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Resumo

Para saber quais casais de fato poderiam se beneficiar com a 11U, desenhamos esse estudo com
0 objetivo de avaliar se a motilidade espermatica pds-capacitacdo em gradiente descontinuo de
diferentes densidades e incubacdo em CO, em individuos normospérmicos é capaz de predizer
gravidez. Participaram do estudo 175 casais que foram submetidos a 1lU. Os critérios de
inclusdo foram mulheres com idade inferior ou igual a 35 anos; com trompas sem alteracdes;
endometriose Grau | e II; infertilidade sem causa aparente ou inexplicada; disfuncédo
ovulatoria ndo hiperandrogénica, e homens que apresentaram parametros seminais normais.
Todas as pacientes foram submetidas a estimulacdo ovariana com Citrato de Clomifeno na
dose de 50mg/dia, do 3° ao 7° dia do ciclo menstrual, associado a Gonadrotofina menopausal
humana ou Hormonio Foliculo Estimulante recombinante (FSH-r) no 3°, 5° e 7° dias do ciclo.
O desenvolvimento folicular foi acompanhado pela ultrassonografia transvaginal e, quando
um ou até trés foliculos medindo entre 18 e 20mm foram observados, foi administrado hCG
ou hCG-r 250mg, e a IlIU foi realizada 36-40h apos hCG. Os parametros seminais foram
analisados e classificados segundo os critérios da OMS de 2010. A capacitacdo espermatica
foi realizada utilizando a técnica de gradiente descontinuo de diferentes densidades. Uma
aliquota de 20ul foi incubada por 24h a 37°C em 5% de CO,. Apds 24h de incubacéo, foi feita
analise da motilidade total (progressdéo A+B) dos espermatozoides. Dos 175 casais, 52
obtiveram gravidez clinica e 123 ndo obtiveram éxito. A taxa de gravidez clinica foi de
29,7%. Houve tambem 4 abortos espontaneos (7,6%) e 1 gravidez multipla (3,8%). Analises
realizadas quanto a idade, duracdo e etiologia da infertilidade ndo mostraram diferencas
estatisticas significantes entre os dois grupos (gravidas e ndo gravidas), assim como 0s
resultados analisados quanto ao volume, concentracdo total de espermatozoides, total de
espermatozdides moéveis e morfologia, exceto a motilidade espermaética, que mostrou
diferenca estatistica significante entre os dois grupos (p<0,00001). Na analise que compara a
motilidade A+B logo apds o preparo e 24h pos-incubacdo nos dois grupos (gravidas e ndo
gravidas), os resultados mostraram que a motilidade A+B 24h pos-incubacdo foi maior no
grupo das gravidas. A andlise de motilidade espermatica nas gravidas pos-preparo e 24h pés-
incubacdo praticamente ndo mostrou alteracdo da motilidade com 24h pdés-incubacdo, €, nos
casais que ndo engravidaram, ocorreu diminuicao significativa da motilidade espermatica 24h
pos-incubacdo (p<0,0001). A curva ROC gerou valor de corte de 56,5% para motilidade
progressiva A+B pds-incubagdo de 24h; esse valor produziu alta sensibilidade 96,1% (90,9-
1,0%) e especificidade 92,7% (88,1-97,3%), valor preditivo positivo 84,7% (75,5-93,9%) e
valor preditivo negativo 98,3% (95,9-1,0%). Concluiu-se que a determinacdo da motilidade
dos espermatozdides de individuos normospérmicos apos a capacitacdo e incubacdo em CO, a
37°C por 24 horas com valor de corte de 56,5% é capaz de predizer o sucesso da IlU.

Palavras-chave: motilidade espermatica; sucesso da inseminacgdo intrauterina; inseminagdo
intrauterina; sobrevivéncia espermatica; analise seminal avancada.



Abstract

To assess what couples actually could benefit from 1UI, we designed this study to evaluate the
sperm motility through discontinuous gradient of different densities and incubation in CO; in
normospermic individuals is able to predict pregnancy. A total of 175 couples underwent Ul
and inclusion criteria were women with age 35 years or younger, with normal tube;
endometriosis grades I-11; unexplained infertility; ovulatory dysfunction not hyperandrogenic
and men with normal seminal parameters. All patients underwent ovarian stimulation used
50mg/day clomiphene citrate on days 3-7 of menstrual cycle, associated to human menopausal
gonadotropin (hMG) or follicle stimulating hormone recombinant (FSH-r). The follicular
development was monitored by transvaginal ultrasound. When one or two follicles measuring
18 and 20mm were observed, hCG or hCG-r 250mg was administered and Ul was performed
36-40h after hCG. Seminal parameters were analyzed and classified according to 2010 WHO
criteria. Spermatic capacitation was performed using discontinuous concentration gradient. A
20l aliquote was incubated for 24 hours at 37°C in 5% CO,. The sperm concentration was
adjusted to a total of 10x10° motile sperm per milliliter of medium. After 24h incubation, it
was performed total motility analysis (A+B). Of the 175 couples, 52 achieved clinical
pregnancies and 123 did not have success. Pregnancy rate per cycle was 29.7%, there were 4
spontaneous abortions (7.6%) and multiple pregnancies (3.8%). Analysis of age, infertility
duration and causes of infertility did not show statistic significance between pregnant and
nonpregnant groups, as to results of seminal volume, total sperm concentration, total motile
sperm and morphology, except sperm motility (p<0.00001). The comparison of motility A+B
after processed and 24h after incubation between pregnant and nonpregant group, motility
A+B 24h after incubation was increased in the pregnant group. Analysis of sperm motility of
pregnant group after processed and 24h after incubation have not shown motility difference
with 24 after incubation, and couples who did not obtain pregnancy, there was statistically
significant decreased of sperm motility 24h after incubation (p<0.0001).The ROC curve
analysis generated cutoff value of 56.5% for motility with progression A+B, 24h after
incubation and this cutoff value produced 96.1% sensitivity (90.9-1.0%), 92.7% specificity
(88.1-97.3%), 84.7% positive predictive value (75.5-93.9%) and 98.3% negative predictive
value (95.9-1.0%). We concluded that sperm motility of normospermic individuals 24h after
incubation in CO, at 37°C with cutoff value of 56.5% is predictive of 1UI success

Keywords: sperm motility; insemination successful; intrauterine insemination; sperm
survival; advanced semen analysis
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1. INTRODUCAO

A inseminacdo intrauterina (I1U) é considerada um tratamento menos invasivo,
com custo mais acessivel e maior aceitabilidade, quando comparada a outros procedimentos
com tecnologia reprodutiva mais avancada, como a Fertilizacdo in vitro (FIV) (1). No
entanto, tem suas indicacOes e deve ser aplicada somente se as chances de gravidez forem
significativamente maiores do que o coito natural (2).

Existe uma variedade de indicacbes para a realizacdo da IlU, tais como:
infertilidade sem causa aparente (ISCA), anomalias congénitas do trato genital, disfuncbes
eréteis, ejaculacdo retrdgrada, anticorpos antisémen, infertilidade inexplicada, disfuncdes
sexuais femininas (vaginismo), fator cervical e infertilidade relacionada a endometriose (3-
16).

As taxas de sucesso da 11U dependem de uma serie de fatores, incluindo a causa e
a duracdo da infertilidade, idade materna, realizacdo ou ndo da estimulacdo ovariana
controlada (EOC), tipo de medicagdo utilizada e numero de tentativas realizadas
anteriormente (17-18).

Por ser um tratamento muito utilizado, a adequada indicacdo da 1lU é
fundamental para uma boa taxa de gravidez. Para que este procedimento tenha sucesso, deve-
se excluir causas como fator masculino severo, fator tubério, fator peritonial e endometriose
severa (19).

Quanto ao numero de tentativas de IlU, a literatura mostra que ndo existe
consenso. Nos ultimos 20 anos, varias recomendacbes tém sido feitas sobre o nimero
maximo de ciclos de 11U que deveria ser realizado nas pacientes, tendo em vista que ha falta
de evidéncias de possivel limite (20). De modo geral, 0 nimero de tentativas varia de duas a
seis, ja que a taxa de gravidez cumulativa ocorre até no maximo em seis ciclos de 1IU. No
entanto, a maioria dos casais obtém sucesso nas trés primeiras tentativas (1, 21-28). Segundo
Zhao et al. (29), o nimero de tentativas por paciente deveria ser individualizado, levando em
consideracédo as necessidades de cada casal, com base tanto nos fatores masculinos como nos
femininos.

A analise seminal é o primeiro fator a ser investigado em casos de infertilidade,
por isso 0 sémen é considerado um importante parametro na avaliacdo do casal infértil no
tratamento da 1lU. Com o espermograma, pode-se averiguar o potencial de fertilidade. O

manual da Organizacdo Mundial da Satude (OMS), utilizado para analise do sémen humano e
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interacdo sémen-muco cervical, € amplamente consultado como fonte de metodologia padrao
para laboratorios que realizam analises de sémen (30), porem apresenta limitagdes, pois as
normas disponiveis para a analise de concentracdo, motilidade e morfologia do sémen nao
preveem padrdes clinicos técnicos e estatisticos rigorosos (31).

Por este motivo, devido as limitagdes existentes, a nomenclatura utilizada no
Manual da OMS (32) para avaliagdo do sémen foi alterada de valores “normais” para valores
de “referéncia” (31). Esses valores de referéncia para os parametros seminais sao: volume
(ml) > 1,5; concentracdo (M/ml) > 15; concentracdo total (M) > 39; motilidade total (%) > 40;
motilidade (A+B) (%) > 32; vitalidade (%) > 58 e morfologia (%) > 4 (31).

Os paréametros seminais tém forte influéncia no resultado da IIU, no entanto,
mesmo com a realizacdo de varios estudos (18, 24, 28, 33-42), ndo ha consenso sobre 0s
limites ideais desses parametros para a indicacéo da técnica. Nem a analise basica do sémen
nem a analise avancada do sémen sdo suficientes para predizer o sucesso da I1U, a menos que
problemas mais graves estejam presentes (24, 43-49). Desta forma, como nédo existem
parametros para avaliar quais casais poderiam se beneficiar com a 11U, a maioria dos médicos
especialistas em reproducdo humana frequentemente indica de trés a seis ou mais ciclos de
IIU antes de indicar técnicas de maior complexidade (21-23). Estudos sobre o impacto da
morfologia do espermatozdide, antes e ap6s capacitacdo, tém levado a resultados divergentes
(8, 23, 47, 50-53), bem como ao nimero minimo recomendado de espermatozoides mdveis
inseminados, variando de 0,8 a 10x10° dependendo do estudo (1, 12, 36, 43, 47, 54-56).
Khalil et al. (55) recomendam o tratamento com FIV se a contagem de espermatozoides
moveis for inferior a cinco milhdes.

Dentre os fatores biologicos, a motilidade espermética € um dos pontos mais
importantes na avaliacdo da habilidade de fertilizacdo do espermatozoide ejaculado (57-59).
Suas caracteristicas obtidas por meio de analises por programas especificos computacionais
podem predizer parametros da fertilidade (60-61). Duas importantes propriedades fisiologicas
do sémen necessdrias para 0 sucesso da inseminacdo sd8 0 numero elevado de
espermatozdides e sua sobrevivéncia (48). Estudos tém mostrado que, assim como na
ocorréncia da gestagdo de forma natural, a motilidade é considerada um fator importante de
sucesso para a 11U (24, 62-63). Segundo Brasch et al. (24), a contagem da motilidade total em
amostras de sémen usadas para a IlU pode predizer o potencial para a gravidez. Os autores

avaliaram 546 casais com etiologia variada de infertilidade e mostraram, como resultado,
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aumento da porcentagem de concepcdo relacionada a elevada concentracdo de
espermatozoéides moveis.

Branigan et al. (48), por meio de um teste denominado “Analise Seminal
Avangada”, determinaram a fracdo de espermatozoéides moveis processados e avaliaram a
sobrevivéncia dos espermatozoides apds 24 horas de incubacdo. Os resultados confirmaram
que este teste de motilidade e sobrevivéncia dos espermatozdides é preditivo de sucesso da
lu.

Com a necessidade de obtermos respostas sobre quais casais de fato poderiam se
beneficiar com a IlIU e sobre o nimero de tentativas a ser feito com a técnica, desenhamos
este estudo, utilizando a técnica desenvolvida por Branigan et al. (48), com o objetivo de
avaliar se a motilidade espermatica 24 horas ap0s o preparo com gradiente descontinuo de
diferentes densidades e incubacdo em CO, em individuos normospérmicos € capaz de
predizer gravidez, uma vez que a literatura € limitada e ndo apresenta quais parametros

seminais podem responder a essa importante questéo.



2. OBJETIVO

Determinar o valor progndstico da motilidade dos espermatozoéides de individuos
normospérmicos, incubados em 5% de CO, a 37 graus Celsius por 24 horas, em relacdo a

gravidez clinica ap0s inseminacao intrauterina.



3. MATERIAL E METODOS

3.1- Casuistica

A casuistica do presente estudo foi de 175 casais submetidos a 11U no periodo de
janeiro de 2009 a marco de 2011, no Centro de Reproducdo Humana de S&o José do Rio Preto
(CRH) — SP, por meio de estudo prospectivo longitudinal.

Os critérios de selecdo e inclusdo para o estudo foram: - mulheres com idade
inferior ou igual a 35 anos, com histerossalpingografia normal e/ou videolaparoscopia com
trompas sem alteracdes; endometriose Grau | e Il (conforme American Fertility Society);
ISCA (64); disfuncdo ovulatéria ndo hiperandrogénica, e homens que apresentaram
parametros seminais normais de acordo com os critérios da OMS (31). Os critérios de
exclusdo foram mulheres com fator tubario e peritoneal; endometriose Grau Ill e IV (65);
numero de foliculos apods a estimulagdo ovariana superior ou igual a quatro (com diametro
médio entre 18 e 20 milimetros) no dia da administracdo da gonadotrofina coridnica humana
(hCG) ndo resposta a estimulacao ovariana.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP), protocolo n® 0274/2010 (Anexo A).

Os casais selecionados, apos esclarecimentos sobre a pesquisa, assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme resolugéo n® 196/Outubro/1996, do
Conselho Nacional de Satde, e segundo as normas do Comité de Etica em Pesquisa (Anexo
B).

3.2- Métodos

Todas as pacientes eram nuligestas e foram submetidas a um primeiro ciclo de
estimulacdo ovariana com Citrato de Clomifeno, por via oral, na dose de 50mg/dia, do 3° ao
7° dia do ciclo, associado a Gonadrotofina Menopausal Humana ou Horménio Foliculo
Estimulante recombinante (FSH-r), por via sub-cutanea, no 3°, 5° e 7° dias do ciclo. O
desenvolvimento folicular foi acompanhado pela ultrassonografia transvaginal (Midray-Expert
modelo 3C5A transdutor ultrassonico-transvaginal convexo de 6,5 MHz - China) no 2° (basal)

e 8° dias do ciclo menstrual. Posteriormente, foi realizada a monitorizacdo diaria até que os
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foliculos atingissem o didmetro médio de 18 e 20 milimetros e espessura endometrial maior
que 7 milimetros.

Quando um ou até trés foliculos atingissem o didmetro médio desejado,
administrava-se 0 hCG na dosagem de 5000 Ul (IM) ou hCG-r 250mg (SC). A inseminacgéo
intrauterina foi realizada entre 36 e 40 horas apds a administracdo do hCG ou hCG-r e
confirmacdo da ruptura folicular, utilizando-se o catéter de Frydman 5.5 (Frydman Classic
Catheter 1306055, CCD Laboratorie Paris-France).

A coleta de sémen foi obtida por masturbacdo ap6s dois ou até quatro dias de
abstinéncia sexual. A manipulacdo deste foi feita dentro do fluxo laminar com pressédo
positiva (HLFS-12M série-7011). Os pardmetros seminais foram analisados por um Unico
observador e classificados de acordo com os critérios de normalidade da OMS (31). A
guantidade de 10ul de sémen liquefeito foi depositada diretamente na Camara de Makler, com
o0 auxilio de uma micropipeta, sendo realizada a analise em microscopia de fase (Eclipse E
200 — Nikon) e platina aquecida sob a Makler para calcular a concentragédo de
espermatozdides por ml, o ndmero total de espermatozoides modveis e progressivos
(Progressdao A= movimento rapido e direcional; B= movimento rapido e direcional mais
movimento lento; C= movel sem locomocdo; D= imdvel) e morfologia. Para analise dos
resultados, consideraram-se mdveis apenas 0s espermatozéides com progressao A e B.

Ao término da analise seminal, foi realizada a capacitacdo espermatica utilizando-
se a técnica de Gradiente descontinuo de diferentes densidades — Isolate (Irvine Scientific,
Santa Ana, CA-USA), em temperatura ambiente.

Com o auxilio de uma pipeta estéril e graduada, colocou-se em um tubo conico de
15ml (Falcon 352097): 1ml do gradiente de 90% de silica (lower), 1ml da camada 50% de
silica (upper) e por Gltimo 1ml de sémen.

O volume total do sémen foi fracionado de maneira que um tubo Falcon
contivesse 1ml de cada gradiente e 1ml de sémen (1/1/1), o qual foi centrifugado a 1250 rpm
por 15 minutos (Excelsa Baby | - Modelo 206, FANEN, Sao Paulo, Brasil).

Ao final da centrifugacdo, com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril, foram
retirados os espermatozoides depositados na parte concava do tubo (pellet), o qual foi
transportado para outro tubo Falcon de 15ml, acrescido de 5ml de HEPES (Irvine Scientific)
suplementado com 15% de SSS (soro substituto sintético — Irvine Scientific) e novamente

centrifugado a 1250 rpm, por 15 minutos. Este processo foi realizado por duas vezes.
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Ao final, o pellet foi ressuspendido com a mesma solucdo de meio de cultura,
obtendo-se um volume final de 1ml. Uma aliquota de 10ul foi utilizada para realizar a analise
dos parametros seminais pés-capacitacdo, e 20ul foram colocados em microtubo tipo
Eppendorf e incubados por 24h em incubadora (Forma Scientific, INC. Modelo 3110)
calibrada em 5% de CO, e 37°C. A concentracdo do espécime foi ajustada de modo que
ficasse em um total de 10 milhdes de espermatozdides por ml de meio de cultura para a
amostra incubada por 24h. Do volume total de 1ml, restaram, portanto, 970ul que foram
imediatamente inseminados no Utero da paciente com catéter de Frydman 5.5 (Frydman
Classic Catheter 1306055, CCD Laboratorie Paris-France), pelo mesmo médico. A paciente
ficava em repouso por 20 minutos e a suplementacdo da fase lutea foi feita com progesterona
natural (Utrogestan) na dose de 200mg de 12/12h por via oral, a partir do dia seguinte da 11U,
seguindo até a confirmacdo da presenca do batimento cardiaco embrionario (BCE) no
ultrassom.

Apos as 24h de incubacdo, foi analisada a motilidade total (A mais B) dos
espermatozodides. O sucesso da inseminacgdo intrauterina (gravidez clinica) foi confirmado
pela presenca de saco gestacional com BCE, 14 dias ap6s o Beta hCG positivo.

De acordo com o resultado da 11U, os casais foram divididos em dois grupos:

gravidas e ndo gravidas.

3.3- Andlise Estatistica

O calculo amostral foi feito baseado no trabalho de Branigan et al. (48), em que se
considerou a sobrevida >70% dos espermatozoides incubados por 24h como preditor de
sucesso da 1lU, com confiabilidade de 95% e margem de erro de 7%, obtendo-se o tamanho
minimo da amostra de 164 casais.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar a idade das mulheres e dos
parametros da infertilidade, assim como a andlise inicial da concentracdo, morfologia e
motilidade entre gravidas e nao gravidas.

O teste de diferencas de proporgdes (x?) foi usado quando o resultado foi expresso
em percentual.

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi construida para determinar
qual o valor de corte da motilidade espermatica pos-capacitacdo e incubacdo em CO, por 24h

em predizer gravidez apés 11U em individuos normospérmicos.
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Os resultados foram representados em medianas, quartis e percentuais. Ressalte-se
que a distribuicdo dos dados do presente estudo é assimétrica.

Foram calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (vpp), valor preditivo negativo (vpn) para as duas variaveis: pos-preparo e incubacéao
por 24 horas com os respectivos IC — 95%.

A sensibilidade foi definida pela presenca de gestagdo quando esta realmente
ocorreu, e a especificidade foi a auséncia de gravidez quando esta de fato ndo ocorreu.

O valor vpp é a probabilidade de gravidez com motilidade poés-incubagdo de
56,5%, e 0 vpn é a probabilidade de ndo gestacdo apos incubacdo com este mesmo valor de
corte.

Em todas as andlises, feitas utilizando o programa SAS 9.2 for Windows e 0 SPSS
for Windows V.19, o valor de significancia foi de 5% (0,05).



4. RESULTADOS

Dos casais submetidos a 1lU, 52 obtiveram gravidez clinica (29,7%) e 123 nao
obtiveram éxito (70,3%), com percentual de recém-nascidos (RN) com alta hospitalar de
27,5%.

No decorrer do estudo, ocorreram quatro abortos clinicos (7,6%), sendo trés no
primeiro trimestre e um tardio, com 20 semanas. Ocorreu gravidez gemelar em um dos casos
(3,8%).

As caractéristicas clinicas dos casais submetidos a IlU podem ser observadas na
Tabela 1. A idade mediana das mulheres com gravidez e sem gravidez apds IIU foram
respectivamente de 28 e 31 anos.

A comparacdo das caracteristicas clinicas como idade, duracdo e etiologia da
infertilidade dos casais que engravidaram e que ndo engravidaram submetidos a 11U néo
mostrou diferenca estatistica significante, com exce¢do da motilidade espermatica, que j& na
analise inicial mostrou diferenca estatisticamente significativa (<0,00001) entre os dois
grupos.

Na Tabela 2, é apresentada a comparacdo da motilidade espermatica A+B, pds-
capacitacdo (dia da 1lU) e incubacdo com 5% de CO, a 37°C por 24h nos casais que
engravidaram e nos que ndo engravidaram. Observamos que, nos casais submetidos a 11U, ndo
houve diferenca significativa da motilidade espermatica pos-capacitacdo nos dois grupos
(p=0,4807). Entretanto, a motilidade 24h pds-incubacao foi significativamente maior no grupo
das gravidas do que no das ndo gravidas. A diferenca em termos de mediana e quartis ficaram
bem evidentes. Ao ser realizada a anélise da motilidade dos espermatozdides nas gravidas
pos-preparo no dia da 1lU e 24h poés-incubacéo, verificou-se que ndo houve diferenca pds-
capacitacdo (70,5 (67,5-77)) e pos-incubacdo (70 (67-73) p=1), ou seja, praticamente ndo
houve alteracdo da motilidade espermatica com 24h pos-incubagdo, enquanto nos casais em
que a IIU n&o resultou em gestagdo ocorreu uma diminuigéo significativa da motilidade dos
espermatozdéides 24h apds incubacdo, sendo de 65 (44-77) para 24 (12-41) p<0,0001.

Utilizando-se a curva ROC para determinar o ponto de corte de maior
sensibilidade e especificidade para gravidez, e em relacdo a motilidade progressiva A+B pés-
incubacgéo de 24h, obteve-se como ponto de corte um valor de 56,5%, com alta sensibilidade -
96,1% (90,9 - 1,0%) - e especificidade - 92,7% (88,1 - 97,3%). Na Figura 1, visualiza-se a

curva ROC, que determinou o ponto de corte da motilidade pds-capacitacdo e pds-incubacgao
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por 24h como fator preditivo de gravidez em individuos normospérmicos. A area sob a curva
foi de 0,965 para o valor de corte de 56,5%, e de 0,759 para o valor de corte de 69%.

Na Tabela 3, pode-se observar que a sensibilidade e a especificidade, vpp e vpn,
foram mais altas pos-incubacdo 24h do que pos-capacitacdo, levando-se em consideracao 0s

valores de corte da curva ROC de 56,5% e 69%, respectivamente.
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Tabela 1- Caracteristicas clinicas e parametros seminais dos casais submetidos a 1lU, de
acordo com a presenca ou auséncia de gravidez

VARIAVEIS Gravidez Nao Gravidez p-value*
(n=52) (n=123)

Idade mulher (anos) 28 (28-32) 31 (30-32) 0,06
Idade homens (anos) 33 (31-36) 34 (32-37) 0,10
Duracdo da infertilidade (anos) 2 (1,6-3,5) 3(2-4) 0,21
Etiologia (%0)
ISCA (falha coito) 25,0 29
Endometriose 25,2 23,6
Fator cervical 23,1 16,3 0567
Disfuncéo ovulatéria 30,8 24,4
Concentracdo total de espermatozoides (x10°) 200 (72-310) 150 (80-300) 0,72
Morfologia (%) 31 (25-36) 30 (22-35) 0,37
Motilidade A+B (%) 52 (38-60) 35 (32-34) 0,0001

Valores expressos em mediana e quartis
* = Teste Mann-Whitney

** = Teste Qui-quadrado (x?) para avaliacdo da etiologia da infertilidade

ISCA = Infertilidade sem causa aparente

Tabela 2- Comparacdo da motilidade espermatica A+B po6s-capacitacdo e incubacdo com 5%
de CO,a 37°C em casais submetidos a 11U que resultou ou ndo em gravidez

Gravidez N&o Gravidez
MOTILIDADE (%) p-value*
(n=52) (n=123)
Pés-capacitacdo imediata 70,5 (67,5-77) 65 (44-700) 0,4807
Pds 24h de incubagdo 70,0 (67-73) 24 (12-41) <0,0001
p-value 1,000 <0,0001

* = Teste de diferencas de proporcdes (x°) com nivel de significancia de 0,05



Figura 1- Curva ROC para motilidade pos-capacitacio (Area sob a curva — 0,759)
e incubacio em 5% de CO, a 37°C por 24h (Area sob a curva — 0,965) como fator
preditivo para gravidez clinica ap6s 1lU em individuos normospérmicos
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Tabela 3- Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo, utilizando-se
o valor de corte da curva ROC de 69% pds-capacitacdo e 56,5% pos-incubacéo

Pos-capacitacéo Pos-incubacéo 24h
(valor de corte: 69%o) (valor de corte: 56,5%)
Sensibilidade 63,5% (50,4 - 76,5%) 96,1% (90,9 - 1,0%)
Especificidade 73,1% (65,0 - 81,0%) 92,7% (88,1 - 97,3%)
Valor preditivo positivo 50% (37,9 - 62,1%) 84,7% (75,5 - 93,9%)

Valor preditivo negativo 82,6% (75,5 - 89,7%) 98,3% (95,9 - 1,0%)

13
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5. DISCUSSAO

A 1lU é um recurso muito utilizado para tratamento de casais inférteis,
apresentando grandes chances de sucesso, quando bem indicada. A qualidade do sémen é um
fator determinante que corrobora o sucesso da técnica (66-67).

Dentro dos parametros seminais, a motilidade espermatica € um fator de grande
impacto na obtencdo de altas taxas de gravidez em casais destinados a programas de 11U (26).

Os resultados do presente estudo mostraram um percentual de 27,9% de gravidez
clinica. A taxa de sucesso obtida se deve a indicacdo adequada da 11U e a exclusdo de fatores
masculinos e femininos severos.

Outro fator importante € o niumero de espermatozdides moveis inseminados. No
presente estudo, 0 nimero de espermatozoides méveis considerados para U estava de acordo
com os valores de referéncia da OMS (31), que considera motilidade total >40% e motilidade
(A+B) >32%.

Segundo Horvath et al. (43), as melhores taxas de gravidez ocorreram nos casos
em que valores acima de 10 milhdes de espermatozoides mdveis estavam presentes. Dickey et
al. (8) acreditam que a concentracéo de >5x10%/ml, com motilidade >30%, representa valores
limitrofes de fertilidade em amostras seminais que poderdo ser utilizadas na 1lU. Francavilla
et al. (23) ndo relataram ocorréncia de gravidez quando o nimero total de espermatozoides
méveis foi <5x10° ap6s swin-up.

Merviel et al. (18) apresentaram taxa de gravidez por casal de 44,3% para nimero
superior a 5 milhGes de espermatozoides moveis, em contraste com 28,5% para numeros
inferiores a 5 milhdes. Van Voorhis et al. (12) e Miller et al. (36) demonstraram que a
contagem total dos espermatozoides mdveis processados, independentemente, prevé o sucesso
da 1lU, e que valores abaixo de 10 milhdes apresentam probabilidade significativamente
menor de resultar em gravidez; a estimulacdo ovariana, a idade feminina, a auséncia de
gravidez anterior e o total de espermatozéides moéveis também foram considerados fatores
preditivos, independentemente de gravidez clinica apos o tratamento com IU.

A idade mediana dos nossos pacientes foi de 28 (28-32) e 31 (30-32) nas gravidas
e ndo gravidas respectivamente, e, embora a idade feminina seja um fator progndéstico para a
I1U, no nosso estudo ndo foi considerado. Badawy et al. (41) observaram que, em pacientes
com idade abaixo de 25 anos, com numero de espermatozoides méveis acima de 5 milhdes, a

taxa de gravidez por ciclo foi de 28,2%, o que é significativamente maior quando comparada
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a outras faixas etarias. No entanto, para mulheres com idade acima de 35 anos, ndo houve
registro de gravidez quando o nimero de espermatozdides moveis foi menor que 5 milhdes,
sendo que a taxa de gravidez foi muito baixa (0,84%) com numero de espermatozdides
moéveis acima de 5 milhdes. Os autores, utilizando os critérios da OMS de 1993 (68),
concluiram que a 11U para o tratamento de fator masculino de infertilidade apresenta poucas
chances de sucesso para mulheres com mais de 35 anos de idade, quando o nimero de
espermatozdides moveis inseminados esta abaixo de 5 milhdes ou a morfologia € menor que
30%.

Alguns autores concordam com o limite minimo de 1x10° para o nimero de
espermatozoides méveis inseminados, e recomendam a FIV quando esse valor ¢ <1x10%/ml
(1, 24, 34, 43, 45, 47, 54, 63, 69). Por outro lado, Khalil et al. (55) recomendam referéncia
direta para o tratamento com FIV se a contagem de espermatozoides moveis for inferior a 5
milhdes.

Demir et al. (70) avaliaram o efeito dos diferentes pardmetros seminais sobre a
taxa de gravidez nos ciclos de 1lU em mulheres com caracteristicas de fertilidade favoravel
tratadas para infertilidade. Duzentos e doze casais foram avaliados e a taxa de gravidez foi de
15,8% por ciclo. A idade feminina e numero total de espermatozdides moveis foram
preditivos para gravidez. A taxa de gravidez foi maior nos ciclos de 1IU em mulheres com
idade inferior a 25 anos, nimero total de espermatozoides moveis superior a 10 milhdes e
morfologia superior a 4%. Idade masculina também foi fator determinante para o sucesso da
ITU, mesmo apresentando espermograma normal. No nosso estudo ndo houve diferenca de
idade (tanto dos homens quanto das mulheres) nos dois grupos (gravidas e ndo gravidas).

Sabe-se que o0 sémen varia muito com relacdo ao nimero e sua recuperagdo em
determinados tipos de preparo, como pode ser visto no trabalho realizado por Moohan &
Lindsay (71). Os autores avaliaram 18 pacientes com sémen normal, com o objetivo de
comparar as técnicas de gradiente descontinuo de densidade (Percoll) e swim-up, usando
analise espermatica computadorizada (CASA). As amostras foram analisadas apds o tempo
de 30 minutos, 3 horas, 6 horas e 24 horas. Esse estudo permitiu concluir que o gradiente
descontinuo de densidade selecionou espermatozdides com as melhores caracteristicas de
mobilidade, maior hiperativacdo e melhor longevidade, se comparado a técnica de swim up.
Sendo assim, como h& uma relagéo entre a mobilidade espermaética e o sucesso de fertilizacéo
do ovdcito, a técnica de Percoll seria o melhor método a ser utilizado em reproducéo

assistida. Estudos sugerem que a motilidade é um fator importante para a fertilizagdo (72-73).
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A motilidade progressiva é fator preditivo de sucesso da [IU. Outros
pesquisadores também encontraram motilidade progressiva (12, 24, 26, 33, 36, 54, 63,74) e/ou
numero total de espermatozoides moveis (24, 33-34, 43) como sendo os melhores preditores
de gravidez ap6s o processamento do sémen.

Pasqualotto et al. (75) avaliaram 504 casais submetidos a IIU para investigar
possivel relacdo entre 0 nimero total de espermatozdides moveis e porcentagem de motilidade
e 0 valor minimo apds preparo como fatores preditivos de sucesso da lU. Este estudo mostrou
que, independentemente do numero total de espermatozOides mdveis, a motilidade apos
preparo foi preditiva de sucesso para a 11U, apresentando valor de corte de 40%. Assim como
se verificou no presente trabalho, a motilidade pode auxiliar pacientes no que diz respeito as
suas chances de sucesso com a l1U.

Dorjpurev et al. (28) avaliaram os efeitos das caracteristicas do sucesso da 11U em
um estudo retrospectivo em 1.177 11U realizadas em 283 casais. Os autores obtiveram um
total de 82 gestacdes (7% de taxa de gravidez por ciclo e 28,9% por caso). A taxa de gravidez
por ciclo foi significativamente maior nos casos em que a taxa de motilidade dos
espermatozdides foi >30% (taxa de gravidez de 9,3%) e a contagem de espermatozoides
méveis foi >10x10°/ml (taxa de gravidez de 8,2%).

Atualmente, apesar da grande quantidade de pesquisas que se referem a
investigacdo de pardmetros seminais e a sua importancia na obtencdo de bons resultados de
gravidez em casais submetidos a IlU, ha muitas controvérsias, ndo permitindo saber quais
casais realmente poderiam se beneficiar com esse tipo de tratamento, uma vez que apenas a
analise seminal basica ndo seria um bom parametro para esse sucesso. Além disso, ndo temos
respostas sobre a viabilidade de se insistir ou ndo na técnica de IIU. Na literatura consta
apenas um trabalho realizado por Branigan et al. (48), que analisaram a motilidade
espermatica 24h apos capacitacdo e incubacdo, como teste preditivo de sucesso no tratamento
da 1lU. De acordo com o resultado do estudo, concluiu-se que o teste de motilidade é
realmente preditivo de sucesso na IIU. Os autores avaliaram 414 casais submetidos a 11U que
apresentavam fator masculino e infertilidade inexplicada. Seus resultados mostraram que
nenhum dos pardmetros seminais (sémen bruto) bésicos de concentragdo, motilidade ou
morfologia foi preditivo de sucesso da IIU. Com a analise avancada, quando o numero total de
espermatozoides moveis disponiveis para a 11U foi >10x10° e a sobrevivéncia apds 24 horas

de incubacdo foi >70%, 89% dos casais obtiveram gravidez com taxa de 21,4% por ciclo de
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[IU. Com os valores de corte >70% para a andlise avancada de sémen, o teste apresentou
sensibilidade de 94% e especificidadde de 86%.

Um outro ponto interessante é que os autores compararam homens com analise
seminal normal (grupo de infertilidade inexplicada) com aqueles apresentando fator
masculino. Os resultados mostraram que 23% dos homens com sémen normal ndo atingiram
os valores de corte para motilidade 24h ou numero total de espermatozdides moveis
processados. Portanto, o teste avancado foi preditivo, independentemente de os parametros da
analise basica seminal serem normais ou anormais.

Esse mesmo tipo de teste foi realizado no presente trabalho, porém apenas em
individuos normospérmicos, 0 que permitiu uma boa taxa de sucesso nos resultados da 11U.
Alguns estudos confirmam que as taxas de gravidez sdo realmente maiores em individuos
normospérmicos, como mostrado no trabalho de revisdo realizado por Allen et al. (22), que
apontou taxa de gravidez de 25% por ciclo em 104 casais quando o fator masculino era
predominante, e taxa de 60% por ciclo em 58 casais quando havia fator cervical presente. No
estudo realizado por Grigoriou et al. (40), as taxas de gravidez clinica e nascidos vivos por
ciclo foram significativamente diminuidas no grupos de teratozospérmicos, comparados ao
grupo dos normospérmicos, ao passo que a taxa cumulativa de nascidos vivos apds 4 ciclos
de 1lU foi significativamente menor no grupo que apresentava fator masculino de
infertilidade.

Em estudo recente, Sun et al. (67) avaliaram pacientes com concentracao
espermatica e motilidade normais para investigar a correlagdo da morfologia esperméatica com
o resultado da IlU. Concluiram que, para esses tipos de pacientes, a 1lU é recomendada como
0 primeiro tipo de tratamento a ser considerado quando a mulher tem idade inferior a 35 anos
ou quando os espermatozodides morfologicamente nomais estdo acima ou igual a 5%.

Esses dados corroboram os resultados aqui apresentados, indicando que altas taxas
de gravidez sdo obtidas em pacientes normospémicos em que a motilidade espermatica apos
incubacdo permanece inalterada. Portanto, o teste 24h de incubacdo a 37 °C e 5% de CO; pos-
capacitacdo permitiu concluir que a motilidade esta relacionada a taxa de sucesso da IlU.
Sendo assim, casais que procuram tratamento para infertilidade poderiam ser submetidos a
esse teste e, a partir do resultado, teriamos condi¢cdes de selecionar aqueles que poderiam se
beneficiar com a IlU. Desta forma, evitariamos submeté-los a varios ciclos de U

desnecessarios.
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Ainda hoje, ndo foi possivel chegar a um consenso com relagdo ao méximo de
tentativa de 1IU a que um casal deve submeter-se. Alguns estudos mostram que esse numero
pode variar de duas a seis tentativas (1, 21-28, 44, 76). Shulman et al. (26) recomendam trés
ciclos de tratamento de IIlU com EOC, em parceira feminina normal, quando hd uma boa
motilidade progressiva do sémen ap0s uma preparacdo conveniente. Entretanto, Custers et al.
(20) acreditam que é possivel atingir o potencial maximo de gravidez na IlU com até nove
ciclos realizados. Para Zhao et al. (29), o nimero de tentativas deve ser avaliado para cada
paciente de forma individual, considerando o histérico de infertilidade de cada casal.
Atualmente, admite-se que a IlU deveria ser limitada a quatro ou seis ciclos e que a FIV
deveria ser realizada em caso de ndo haver sucesso com a IlU (18).

Essa variacdo em relacdo ao numero limite de ciclos a serem realizados poderia
conduzir a um consenso, caso algum teste preditivo de sucesso da IlU indicasse quais casais
poderiam se beneficiar com a técnica. O presente estudo objetiva isso atraves de um valor de
corte, utilizando o parametro que parece ser 0 mais relevante, a motilidade, em consonancia
com os estudos de Shulman et al. (26), que concluiram que o grau de motilidade espermaética é
0 Unico parametro que pode ser correlacionado com o resultado da 1lU, considerando
mulheres normais e parceiro com boa motilidade progressiva seminal apds preparo adequado.

Ja é bem postulado que sucessivas falhas nas tentativas de 1lU podem fazer que
esta seja uma experiéncia frustrante para o casal, ndo s6 pelo desgaste entre um ciclo e outro,
como também pelo medo de ndo obter sucesso (34).

A 1IlU é um tratamento de menor complexidade e o teste da motilidade
espermatica 24h pos-incubagdo com 5% de CO, e 37°C pode ser utilizado para predizer
gravidez clinica antes da realizacdo da IIU, ou como indicador para verificar se deve-se

realizar uma nova tentativa de 11U ou iniciar um procedimento de maior complexidade.
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6. CONCLUSAO

A determinacdo de motilidade dos espermatozOides de individuos
normospérmicos apds capacitacdo e incubacdo em 5% de CO, a 37°C por 24h, valor de corte

de 56,5%, € capaz de predizer o sucesso de 11U.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NGs: , brasileira, :

, portadora da CIRG-SSP-SP sob n. , inscrita no

CPFMF sob n. e , brasileiro,
, , portador da CIRG-SSP-SP sob n. , Inscrito

no CPFMF sob n. , domiciliados nesta cidade , onde residimos na rua
, n. , declaramos estarmos no gozo de plena e perfeita

salde mental, estando esclarecidos e cientes, efetuamos a completa leitura do presente
instrumento, redigido apds detalhada e exaustiva explicacdo do seu teor, bem como de todos
os termos técnicos pela EMBRIOLOGISTA LIGIA FERNANDA PREVIATO DE ARAUJO,
compreendemos toda a sua extensdo, e desta forma estando plenamente concordes em
participar deste projeto de pesquisa cientifica, efetuamos em conjunto as declaracdes e
autorizacdes que seguem abaixo:

A Embriologista Ligia Fernanda Previato de Aradjo nos explicou que estamos sendo
convidados a participar de uma pesquisa denominada “EFICACIA DA MOTILIDADE
ESPERMATICA POS-CAPACITACAO E INCUBACAO NA PREDICAO DE GRAVIDEZ
APOS INSEMINACAO INTRAUTERINA EM INDIVIDUOS NORMOSPERMICOS”.

Sera um trabalho de mestrado na area de reproducdo humana assistida, coordenado e
efetivado pela prépria Embriologista, sob a orientacdo da Dra. Anagléria Pontes, tendo como
objetivo avaliar a relacdo da progressdo e motilidade dos espermatozdides com os resultados
positivos ou negativos da inseminacdo artificial intra-uterina .

Compreendemos que a nossa participacao se dara da seguinte forma :
- 0 senhor doara uma quantidade minima de

espermatozdides (cerca de 20 microlitros), o que representa, exemplificando, a quantidade de
liquido que caberia no espago de dois milimetros.

- a senhora participara apenas autorizando
que se observe através de acompanhamento qual sera a evolugdo e o resultado da inseminagédo

A quantidade de 20 microlitros de espermatozdides sera retirada do total do sémen que
for colhido para o tratamento de inseminacdo artificial intra-uterina que o casal estara
realizando.
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Conforme os resultados, o casal podera eventualmente ser beneficiado futuramente.
Embora néo se possa identificar qualquer risco neste momento, se existir algum, 0s
participantes serdo indenizados por eventual dano.

Os sujeitos de pesquisa ndo terdo qualquer despesa financeira e também nenhuma
compensacao sera oferecida em decorréncia das suas participacdes

A assinatura neste documento, por livre espontanea vontade, representa a concordancia
para atuar como sujeito de pesquisa no estudo proposto.

Estdo plenamente assegurados 0s seguintes direitos:

- liberdade para interromper a participacdo em qualquer fase do estudo, no momento em que
julgarem necessario;

- garantia de sigilo absoluto de identidade

Em caso de outras davidas, fomos esclarecidos de que poderemos entrar em contato
com a pesquisadora Ligia Fernanada Previato de Araudjo, no endereco seguinte: Rua XV
de Novembro, n°® 4461, Redentora, fone (17) 3216-8662 , ou entdo diretamente com o
Comité de Etica e Pesquisa, na Av. Brigadeiro Faria Lima, n° 5716, fone (17) 3201-5700
ramal 5813.

Sao José do Rio Preto, de de 2.010.

Esposo

Esposa
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