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INFLUENCIA DOS PARAMETROS SEMINAIS NA INSEMINACAO
INTRAUTERINA

1 Introducéo

A inseminacdo intrauterina (1IU) é um procedimento simples, com baixa
incidéncia de complicagfes e boa relacdo custo-beneficio sendo atualmente em todo o mundo
um dos procedimentos mais empregados no tratamento da infertilidade conjugal. Desde a
primeira aplicacdo documentada da inseminacdo artificial na Inglaterra em 1770 por John
Hunter [1] e o primeiro trabalho publicado em 1962 [2], a complexidade da 11U aumentou e
atualmente inclui diferentes etapas como:

a) A preparagédo do sémen,

b) A estimulacdo ovariana com citrato de clomifeno ou gonadotrofinas,

c) O acompanhamento do pico de LH (Luteinizing hormone/Horménio
luteinizante) para o sincronismo da ovulagdo ou o desencadeamento da
ovulagéo utilizando gonadotrofina coridnica humana (hCG),

d) A manutencéo da fase litea com progesterona e/ou hCG.

A 11U possui um grande numero de variaveis relacionadas ao sucesso do
tratamento como a etiologia da infertilidade, a idade do casal, o protocolo de estimulagédo
ovariana utilizado, a resposta ovariana e 0 numero de inseminac@es realizadas. As indicacGes
mais comuns para 1lU sdo hostilidade cervical, endometriose leve, disfuncdo ovariana e
infertilidade sem causa aparente (ISCA). O fator masculino esta incluido entre as principais
indicacdes.

A infertilidade masculina é uma condicdo comum, contribuindo para o0s
problemas de concepcdo (diretamente ou em associacdo) em 50% dos casos [3, 4]. Alguns
autores tém proposto que a 11U deve ser considerada como terapia de primeira linha para a
infertilidade masculina antes do emprego de tratamentos mais invasivos e dispendiosos, como
a fertilizagdo in vitro (FIV) [5-10]. Contudo, a eficacia da 11U na infertilidade masculina tem
sido questionada [11]. Um ponto importante é que, a exce¢do dos casos muito claros (por
exemplo, severa oligoastenoteratozoospermia), ndo ha consenso sobre os valores especificos

dos parametros seminais que indicariam a necessidade de 11U ou outros tratamentos mais



invasivos.
O objetivo desta reviséo da literatura foi avaliar as evidéncias sobre a relagéo

entre o fator masculino/parametros seminais e o resultado da 11U.



2 O Fator Masculino

O valor do espermograma tradicional tem sido objeto de discussdo. Atraves da
andlise do sémen, os médicos esperam obter uma indicacdo clara do potencial de fertilidade, o
que, exceto em situacdes especificas (azoospermia, teratozoospermia, globozoospermia), a
avaliacdo convencional ndo fornece [12-14]. As diferentes edi¢fes do manual da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) para o exame do sémen humano [15-18] véem sendo amplamente
utilizadas como padrdo de referéncia para os laboratorios envolvidos na anélise do sémen, no
entanto, a interpretacao e aplicacdo dos valores “normais” ou “de referéncia” da OMS para os
parametros do sémen (até o manual mais recente de 2010[15]) utilizados até agora tém
limitacGes, pois os dados foram obtidos a partir de populacGes mal definidas e gerados por
laboratdrios com técnicas e sistemas de garantia de qualidade variaveis [19].

Como a probabilidade de gravidez mostra uma correlagédo linear com as
concentracdes de esperma até 40-50 milhdes de espermatozdides/mL [20, 21], a OMS
recomendou a concentracéo de 15-20x10%/mL como limite da normalidade [15, 17], valor este
frequentemente questionado [19]. Por outro lado, a concentracdo de esperma acima deste
valor tem sido repetidamente observada em pacientes inféerteis [22].

Guzick et al. [23] avaliaram 765 casais inféerteis (em tratamento) e 696 casais
férteis (historia de gravidez) usando os valores dos parametros seminais para definir os
homens como subférteis (concentracdo de espermatozéides <13,5 x 10%/mL, motilidade
<32%, e morfologia normal <9%l/critério de estrito de Kruger), férteis (concentracdo
>48,0x10%/mL, motilidade >63% e morfologia normal >12%) e com fertilidade indeterminada
(entre estes valores). A analise dos dados observou sobreposi¢do extensa entre 0s resultados
de homens dos casais férteis e inférteis. Além disso, nenhum dos trés parametros apresentou
grande poder na predicdo da fertilidade masculina. Dentre os pardmetros seminais, a
porcentagem de espermatozéides normais teve o maior poder discriminatorio da fertilidade.

Em estudo recente financiado pela OMS, Cooper et al. [22] analisaram amostras
de sémen de mais de 4500 individuos em 14 paises diferentes. Homens cujas parceiras
engravidaram em 12 meses ou menos serviram de grupo controle e os resultados foram
comparados com os da populacdo de homens que ja eram pais (mas o tempo para obtencao da
gravidez era desconhecido), homens normozoospérmicos e a populacdo geral. Os resultados

mostraram que o grupo controle apresentou significativamente maior volume, concentracéo e



porcentagem de formas normais do que 0s outros trés grupos, embora as porcentagens de
espermatozdides moveis totais e de formas moveis com progressdo fossem significativamente
inferiores. Usando os dados obtidos no grupo controle os autores delimitaram valores de
referéncia para o sémen: volume=1,5 ml (1,4-1,7), nimero total de espermatozdides=39
milhdes por ejaculado (33-46), concentracdo de esperma=15x10%/mL  (12-16);
vitalidade=58% vivos (55-63); motilidade progressiva=32% (31-34), motilidade total
(progressiva + ndo progressiva)=40% (38-42), formas morfologicamente normais=4,0% (3,0-
4,0). Esses sao os limites de referéncia recomendados pela edi¢cdo mais recente do Manual da
OMS (2010[15]) para andlise seminal, bem inferiores aos indicados anteriormente.

Esses dados, mais que indicar a necessidade de estudos mais abrangentes com
grandes populacdes, mostram também a dificuldade para o clinico de considerar um valor

como absoluto na classificacdo da fertilidade masculina.
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3 Inseminacéo Intrauterina e o Fator Masculino

A justificativa para a aplicacdo da I1U, particularmente nos casos de infertilidade
masculina, € aumentar a probabilidade de concepcdo pelo aumento da quantidade de
espermatozdides saudaveis no local da fecundacdo. H& diversas variaveis preditivas de
gravidez apos ciclos de 11U como a idade da mulher, tipo (priméria ou secundéria) e duracao
da infertilidade, o diagnostico de infertilidade e a estimulacao da ovulacdo. A idade da mulher
tem associacdo negativa direta com a probabilidade de concepcdo. O diagndstico de
endometriose ou fator tubario unilateral pode ser responsavel pela reducdo das chances de
gravidez. Por outro lado, observa-se que o numero de foliculos recrutados tem associacéo
linear positiva com a chance de gravidez [24].

Entre esses fatores preditivos destaca-se a qualidade do sémen. Em uma reviséo
sistematica, Hughes [25] avaliou a eficacia da IlU com ou sem estimulacdo ovariana com
gonadotrofinas no tratamento da infertilidade. Tanto a 1lU isolada (Odds ratio (OR): 2,82;
95% intervalo de confianca (IC): 2,18-3,66) como associada a estimulacdo com
gonadotrofinas (OR: 2,35; 95% IC: 1,87-2,94), melhoraram significativamente a fecundidade.
Contudo a relativa melhora apresentada em qualquer destas situagdes foi menor nos casos de
fator masculino de infertilidade (OR: 0,48; 95% IC: 0,37-0,60). Este resultado, além de
indicar que a infertilidade masculina pode reduzir as chances de gravidez, reforca a
necessidade de analise mais criteriosa das caracteristicas seminais antes de decidir qual

tratamento deve ser empregado em cada caso.
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4 Parametros Seminais

Diferentes estudos relatam a influéncia dos parametros seminais no resultado da
I1U. Entretanto, apesar da importancia da qualidade do sémen, parece ndo haver consenso
sobre os limites para a indicacdo de tratamento com 1U.

A concentracdo minima de espermatozoides moveis recomendada, apos o preparo
para IlU, varia nos diferentes estudos, de 0,8-10 milhGes [26-32]. A maioria dos autores
recomenda a FIV quando o nimero de espermatozdides moveis é inferior a 1 milhdo. Por
outro lado, Khalil et al. [30] recomendam referéncia direta para o tratamento com FIV se a
contagem de espermatozoides moveis for inferior a 5 milhges.

Van Voorhis et al. [33] mostraram que, junto com outras variaveis, como a
estimulacdo ovariana, a idade feminina e a auséncia de gravidez anterior, o total de
espermatozoides moéveis da mostra de sémen era fator preditivo independente de gravidez
clinica apos o tratamento com 11U (OR: 0,13; 95% IC: 0,02-0,92). Do mesmo modo, Miller et
al. [31] demonstraram que o total de espermatozoides mdveis apds o preparo do sémen prevé,
de forma independente, o sucesso com IIU. Em seu estudo, ciclos com menos de 10 milhdes
de espermatozoides mdveis totais foram significativamente menos propensos a resultar em
uma gravidez. Os autores concluem que alternativas a IlU devem ser consideradas para 0s
casais quando a contagem de espermatozoides moveis total for inferior a 10 milhdes.

Spiessens et al. [34], controlando variaveis como idade feminina, presenca de
fator feminino de infertilidade e resposta ovariana, documentaram que a taxa cumulativa de
nascidos vivos apds quatro ciclos de 11U foi significativamente maior no grupo com homens
classificados como normozoospérmicos (52,8%) quando comparado ao grupo com fator de
infertilidade masculina (31,4%), definidos como pacientes com astenozoospermia ou
oligozoospermia com ou sem teratozoospermia. Em outra pesquisa muito similar com 615
casais, Grigoriou et al. [35] também observaram taxas de gravidez clinica e de nascidos vivos
por ciclo de IlU significativamente menores (p<0,001) no grupo com fator masculino de
infertilidade (quando a concentracdo foi <20 milhdes de espermatozoéides/mL ou a motilidade
progressiva foi <50%, com ou sem teratozoospermia) (11.01% e 9.4%) do que no grupo com
homens normozoospérmicos (concentracdo >20 milhGes de espermatozdides/mL, motilidade

progressiva >50%, e formas normais >10% pelo critério estrito) (20.86% e 18.86%). A taxa
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de natalidade cumulativa apds quatro tentativas de 11U foi significativamente menor no grupo
com fator de infertilidade masculina.

Shibahara et al. [36] correlacionaram a analise espermatica computadorizada
(CASA) e o resultado de gravidez apds 682 ciclos de 11U de 160 casais com fator masculino
de infertilidade. Usando a curva ROC demonstraram que, no sémen apds o preparo, cinco
pardmetros sdo capazes de prever a gravidez apo6s IlU: porcentagem de formas com
motilidade rapida (cut off: 25.5%), porcentagem de formas com motilidade progressiva (cut
off: 25.5%), velocidade média (cut off: 63.65um/segundo), velocidade curvilinea (cut off:
102.65 um/segundo) e velocidade em linha reta (cut off: 52.25:m/segundo).

Badawy et al. [37] avaliaram os efeitos do nimero de espermatozdides moveis
inseminados e da porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais no sucesso da
I1U. A taxa de gravidez por ciclo foi de 5,55% quando o nimero de espermatozdides moveis
era inferior a cinco milhGes e 24,28% quando havia mais de cinco milhdes de células moveis.
Para a idade da mulher inferior a 25 anos, com o numero de espermatozoides moveis maior
que cinco milhdes, a taxa de gravidez por ciclo foi de 28,2%, sendo significativamente maior
do que a de outras faixas etarias. Acima dos 35 anos de idade, nenhuma gravidez foi relatada
com o numero de espermatozoides méveis menor que cinco milhdes, e a taxa de gravidez foi
muito baixa (0,84%) com o nimero de espermatozdides mdveis maior que cinco milhdes.
Quando a morfologia espermatica normal foi superior a 30% e 0 nimero de espermatozoides
moveis inseminados maior que cinco milhGes, a taxa de gravidez foi de 20,77%. Os autores
concluiram que a inseminacdo intrauterina utilizada no tratamento da infertilidade masculina
tem pouca chance de sucesso quando a idade da mulher é superior a 35 anos e 0 numero de
espermatozoides moveis inseminados é menor que cinco milhdes.

Dorjpurev et al. [38] em andlise retrospectiva de 1177ciclos de 11U em 283 casais,
observaram maiores taxas de gravidez quando a taxa de espermatozoides moveis era >30% e
a concentracao espermatica >10x10°/mL.

Em contrapartida, diferente dos resultados de outros autores, Burr et al. [39]
referem em seu estudo que o nimero de espermatozdides mdveis inseminados ndo influenciou

significativamente o resultado de I1U.
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5 Morfologia dos Espermatozdides

Embora nenhum dos parametros seminais (ou até mesmo testes funcionais),
isoladamente ou em conjunto, possa ser considerado definitivo, tem sido demonstrado de
forma consistente que a morfologia parece ser o melhor indicador da fertilidade masculina
[12, 13, 40-43]. Guzick et al. [23], em seu estudo, destacam que a porcentagem de
espermatozdides com caracteristicas morfoldgicas normais teve o maior poder discriminatério
da fertilidade masculina do que todos os outros parametros seminais. Com relagdo a 11U,
inimeros estudos sublinham a importancia da morfologia espermaética, especialmente para
aqueles que utilizam o critério estrito de Kruger [44], inclusive com cut off mais definidos.

Ombelet et al. [45, 46] afirmam em seus estudos que, nos casos com menos de um
milhdo de espermatozoides, a 1lU continua a ser importante como uma terapia de primeira
escolha no tratamento da infertilidade, desde que a porcentagem de formas com morfologia
normal na analise seminal seja maior que 4%.

Burr et al. [39] evidenciaram em seu estudo que o grau de teratozoospermia reduz
a taxa de gravidez em ciclos de 1lU e um valor de morfologia normal de 10% no sémen a
fresco distingue os casais com bons e maus resultados. Lindheim et al. [47] apoiam a
influéncia da morfologia nos resultados. Em seu estudo retrospectivo com 42 casais,
constataram que a morfologia estrita com menos de 4% de formas normais, estava altamente
relacionada ao insucesso (auséncia de gravidez) apds ciclos de 11U. Os autores reforcam que
casais com morfologia espermatica persistentemente desfavoravel devem ser encaminhados
para tratamentos mais agressivos como a injecdo intracitoplasmatica de espermatozéides
(ICSl).

Montanaro Gauci et al. [24], em estudo retrospectivo avaliando o impacto de
fatores masculinos e femininos sobre a taxa de gravidez no programa de 11U, observaram que
a porcentagem de espermatozoides com morfologia normal >14% (critério de Kruger) esta
associada a risco de gravidez (probabilidade de ocorréncia de gravidez) de 1,8 (80% maior)
comparada a porcentagem de formas normais <14%.

Lee et al. [48] investigaram o valor preditivo do critério de Kruger para a
inseminacdo intrauterina (11U). As taxas de gravidez por ciclo de 11U foram de 3,8%, 18,5% e
29,9% em pacientes com morfologia espermatica <4%, 4-9% e >9% de formas normais,

respectivamente. A diferenca estatistica foi maior entre o0s casais com <4% e >9% de formas
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normais (p=0,005). Embora a diferenca nas taxas de gravidez entre aqueles com 4-9% e <4%
de formas normais ndo tenha sido estatisticamente significativa, a taxa de gravidez para
aqueles com 4-9% de formas normais era aceitavel e ainda maior do que naqueles com <4%
de formas normais. Os autores concluem que a IlU é um tratamento de primeira linha
razodvel para pacientes com morfologia espermatica apresentando >4% de formas normais,
enquanto os casais com <4% de formas normais devem ser aconselhados a usar a ICSI.

Spiessens et al. [34] relataram taxa cumulativa de nascidos vivos apos 4 ciclos de
U significativamente menor em casos com teratozoospermia isolada (<10% de formas
normais utilizando o critério de Kruger, motilidade normal e contagem normal) (33,4%) do
que nos casos com homens normozoospérmicos (33,4% vs 52,8%, respectivamente). Segundo
0s autores, 0s casais com teratozoospermia isolada devem ser orientados sobre outras opcoes
de tratamento mais complexas. Reforcando a hipotese dos efeitos negativos da morfologia
alterada na 11U, Grigoriou et al. [35], em seu estudo, também reportaram taxas de gravidez
clinica e de nascidos vivos por ciclo significativamente menores no grupo onde os homens
apresentavam teratozoospermia (concentracdo >20 milhGes de espermatozoides/mL,
motilidade progressiva >50%, e formas normais <10%) (12.64% e 10.34%) quando
comparado ao grupo normozoospermia (20.86% e 18.86%).

Shibahara et al. [36], utilizando o critério de Kruger, observaram que a morfologia
normal dos espermatozéides antes do preparo do sémen >15,5% era valor preditivo para o
resultado positivo de gravidez apés 11U (OR:2,2; 95%IC: 1,085-4,429; p = 0,02).

Guven et al. [49] avaliaram os indicadores de taxa de gravidez entre mulheres
submetidas a 1lU. Duzentos e trinta e duas mulheres submetidas a 255 ciclos de 11U foram
retrospectivamente avaliadas de acordo com as caracteristicas clinicas e parametros seminais
em termos de taxa de gravidez clinica (TGC). A TGC global foi de 9,4%. A TGC foi de 7,9%
no grupo de infertilidade primaria, enquanto a taxa foi de 21,4% no grupo com infertilidade
secundaria (p<0,05). A TGC foi significativamente maior no grupo cuja morfologia dos
espermatozoéides encontrava-se acima de 4% (de acordo com os critérios de Kruger) em
relagdo ao grupo com morfologia menor ou igual a 4% (6,7% vs 22,2%, respectivamente,
p=0,003). O autor observou, utilizando analise de regressdo logistica, que o ndmero de
foliculos pre-ovulatérios e o percentual da morfologia espermatica normal de
espermatozoéides processados (pds-preparo) tinha o poder maximo de prever a TGC ap6s 11U.
Além de caracteristicas clinicas e laboratoriais, o autor concluiu que o percentual da

morfologia espermatica normal de espermatozdides processados pode ser utilizado na
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predi¢do de um resultado favoravel de 11U.

Hauser et al. [50] submeteram um total de 108 casais com infertilidade sem causa
aparente (ISCA) a 264 ciclos de 1lU. Uma diferenca significativa na taxa de gestacdo por
casal apoOs a inseminacdo intrauterina foi demonstrada entre os trés grupos selecionados de
acordo com a morfologia espermaética, ou seja, ruim (<4% de formas normais), regular (4-
14%) ou bom (>14%). As taxas de gestacdo por casal foram: 11,1%, 36,1% e 50,0%,
respectivamente. Os autores concluiram que a IlU é um tratamento valido nos casos de
infertilidade masculina, desde que a morfologia estrita seja superior a 4%

Badawy et al. , em seu estudo utilizando os critérios da OMS (1993), concluiram
que a inseminacéo intrauterina utilizada no tratamento da infertilidade masculina tem pouca
chance de sucesso quando o0 nimero de espermatozoides mdveis inseminados € menor que

cinco milhdes ou a morfologia normal é menor que 30% [37].
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6 Fragmentacdo do DNA

Estudos tém sido publicados avaliando a integridade da cromatina dos
espermatozdides como fator de avaliacdo da fertilidade masculina e a correlagdo com a
morfologia do sémen [51-55]. Poucos trabalhos relacionam o dano ao DNA espermatico e a
obtencéo de gravidez apds I1U.

Duran et al. [56], com objetivo de investigar se a qualidade do DNA espermatico
poderia predizer o resultado da I1U, analisaram 119 casais submetidos a 154 ciclos de I1U.
Nenhuma gravidez foi obtida quando a amostra de sémen apresentava fragmentacédo do DNA
>12% avaliado por terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUDP nick-end labelling
(TUNEL). Bungum et al. [57] avaliaram 131 ciclos de IlU e observaram que a taxa de
gravidez era significativamente maior quando os homens apresentavam indice de
fragmentagdo do DNA espermatico <27% pela técnica sperm chromatin structure assay
(SCSA) do que quando a fragmentacdo do DNA era >27%. Estes resultados estdo de acordo
com dados de estudos publicados previamente avaliando a fragmentacdo do DNA e a
fertilidade [58-60]. Por outro lado, Muriel et al. [61], ap6s analisar a integridade do DNA pela
técnica de sperm chromatin dispersion (SCD) de amostras de sémen obtidas de casais que se
submeteram a I1U, ndo observaram relagdo com os resultados de gravidez, apesar de uma

correlacdo negativa com a motilidade espermatica.

17



7 Concluséao

A inseminacdo intrauterina € frequentemente a primeira opc¢do no tratamento de
casais inférteis em grande parte dos casos, considerando o carater menos invasivo em
comparacao a outros procedimentos de reproducéo assistida. No entanto, a eficcia do método
é influenciada por mdltiplas variaveis. A qualidade geral das amostras de sémen e a
morfologia espermatica em particular estdo entre os fatores progndsticos mais importantes dos
resultados clinicos (obtencdo de gravidez). A possibilidade de relacdo entre os parametros
seminais e os danos da cromatina espermatica deve ser explorada em estudos posteriores, com

padronizacdo das técnicas empregadas.
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8 Perspectivas

Considerando as discussdes sobre o valor do exame tradicional do sémen e o
destaque da morfologia espermética como fator prognostico ndo s6 para a inseminagao
intrauterina, mas também para as técnicas de FIV e ICSI, novos métodos de analise e
classificacdo morfoldgica dos espermatozoides poderiam representar melhora na avaliacdo da
qualidade do sémen, com potencial repercussao clinica.

Para testar a hipotese de que malformacbes de organelas do esperma [62, 63]
poderiam estar associadas aos resultados de FIV/ICSI, Bartoov et al. [64] desenvolveram um
novo metodo para avaliacdo em tempo real da morfologia espermatica, o motile sperm
organelle morphology examination (MSOME / ainda sem traducdo precisa para 0 portugueés).
O MSOME é realizado através da utilizacdo de um microscopio de luz invertida equipado
com contraste de fase de alta poténcia (DIC/éptica Nomarski) para alcancar uma ampliacdo
>6000x, muito maior do que a ampliacdo usada habitualmente pelos embriologistas na selecao
de espermatozodides para o procedimento de ICSI (200x-400x) ou mesmo que a empregada no
exame de rotina do sémen (1000x). Este método levou ao desenvolvimento do
intracytoplasmic morphologically selected sperm injection (IMSl/injecdo intracitoplasmaética
de espermatozdides morfologicamente selecionados, procedimento que baseado na
normalidade do esperma tal como definido pela classificacdo MSOME, visa melhorar os
resultados da ICSI convencional centrando-se na correlacdo entre as anormalidades na
morfologia espermatica observada em grandes ampliacdes e danos ao DNA [52, 55, 65-71].
Vaérios estudos tém demonstrado que o IMSI melhora significativamente as taxas de
fertilizacdo [72, 73], qualidade do embrido [65, 71, 72, 74, 75], taxa de desenvolvimento até o
estdgio de blastocisto [72, 76], taxas de implantacdo e gravidez apds transferéncia de
embrides no dia 2, com 3 dias [65, 66, 71, 73-75, 77-80] ou no estagio de blastocisto [76, 81]
e a probabilidade de ter uma crianga normal e saudavel [82]. O IMSI também parece diminuir
significativamente as taxas de abortamento [65, 66, 75, 77, 78, 80, 83].

O poder de resolucdo oferecido pelo MSOME (>6000) permite a visualizagao
mais precisa dos espermatozoides com vacuolos nucleares, que sdo de deteccdo mais dificil
durante a avaliacdo convencional do sémen. Bar-Chama et al. [84], empregando o critério de
Kruger, analisaram o nimero de vacuolos do esperma em uma série de 1.295 novas amostras

poés-preparo de esperma. Eles descobriram vactolos em apenas 19,5% (253) do total; 80,5%
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(1042) das amostras ndo tinham vacuolos. Por outro lado, o emprego do MSOME revelou que
0 ejaculado dos homens rotineiramente encaminhados para ICSI, apresentava em média de
30-40% de espermatozoides com ndcleo vacuolizado [78]. Também utilizando o MSOME,
outros autores referem indices mais elevados de presenca de vacuolos. Além disso, ha
divergéncia na quantificagdo da presenca dos vacuolos nucleares. Para 0 MSOME, o conteido
da cromatina nuclear é considerado anormal se contiver um ou mais vacuolos que ocupem
mais de 4% da area nuclear [64]. No entanto, o critério de Kruger, por exemplo, € muito mais
tolerante com relacdo a presenca de vacuolos. O espermatozdide somente € considerado
alterado quando >20% de sua &rea nuclear é ocupada por vacuolos [15, 17, 85].

Por outro lado, a presenca de vactolos tem sido definida como deletério pela
possivel associacdo com lesdo da cromatina. Barth e Oko [86] e Thundathil et al. [87]
relataram que vacuolos nucleares no espermatozoide ndo impedem a ocorréncia de
fertilizacdo, mas aumentam a taxa de perda embrionaria precoce. Bartoov et al. [88] e Mundy
et al. [89] observaram uma clara associacdo negativa entre a existéncia de vacuolos nucleares
no sémen e o potencial de fertilidade masculina. Berkovitz et al. [75, 77], graduaram a
gravidade das alteracdes morfoldgicas nucleares, destacando principalmente a presenca de
grandes vacuolos, e sugerindo que a vacuolizacdo do nlcleo dos espermatozoides reflete
defeitos cromossomicos ou do DNA. Berkovitz et al. [78] e Bach et al. [90] relataram que a
presenca de vactolos provoca danos ao desenvolvimento embrionario, reducdo na taxa de
gravidez e aumento na taxa de aborto espontaneo. Franco et al. [52, 53] demonstraram uma
associacdo entre grandes vaclolos nucleares e tanto a presenca de fragmentacdo e
desnaturacdo do DNA dos espermatozéides. Além disso, Garolla et al. [68] mostraram que a
presenca de vacuolos nucleares afeta a funcdo mitocondrial, status da cromatina e taxa de
aneuploidia. Oliveira et al. avaliaram a correlacdo entre MSOME e dano ao DNA e
constataram que a presenca de vacuolizacdo nuclear acima de 50% seria indicativa de dano ao
DNA [55].

Assim, com base nos achados clinico-laboratoriais sobre as repercussdes de dano
ao DNA possiveis para a prole [91] e considerando que os espermatozoides com vacuolos
nucleares sdo avaliados mais precisamente pelo MSOME, o emprego rotineiro de avaliagdo
morfologica de espermatozoides representaria melhoria em termos de prognostico,
influenciando, consequentemente, a decisdo terapéutica, principalmente quando técnicas de

reproducéo assistida séo indicadas.
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Abstract

Background: Although motile sperm organelle morphology examination (MSOME) was
developed only as a selection criterion, its application as a method for classifying sperm
morphology may represent an improvement in the evaluation of semen quality. This study
aimed to determine the prognostic value of normal sperm morphology by MSOME regarding
clinical pregnancy (CP) after intrauterine insemination (1UI).

Method: A total of 156 IUI cycles performed in 111 couples were prospectively analyzed. All
subjects received 751U recombinant FSH every other day from the third day of the cycle. On
the 10th day of the cycle, follicular development started to be monitored by vaginal
ultrasound. When one or two follicles measuring >17mm were observed, recombinant hCG
was administered and 1Ul was performed 12-14h and 36-40h after hCG. Before the I1UI
procedure, sperm samples were analyzed according to MSOME at 8400x magnification with
an inverted microscope equipped with DIC/Nomarski differential interference contrast optics.
At least 200 motile spermatozoa per semen sample were evaluated and percentages of normal
spermatozoa were determined.

Results: Pregnancy occurred in 34 1UI cycles (CP rate per cycle: 21.8%, per patient: 30.6%).
A statistically significant higher incidence of normal spermatozoa according to the MSOME
criterion was found in the group of men in which 1UI cycles resulted in pregnancy (2.6+£3.1%)
compared to the group that did not achieve pregnancy (1.2+1.7%; P=0.019). Logistic
regression showed that the percentage of normal cells in the MSOME was determinant for the
likelihood of clinical pregnancy (OR: 1.28; 95% CI: 1.08 to 1.51; P=0.003). The ROC curve
showed an area under the curve of 0.63 and an optimum cut-off point of 2% of normal sperm
form. At this cut-off level, the ability of the percentage of sperm normal form by MSOME to
predict pregnancy present 50% sensitivity, 40% positive predictive value, 79% specificity,
and 85% negative predictive value. The efficacy of the percentage of sperm normal form by
MSOME in predicting pregnancy was 65%.

Conclusion: The present findings support the use of high-magnification microscopy not only
for selecting spermatozoa but also as a routine method for semen analysis before indicating
UL

Keywords: intrauterine insemination; msome; sperm morphology; pregnancy rate.
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Background

Intrauterine insemination (IUI) is a simple and noninvasive procedure used to treat
couple subfertility, which allows, in many cases, to avoid more complex assisted reproduction
techniques (ART), such as in vitro fertilization (IVF) and intracytoplasmic sperm injection
(ICSI). On the other hand, IUIl vyields discrepant results, with doubts about its actual
effectiveness as a consequence of the large number of variables involved in the treatment,
such as the etiology of infertility, women’s and men’s age, ovarian stimulation protocols,
timing and number of inseminations [1]. The most common indications for 1UI are cervical
hostility, mild male factor, mild endometriosis, ovarian dysfunction, and unexplained
infertility [2]. Regarding male infertility, there is insufficient evidence about the effectiveness
of IUI, and more data are necessary to recommend or advise against 1Ul in these situations
[3]. Since one of the most common indications for 1UI is mild male factor, and in view of the
doubts about the efficacy of the procedures with respect to this indication, it would be of great
clinical interest to determine semen parameters that could work as predictive factors.

Innovative methods for the selection of sperm in ART [4-9] have been published, giving
a new insight into the correlation between sperm quality and clinical results. On the other
hand, the value of traditional semen analysis has been the object of discussion. Via analysis of
semen, clinicians expect to obtain a clear indication of fertilization potential, which, except in
particular situations (total teratozoospermia, globozoospermia), conventional evaluation does
not provide [10, 11]. Although none of the semen parameters (or even the functional test),
either in isolation or jointly, could be considered definitive, morphology has been shown,
consistently, to be the best indicator of male fertility. Diverse studies, originating principally
from IVF/ICSI programmes and IUI, corroborate the sensitivity of morphology as a
prognostic factor [10-20].

To test the hypothesis that subtle sperm organelle malformations [21, 22] Bartoov et al.,
2001) could be associated with the ART result, Bartoov et al.[23, 24] developed a method of
human spermatozoa evaluation performed in real time at high magnification, which was
called motile sperm organelle morphology examination (MSOME). MSOME is performed
using an inverted microscope equipped with interferential contrast Nomarski optics, which
enables a magnification of >6000x [23], much higher than the magnification used habitually
by embryologists in spermatozoa selection for the ICSI procedure (200x to 400x) or even that
employed in routine semen examination (1000x). This method favored the development of the

intracytoplasmic morphologically selected sperm injection (IMSI), based on sperm normality
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as defined by the MSOME classification, aiming at improving conventional ICSI outcomes
by giving attention to the existence of a correlation between sperm morphological
abnormalities observed at high magnification and DNA damage [24-28]. Although MSOME
was developed only as a selection criterion, its application as a method for classifying sperm
morphology may represent an improvement in the evaluation of semen quality. In the specific
case of IUI, seminal evaluation performing MSOME could represent an adjuvant tool in order
to predict the efficacy of the technique.

To better comprehend the diagnostic/prognostic value of morphologic analysis of semen
by high magnification, this study aimed to evaluate the prognostic value of normal sperm
morphology by MSOME classification for clinical pregnancy (CP) after 1UI.
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Methods

Study participants

A total of 156 IUI cycles performed in 111 couples at the Center for Human
Reproduction Professor Franco Junior were prospectively analyzed. Females’ and males’
mean ages at the time of IUl cycles were 32.7+3.9 and 35.415.6 years, respectively.
Indications for the procedure were idiopathic infertility in 51.4%, mild male infertility in
23.4%, cervical factor in 15.3%, ovulatory dysfunction in 5.4%, mild endometriosis in 3.6%,
and male factor associated with endometriosis in 0.9% (Table 1). Written informed consent
was obtained from all couple on the day of first IUI. This study received institutional review

board approval.

IUI procedures

For ovarian stimulation, all subjects received 751U recombinant FSH (r-FSH; Gonal F,
Serono, Brazil) every other day from the third day of the cycle. On the 10th day of the cycle,
follicular development started to be monitored by vaginal ultrasound, with the doses of r-FSH
being adapted according to ovarian response. When one or two follicles (maximum=2)
measuring >17mm were observed, recombinant hCG (r-hCG; Ovidrel, Serono, Brazil) was
administered.

All patients underwent two consecutive IUI procedures (12-14h and 36-40h after r-
hCG). Semen samples were collected in sterile containers by masturbation and immediately
taken for IUI procedures. The liquefied fresh semen samples were prepared by Isolate (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, USA) discontinuous concentration gradient. The final pellet was
resuspended in 0.5ml modified HTF medium (Irvine) supplemented with 10% human serum
albumin (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) for the first insemination (12-14h) and in
0.3ml for the second insemination (36-40h).

All IUI were carried out with a Frydman catheter (Frydman® Classic Catheter 4.5 CCD
Laboratoire C.C.D; Paris, France) guided by abdominal ultrasound using a 3.5MHz convex
transducer (Aloka SSD-1100; Aloka Co. Ltd, Tokyo, Japan) by the same physician. Patients
with a full bladder were placed in the lithotomy position and the cervix was exposed using a
bivalve speculum. In all Ul the catheter passed smoothly through the cervix without the need
for uterine fixation clamps with clear visualization of the catheter tip upon ultrasound. In all

inseminations, the medium containing the spermatozoa was gently expelled into the uterine
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cavity under ultrasound monitoring. The catheter was immediately and carefully removed
after 1UI, and the patient was allowed to rest in bed for 15min. All patients received luteal
phase supplementation with vaginal natural progesterone.

Pregnancy was diagnosed based on an increase in serum R-hCG concentration 14 days
after 1UI. Clinical pregnancy was defined by the presence of a gestational sac accompanied by
an image of the embryo/fetal cardiac activity on transvaginal ultrasounds 4 weeks after [UI.

Determination of morphology by MSOME

Before the Ul procedure semen samples were analyzed for MSOME, for standard
semen quality parameters according to the World Health Organization [29] and for DNA
fragmentation by TUNEL assay (as previous described [30, 31]).

For MSOME the liquefied fresh semen samples were prepared by Isolate (Irvine
Scientific, USA) discontinuous concentration gradient. The final pellet was resuspended in
0.2 ml modified human tubal fluid (HTF) medium (Irvine Scientific). An aliquot of 1ul of
sperm cell suspension was transferred to a 5yl microdroplet of modified HTF medium
containing 7% polyvinylpyrrolidone solution (PVP medium; Irvine Scientific). This
microdroplet was placed in a sterile glass dish (FluoroDish; Word Precision Instrument, USA)
under sterile paraffin oil (Ovoil-100; VitroLife, Goteborg, Sweden). The sperm cells,
suspended in the microdroplet, were placed on a microscope stage above an Uplan Apo x100
0il/1.35 objective lens previously covered by a droplet of immersion oil. In this manner,
suspended motile sperm cells in the observation droplet could be examined at high
magnification by an inverted microscope (Eclipse TE 2000U; Nikon, Japan) equipped with
high-power differential interference contrast optics (DIC/Nomarski). The images were
captured by a color video camera containing effective picture elements (pixel) for high quality
image production, and a color video monitor. Morphological evaluation was accomplished on
a monitor screen and the total calculated magnification was 8400x (total magnification:
objective magnification = 100 x magnification selector = 1.0 x video coupler magnification =
1.0 x calculated video magnification = 84.50).

A spermatozoon was classified as morphologically normal when it exhibited a normal
nucleus as well as acrosome, postacrosomal lamina, neck and tail, besides not presenting
cytoplasm around the head [23]. The subcellular organelles were morphologically classified
on the basis of the presence of specific malformations, which were defined according to the

arbitrary descriptive approach reported by Bartoov et al. [23] after studies utilizing
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transmission and scanning electron microscopy: acrosome: absent, partial or vesiculated; post-
acrosomal lamina: absent or vesiculated; neck: abaxial, disordered or showing cytoplasmic
droplet; tail: absent, coiled, broken, multi or short.

For the nucleus, also according to transmission electron microscopy estimations [23,
32], the morphological normal state was defined by the shape and content of the chromatin.
The criterion for normality of nuclear shape was a smooth, symmetric and oval configuration.
Normal means for length and width were estimated as 4.75+2.8 and 3.28+0.20um [23]
respectively, where the form classified as abnormal presented variation of 2SD on at least one
of the axes (length: >5.31 or <4.19um, width: >3.7 or <2.9um). For rapid evaluation of
nuclear shape, a fixed, transparent, celluloid form of sperm nucleus fitting the criteria was
superimposed on the examined cell (chablon construction based on ASTM E 1951-2[33]).
The criterion for normality of chromatin content was the absence of vacuoles occupying >4%
of the sperm nuclear area. Figure 1A shows normal spermatozoa analyzed by MSOME.

The same technician performed all sperm selection. At least 200 motile spermatozoa per
sample were evaluated and the percentages of normal spermatozoa were determined. The

analysis lasted 30-60 min/sample.

Statistical analysis

Data management and univariate analysis were conducted using the StatsDirect
statistical software (Cheshire, UK) in order to compare the variables between the group of
cycles in which 1UI procedure resulted in pregnancy and the group that 1UI procedure did not
resulted in pregnancy. The analysis was done at cycle level, i.e., each cycle was considered as
a separate unit of analysis. To compare the means for the continuous variables, non-
parametric Mann-Whitney tests were used if the continuous variables were not normally
distributed and Student's t test if the continuous variables were normally distributed. The
results were expressed as the arithmetic meanzstandard deviation (SD), range and median.
For categorical variables, chi-squared test was used to check their association between the
groups. The results were expressed as percentage. Univariate Logistic regression was also
used to estimate the value of an independent variable in to predict the chance of becoming
pregnant in an IUI cycle. Odds ratio (OR) and 95% confidence interval (CI) constituted the
descriptive analysis.

Receiver operating characteristic curve (ROC) were constructed to examine the

performance of the significant variables (as highlighted by the previous statistical tests), i.e.,
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to evaluated the ability of a variable to predict pregnancy occurrence after an Ul cycle.
Optimized threshold was determined. Discriminative performance of the model was assessed
by the area under the ROC curve. Sensitivity was defined as the fraction of cycles that
resulted in a pregnancy that was predicted correctly, and specificity was defined as the
fraction of cycles not resulting in a pregnancy that was predicted correctly. StatsDirect
requires two columns of data for each ROC plot, one with test results in cases where the
condition tested for is known to be present (pregnancy positive) and another for test results in
known negative (pregnancy negative) cases. Sensitivity is then plotted against 1-specificity.
StatsDirect calculates the area under the ROC curve directly by an extended trapezoidal rule
[34] and by a non-parametric method analogous to the Wilcoxon/Mann-Whitney test [35]. A

confidence interval is constructed using DeLong’s variance estimate [36].
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Results

Pregnancy occurred in 34 1UI cycles (CP rate per cycle: 21.8%, per patient: 30.6%). A
statistically significant higher incidence of normal spermatozoa by the MSOME criterion was
found in the group of men in which 1UI cycles resulted in pregnancy (2.6+3.1%) compared to
the group that did not achieve pregnancy (1.2+1.7%; P=0.019). The laboratory and clinical
parameters evaluated according to 1Ul outcome are shown in Table 1. With the exception of
the percentage of normal spermatozoa, there were not differences between the groups.

Logistic regression showed that the percentage of normal cells in the MSOME was
determinant for the likelihood of clinical pregnancy (OR: 1.28 95% CI 1.08 to 1.51,
P=0.003). On the other hand, logistic regression did not reveal a statistically significant
(P>0.05) association between IUI outcome (CP) and other parameters analyzed such as
women’s age (OR: 0.96; 95% CI 0.88 to 1.06) and men’s age (OR: 0.98; 95% CI 0.91 to
1.05), duration of infertility (OR: 0.81; 95% CI 0.63 to 1.03), DNA fragmentation (OR: 0.97;
95% CI 0.97 to 1.02), number of follicles >17 (OR: 1.40; 95% CI 0.53 to 5,21), other semen
characteristics: total sperm count (OR: 1.00; 95% CI 0.99 to 1.00), progression motility
(OR:0.98; 95% CI 0.95 to 1.00), and leukocytes (OR:1.77; 95% CI 0.46 to 6.70). Table 2
summarizes the results.

ROC curve was created just for percentage of sperm normal forms by MSOME (the
only variable that showed a significant difference between the groups in previous analysis).
ROC curve (Figure 2) showed an area under the curve (see Materials and methods) of 0.63
(95% confidence interval: 0.52-0.78) indicating that the percentage of normal forms by
MSOME had a reasonable prognostic potency in predict pregnancy after 1Ul. Setting the
threshold at 2% offered the best compromise between specificity (50%) and sensitivity (79%)
and between positive predictive value (40%) and negative predictive value (85%). At this cut-
off level the efficacy of the percentage of sperm normal form by MSOME in predicting
pregnancy was 65%.
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Discussion

The rationale for the IUI procedure is to maximize the number of motile spermatozoa at
the site of fertilization in order to increase the possibilities of pregnancy. Although IUI is
widely used in the treatment of couple subfertility, its real efficacy remains to be proved,
especially when the technigue is employed in the presence of male subfertility [1]. According
to Merviel et al [37], the most important predictive factors for pregnancy in 1UI cycles are the
recruitment of two preovulatory follicles >16 mm in a woman aged < 30 years and a
concentration > 5 million motile spermatozoa and teratospermia <70% after preparation of
semen by a discontinuous concentration gradient. Another investigation has reported that 1Ul
performed for male factor subfertility has a low possibility of success when the woman’s age
is > 35 years, the number of motile spermatozoa inseminated is <5 million, or normal sperm
morphology, defined by the criteria of the World Health Organization, is <30% [38].

On the other hand, Dorjpurev et al.[39] have shown that, in the presence of motility
rates >30% and motile sperm concentration >10 million/mL, IUI could be a useful tool for
male subfertility treatment. Kamath et al.[40] reported that duration of infertility less than 5
years and more than 10 million total motile spermatozoa are related to a better prognosis in
IUI, and found a trend toward a higher pregnancy rate with endometrial thickness >6 mm
Wainer et al. [41] reported that a minimum of 5 million motile spermatozoa should be
inseminated only when the normal morphology of the sperm after preparation is <30%,
because the quantity compensates at least in part for the poor seminal quality, and if these
parameters cannot be reached, in vitro fertilization should be recommended. Other clinical
parameters have also been evaluated, such as the comparison of recombinant FSH and highly
purified FSH for ovarian stimulation [42], the use of GnRH antagonists to avoid a premature
LH surge [43, 44], association of chromatin condensation of spermatozoa with conventional
semen parameters [45], and the use of soft versus firm catheters for the insemination
procedure [46], aiming at finding predictive factors of the chances of pregnancy rates in 1UI.
Sperm morphological alterations seem to determine significantly poorer outcomes in 1UI [37,
47, 48] and have been reported to be one of the most relevant semen parameters when
compared to sperm concentration and sperm motility [49]. Karabinus and Gelety [50] stated
that pregnancy rates per cycle after IUl were not different when the percentage of
morphologically normal sperm (strict criteria) in raw semen was 5%, 5% to 9%, 10% to 19%,
20% to 29%, and > 30% (6.55 + 3.9%,13.6% + 3.2%, 8.8% + 2.4%, 7.1%+2.5%, and 9.7%

+3.3%, respectively). Thus, the authors concluded that 1Ul appears to be a successful
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treatment modality for male factor infertility, even when the percentage of morphologically
normal sperm in raw semen is very low.

On the other hand, morphological criteria for the assessment of spermatozoa quality
according to parameters of the World Health Organization have been recently modified
(normal morphology cut-off value of > 4%, in the 2010 WHO manual) [51], demonstrating
that there are still controversies about what a morphologically normal spermatozoon would
be. It would be of great clinical utility to set up a laboratory parameter that would be able to
predict the outcomes of IUI in a more efficient way, in order to improve the outcomes as well
as to optimize the indications of the technique. Recently, our group suggested that MSOME
should be included among the routine criteria for semen analysis, given that it is a much
stricter criterion of sperm morphology classification when compared to the Tygerberg
criterion [27]. One of the most important alterations that can be observed in MSOME is the
presence of large nuclear vacuoles (LNV/ Figure 1B). We consider LNV those that occupy
more than 50% of the nuclear area [52]. LNV are specific sperm alterations observed at high
magnification, and their presence has been related to poor outcomes in ART [53] and to DNA
fragmentation and denaturation[31]. Moreover, a recent study has related LNV to the absence
of acrosome reaction, which could have deleterious effects on the process of fertilization and
embryo development [54]. On the other hand, it is well established that the capacity of human
sperm to fertilize an oocyte and to produce an embryo with a high potential of implantation
and development depends on DNA integrity [55], so that the MSOME could provide
important information about the possibilities of success of ART.

Many investigations have reported the outcomes of in vitro fertilization techniques
according to MSOME [24, 25, 32, 52, 56-59], but this evaluation was never employed to
determine the success rates of IUl. The present investigation studied the outcomes of IUI
comparing semen morphology by MSOME. We observed significantly better pregnancy rates
with a higher percentage of normal cells according to MSOME parameters. However, logistic
regression analysis was not able to identify a significant correlation of other characteristics,
such as patients’ age, duration of infertility, number of follicles and other semen parameters
with the outcomes of treatment. This disagrees with other results reported in the literature [1,
37, 39], which clearly show the difficulties to find prognostic parameters for Ul outcomes.

With regard of the percentage of morphologically normal spermatozoa, we observed an
optimum cut-off point of 2%. With this cut-off point, the efficacy of the exam in predicting

pregnancy with Ul reached 65%, according to the ROC curve. Since there are doubts about
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the efficacy of IUI for male factor, MSOME could also play a role as a method of
classification of sperm morphology, in order to offer another parameter for indication of the
technique. Besides woman’s age, duration of infertility and concentration of motile
spermatozoa, predictive factors considered important by other investigations, our data suggest
that 2% of morphologically normal spermatozoa at MSOME are desirable to obtain better
chances of pregnancy with 1UI.

In conclusion, the present study suggests that the use of MSOME for semen evaluation
could be a good predictor of incidence of normal forms in the sperm sample. Performing
MSOME prior to the IUI procedure could represent an important tool in order to support or to
contraindicate this less expensive treatment, and eventually contribute to the indication of
more complex ART procedures, avoiding loss of time. The present findings support the use of
high-magnification microscopy not only for selecting spermatozoa but also as a routine

method for semen analysis with potential clinical repercussions.
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Table 1: Clinical and laboratory parameters evaluated according to 1Ul outcomes

Parameters Total Pregnancy No P
(n=34) Pregnancy
(n=122)
Women’s age(years) Mean+=SD 32.8+£3.9 32.3+4.0 32.9£3.9 0.45
Range 24-39 25-39 24-39
Median 33 33 33
Men’s age(years) Mean+SD 35.5%+5.6 34.9+5.0 35.545.7 0.59
Range 24-50 27-48 24-50
Median 34 35 34
Duration of infertility 2.8+1.9 2.4+1.9 2.9+1.9 0.25
(years)Mean+SD 1-13 1-10 1-13
Range 2 2 2
Median
MSOME (%)
-Normal spermatozoa Mean+SD 1.5+2.2 2.6+3.1 1.2+1.2 0.019
Range 0-13 0-13 0-13
Median 1 1.5 0.5
Follicles >17 mm (n) Mean+SD 1.2+0.4 1.2+0.4 1.2+0.4 0.64
Range 1-2 1-2 1-2
Median 1 1 1
Etiology
-1diopathic 51.4%(57/111) 46.2%(12/26) 52.9%(45/85)  0.66
-Male (mild) 23.4%(26/111)  30.8%(8/26)  21.2%(18/85)
-Cervical 15.3%(17/111)  19.2%(5/26)  14.1%(12/85)
-Ovulatory 5.4%(6/111) 3.8%(1/26) 5.9%(5/85)
-Endometriosis 3.6%(4/111) 0 4.7%(4/85)
-Male (mild) + Endometriosis 0.9%(1/111) 0 1.2%(1/85)
DNA fragmentation (%)Mean+SD 16.4+8.0 15.0+7.4 16.748.1 0.26
Range 3-37.5 5-35.5 3-37.5
Median 15 12 15
Total sperm  count  (x10%ml)  79.2+54.4 83.6+43.4 78+57.2 0.24
Mean+SD 5-280 15-160 5-280
Range 68.5 86 62
Median
Motility (% spermatozoa)
(rapid + slow progression) Mean+SD 63.2+15.4 59.7+14.9 64.2+14.5 0.12
Range 19-93 19-87 19-93
Median 63 60 66
Leukocytes (x10%) Mean+SD 0.26+0.26 0.30£0.28 0.25+0.26 0.34
Range 0-1.6 0-1.3 0-1.6
Median 0.2 0.2 0.2
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Table 2: Univariate analysis of pregnancy occurrence after intrauterine insemination by
Logistic regression

Parameters Logistic Regression
Odds Ratio 95% ClI P

Women’s age (years) 0.96 0.87t01.06 0.44
Men’s age (years) 0.98 091t01.05 0.61
Duration of infertility (years) 0.81 0.63t01.03  0.10
MSOME (%)

-Normal spermatozoa 1.28 1.08t01.51 0.003
Follicles >17 mm (n) 1.40 0.53t03.68 0.49
DNA fragmentation (%) 0.97 097t01.02 0.26
Total sperm count (x10%/ml) 1.00 0.99t01.01  0.59
Motility (% spermatozoa)(rapid + slow progression) 0.98 096t01.01 0.13
Leukocytes (x10%) (mean+SD) 1.77 0.46t06.70  0.39

CI: confidence interval
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Figure Legends

Figure 1. A Normal spermatozoa observed at high magnification (8400x); B Spermatozoa
with large nuclear vacuoles observed at high magnification (8400x).
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Figure 2. ROC Curve Analysis for percentage of sperm normal forms by MSOME as
prognostic factor regarding clinical pregnancy after intrauterine insemination. Area under the
curve 0.63. The best discriminating percentage (2%) is indicated. At this cut-off level, the
ability of the percentage of sperm normal form by MSOME to predict pregnancy present 50%
sensitivity, 40% positive predictive value, 79% specificity, and 85% negative predictive
value. The efficacy was 65%.
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ANEXO A

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Eficicia do motile sperm organelle morphology examination

(MSOME) na predicao de gravidez apds inseminagdo intrauterina

by

Vocé em breve sera submetida a insemina¢do intrauterina (no utero) com
espermatozoéides do seu esposo para tratamento de infertilidade / Sua esposa em breve
sera submetida a inseminagdo intrauterina (no dtero) com seus espermatozdides para
tratamento de infertilidade. Por isso estdo sendo convidados a participar de um estudo

clinico que envolve exame de avaliacdo da morfologia (formas) dos espermatozoides

Nos ultimos anos, muitas mulheres com problemas para engravidar tém-se submetido
as Técnicas de Reproducdo Assistida, que envolvem varios tratamentos, como a

inseminacao.

Em mulheres sem problemas de fertilidade, no inicio de cada ciclo menstrual (regra),
varios ovulos, que ainda ndo estao maduros, comegam a se desenvolver e a crescer
dentro dos ovarios, através da ac¢do do hormoénio chamado hormoénio foliculo
estimulante (FSH), produzido naturalmente no organismo pela glandula chamada
hipoéfise. No entanto, dentre os varios 6vulos que come¢am a se desenvolver no inicio de
cada ciclo menstrual, geralmente apenas um amadurece completamente. Quando o
foliculo, pequena “bolsa” que abriga o 6vulo durante o processo de amadurecimento,
atinge um tamanho adequado (préximo a 20 mm), ocorre a liberacao, também pela
glandula hipdfise, de grande quantidade do hormonio luteinizante (LH) que amadurece
e libera do 6vulo do ovario (evento chamado de ovulagao). Este évulo maduro sai de
dentro do foliculo, sai do ovario e vai até a trompa uterina (canal que liga o ovario ao
utero), onde encontra com os espermatozdides, ocorrendo a fecundacdo (unido do 6vulo

com o espermatozdide).

A inseminacdo requer que os espermatozoides sejam coletados, preparados no
laboratoério e depois colocados dentro do utero e trompas. Um dos problemas que
influencia os resultados da inseminacao é a qualidade do sémen. Além da quantidade e
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da motilidade dos espermatozéides, a morfologia (principalmente o nimero de formas
normais) é um dos pontos de observacdo. Existem varios critérios para classificar a
morfologia dos espermatozdides. Contudo ha possibilidade de que novos critérios de
classificacdo que utilizam uma tecnologia diferente possam, se ndao melhorar os
resultados, prever melhor as possibilidades de gravidez com a inseminagao.
Baseando-se nisso, esse estudo procura analisar o valor prognostico da morfologia dos
espermatozodides avaliada através de um novo critério chamado de MSOME (“motile
sperm organelle morphology examination”/ ainda ndo ha uma tradu¢ao para o
portugués), na predicdo de gravidez apods inseminagdo intrauterina. Na MSOME a
avaliacdo das formas dos espermatozodides é realizada empregando equipamento que
permite aumentos da imagem superior 6000 vezes.

Para que vocés possam decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer

seus beneficios, riscos e implicacdes.
OBJETIVO DO ESTUDO

Verificar o valor prognoéstico da morfologia espermatica avaliada através do “motile
sperm organelle morphology examination” (MSOME) na predicdo de gravidez apoés

inseminacao intrauterina homologa.
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocés concordarem em participar deste estudo, a morfologia dos espermatozoéides do
seu esposo (dos seus espermatozoides) sera analisada usando MSOME. Esse resultado
depois sera comparado com o resultado de procedimento (ocorréncia ou ndo de
gravidez)

E importante ressaltar que procedimentos de inseminacio intrauterina ja sio
utilizados mundialmente. Do mesmo modo, todas as medicagdes utilizadas tém
registro e liberacdo pelas autoridades competentes, ja sendo de uso corrente. Ndo sera
testada nenhuma medicagao experimental.

As avaliagdes que serdo feitas ndo sdo prejudiciais aos espermatozédides, nao

interferindo no tratamento. De qualquer forma apenas parte da amostra analisada.
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METODOS ALTERNATIVOS

Como a indicagdo para tratamento do problema de infertilidade de vocés é inseminagao
intrauterina, método alternativo seria a op¢do de técnica mais invasiva de terapéutica
(fertilizacdo “in vitro”). Por outro lado, vocés podem simplesmente ndo querer

participar do estudo.

RISCOS

O tratamento sera exatamente o mesmo caso vocés participem ou nido deste

estudo.

As avaliacoes serdo feitas em material que seria descartado, nao interferindo na

normalidade do tratamento e nio trazendo nenhum risco adicional.

BENEFICIOS

O resultado deste estudo propiciara mais opg¢oes para classificacdo e selecio do sémen
com bons resultados, o que representara beneficio para a populagdo que necessita de

tratamento de infertilidade.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de vocés, seus registros médicos poderdo ser
consultados pela equipe de pesquisadores envolvidos. Seus nomes nao serao revelados
ainda que informagdes de seus registros médicos sejam utilizadas para propdsitos

educativos ou de publicacdo, que ocorrerao independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que
necessite de atendimento médico, ficara a cargo da instituicdo. Lembramos que nao é

esperado nenhum dano para a sua saude decorrente diretamente desse estudo.

Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua participacdo neste

estudo.
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CUSTOS (Ressarcimento e indenizagao)

Ndo havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela sua

participagao no estudo.
BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocés saibam que a sua participacio neste estudo é
completamente voluntaria e que vocés podem recusar-se a participar ou
interromper suas participacdes a qualquer momento sem penalidades ou perda
de beneficios aos quais vocés tém direito. Em caso de vocés decidirem
interromper a participacdo no estudo, a equipe assistente deve ser comunicada e

as analises relativas ao estudo serao imediatamente interrompidas.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocés a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Neste caso,
por favor, entre em contato com a pesquisadora Livia Drumond Akl (RG MG 10160039)
nos telefones (31) 8872-4050/ (16) 3911-1100 ou no enderego Av. Joao Fiusa 689
Ribeirao Preto, SP ou com qualquer médico do Centro de Reprodu¢ao Humana Professor

Franco Jr.

CONSENTIMENTO
Declaro que, apo6s convenientemente esclarecido(a) pelo pesquisador e ter entendido(a)

o que me foi explicado, consinto em participar da presente Pesquisa

Sao Paulo, ..o 6 U< de i,

Esposa Esposo

Pesquisador
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