente da origem do espermatozdide (Figuras 14 e 15).
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FIGURA 14 Fertilizagao normal, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos:
EJACULADO, EPIDIDIMARIO e TESTICULAR em pacientes com idade

< 35 anos
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FIGURA 15 Falha parcial de fertilizacdo, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos:
EJACULADO, EPIDIDIMARIO e TESTICULAR em pacientes com

idade < 35 anos
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Diferente do observado anteriormente (avaliacdo do grupo total de

pacientes, sem levar em consideracao a idade da mulher), a taxa de bons embrides

foi estatisticamente maior quando aplicada a AOA nos Grupos EJACULADO e
EPIDIDIMARIO. Contudo, para o Grupo TESTICULAR, esta diferenca n&do foi

observada (Figura 16).
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FIGURA 16 Bons embrides, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos: EJACULADO,
EPIDIDIMARIO e TESTICULAR em pacientes com idade < 35 anos

4.2.4 Taxas de Implantacdo e Gestacao

O numero de embrides transferidos por paciente nos grupos estudados foi:
EJACULADO (AOA: 2,05 + 1,08; CT: 2,36 + 1,30; P = 0,380), EPIDIDIMARIO (AOA:
2,77 £1,30; CT: 2,54 £ 1,36; P = 0,546) e TESTICULAR (AOA: 2,51 + 1,20; CT: 2,67

+1,30; P = 0,630).



60

Em relacdo aos resultados clinicos dos ciclos de ICSI, a taxa de
implantagdo foi maior quando se utilizou a AOA no Grupo EJACULADO, mas
semelhante nos Grupos EPIDIDIMARIO e TESTICULAR (Figura 17). No entanto, as
taxas de gestacao total e continuada (Figura 18) e abortamento (Figura 19) foram

semelhantes entre os Subgrupos AOA e CT nos trés grupos de estudo.
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FIGURA 17 Implantacdo, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos: EJACULADO,
EPIDIDIMARIO e TESTICULAR em pacientes com idade < 35 anos
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EJACULADO, EPIDIDIMARIO e TESTICULAR em pacientes com idade
<35 anos

ABORTAMENTO
'P = 1,000' 'P = 0,608. ‘P = 0,642'
404
g 30
>
¢
20 1
z
O
nd
o}
o 104
O_
SUBGRUPO AOA CT AOA CT AOA CT
GRUPO EJACULADO EPIDIDIMARIO TESTICULAR
FIGURA 19 Abortamento, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos: EJACULADO,

EPIDIDIMARIO e TESTICULAR em pacientes com idade < 35 anos
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Foi calculado também o OR para os grupos estudados. Os resultados

obtidos em cada um deles foram:

. EJACULADO: Gestacao total (OR = 0,48; IC 95% = 0,11 — 2,06; P = 0,324),
gestacdo continuada (OR = 0,44; IC 95% = 0,09 — 2,17; P = 0,314) e aborto
(OR =1,67;1C 95% = 0,07 — 37,73; P = 0,748).

. EPIDIDIMARIO: Gestacao total (OR = 1,85; IC 95% = 0,59 — 5,82; P = 0,294),
gestacdo continuada (OR = 2,08; IC 95% = 0,59 — 7,30; P = 0,251) e aborto
(OR =0,56; IC 95% = 0,06 — 5,24; P = 0,608).

. TESTICULAR: Gestagéo total (OR = 0,64; IC 95% = 0,22 — 1,85; P = 0,408),
gestacdo continuada (OR = 0,92; IC 95% = 0,27 — 3,11; P = 0,897) e aborto
(OR =0,47; IC 95% = 0,07 — 3,34; P = 0,448).

4.3 GRUPOS DE ESTUDO AZOOSPERMIA

Com intuito de comparar os tipos de azoospermia (obstrutiva e nao-
obstrutiva) em relacédo ao resultado da AOA, foram incluidos neste subitem apenas
ciclos em que os pacientes apresentavam azoospermia e foram utilizados para a
ICSI espermatozoides testiculares ou epididimarios recuperados por TESA ou PESA,

respectivamente.

A primeira analise comparou os resultados dos ciclos de azoospermia
obstrutiva e nao-obstrutiva, quando recuperados espermatozdides testiculares
(AZOOSPERMIA NAO-OBSTRUTIVA-TESA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-
TESA) para os Subgrupos AOA e CT.

Posteriormente, para 0s casos de azoospermia obstrutiva, os resultados
dos ciclos em que foi efetuada a AOA foram comparados dependendo da origem
dos  espermatozéides (AZOOSPERMIA  OBSTRUTIVA-TESA AOA e
AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA AOA).
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43.1 Caracteristicas Gerais do Grupo de Estudo de Azoospermia

com Espermatozoides Testiculares

A seqguir, estdo descritas as caracteristicas gerais dos Grupos
AZOOSPERMIA NAO-OBSTRUTIVA-TESA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-
TESA, comparando os Subgrupos em que se aplicou AOA (AOA) ou nao (CT).

O Grupo AZOOSPERMIA NAO-OBSTRUTIVA —TESA foi composto por 58
ciclos, nos quais 0s espermatozoides foram obtidos pela técnica de TESA,
subdivididos em AOA (n = 29) e CT (n = 29). As etiologias das azoospermias nao-
obstrutivas foram: disfuncéo testicular primaria (67,24%), distopia testicular (12,07%),
orquite (8,62%), traumatica (6,91%), causas genéticas (1,72%), medicamentosas
(1,72%) e neoplasia (1,72%).

Constatou-se que os Subgrupos divergiram apenas em relacdo a idade

dos homens. Todavia, 0s outros parametros avaliados foram comparaveis (Tabela 8).

TABELA 8 Caracteristicas gerais do Grupo AZOOSPERMIA NAO-OBSTRUTIVA-

TESA
Grupos AOA CT P
NUmero de ciclos 29 29

Idade mulher — anos (média + DP) 34,03 (03,76) 34,03 (04,34) 1,000
Idade homem — anos (média + DP) 37,00 (04,57) 40,39 (07,73) 0,046

N° de foliculos (média £ DP) 17,75 (10,41) 18,10 (10,07) 0,874
N° de odcitos (média + DP) 13,24 (07,24) 13,58 (07,45) 0,812
Taxa de recuperacao de oocitos 75,91% 77,19% 0,779

AOA: Ativacéo Oocitaria Atrtificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrao

O Grupo AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA foi composto por 48 ciclos,
subdivididos em AOA (n = 24) e CT (n = 24). Os espermatozoides foram obtidos

através de TESA e as etiologias eram: vasectomia (52,08%), causas neurologicas
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(22,92%), genéticas (14,58%), disfuncédo sexual (4,17%) e agenesia congénita dos
deferentes (6,25%).

Verificou-se que os Subgrupos foram semelhantes em relacdo as idades
das mulheres e dos homens, assim como ao nimero de foliculos e o6citos e a taxa

de recuperacédo de odcitos (Tabela 9).

TABELA 9  Caracteristicas gerais do Grupo AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA

Grupos AOA CT P
Numero de ciclos 24 24
Idade mulher — anos (média = DP) 33,87 (4,91) 32,66 (5,10) 0,408

Idade homem — anos (média + DP) 41,31 (7,98) 44,36 (8,16) 0,238

N° de foliculos (média + DP) 18,91 (9,59) 19,83 (8,29) 0,483
N° de odcitos (média + DP) 14,62 (7,99) 14,29 (6,51) 0,737
Taxa de recuperacédo de o4citos 76,75 72,96 0,355

AOA: Ativagdo Oocitaria Artificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrédo

4.3.1.1 Taxa de Fertilizacédo

As taxas de fertilizacdo normal e falha parcial de fertilizacdo para ciclos
realizados com espermatozoide obtidos por TESA nos casos de azoospermia nao-
obstrutiva ou obstrutiva mostraram-se semelhantes quando comparadas em relacéo
a utilizacdo (AOA) ou nao (CT) de AOA (Figuras 20 e 21).
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FIGURA 20 Fertilizacdo normal,
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4.3.1.2 Taxa de Bons Embrides

N&o foram encontradas diferencas entre os Subgrupos AOA e CT em
relacdo a taxa de bons embrides obtidos de ciclos de pacientes apresentando
AZOOSPERMIA NAO-OBSTRUTIVA-TESA ou AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-
TESA (Figura 22).
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FIGURA 22 Bons embrides, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos:
AZOOSPERMIA NAO-OBSTRUTIVA-TESA e AZOOSPERMIA
OBSTRUTIVA-TESA.

4.3.1.3 Taxa de Implantacdo e Gestacao

O numero de embrides transferidos no Grupo AZOOSPERMIA NAO-
OBSTRUTIVA-TESA foi: AOA: 2,36 £ 1,13; CT: 2,50 £ 1,33 (P = 0,710) e no Grupo
AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA foi: AOA: 2,21 + 1,12; CT: 2,73 + 1,38 (P =
0,208).
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Os resultados clinicos encontrados, as taxas de implantacéo (Figura 23), a
gestacao total e continuada (Figura 24) e o abortamento (Figura 25) foram também
semelhantes entre os Subgrupos AOA e CT, independentemente de o paciente
apresentar azoospermia ndo-obstrutiva ou obstrutiva quando utilizados

espermatozoides testiculares.
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FIGURA 23 Implantacdo, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos: AZOOSPERMIA
NAO-OBSTRUTIVA-TESA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA
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FIGURA 24 Gestacao total e continuada, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos:
AZOOSPERMIA  NAO-OBSTRUTIVA-TESA e AZOOSPERMIA
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FIGURA 25 Aborto, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos: AZOOSPERMIA NAO-
OBSTRUTIVA-TESA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA



4.3.2 Caracteristicas Gerais do Grupo de Estudo Azoospermia

Obstrutiva, com Espermatozdéides Epididimarios ou Testiculares quando

Utilizada a AOA
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Neste subitem, foram avaliados os casos em que foi utilizada a AOA,

comparando 0S grupos de azoospermias obstrutivas com

recuperacdo de

espermatozoides epididimarios (AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA AOA, n = 41)
e testiculares (AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA AOA, n = 41).

A Tabela 10 mostra os parametros avaliados entre os Grupos
AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA AOA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-

TESA AOA. Depreendeu-se que houve uma diferenca entre os grupos em relacéo a

idade dos homens e a taxa de recuperacédo de odcitos.

TABELA 10 Caracteristicas gerais dos Grupos AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-
PESA AOA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA AOA

AZOOSPERMIA AZOOSPERMIA

Grupos OBSTRUTIVA- OBSTRUTIVA- P
PESA AOA TESA AOA

Numero de ciclos 41 41

Idade mulher — anos (média = DP) 31,58 (04,82) 32,65 (04,04) 0,278
Idade homem — anos (média = DP) 44,18 (06,97) 37,57 (06,30) <0,001
N° de foliculos (média + DP) 19,82 (12,14) 18,19 (10,22) 0,388
N° de odcitos (média + DP) 12,65 (08,33) 13,82 (07,43) 0,294
Taxa de recuperacgdo de 00citos 65,29% 77,64% 0,003

AOA: Ativagdo Oocitaria Artificial; CT: Controle; DP: Desvio-Padrédo
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4.3.2.1 Taxa de Fertilizacéo

A taxa de fertilizagdo normal revelou-se superior no Grupo
AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA AOA, enquanto a taxa de falha parcial de
fertilizacdo foi inferior quando comparada ao Grupo AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-
TESA AOA (Figuras 26 e 27).
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FIGURA 26 Fertilizacdo normal nos Grupos AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA
AOA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA AOA
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FIGURA 27 Falha parcial de fertilizagdo nos grupos AZOOSPERMIA
OBSTRUTIVA-PESA AOA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA
AOA

4.3.2.2 Taxa de Bons Embrides

A taxa de bons embrides foi também superior no Grupo AZOOSPERMIA
OBSTRUTIVA-PESA AOA quando comparada ao Grupo AZOOSPERMIA
OBSTRUTIVA-TESA AOA (Figura 28).
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FIGURA 28 Bons embrides nos Grupos AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA
AOA e AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA AOA

4.3.2.3 Taxa de Implantacdo e Gestagéo

O numero de embribes transferidos no Grupo AZOOSPERMIA
OBSTRUTIVA-PESA AOA foi: 247 + 130 e no Grupo AZOOSPERMIA
OBSTRUTIVA-TESA AOA, 2,02 +1,19; P = 0,928).

Os resultados clinicos — taxas de implantagéo (Figura 29), gestacao total e
continuada (Figura 30) e abortamento (Figura 31) — foram semelhantes entre os

grupos.
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FIGURA 29 Implantagdo nos Grupos AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA AOA e
AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA AOA

GESTACAO
GESTACAO _
W ToTAL < P=0,776 >
< P =0.,643 >

[ coNTINUADA

354

30~
25~
20
15
10

5

0

AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA AOA AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA AOA

PORCENTAGEM (%6)

FIGURA 30 Gestacdo total e continuada, nos Subgrupos AOA e CT, dos Grupos
AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA e AZOOSPERMIA
OBSTRUTIVA-TESA
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FIGURA

31 Abortamento nos Grupos AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-PESA e
AZOOSPERMIA OBSTRUTIVA-TESA
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5 DISCUSSAO

Adequada maturacdo oocitaria e capacitacdo espermatica sdo fatores
essenciais para o sucesso da fertilizacdo. Apenas espermatozéides capacitados
ligam-se & zona pelucida, induzindo a reagcdo acrossémica, que & pré-requisito para
a passagem do espermatozoide através da zona pellcida e acesso ao oolema. A
fusdo dos gametas masculino e feminino desencadeia uma série de eventos, que
resultam na conclusdo da maturacdo oocitaria nuclear, sintese de proteina e de
DNA™,

A ICSI, por sua vez, contorna a nhecessidade de o espermatozoéide
penetrar a zona pelicida e fundir com o oolema **. Estudos anteriores relataram
fertilizagdo, desenvolvimento embrionario e estabelecimento de gestacfes apds a
ICSI **! indicando claramente que oécitos podem ser ativados pela insercdo do
espermatozoéide no ooplasma.

Apesar de os odcitos serem ativados paternogeneticamente pela

111 tem sido

estimulacdo mecanica provocada pela agulha de injecao durante a ICSI
sugerido que a ativacdo oocitaria em humanos seja desencadeada principalmente
pela acdo da PLC—zeta liberada no oolema apés a injecédo *° e que deficiéncia desse
fator ou até inabilidade do espermatozdide em libera-lo possa ser causa de falha de
fertilizacdo apos a ICSI *°.

Tem sido descrito na literatura que a taxa de fertilizacdo apds a ICSI é de

aproximadamente 70% °, contrastando com taxas bem inferiores quando

espermatozéides anormais ou imaturos sdo usados % 2%,

Analise por microscopia eletrénica de odcitos nado-fertilizados apos a ICSI
indicou que a principal causa de falha de fertilizacdo deve-se a deficiéncia na
ativacdo oocitaria 1°. Foi estabelecido que, em diversas espécies de mamiferos,
incluindo humanos, a ativacdo oocitaria, no momento da fertilizacdo, é causada por
uma elevacdo no Ca?" intracitoplasmatico *°. O aumento na concentracdo do Ca**
intracelular representa uma importante alteracéo fisioldgica no odcito, garantindo a

conclusdo da maturacéo oocitéaria **” e inicio do desenvolvimento embrionario **.
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Tem sido reportado que o tratamento com ionoforo de célcio € capaz de
favorecer a ativacao oocitaria pelo aumento no calcio intracelular, resultando em
fertilizacdo, desenvolvimento embrionario e gestacbes em pacientes com histérico

de falha de fertilizac&o ou alteracdes seminais graves ** 1% 120,

Os resultados aqui apresentados confirmaram que, no grupo de mulheres
com menos de 36 anos, a AOA com ionoforo de calcio foi capaz de aumentar a taxa
de bons embrides quando utilizados espermatozoides ejaculados e epididimarios e a
taxa de implantacéo quando utilizados espermatozoides ejaculados.

A capacidade de os o0dcitos injetados com espermatozoides ejaculados e
epididimarios responderem a AOA quando comparados aqueles injetados com
espermatozoides testiculares pode ser explicada pelo grau de maturagcéo
espermatica, associado a uma capacidade melhor de ativacdo dos mecanismos

responsaveis pela liberacdo do Ca®"

Ao final da espermiogénese, a estabilidade da cromatina do
espermatozodide é garantida pela desfosforilacdo de protamina e formacéo, durante o
transito pelo epididimo, de fontes de disulfito entre protaminas **°. A diferenca no
empacotamento do DNA entre o0s espermatozoides completamente maduros
(ejaculados) e aqueles parcialmente maduros (epididimarios e testiculares) poderia
influenciar o processo de fertilizacao.

Segundo Esterhuizen et al. %

, a qualidade do empacotamento da
cromatina do espermatozolide pode estar associada a falha de fertilizacdo; e
previamente foi relatado que defeitos durante a descondensacdo da cromatina

podem ser uma das maiores causas de falha de fertilizacdo *°.

Por outro lado, Nagy et al. *** demonstraram que espermatozoéides
testiculares induzem a fertilizacgdo no mesmo intervalo de tempo que
espermatozoides completamente maduros, pontuando que diferencas na condi¢ao
nuclear dos espermatozoides ejaculados e testiculares ndo tém importancia durante

0 processo de fertilizacdo apos a ICSI.

Além disso, uma vez que a descondensacdo da cromatina do
espermatozodide ocorre posteriormente a ativacdo oocitaria, a influéncia da condigcéo
nuclear na resposta a AOA é pouco provavel. Assim sendo, uma outra hipotese para

a diferenca na resposta a AOA, quando usados espermatozoéides de diferentes
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fontes, envolve fatores espermaticos responsaveis pela ativacdo oocitaria, o qual

estdo relacionados ao aumento intracelular na concentracéao de ions de calcio livres.

Em mamiferos, as oscilacbes de Ca®* sdo guiadas pela geracéo de IPs. E
ainda que o mecanismo pelo qual o espermatozoide estimula o0 aumento no IP3 ndo
tenha sido completamente esclarecido, tem sido sugerido que o espermatozéide

introduz um fator especifico no odcito recentemente identificado como PLC—zeta®” °.

Além da capacidade de gerar drasticos aumentos na concentragdo
intracitoplasmética de IP3;, algumas questdes em relacdo a PLC-zeta — como
localizagéo e preciso mecanismo de agédo — ainda nao foram totalmente entendidas.

142

Souza et al. acreditam que a atividade do fator espermatico, responsavel pela

ativacao oocitéria, desenvolva-se entre as fases de espermatoécito secundario e ROS

e Yanamaka et al. 1*3

comprovaram que tal fator ja se apresenta nos estagios iniciais
da espermatogénese.

110

Porém, Vanderzwalmen et al. relataram que o fator espermatico de

ativacdo oocitaria possa estar inativo em ROS e dados apresentados por Kimura &

144

Yanagimashi confirmam que em ratos, o fator espermatico esteja presente em

ROS, mas incapaz de iniciar oscilacbes de Ca2+.

Com base em achados anteriores, 0s resultados do presente estudo
levam a inferir que a PLC-zeta possa estar em concentracdes diferentes em
espermatozoides maduros quando comparados aos espermatozoéides imaturos, ou

talvez tenha sua atividade alterada, dependendo do grau de maturacao espermaética.

Este estudo também revelou que a AOA né&o foi capaz de implementar os
resultados dos ciclos de ICSI quando utilizados espermatozoides testiculares tanto
nas azoospermias obstrutivas como nas ndo-obstrutivas. Esses resultados suportam
a relacdo entre o grau de maturacdo do espermatozoOide e a capacidade de
responder a AOA, ou seja, independentemente do acometimento da
espermatogénese, od0citos injetados com espermatozéides imaturos (testiculares)

ndo foram capazes de responder ao tratamento com ionéforo do célcio.

Por outro lado, péde-se concluir que, nos casos de azoospermia obstrutiva,
espermatozoéides epididimarios tém maior capacidade de resposta a AOA quando
comparados aqueles testiculares. De fato, quando aplicada a AOA, as taxas de

fertilizacdo e de bons embrides revelaram-se superiores, assim como a taxa de falha
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parcial de fertilizacédo foi inferior no grupo em que foram injetados espermatozoides
epididimarios, quando comparados aos casos em que foram injetados
espermatozoides testiculares. Tais achados, mais uma vez, confirmam a importancia
da maturidade do espermatozoide no processo de ativacdo oocitaria e sua

necessidade de completar a sua passagem pelo ambiente testicular.

A relacdo entre idade e fertilidade tem sido amplamente discutida.
Diversos autores descreveram que, a partir dos 30 anos, ocorre uma gradual queda

na fertilidade feminina e por volta dos 50, o ndmero de foliculos disponiveis nos

ovarios é préximo do zero *1%°.

Os ovarios perdem a maxima capacidade de producdo antes mesmo de

146

qualquer sinal clinico de infertilidade Recentemente, foi comprovado que a

Q_)/

secrecdo de esterbides a partir dos ovarios e a capacidade de resposta

o

estimulacdo gonadotréfica comecam e declinar apds os 30 anos **'; além disso,

comprimento da fase folicular é inversamente proporcional & idade feminina 2.

Y

A queda na fertilidade, relacionada a idade, deve-se n&do apenas ao
declinio no numero de foliculos ovarianos, mas também a diminuicdo na qualidade

| 149

dos odcitos. Van Kooij et a asseguraram que a taxa de implantacdo embrionaria

declina com a idade, especialmente apds os 36 anos.

No presente estudo, foram avaliados separadamente os resultados da
AOA em pacientes jovens e foi detectado que odcitos de pacientes com idade
inferior ou igual a 35 respondem positivamente ao tratamento com iono6foro de calcio.
Tais achados apontam que a capacidade de ativacdo oocitaria ndo depende apenas
do espermatozéide, o oécito também tem seu papel durante o processo.

Segundo Swan et al. ¥, a PLC—zeta no espermatozéide apresenta-se de
maneira inativa para ser ativada no momento em que é introduzida no odcito. Foi
descrito que a atividade da PLC-zeta esta relacionada ao contato com o ooplasma,
uma vez que a injecdo de fracdo citosolica, obtida por lise de espermatozoide, ndo
induziu ativacdo oocitaria quando injetada na regido subzonal de odcitos **°. Na

opinido de Dozortseve et al. **°

, a liberacdo da PLC—zeta ndo é um evento passivo,
mas sim dependente da interacdo com fatores presentes no ooplasma, como o Fator
de Descondensacdo do Nducleo Espermatico (Sperm Nucleus Decondensation

Factor — SNDF).
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Além disso, quando oocitos murinos foram avaliados, observou-se que a
habilidade do oocito em responder ao estimulo para a ativacao oocitaria depende de
fatores presentes no ooplasma e tal habilidade é adquirida nos estagios finais do

desenvolvimento folicular .

A relacdo entre a idade materna e os defeitos genéticos no embrido tem
sido amplamente discutida. Taxas de fertilizagdo e clivagem embrionéria parecem
nao alterar drasticamente com a idade, mas tém sido descritas anomalias em
estagios mais tardios da embriogénese, como incidéncia de aneuploidias ***.

Por outro lado, Ottolenghi et al. **

relataram que anomalias
cromossOmicas nao explicam falhas repetidas de implantacdo em pacientes mais
velhas e o alto indice de aborto de embrides eupldides nelas indica a existéncia de

outros defeitos relacionados a idade ndo-detectaveis por analises convencionais.

Até o momento, o quanto a queda da fertilidade, associada a fatores
citoplasmaticos, esta relacionada a anomalias freqlentemente encontradas em
odcitos mais velhos ainda néo foi estabelecido. No entanto, nossos achados revelam
que a incapacidade de odcitos de pacientes com idade superior a 35 anos em
responder a AOA pode estar relacionada a defeitos citoplasmaticos associados ao

mecanismo de acdo da PLC—zeta.

Os resultados aqui encontrados ndo mostraram diferencas significativas
nas taxas de fertilizacdo quando foi efetuada a ativacdo artificial com ionéforo de
calcio, mas as taxas de formacdo de bons embrides e a implantacdo foram mais
altas no subgrupo AOA, dependendo da origem do espermatozéide em mulheres
mais jovens.

A idéia de que oscilagbes de Ca?" influenciem o desenvolvimento

153 afirmaram

embrionario tem sido discutida por diversos autores. Bos-Mikich et al.
gue a proporcédo entre as células do macico celular interno e do trofectoderma pode
ser alterada por diferentes padrées de oscilacdes de Ca®". Também ja foi detectado
que a imposicdo de Ca** no inicio da embriogénese afeta positivamente o

desenvolvimento embrionério até o estagio de blastocisto °>**°

e a freqUéncia das
oscilacBes de Ca?* na ativacdo influencia a taxa de implantacdo ap6s a transferéncia

embrionaria **’.
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Ozil & Huneau *°® avaliaram o impacto do Ca®* durante a ativacdo oocitria
no desenvolvimento embrionario pos-implantacional em coelhos e concluiram que
variacdes na amplitude e freqiiéncia das oscilacdes de Ca?* afetam o potencial de

desenvolvimento e a morfologia fetal.

O mecanismo pelo qual o Ca** influencia o desenvolvimento embrionario
ainda ndo foi esclarecido. Uma hipotese sugere que o Ca** regule o
desenvolvimento periimplantacional, ao menos em parte, através de regulagédo
génica. Oscilagdes de Ca”* alteram diretamente a expresséo de genes que regulam
o desenvolvimento de células em cultura **° e foi demonstrado que aumento de Ca**
leva a diferencas quantitativas e qualitativas no Acido Ribonucléico Mensageiro

(Messenger Ribonucleic Acids — mRNA) durante o desenvolvimento embrionario *°.

Ozil et al. *** desenvolveram um protocolo que resultou na estimulagéo ou
inibicdo dos pulsos de Ca”** em odcitos de camundongos fertilizados. Os autores
revelaram que o padrdo oscilatério do Ca?*, a partir da fertilizacdo até a formacéo
dos Pré-Nucleos, influencia o desenvolvimento embrionério pré e pos-implantagéo.
Enquanto a inibicdo das ondas de calcio compromete a implantacéo de blastocistos,
a hiperestimulacdo aumenta a incidéncia de falha pés-implantacdo. Esses achados,
mais uma vez, levam a sugerir o envolvimento do padrdo da ativacdo oocitaria e a

expressao génica.

Além disso, ficou provado que as oscilacdes de Ca®** cessam no momento
da formagéo dos Pré-Nucleos %2 e o fato de o efeito do Ca** ser duradouro indica
que as alteracbes sdo resultado de mudancas na sintese do DNA e na divisdo

celular %%,
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6 CONCLUSOES

A Ativacao Oocitaria Artificial (AOA) foi capaz de melhorar os resultados da

Injecéo Intracitoplasmaética de Espermatozoides (ICSI):

a. em mulheres com idade inferior a 36 anos, quando utilizados

espermatozoides provenientes do ejaculado e epididimo;

b. em homens com azoospermia obstrutiva, quando utilizados espermatozoides

epididimarios em comparacéo aos testiculares.
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