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IMPACTO ESPERADO

Esta pesquisa contribui para ampliar o acesso aos tratamentos de
reproducdo assistda no Sistema Unico de Saude, identificando
abordagens mais eficazes e custo-efetivas para homens com
oligozoospermia. A comparagdo entre espermatozoides de origem
testicular e de ejaculagdo permite orientar decisbes clinicas, visando
maximizar taxas de nascidos vivos e alcangar um numero maior de casais

beneficiados.

EXPECTED IMPACT

This research enhances access to assisted reproductive technologies
within Brazil’'s public health system by identifying more effective and
cost-efficient approaches for men with oligozoospermia. Comparing
testicular and ejaculated sperm supports clinical decision making aimed at
maximizing live birth rates and expanding treatment opportunities for

couples.
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Resumo

Introdugdo: Dados da literatura médica comprovam que os resultados das
técnicas de reproducdo humana assistida (RHA) sédo piores em pacientes
que possuem alto indice de fragmentagcao de DNA espermatico (FDNA),
condigdo mais frequente em pacientes oligozoospérmicos. Uma das
possibilidades terapéuticas para reduzir a FDNA €& a utilizacdo de
espermatozoide testicular (TESE) para a injegdo intracitoplasmatica
(ICSI). Tal modalidade de tratamento aumenta a taxa de nascidos vivos
quando comparada a ICSI realizada utilizando espermatozoide ejaculado
com alto indice de FDNA. Objetivo: Definir qual a melhor primeira opgao
de tratamento relacionado ao fator masculino, a fim de gerar a maior taxa
de nascidos vivos no primeiro ciclo de tratamento, visto que, no Centro de
Referéncia de Saude da Mulher Hospital Pérola Byington (Sdo Paulo,
Estado de Sao Paulo, Brasil), os casais tém apenas duas tentativas de
ICSI oferecidas pela rede publica, o orcamento anual é fixo e a pesquisa
de fragmentacdo de DNA de espermatozoides ndo é custeada pelo
servico publico. Métodos: Trata-se de um estudo piloto, prospectivo, de
fase Il, em homens maiores de 18 anos, com oligozoospermia e
infertilidade clinica, com indicacdao de RHA, sem testes para pesquisa de
FDNA, randomizados para uso de espermatozoide ejaculado versus uso
de espermatozoide testicular, perfazendo um total de 44 participantes.
Resultado: A média das idades foi de 37,9 anos para os homens e de 37
anos para as mulheres. A etiologia da infertilidade constituiu a causa
primaria em 84,1% dos casos, e a duragdo mediana de infertilidade foi de
70 meses. Apesar de ndo haver diferenca estatistica para nascidos vivos
entre os grupos, o grupo TESE obteve 8 nascidos em 22 tratamentos
(36,36%), em comparagao a 5 nascidos vivos no grupo Ejaculado em 22
tratamentos (22,72%). Conclusdo: Em homens oligozoospérmicos com
fragmentacdo de DNA espermatico ndo testada, o uso de espermatozoide
testicular versus o uso de ejaculado como primeira opgao de tratamento
em RHA resultou em uma tendéncia de aumento da taxa de nascidos
vivos. Logo, abre-se um cenario de possivel emprego na pratica clinica, o
que possibilita a solicitacdo de analise para habilitacdo de ensaio clinico
de fase Il

Palavras-chave: infertilidade; espermatozoides; fragmentagdo do DNA.



ABSTRACT

Introduction: Data from medical literature have shown that assisted
reproductive technology results are worse in patients with a high sperm
DNA fragmentation index (SDNA fragmentation), and that this DNA
fragmentation is more frequent in oligospermic patients. One of the
therapeutic possibilities to reduce SDNA fragmentation is the use of
testicular sperm (TESE) for intracytoplasmic sperm injection (ICSl). This
treatment modality increases the live birth rate when compared to ICSI
with ejaculate sperm with a high SDNA fragmentation index. Objective: To
define the best first treatment option related to the male factor, with the
intention of generating the highest live birth rate in the first treatment cycle,
considering that at the Women's Health Reference Center, Pérola Byington
Hospital, Sdo Paulo, State of Sdo Paulo, Brazil, couples have only two
ICSI attempts in the public service, with a fixed annual budget, and sperm
DNA fragmentation testing is not covered by the public service. Methods: A
prospective, phase Il pilot study in men over 18 years of age with
oligozoospermia and clinical infertility, indicated for assisted reproductive
technology (ART), without DNA testing, randomized to use of ejaculated
sperm versus testicular sperm, with a total of 44 participants. Result: The
mean age was 37.9 years for men and the median age was 37 years for
women, the etiology of infertility as the primary cause in 84.1% of cases,
with a median duration of infertility of 70 months. There was no statistical
difference in live births between the groups, however the TESE group had
8 live births in 22 treatments (36.36%), compared to 5 live births in the
ejaculated sperm group in 22 treatments (22.72%). Conclusion: In
oligozoospermic men with untested sperm DNA fragmentation, the use of
testicular sperm versus ejaculate as a first-line treatment option in assisted
reproductive technology (ART) resulted in a trend toward increased live
birth rates, thus opening up a scenario for potential application in clinical
practice. This allows for the request for analysis to enable a phase Il
clinical trial.

Keywords: infertility; sperm; DNA fragmentation.
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1 INTRODUCAO

O fator masculino é responsavel por quase 50% de todos os
casos de infertilidade e geralmente estda associado a caracteristicas
anormais do sémen’. No entanto, até 40% dos homens com dificuldade de
conceber apresentam parametros do sémen dentro da normalidade, de
acordo com os critérios da Organizagdo Mundial da Satdde (OMS)'.

Apesar de uma grande variagdo na qualidade do sémen, a
maioria dos homens inférteis tem espermatozoides suficientes no
ejaculado para serem utilizados na fertilizagao in vitro (FIV), em particular
na injegdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)2. Todavia, as
taxas de nascidos vivos com ICSI como método de tratamento para
superar a infertilidade masculina ndo excedem 30% por ciclo de
tratamento em geral®.

Assim, embora a infertilidade masculina comumente esteja
associada a presenca de parametros anormais do sémen, disfuncbes
espermaticas diferentes daquelas reveladas pela analise convencional do
sémen podem ser responsaveis pela dificuldade de concepcéo®. Nesse
contexto, o acido desoxirribonucleico (DNA) do espermatozoide
desempenha um papel critico no desenvolvimento normal do embrido,
pois a informagéo genética passada para a proxima geragédo depende da
integridade do DNA do espermatozoide®.

Na presenca de valores anormais, varias estratégias foram
propostas para superar a fragmentacdo de DNA do espermatozoide
(FDNA) em casais submetidos a terapia de reproducao assistida (TRA).
Por exemplo, reparo de varicocele, terapia antioxidante oral, periodos
curtos de abstinéncia ejaculatoria e ejaculagbes recorrentes, além de
técnicas de selegdo de espermatozoides em laboratério®. A técnica de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), desenvolvida em

1992, tem sido usada para tratar pacientes com infertilidade masculina,
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especialmente aqueles com criptozoospermia®.

A invengdo e o desenvolvimento da ICSI permitem que
pacientes com criptozoospermia se tornem pais bioldégicos usando poucos
espermatozoides, recuperados de seu tecido testicular ou ejaculados*. A
esse respeito, em 2017, Cui et al. relataram controvérsias em estudos
anteriores quanto aos resultados de ICSI realizada preferencialmente com
espermatozoides obtidos através da ejaculacdo em pacientes
oligozoospérmicos em comparagcdo ao uso de espermatozoides
testiculares*.

Evidéncias de inumeras pesquisas mostraram que a ICSI com
espermatozoides obtidos da ejaculagdo, aspiracdo de espermatozoide
testicular (TESA) ou extracdo de espermatozoides testiculares (TESE)
podem fertilizar o6citos maduros, produzindo embrides de alta qualidade
para a gravidez*. O desenvolvimento dessa tecnologia possibilita que
milhares de pacientes se tornem pais bioldgicos®.

Contudo, esses parametros tradicionais mostram valor
relativamente ruim na previsdo da capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides e resultados reprodutivos. De fato, a analise
convencional do sémen nao reflete completamente a competéncia dos
espermatozoides®. Por esse motivo, nos Ultimos anos, pesquisas para
melhores métodos de diagndstico que poderiam prever resultados
reprodutivos, mais precisamente do lado masculino, resultaram em um
foco na FDNA?®.

1.1 FRAGMENTACAO DE DNA

Nas ultimas duas décadas, foi sugerido que a avaliagdo da
integridade do DNA nuclear de espermatozoides seria um parametro mais

objetivo que a analise convencional do sémen na avaliagdo da qualidade
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dos espermatozoides’. A FDNA pode ser definida como qualquer
alteragdo quimica na estrutura normal do DNA, a qual pode afetar o
material genético na forma de quebras de fita Unica ou dupla’.

Ha evidéncias que apoiam a presenca de maior dano ao DNA
do espermatozoide em homens inférteis do que em férteis®’. Isso é
particularmente relevante em uma época na qual as terapias de
reproducdo assistida sao comumente empregadas e a selecdo de
espermatozoides de maior qualidade pode ser realizada’®.

Vale destacar ainda que a etiologia do dano ao DNA do
espermatozoide é multifatorial e ndo € completamente clara. O estresse
oxidativo e as espécies reativas de oxigénio (ERO) sado considerados
fatores prejudiciais bem conhecidos para o espermatozoide e
responsaveis pela interrupcao do equilibrio proxidante-antioxidante®®.

Um desequilibrio entre a produgcdao de ERO e a capacidade
antioxidante leva a um aumento da exposicdo dos espermatozoides as
ERO, que desempenham um papel critico na alteracdo da funcao
espermatica’®'. Os niveis elevados de ERO também podem afetar a
passagem do espermatozoide através de tubulos seminiferos e do
epididimo®'2.

De modo geral, estudos relatam que os altos danos no DNA de
espermatozoides se associaram ao potencial de fertilizagdo reduzido, ao

desenvolvimento embrionario anormal e a um pior resultado da gravidez™.

1.2 USO DE ESPERMATOZOIDE TESTICULAR

A FDNA emergiu como um importante biomarcador na
avaliagdo do potencial de fertilidade masculino®. Estima-se que 25% dos
homens inférteis tenham niveis mais altos de FDNA, afetando os
resultados reprodutivos de certos casais, especialmente daqueles com

aborto espontaneo recorrente ou infertilidade idiopatica™.
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Uma revisao sistematica de Zini et al. indicou que homens
inférteis tém FDNA significativamente mais alta do que os homens
férteis™. Os danos aos espermatozoides n&do apenas contribuem para
taxas mais altas de fertilizacbes com falha e perda de gravidez, mas
também podem afetar os resultados da TRA em termos de qualidade
embrionaria, gravidez clinica e taxa de nascido vivo'®.

Recentemente, o uso de espermatozoide testicular em vez de
espermatozoide ejaculado para injegdo intracitoplasmatica de
espermatozoide entre homens com FDNA alta ganhou maior atencao
devido a relatos de melhores taxas de gravidez'®'. Essas descobertas
indicaram que as principais vias que levam a FDNA s&o desencadeadas
durante o transporte de espermatozoides atraves dos tubulos seminiferos,
durante o transito do epididimo, ou em ambos os processos’®.

A plausibilidade desse fenbmeno biolégico depende de trés
fatos importantes: a compactacao da cromatina ainda esta em andamento
durante o transito do epididimo; o excesso de ERO pode ser gerado nas
células epiteliais do epididimo sob estressores fisico-quimicos, como alta
temperatura e condigbes ambientais’?’; finalmente, algumas
endonucleases podem clivar o DNA de espermatozoides vivos maduros?'.
Como resultado, danos ao DNA do espermatozoide podem ocorrer por
diferentes vias, incluindo radical hidroxila, éxido nitrico e ativacdo de
caspases e endonucleases do espermatozoide, o que explica, assim, a
alta positividade para FDNA em espermatozoides ejaculados vivos'®.

Esse dano induzido por oxidacdo a cromatina do
espermatozoide pode ser potencialmente evitado em candidatos a ICSI,
desde que o epididimo seja contornado. Portanto, o uso de
espermatozoides testiculares coletados por aspiragao de espermatozoides
(TESA) ou extracao de espermatozoides testiculares (TESE) torna-se
atraente, haja vista que a probabilidade de selecionar espermatozoides

livres de danos ao DNA para ICSI| pode ser aumentada'’. Da mesma
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forma, a fertilizacdo de um odécito por um espermatozoide testicular
geneticamente intacto aumentara as chances de criagdo de um genoma
embrionario normal, que, em ultima analise, aumentara a probabilidade de
gravidez e nascimento vivo'’.

Em 2005, Greco et al. foram os primeiros a demonstrar que a
taxa de FDNA era menor nos espermatozoides testiculares do que nos
ejaculados de pacientes com falha recorrente da TRA com ICSI. Nesse
estudo, a taxa de gravidez por ICSI com espermatozoide testicular foi
significativamente maior do que com espermatozoide ejaculado™.

Isso ocorre porque, apdés a liberagcdo do testiculo, os
espermatozoides com DNA integro podem sofrer oxidagdo durante o
transito do epididimo, o que pode causar a FDNA®*. No entanto, nenhuma
técnica de selegcao de espermatozoide (swim up, gradiente descontinuo ou
selecdo em microfluidos — Zymot) é capaz de eliminar completamente os
espermatozoides com o DNA danificado*. Além disso, as técnicas
existentes de selecdo de espermatozoides sdo incapazes de selecionar os
espermatozoides individuais desprovidos de danos ao DNA para ICSI*.

Diante do exposto, o uso de espermatozoides epididimarios
equivaleria ao uso de espermatozoides obtidos através de ejaculacéo,
uma vez que o processo oxidativo ocorre preferencialmente no epididimo.
Em ambas as situagdes, os gametas tiveram a passagem ou estadia por

tal estrutura anatbmica.

1.3 CUSTO DO TRATAMENTO

Jing et al. analisaram o custo de tratamento de 2.259 pacientes
com infertilidade (1.638 no protocolo Agonista de GnRH e 621 no
protocolo Antagonista de GnRH)#. O custo total foi menor nos protocolos
de Antagonista de GnRH (custos médios de US$ 16.970,85) do que no
protocolo de Agonista de GnRH (custo médio de US$ 19.902,24) em
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ciclos de embrides frescos?. Utilizando a analise de custo-efetividade, os
custos médios por gravidez em andamento foram estimados em US$
8.176,76 e a US$ 7.595,28 com protocolos de Antagonista de GnRH e
protocolos de Agonista de GnRH, respectivamente?®.

1.4 CENARIO ATUAL

Permanece ainda o debate a respeito da escolha da fonte de
espermatozoides para a ICSI. Alguns pesquisadores acreditam que os
resultados da ICSI usando espermatozoides ejaculados sdo melhores do
que os obtidos por meio de espermatozoides testiculares em pacientes
com criptozoospermia, porque a taxa de fertilizacdo esta intimamente
relacionada a maturidade dos espermatozoides?*%.

Na mesma linha, s&do necessarios mais estudos com desenho e
tamanho da amostra adequados para fornecer uma resposta conclusiva a
questdo de saber se o espermatozoide testicular pode ou n&o ter um
papel na populacao geral de homens
oligozoospérmicos/criptozoospérmicos. Ademais, sao fundamentais
pesquisas que abordem a relacdo custo-beneficio do espermatozoide
testicular em comparagdo com métodos laboratoriais para selegcéo de
amostras.

No contexto desta tese, o atendimento aos casais inférteis é
realizado no Centro de Referéncia da Saude da Mulher (CRSM),
localizado no Hospital Pérola Byington, atualmente renomeado de Hospital
da Mulher, via Sistema Unico de Saude (SUS), logo, sem custo aos
usuarios. No CRSM, o numero de tentativas de tratamento/ciclos é
limitado a dois por casal devido ao custeio do tratamento pelo servigo
publico de saude. Desse modo, a melhor alocacéo de recursos financeiros
e a otimizacdo dos tratamentos possibilitam aumento dos usuarios

assistidos/maior nimero de ciclos de TRA.
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Mediante os dados expostos, os pacientes oligozoospérmicos
tém maior fragmentacdo de DNA, refletindo no sucesso da TRA, que
consiste na taxa de nascidos vivos. Todavia, a pesquisa de fragmentacao
de DNA do espermatozoide ndo consta no rol de procedimentos da
Agéncia Nacional de Saude, ou seja, ndo tem seu custo coberto pelo
SUS. O valor desse exame em servicos particulares varia entre R$ 800,00
a R$ 1.000,00, sendo este limitante para o perfil de usuarios do SUS, em
sua grande maioria.

Tendo em vista a necessidade de aumentar o acesso dos
casais a TRA, ja que o tempo de infertilidade € um fator progndstico
adverso e que a gravidade da infertilidade masculina é progressiva ao
longo do tempo na maior parcela dos pacientes, justifica-se a relevancia e
o impacto deste trabalho na perspectiva do atendimento no SUS.

Nesse sentido, este estudo piloto, randomizado para uso de
espermatozoides ejaculados versus recuperados cirurgicamente do
testiculo, avaliou a melhor primeira op¢cao de tratamento em terapia de
reprodugdo humana assistida, na auséncia de testes de fragmentacéo de
DNA do espermatozoide, com a intengdo de maximizar o numero de

usuarios do servigco e aumentar a taxa de nascidos vivos.
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2 OBJETIVOS

Comparar os resultados de tratamento com reproducao

assistida em homens com oligozoospermia, utilizando espermatozoides de

origem testicular e de ejaculagao.

2.1 DESFECHOS PRIMARIOS

O desfecho primario é a taxa de nascidos vivos.

2.2 DESFECHOS SECUNDARIOS

Sao avaliadas a taxa de sucesso da TESE, a taxa de

fertilizacéo, a taxa de gravidez clinica e a taxa de aborto.
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3 SELEGAO DE PARTICIPANTES E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo piloto randomizado, desenvolvido de acordo com as

orientagdes do Consolidated Standards of Reporting Trials — CONSORT?.

3.2 PARTICIPANTES

Foram incluidos casais com idade superior a 18 anos, que

apresentavam, no momento da participacdo do estudo, os seguintes

critérios:

a.

duracao da infertilidade acima de 1 ano, se idade materna
menor que 35 anos, ou 6 meses de infertilidade conjugal, se

idade materna igual ou maior que 35 anos;

. mulheres com idade de 39 anos ou menos, submetidas a

fertilizacao in vitro-ICSl;

. oligozoospermia (<15 milhdes/mL), de acordo com as diretrizes

da OMS. A analise do sémen em pacientes foi realizada duas
ou mais vezes', sem anormalidades Obvias observadas na

histéria médica, no exame fisico e no perfil enddcrino;

. nenhuma evidéncia de infec¢des genitais ao exame clinico e/ou

leucospermia (classificada como numero superior a 1 milhdo de

leucocitos/mL no exame de espermograma)’;

. auséncia de testes para dosagem da fragmentagcdo de DNA

espermatico prévio ao inicio do tratamento de reproducao

assistida.
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3.2.1 Os critérios de exclusao

Homens: apresentar azoospermia obstrutiva, anormalidades

citogenéticas conhecidas, microdelegbes do cromossomo Y, nivel de

testosterona menor que 300 ng/dL.

Bologna?®,

Mulheres: ser “poor responder’, de acordo com os critérios de

apresentando pelo menos duas das trés seguintes

caracteristicas:

a.

idade materna avancgada (= 40 anos) ou fatores de risco para
ma resposta,;

ma resposta em ciclo de estimulagao convencional prévio (< 3
oocitos);

provas de reserva ovariana alteradas: contagem de foliculos
antrais < 5 ou horménio antimulleriano < 0.5 ng/mL; ou
apresentar dois episodios de ma resposta em ciclos com
maxima estimulagao (300 Ul de horménio foliculo estimulante —
FSH).

Fatores de risco para ma resposta ovariana:

baixa reserva ovariana: idade maior que 40 anos, antecedente
de quimioterapia, antecedente de cirurgias ovarianas,
antecedente familiar de faléncia ovariana precoce, antecedente
de ma resposta, FSH > 10 UI/L (terceiro e quinto dia do ciclo),
contagem de foliculos atrais menores que sete, hormoénio
antimulleriano menor que 1,1 ng/mL;

reserva ovariana normal: obesidade, endometrioma,

polimorfismo dos receptores de FSH.

Somente o primeiro ciclo de ICSI de cada paciente foi incluido

neste estudo. Para os casais participantes que n&o conseguiram a



25

gravidez no primeiro ciclo de tratamento, foi oferecida uma segunda
chance.

Isso posto, esta tese tem carater assistencial, empregando
procedimentos ja realizados pelo Setor de Reprodugdo Humana do CRSM
Hospital Pérola Byington. Nao havera indicagdo de procedimentos com

finalidade exclusiva de pesquisa.

3.3 TAMANHO DE AMOSTRA

Por ndo serem encontrados estudos similares nem dados
apropriados para o calculo do tamanho da amostra, adotou-se o Teste de
Simon?, utilizado para trabalhos randomizados fase |l.

Assim, o tamanho da amostra foi estimado em 22 participantes
em cada brago de intervengado, com o objetivo de expor o0 menor numero
de pacientes ao método e, uma vez confirmada a associagdo proposta,
possibilitar a progressao para um trabalho randomizado com tamanho de

amostra maior?.

3.4 RANDOMIZAGAO

Apoés preencher todos os critérios de incluséo, os participantes
foram alocados de forma randomizada para o grupo Ejaculado ou grupo
TESE, até que ambos apresentassem o tamanho de amostra adequado
segundo calculo amostral. A randomizacdo foi realizada a partir do

website Randomization.com?,

3.5 GERENCIAMENTO DOS DADOS

Os dados foram coletados e gerenciados por meios de

planilhas do Microsoft Excel 2010.
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3.6 APROVACOES, COMITES E REGISTROS TECNICOS

3.6.1 Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos (CEP)

Este trabalho foi submetido a Plataforma Brasil, sob n.° CAAE:
36417920.0.0000.0069, e avaliado no CEP do Centro de Referéncia da
Saude da Mulher (CRSM), conforme pareceres n.° 4.238.175 e n.°
4.247.875, sendo aprovado com fonte prépria de financiamento (vide
Anexo A).

3.6.2 Registros técnicos

Trabalho registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(REBEC) e Universal Trial Number, sob identificagdo: U1111-1258-4687°".

3.7 INTERVENCOES

Avaliaram-se a histéria e o exame clinico especifico para
infertilidade de todos os participantes. Inicialmente, estes foram
submetidos a investigagdo mediante exames de perfil hormonal
masculino, incluindo horménio luteinizante sérico (LH), FSH, estradiol,
horménio tireoestimulante, tiroxina livre (T4L) e testosterona total matinal,
e analise de sémen.

Nenhum homem recebeu suplementagédo com antioxidantes ou
polivitaminicos, tampouco foi realizado tratamento hormonal prévio a
terapia de reproducgao assistida.

A estimulagao ovariana foi conduzida segundo o protocolo de
rotina longo de supressao lutea, com uso de um agonista do horménio

liberador de gonadotrofina. A recuperagcdo dos odcitos ocorreu sob
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orientagcdo de ultrassonografia transvaginal. Depois do procedimento de
ICSI, os melhores embrides foram selecionados, com a transferéncia de

embrides efetuada no dia 3 apds a recuperacao dos odcitos.

3.7.1 Grupo Ejaculado

Nesse grupo, além das intervengcbes descritas acima,
realizou-se a coleta seminal através de masturbag¢ao no dia da aspiragao
folicular da parceira, utilizando o sémen a fresco, com abstinéncia

ejaculatdria entre 2 e 5 dias.

3.7.2Grupo TESE

Um unico urologista (J.R.P.J.) foi responsavel por todos os
casos, usando a técnica cirurgica aberta padrdo no testiculo maior; na
auséncia de material testicular suficiente para fertilizacdo dos odcitos, o
procedimento foi realizado no outro testiculo.

A TESE foi feita sob anestesia raquidiana, por escrototomia
mediana, com disseccao por planos, expondo o testiculo de maior
tamanho, seguida de abertura da tunica vaginal. Procedeu-se a remogao
de um fragmento de tecido testicular de aproximadamente 8 mm de
extensdo através de uma incisédo transversal da tunica albuginea. A coleta
ocorreu por meio da setorizagado do testiculo em nove quadrantes, sendo
trés superiores (numeros 1,2,3 — de lateral para medial), trés médios
(numeros 4,5,6 — de lateral para medial) e trés inferiores (numeros 7,8,9 —
de lateral para medial), de cranial para caudal, conforme a sequéncia
numeéerica.

Os fragmentos foram lavados em meio de cultura para remover
0 sangue e entregues ao embriologista para exame microscopico,

acondicionados em placa de Petri. Caso o material testicular ndo fosse
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suficiente para fertilizacdo de todos os o0d6citos, os tempos cirurgicos
anteriores eram repetidos no testiculo contralateral. A hemostasia foi
realizada pressionando suavemente o tecido testicular com gaze por
aproximadamente 2 minutos, seguida por microcoagulagdo bipolar. A
abertura da tunica vaginal foi reparada com um vicryl 4.0 continuo; a
sintese do musculo cremastérico foi efetuada por meio de vicryl 3.0; e a

pele do escroto teve sua sintese com monocryl 3.0.

Figura 1 — Diagrama da divis&o testicular durante a TESE

Fonte: Elaboragao propria.

3.7.3 Riscos associados ao uso de espermatozoide testicular de homens

nao azoospeérmicos para ICSI — Complicagbes cirurgicas

A remocdo de tecidos no contexto de individuos n&o

azoospermicos € minima, pois esses pacientes tém espermatogénese
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ativa. Portanto, € improvavel que ocorram efeitos adversos graves,
incluindo redugdo da producdo de testosterona e atrofia potencial dos
testiculos, que podem acontecer com grande excisdao do parénquima
testicular.

Por outro lado, complicagbes menores apds a recuperacao de
espermatozoides sdo relatadas com uma incidéncia geral de cerca de 5%

ou menos e compreendem dor, inchago, infecgdo e hematoma®.

3.7.4 Estimulo Ovariano Controlado (EOC)

Conforme definicdo de protocolo institucional:

a. Elonva® (alfacorifolitropina) 150 mcg — D1 ao D7;

b. Pergoveris® (150 Ul de alfafolitropina + 75 Ul de
alfalutropina)/Merional ® (gonadotrofina menopausica humana)
— 225 a 300 — D8 até a véspera da aspiragao foliciular;

c. Orgalutran® (Acetato de ganirrelix) 0,25 mg — D5 até o trigger;

d. Duplo trigger com Gonapeptyl® 0,2 mg/mL (acetato de
triptorrelina) + Choriomon® 5000 Ul (gonadotropina coridnica);

e. uso de Utrogestan® 800 mg (progesterona) a partir da

aspiracao folicular.

3.7.5 Seguimento

Os participantes foram seguidos até a 122 semana de forma
direta e por contato telefénico realizado mensalmente até o aborto ou o
nascimento. Apos a 122 semana, as mulheres sao referenciadas ao setor
de maternidade/obstetricia, e os homens recebem alta do seguimento

ambulatorial do servigo.



30

3.8 DEFINICOES

A taxa de nascidos vivos corresponde a razao entre 0 numero
de partos, resultando em pelo menos um nascimento, € 0 numero de
ciclos iniciados.

A taxa de sucesso da TESE é estimada pela recuperagao de
espermatozoides viaveis entre os pacientes submetidos ao procedimento.

A fertilizagcdo é definida como o numero total de odcitos
fertilizados sobre o numero total de odcitos injetados por ciclo de ICSI.

A gravidez clinica é determinada pela visualizagdo de um saco
gestacional com um embrido, mostrando atividade cardiaca no ultrassom
nas semanas 5a 7.

O aborto é caracterizado como uma gravidez clinica inviavel,
observada no acompanhamento por ultrassom até a semana gestacional
20.

3.9 METODOS ESTATISTICOS

Uma andlise descritiva das variaveis foi realizada para
descrever o perfil da populacao estudada. Para as variaveis quantitativas,
avaliou-se a aderéncia a distribuicdo normal por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Quando apresentaram distribuicido normal, a comparagao
das variaveis quantitativas entre os grupos foi feita a partir do teste T de
Student; quando nao apresentaram, foram analisadas utilizando-se o teste
de Mann-Whitney.

As variadveis qualitativas, como as taxas de fertilizacao,
gravidez clinica, aborto e de nascidos vivos, bem como de sucesso da
TESE, foram comparadas entre os grupos pelo teste exato de Fisher.

Para as analises, adotou-se o nivel de significancia de 5%, e

todas as etapas estatisticas foram conduzidas no programa Stata®
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(StataCorp, LC) versao 11.0. Ademais, os valores com aderéncia ao
padrdo de normalidade sdo expressos em média e desvio-padrao (DP) e
os valores sem aderéncia a distribuicdo normal sao expressos em

mediana e intervalo interquartil (IQR).
3.10 CONFIDENCIALIDADE
Apenas pacientes que deram seu consentimento informado ao

procedimento e a utilizagdo anénima de seus dados clinicos foram

incluidos no estudo.
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4 REsuLTADOS

Os participantes do estudo apresentaram idade média de 37,9
anos entre os homens e de 37 anos entre as mulheres, sendo a
infertilidade de etiologia primaria em 84,1% dos casos, com duragéo
mediana de 70 meses (Tabela 1).

Os parametros seminais apresentaram volume mediano de 3
mL, concentragdo seminal mediana de 2,4 milhdes/mL, com
espermatozoides méveis progressivos com valores medianos de 22%. Ja
0s exames bioquimicos apresentaram os valores medianos a seguir: FSH,
7,9 Ul/mL; LH, 5,2 UI/L; prolactina, 9,9 ng/mL; testosterona total, 454,5
ng/mL. A tiroxina livre apresentou valor médio de 1,08 ng/dL e o estradiol,

de 26,8 pg/mL, como exposto na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracterizacdo da amostra estudada

Variaveis Valores
Clinicas

Idade masculina, média (DP) 37,9 (4,5)
Minimo: 28; Maximo: 46

Idade feminina, mediana (IQR) 37,0 (5,0)
Minimo: 29; Maximo: 39

Etiologia — Secundaria (N, %) 7 (15,9)
Etiologia — Priméaria (N, %) 37 (84,1)
Tempo de infertilidade (meses), mediana (IQR) 70,0 (49,0)
Minimo: 24; Maximo: 240

Espermograma

Volume (mL), mediana (IQR) 3,0 (2,2)
pH, mediana (IQR) 7,5 (0,5)
Concentragdo (milhdes/mL), mediana (IQR) 2,4 (6,1)
Minimo: 0,0001; Maximo: 11,6

A + B (%), mediana (IQR) 22,0 (35,5)
Minimo: 0; Maximo: 86

A + B + C, média (DP) 38,6 (24,9)
Minimo: 0; Maximo: 86

Iméveis, média (DP) 60,5 (22,3)
Kruger (%), média (DP) 2,82 (2,1)

Exames bioquimicos

FSH, mediana (IQR) 9(7,5)
LH, mediana (IQR) 2(2,5)
Prolactina, mediana (IQR) 9 (6,5)
Testosterona Total, mediana (IQR) 454 5 (324,5)
T4L, média (DP) 1,08 (0,18)
Estradiol, média (DP) 26,8 (12,3)
Varicocele, N (%)

Nao 32 (72,7)
Sim 12 (27,3)

Fonte: Elaboragéo propria.

Conforme a tabela 2, a populacdo geral do estudo atingiu a
mediana de seis odcitos por ciclo de estimulo, dos quais cinco eram
maduros, e mediana de fertilizagdo de 3 odcitos, gerando em média 2,05
embridoes em D3. A taxa média de embrido transferido foi de 1,3 embrido.
Nesse contexto, observou-se a gravidez bioquimica em 18 casos (46,2%),

com 13 nascidos vivos em 44 tratamentos (29,5%).
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Tabela 2 — Descricdo dos desfechos reprodutivos na populacio estudada

Variaveis Valores
Numero de odcitos, mediana (IQR) 6,0 (4,0)
Odcitos maduros, mediana (IQR) 5,0 (2,5)
Fertilizados, mediana (IQR) 3,0 (2,0)
Embrido D3, média (DP) 2,05 (1,10)
Transferéncias, média (DP) 1,0 (0,4)
Embrides transferidos, média (DP) 1,3 (0,56)
Beta HCG, N (%)

Nao 21 (53,8)
Sim 18 (46,2)
Nascidos vivos, N (%)

Nao 5(17,8)
Sim 13 (72,2)

Fonte: Elaboragéao proépria.

De acordo com a tabela 3, a comparagao entre os grupos
Ejaculado vs. TESE evidencia uma diferenga estatistica nas idades: 35,5
vs. 40,3 (p < 0,001) entre os homens e 34,0 vs. 38,0 entre as mulheres (p
= 0,008), respectivamente. Quanto ao tempo de infertilidade, houve
diferencga estatistica entre os grupos: 90 meses no grupo Ejaculado vs. 55
meses no TESE. Além disso, a etiologia primaria mostrou-se mais
prevalente no grupo TESE (95,4%) do que no grupo Ejaculado (72,7%),
com p = 0,047.

Tabela 3 — Comparagao das caracteristicas clinicas entre os grupos

Ejaculado e TESE

Variaveis Ejaculado TESE p*

22 (50,0%) 22 (50,0%)
Clinicas
Idade masculina, média (DP) 35,5 (4,1) 40,3 (3,5) <0,001
Idade feminina, mediana (IQR) 34,0 (7,0) 38,0 (3,0) 0,008
Etiologia
Primaria 16 (72,7) 21 (95,4) 0,047
Secundaria 6 (27,27) 1(4,6)
Tempo de infertilidade (meses), 90,0 (38,0) 55,0 (48,0) 0,012
mediana (IQR)
Varicocele, N (%)
Nao 17 (77,27) 15 (68,18) 0,368
Sim 5(22,73) 7 (31,82)

Nota: *Teste de Mann-Whitney para comparagdes das medianas; Teste t de Student para
comparacgdes das médias.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nao houve diferenca estatistica entre os valores da analise
seminal nos grupos Ejaculado vs. TESE, exceto em relagdo ao valor do
pH (7,5 vs. 7,8), embora dentro da faixa de normalidade. Ainda assim,
verificou-se menor concentracdo seminal no grupo Ejaculado (1,9
milhdo/mL) quando comparado ao grupo TESE (6,0 milhdes/mL) (Tabela
4).

Tabela 4 — Comparacgao dos parametros do espermograma entre os
grupos Ejaculado e TESE

Variaveis Ejaculado TESE p*
22 (50,0%) 22 (50,0%)

Volume (mL), mediana (IQR) 2,7(2,1) 3,3(2,2) 0,295
pH, mediana (IQR) 7,5(0,3) 7,8 (0,5) 0,001
Concentragéo (milhdes/mL), 1,9 (2,9) 6,0 (8,8) 0,145
mediana (IQR)

A + B (%), mediana (IQR) 30,0 (48,0) 24,5 (12,0) 0,290
A + B + C, média (DP) 44,5 (30,1) 32,6 (16,9) 0,129
Imoveis, média (DP) 55,5 (30,1) 66,7 (16,5) 0,128
Kruger (%), média (DP) 3,4 (2,1) 2,1(1,9) 0,117

Nota: *Teste de Mann-Whitney para comparagdes das medianas; Teste t de Student para
comparagdes das médias.
Fonte: Elaboragéo propria.

Os niveis de prolactina foram significativamente mais altos no
grupo TESE (12,0 ng/mL) em comparagdao ao grupo Ejaculado (6,7
ng/mL), com p < 0,001, porém dentro dos niveis fisioldgicos. As medigdes
de FSH, LH, testosterona total e T4L ndo mostraram diferengas

significativas entre os grupos (Tabela 5).

Tabela 5 — Comparagao dos parametros bioquimicos entre os grupos

Ejaculado e TESE
Variaveis Ejaculado TESE p*
22 (50,0%) 22 (50,0%)
FSH, mediana (IQR) 6,3 (5,9) 9,2 (7,9) 0,318
LH, mediana (IQR) 4,2(2,9) 5,8 (2,1) 0,093
Prolactina, mediana (IQR) 6,7 (4,3) 12,0 (9,0) <0,001
Testosterona Total, mediana (IQR) 445,0 (327,0) 465,0 (255,0) 0,943
T4L, média (DP) 1,1(0,1) 1,1(0,2) 0,319

Estradiol, média (DP) 31,9 (12,4) 21,9 (10,2) 0,006
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Nota: *Teste de Mann-Whitney para comparagdes das medianas; Teste t de Student para
comparagdes das médias.
Fonte: Elaboragéo propria.

No que se refere aos desfechos reprodutivos (Tabela 6), o
namero de embrides transferidos foi significativamente maior no grupo
Ejaculado (1,5) comparado ao grupo TESE (1,1), com p = 0,035. Outros
desfechos, como o numero de odcitos maduros e fertilizados, nao
mostraram diferengas significativas. Foram 103 odcitos maduros no grupo
TESE, com 65 odcitos fertilizados e 37 embrides em D3. Ja no grupo
Ejaculado, foram 138 odcitos maduros, com 82 odcitos fertilizados e 45
embrides em D3.

Apesar de nao haver diferenga estatistica para nascidos vivos
entre os grupos, o grupo TESE obteve 8 nascidos em 22 tratamentos
(36,36%), enquanto o grupo Ejaculado apresentou 5 nascidos vivos em 22
tratamentos (22,72%). Em dois tratamentos do grupo TESE, ndo foram
encontrados espermatozoides para fertilizagdo. No grupo Ejaculado,
houve um aborto com idade gestacional menor que 12 semanas e um
nascimento gemelar. Ademais, ndo houve complicagdes cirurgicas
maiores durante o periodo de acompanhamento nem registros de

hipogonadismo apds procedimento, no mesmo periodo.

Tabela 6 — Comparagao dos parametros reprodutivos entre os grupos

Ejaculado e TESE

Variaveis Ejaculado TESE P

22 (50,0%) 22 (50,0%)
Numero de odcitos, mediana (IQR) 7,0 (6,0) 6,0 (4,0) 0,239
Odcitos maduros, mediana (IQR) 5,5 (4,0) 4,0 (3,0) 0,147
Fertilizados, mediana (IQR) 3,0 (2,0) 3,0 (2,0) 0,443
Embrido D3, média (DP) 2,1(1,2) 1,9 (1,0) 0,584
Transferéncias, média (DP) 1,0 (0,3) 1,1 (0,4) 0,647
Embrides transferidos, média (DP) 1,5(0,6) 1,1 (0,5) 0,035
Taxa de fertilizagdo (%), mediana 25,0 (8,3) 33,3 (30,0) 0,648
(IQR)
Beta HCG
Nao 13 (61,90) 8 (44,44) 0,221
Sim 8 (38,10) 10 (55,56)

Nota: Teste de Mann-Whitney para comparagdes das medianas; Teste t de Student para
comparagdes das médias; Teste de Fisher para comparagdes dos percentuais.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela 7 — Modelos preditivos da taxa de nascidos vivos entre os grupos

Ejaculado e TESE
Modelo Taxa de nascidos p* R?
vivos
OR (IC 95%)

Clinico 0,484 0,151
Grupo 0,50 (0,02; 11,4) 0,671

Idade masculina 1,11 (0,76; 1,63) 0,563

Idade feminina 0,91 (0,58; 1,44) 0,185
Espermograma 0,655 0,03
Grupo 3,61 (0,18; 69,04) 0,393

pH 0,15 (0,001; 18,66) 0,445

Bioquimico 0,820 0,04
Grupo 0,42 (0,01; 14,29) 0,632

Prolactina 1,19 (0,78; 1,81) 0,411

Estradiol 0,98 (0,86; 1,12) 0,844

Reprodutivo 0,051 0,25
Grupo 0,49 (0,03; 7,30) 0,611

Embrides transferidos 0,08 (0,01; 0,95) 0,046

Legenda: IC 95%: Intervalo de Confianga de 95%; R?: Capacidade preditiva do modelo.
Nota: *Regressao Logistica.
Fonte: Elaboragéo propria.

Os modelos preditivos (Tabela 7) indicaram que a taxa de
nascidos vivos nao foi significativamente diferente entre os grupos, com
odds ratios variados. O modelo bioquimico e o clinico mostraram uma
capacidade preditiva moderada, mas com p-valores nao significativos,

sendo o coeficiente de determinag&o baixo.
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5 Discussio

Mehta et al. relataram uma série de casos envolvendo 24
homens com oligozoospermia (<5 milhdes/mL) e FDNA > 7% por TUNEL,
com tentativas anteriores de ICSI utilizando espermatozoide ejaculado™.
Os pacientes foram submetidos a extracdo de espermatozoides
testiculares por microdissec¢cao (micro-TESE), e os espermatozoides
recuperados foram usados para a ICSI'®. A gravidez clinica foi alcangada
em 50% dos 24 casais no ciclo de Testi-ICSI, e todas as gestagbes
resultaram em entregas de bebés saudaveis. O nivel médio de
fragmentacdo de DNA pelo método de TUNEL foi de 24,5% para
espermatozoide ejaculado e 4,6% para espermatozoide testicular'®,

Em outro estudo recente, Pabuccu et al. analisaram
retrospectivamente os resultados de ICSI de 71 casais com repetidas
falhas de TRA (> 2 tentativas de ICSI malsucedidas), nas quais o parceiro
masculino teve normozoospermia (segundo critérios da OMS") e alta
FDNA (> 30%) por TUNEL*. Os espermatozoides testiculares e
ejaculados foram utilizados para ICSI em 31 e 40 casais, respectivamente.
Apesar de as taxas de fertilizagdo e implantagao serem semelhantes, as
taxas de gravidez clinica (41,9% vs. 20,0%; p = 0,04) e em andamento
(38,7% vs. 15,0%; p = 0,02) por ciclo inicial foram maiores com
espermatozoides testiculares em comparagao aos ejaculados®.

Nesse sentido, 0 uso de espermatozoides testiculares podem
levar a melhores resultados em ICSI do que o uso de espermatozoides
ejaculados*. Provavelmente, os poucos espermatozoides remanescentes
no ejaculado de pacientes com criptozoospermia sao contaminados e
destruidos em decorréncia dos danos causados pelos radicais livres de
oxigénio ao passar pelo trato urogenital, enquanto os espermatozoides
testiculares ndo séo afetados por esses fatores®.

Embora espermatozoides com fragmentagcdo de DNA
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aumentada tenham potencial de fertilizagdo semelhante ao de homologos
sem FDNA, a injecao de espermatozoides com cromatina danificada pode
resultar em diminuicdo do implante de embrides e perda precoce da
gravidez?. A vista disso, Moskovtsev et al., ao compararem a incidéncia de
fragmentacdo de DNA nos espermatozoides ejaculados versus
testiculares, verificaram valores significativamente menores nas amostras
testiculares (39,7% + 14,8 versus 13,3% + 7,3, respectivamente)®.

Em 2016, Abhyankar, Kathrins e Niederberger conduziram uma
revisdo sistematica (Quadro 1), seguida de metanalise, de estudos que
compararam os resultados de ICSI usando espermatozoide ejaculado ou
espermatozoide testicular em homens com oligozoospermia grave ou
criptozoospermia®. Os autores identificaram cinco estudos retrospectivos,
com tamanhos de coorte que variavam de 2 a 192 casais %, e chagaram a
conclusdo de que o espermatozoide testicular ndo deve ser recomendado
preferencialmente ao espermatozoide ejaculado em homens com
oligozoospermia grave ou criptozoospermia®*. Contudo, vale ressaltar que

nenhum dos pacientes incluidos foi testado para FDNA3.



Quadro 1 — Caracteristicas dos estudos incluidos na metanalise (adaptado)
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Estudo Desfecho | N.° de N.° de Idade Idade Parametros Ejaculado Variaveis Método
casais | ciclos de média média seminais antes do ajustadas de
ICSI materna paterna (ejaculado) testicular? extragao
(anos) (anos) cirargica
Ejaculado/ | Ejaculado/ | Ejaculado/
Testicular | Testicular | Testicular
Ben-Ami Taxa de 17 68 /48 291+34/(328+5,3/ N&o disponivel Sim Viés de falha TESE
(2013) fertilizacéo 309+4,1 | 36,3+6,6 nos ciclos
e gravidez com
ejaculado
Amirjannati | Taxa de 192 208 /19 31,85+ 36,8 + 5,3/ | Contagem total de Nao Numero de Micro-TE
(2012) fertilizagao 5,76 /35,0 | 40,7 £4,9 | espermatozoides: aplicavel odcitos SE
+5,91 0,65 £ 0,31 (x10°) recuperados,
Morfologia: 4,1% idade da
1+ 4,5% mulher, idade
Vitalidade: 68,4% do homem
+ 18,07%
Bendikson Taxa de 16 27121 33,6 +5,6/]36,7+5,0/ | Contagem total de Nao Faléncia TESE
(2008) fertilizagéo 32,7+55 | 37,0+4,0 | espermatozoides: testicular
e gravidez 0,01 £0,02 x 103 progressiva
com o tempo
Hauser Taxa de 13 34 /59 32,7+45/|36,7+8,3/ N&o disponivel 5 TESE Nenhuma TESE
(2011) fertilizacéo 34,1+£5,1 — primeiro por
e gravidez azoospermia
transitéria, 8
ejaculado
primeiro
Weissman Taxa de 2 13/2 31,25+ 32,75+ Nao disponivel Sim Nenhuma TESE
(2008) gravidez 3,75/ — 2,75/ —

Fonte: Abhyankar, Kathrins e Niederberger3* - 1472,
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Além disso, a metanadlise mencionada acima foi baseada em
estudos retrospectivos de tamanho limitado de amostra, que néao
relataram taxas de nascidos vivos. Portanto, permanece ambiguo se
esses pacientes com FDNA alto no sémen podem se beneficiar do
Testi-ICSI*.

Ja Esteves et al. realizaram um estudo prospectivo avaliando o
uso de espermatozoides testiculares e ejaculados de homens inférteis
oligozoospérmicos com alto indice de FDNA nos resultados da ICSI".
Essa pesquisa baseou-se principalmente na recuperacido de
espermatozoides testiculares, que permitiu obter gametas modveis para
injecao em todos os casos. Os autores adotaram o critério restrito de néao
incluir pacientes com oligozoospermia grave (<5 milhdes/mL), pois a
quantidade presumivelmente menor de espermatozoides recuperados
poderia comprometer a avaliacdo da FDNA no material testicular.

Entre os 147 casais submetidos a FIV-ICSI, todos com
parceiros masculinos diagnosticados com oligospermia e FDNA elevada,
verificou-se indice de fragmentagdo significativamente menor nos
espermatozoides testiculares em comparagdo aos ejaculados (8,3%
versus 40,7%, respectivamente). Em adi¢cao, houve melhora significativa
nas taxas de nascidos vivos e reducdo na taxa de aborto, com risco
relativo de 0,29 para aborto e 1,76 para nascimento vivo'’.

Nesse ponto, convém sinalizar que existem diferentes métodos,
nao comparaveis entre si, para determinag¢ao da fragmentagao do DNA do
espermatozoide®:

a. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL) — detecta quebras simples e duplas de DNA por meio
da incorporagdo de dUTPs marcados pela enzima TdT
diretamente nos locais de fragmentacao;

b. Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) — baseia-se na

vulnerabilidade da cromatina a desnaturagcdo acida. Utiliza
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laranja de acridina, que emite fluorescéncia verde quando o
DNA esta integro e vermelha quando se encontra desnaturado.

c. Sperm Chromatin Dispersion Test (SCD), também chamado de
teste do halo - apdés desnaturacdo controlada,
espermatozoides com DNA integro formam halos de cromatina,
enquanto os fragmentados nao formam;

d. Comet Assay (Teste do Cometa) — fundamentado na
eletroforese de espermatozoides embebidos em gel. As
quebras de DNA resultam em migragdo do material genético,

formando imagem semelhante a um cometa.

Nas técnicas de TRA, danos no DNA do espermatozoide tém
sido apontados como responsaveis por menores taxas de fertilizacao,
desenvolvimento embrionario prejudicado e maior incidéncia de perda
gestacional precoce'*. Assim, em homens inférteis submetidos a TRA,
uma estratégia proposta para reduzir o dano ao DNA adquirido durante o
transito epididimario e pos-testicular € o uso de espermatozoides
testiculares®.

Adicionalmente, o uso de espermatozoides testiculares para
ICSI associou-se a melhores desfechos gestacionais, mesmo em
pacientes com parametros seminais dentro da normalidade, porém com
FDNA elevada, apresentando taxas de gravidez clinica de 13% vs. 8% (p
= 0,045) e gravidez em andamento de 12% vs. 6% (p = 0,023)*.

Alharbi et al. demonstraram que as taxas de gravidez clinica
por transferéncia a fresco, de aborto e de nascidos vivos no grupo
Testi-ICSI n&o diferiram significativamente do grupo ICSI com ejaculado e
alta FDNA (48,0% vs. 38,7%; 11,1% vs. 16,7%; 36,4% vs. 30,0%,
respectivamente; todos p > 0,05) . Embora essa coorte tenha sido
considerada adequada para comparagdo, OS Qgrupos nao eram

completamente equivalentes, uma vez que a fragmentacdo de DNA era
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maior no grupo Testi-ICSI (37,6£15,9 vs. 26+8,6; p < 0,001), assim como a
concentragéo e a motilidade eram superiores no grupo ejaculado®.

Em revisao de literatura, Esteves, Roque e Garrido observaram
maiores taxas de gravidez clinica e nascidos vivos no grupo que utilizou
espermatozoides testiculares em relacdo ao que recorreu a
espermatozoides ejaculados?.

Arafa et al.,, comparando os resultados do ICSI com
espermatozoides testiculares e ejaculados, ndo observaram diferengas
nas taxas de fertilizacdo ou na classificagdo embrionaria (46,4% vs.
47,8%; 50,2% vs. 53,4%)®. Todavia, a gravidez clinica foi
significativamente maior no grupo TESA (38,9% vs. 13,8%), do mesmo
modo que a taxa de nascidos vivos (38,9% vs. 8%; p < 0,0001)%,
enquanto a perda gestacional foi maior no grupo ejaculado.

Em homens com oligozoospermia, os espermatozoides
testiculares apresentam menor fragmentagdo de DNA23'51617 @ maijor taxa
de aneuploidia?®**® do que os ejaculados, equilibrio crucial na deciséo
sobre realizar a recuperagéo cirlrgica de espermatozoides para FIV?3,
Alguns estudos demonstraram maiores taxas de aneuploidia em
espermatozoides testiculares, principalmente em homens com disfungao
espermatogénica grave, como na azoospermia ndo obstrutiva?>*. Em
homens com oligozoospermia, o ejaculado tende a apresentar menor taxa
de aneuploidia devido a eliminagcdo natural de gametas comprometidos
durante a maturagao epididimaria®??23, Assim, o uso de espermatozoides
ejaculados pode oferecer vantagens genéticas em casos selecionados??2.

Diante dos dados disponiveis e dos achados do presente
estudo, sugere-se que o uso de espermatozoides testiculares para FIV em
oligozoospermia, sem avaliacdo prévia de FDNA, apresenta tendéncia a
maior taxa de nascidos vivos, possivelmente configurando a melhor opgao
clinica.

No contexto do servigo publico, maiores taxas de nascidos
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vivos reduzem a necessidade de um segundo ciclo, ampliando o acesso a
TRA. Considerando um tempo mediano de infertilidade de 70 meses e a
necessidade de otimizar recursos, estima-se que, a cada 22 pacientes
tratados com TESE-ICSI, obtenham-se 3 nascidos vivos adicionais. Para
300 casos/ano, isso representaria aproximadamente 40 nascidos vivos

adicionais ao ano.

5.1 FATORES DE CONFUSAO

5.1.1Idades paterna e materna

O valor preditivo da FDNA ¢ influenciado pela idade materna,
que determina a capacidade do odcito de reparar danos ao DNA*. A
qualidade do DNA do espermatozoide também se deteriora com o avanco
da idade paterna*®. Neste estudo, as idades paterna e materna foram
maiores no grupo TESE, podendo acentuar o efeito deletério da FDNA*'.
Em funcéo disso, é fundamental controlar tal fator por critérios de incluséo

ou analise estatistica apropriada?.

5.1.2Natureza da fragmentagéo de DNA

O espermatozoide testicular ndo resolve todas as formas de
FDNA, ja que parte dos danos ocorre ainda no testiculo por apoptose ou
defeitos na remodelacdo da cromatina*’. Esses espermatozoides podem
atravessar o trato genital sem sofrer danos adicionais'®. Dessa maneira, a
vantagem do espermatozoide testicular se aplica principalmente a FDNA
pos-testicular®. Além disso, 20-40% dos homens com sémen normal
apresentam FDNA elevada®#, podendo também se beneficiar da

abordagem testicular.



45

5.1.3 Numero de participantes

O tamanho amostral reduzido se justifica por se tratar de ensaio
clinico fase I, evitando exposi¢cao desnecessaria a procedimento cirurgico.
Ndo ha estudos randomizados comparando espermatozoide ejaculado
versus testicular como primeira opgao de FIV em oligozoospermia nao
avaliada para FDNA. A maioria dos estudos ndo inclui homens com

oligozoospermia grave, como aconteceu nesta tese.

5.1.4 Morfologia e motilidade

A andlise de morfologia e motilidade em material testicular é limitada
devido a imaturidade e imobilidade fisiolégica do espermatozoide
testicular. Algumas amostras apresentaram concentragdo muito baixa,

dificultando uma avaliagao precisa.
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6 ConcLusAo

O uso de espermatozoide testicular para TRA versus o uso de
ejaculado resultou em tendéncia de aumento da taxa de nascidos vivos.
Logo, apesar de nao atingir significancia estatistica. Sendo este trabalho
um estudo piloto abre-se um cenario de possivel emprego na pratica
clinica.

Com isso, pode-se pleitear, junto ao Comité de Etica em
Pesquisa em seres humanos, a habilitagdo de ensaio clinico de fase lll,
com maior amostra, a fim de aprofundar a analise e avaliar os desfechos
do uso de espermatozoides testiculares em FIV, como primeira opgao, no
quadro de oligozoospermia com fragmentacao de DNA espermatico nao

testada.
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