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Resumo

Este foi um estudo de coorte retrospectivo, que teve como objetivo comparar
as técnicas de fertilizacdo in vitro (FIV) convencional e injecéo intracitoplasmatica
(ICSI), tendo como base algumas caracteristicas do sémen. Foram analisados
4.016 procedimentos de reproducéo assistida, sendo 1.832 de fertilizagcéo in vitro
convencional e 2.184 de injecao intracitoplasmatica. A avaliacdo dos gametas e
as técnicas de FIV foram realizadas no Laboratério de Reprodu¢do Humana da
Clinica Saint-Antoine na cidade de Bois Guillaume — Franca. Para andlise dos
dados foram consideradas variaveis independentes o ano de realizacdo dos
procedimentos de FIV convencional e ICSI, a idade das mulheres submetidas a
FIV, a concentracdo de espermatozoides, a porcentagem de espermatozoides
progressivos rapidos, a porcentagem de espermatozoéides normais, a qualidade
espermatica, o niumero de Ovulos e a técnica de fertilizag&o in vitro. A variavel
dependente foi a taxa de fertilizacdo. Para avaliagcdo estatistica utilizou-se a

andlise de regresséao logistica multipla. A Gnica variavel que teve influéncia na
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taxa de fertilizacédo foi a técnica utilizada. As variaveis espermaticas estudadas
nao tiveram influéncia na taxa de fertilizacdo quando se considerou a amostra de
sémen normal. Concluindo, em mulheres até 38 anos de idade, cujos companheiros
tinham sémen normal ou anormal leve e moderado, a técnica de FIV foi superior

a técnica de ICSI, considerando-se a taxa de fertilizagcao.
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Summary

This was a retrospective cohort study, which compared the conventional
in vitro fertilization technique (IVF) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
according to some characteristic of the semen. A total of 4,016 procedures of
assisted reproductive procedures, included 1,832 conventional IVF and 2,184
ICSI. The evaluation of gametes and the IVF’s techniques were performed at the
Laboratory of Human Reproduction of the Clinica Saint-Antoine Bois Guillaume,
France. For the analysis of the data, it considered as independent variables the
year when the procedures (conventional IVF and ICSI) was done, the women’s
age, the concentration of spermatozoa, the percentage of fast progressive
spermatozoa, the percentage of normal spermatozoa, the sperm quality, number
of the oocytes and the technique of IVF. The dependent variable was the
fertilization rate. For statistical analysis it was use the multiple logistic regression. It
was observed that the variable with high association to the fertilization rate was

the technique (conventional IVF and ICSI) used. The sperm variables did not
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have influence in the fertilization rate when it considered sample of normal
semen. In conclusion, in women up to 38 years old, whose partners had normal
semen or some anormality, the conventional IVF technique was superior than

ICSI, taking into account the fertilization rate.
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1. Introducao

Atribui-se a SCHENK a primeira tentativa de fertilizar in vitro um évulo de
mamifero, porém sem éxito (SCHENK?, 1880). Quase 100 anos ap6s, STEPTOE e
EDWARDS (1978) finalmente obtiveram sucesso durante o tratamento de uma
mulher infértil, com obstrucdo tubaria, permitindo o nascimento de Louise Brown,

em Cambridge, no Reino Unido.

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

(FIV), como se conhece atualmente.

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

trompa, resultou em concepcao.

PINCUS e ENZMANN (1934) realizaram novamente o0 processo de
fertilizac&o in vitro em coelhas, acreditando terem obtido éxito; porém, sabe-se hoje
gue os ovulos transferidos ndo haviam sido fertilizados in vitro e sim, provavelmente,
na trompa de Falopio da receptora; procedimento este, atualmente, chamado de

GIFT (Gamete intra-fallopian transfer) (ASCH et al., 1986).

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

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

DAUZIER et al. (1954), trabalhando com fertilizacdo in vitro em coelhas,
observaram a presenca de pronucleos e a expulséo do segundo corpusculo polar,

que consideraram como prova de fertilizac&o.

CHANG (1959) foi capaz de documentar a fertilizacéo in vitro em coelhas,
transferindo conceptos de raca diferente a da receptora e obtendo o nascimento
de coelhos da mesma raca da doadora, provando que a fertilizacdo in vitro
havia, de fato, ocorrido. Apos a demonstracdo de CHANG (1959), muitos outros

pesquisadores aplicaram a mesma estratégia em outras espécies, entre eles,
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EDWARDS et al. (1966) que apo6s diversos experimentos, concluiram que o que
frustrou o trabalho de pesquisadores como MENKIN e ROCK (1948) foi a ndo
compreensao do conceito de capacitacdo do sémen, conceito este elucidado
por CHANG nos anos 50. Em 1966, EDWARDS transferiu-se para o Hospital
Johns Hopkins, em uma época em que a resseccdo em cunha dos ovarios para
o tratamento da sindrome dos ovarios policisticos era um procedimento bastante
comum, o que facilitava a obtencdo de Ovulos e permitia um estudo mais
detalhado do gameta feminino. Posteriormente, os esforcos voltaram-se para a
tentativa de capacitacdo do espermatozoéide, com o propésito de torna-lo apto a

fecundar (JONES, 1991).

Em 1980, LOPATA et al. documentaram o primeiro sucesso em fertilizacéo
in vitro na Australia, Universidade de Melbourne, com o nascimento de Candice
Reed, apo0s a transferéncia de um pré-embrido no estagio de oito células,
originario de um unico odcito aspirado com o auxilio da laparoscopia, durante
um ciclo natural (LOPATA et al., 1980). Na mesma época, nos Estados Unidos
(EUA), pesquisadores obtinham gametas femininos em ciclos naturais, realizavam
transferéncias de embrides, porém néo conseguiam gravidez. A partir de entao,
optaram por induzir a ovulagdo com gonadotrofina de mulher na pos-menopausa
(hMG), na tentativa de obter um maior nimero de 6vulos, nascendo, em 1981, o

primeiro bebé pela técnica de FIV nos EUA (JONES et al., 1982).

A técnica de fertilizacéo in vitro evoluiu consideravelmente e foi utilizada
com maior freqiéncia no tratamento da infertilidade por diversas causas;

entretanto, quando realizada no tratamento da infertilidade masculina severa,
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esta associada a baixas taxas de fertilizacdo e gravidez (MAHADEVAN et al.,
1983; ACOSTA et al., 1986; LANZENDORF et al., 1988). Esta técnica inicial
levou ao desenvolvimento de vérias outras, entre elas a técnica de GIFT (gamete
intrafallopian transfer) descrita por ASCH et al. (1986). Cada etapa continuou a
ser aperfeicoada, sendo que a simplificacdo do método e o aperfeicoamento na

qualidade dos resultados foram desenvolvidos por diversas equipes.

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

quanto morfolégico.

O estudo da funcdo genital masculina, no que concerne ao gameta,
permaneceu durante muito tempo marginalizado no campo da investigacédo
médica. A primeira contagem do niumero de espermatozdides, utilizando-se um
hemocitémetro, foi realizada por LODE? (1895). Anos ap6s, MACLEOD e GOLD
(1951) deram um passo significativo no conhecimento do sémen humano,
realizando um vasto estudo comparativo em mais de mil homens férteis e nao
férteis. Em 1963, CLERMONT fez uma descricdo precisa da espermatogénese

humana e introduziu a nocéo de ciclo do epitélio seminifero. Nos ultimos 30 anos,

> LODE , 1895 apud JOEL, C.A: Historical survey of research on spermatozoan from antiquity to the present. In:JOEL,
C.A.: Fertility Disturbances in men and women. Karger, Bale, 1971, pp. 3-47.
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o estudo do aparelho genital masculino vem se desenvolvendo consideravelmente.
Recentemente, numerosos testes foram elaborados para estudar a funcéo

testicular exdcrina através de seu produto de secrecdo: o espermatozéide.

O teste definitivo continua sendo a fecundacéo seguida de uma gravidez
normal. Tradicionalmente, o diagnéstico de infertilidade masculina € embasado em
uma avaliacdo descritiva do ejaculado humano, com énfase na concentracéao,
morfologia e motilidade dos espermatozoides. Porém, na prética, estes valores
nao sao suficientes para caracterizar o potencial de fertilidade de uma populacéo

espermatica.

Nos ultimos 20 anos, diversas técnicas de reproducdo assistida vém
sendo desenvolvidas na tentativa de melhorar as chances de gravidez para
casais inférteis devido ao fator masculino, ou ainda para auxiliar os casais em

que a FIV convencional nao foi satisfatoria.

Na tentativa de melhorar as possibilidades terapéuticas, varias outras
técnicas foram surgindo. MANHES e HERMABESSIEREN (1985) relataram a
primeira gravidez pos-inseminacdo intraperitoneal como tratamento do fator
masculino. DEVROEY et al. (1986) demonstraram a possibilidade de gravidez
apos a transferéncia de zigotos (estado de pronucleo) para dentro da trompa
(Zygoto intra-Fallopian Transfer ou ZIFT), em casos de esterilidade por fator
masculino associado ao auto-anticorpo e a auséncia de alteracdo tubéria, o
que, posteriormente, foi aplicado por outros autores (PALERMO et al., 1989).

BALMACEDA et al., (1988) relataram outra possibilidade de tratar o fator

Introdugdo 21



masculino, que consistia na transferéncia do embrido para o interior da trompa.

Entretanto, nem sempre se obteve sucesso nos casos de fator masculino severo.

Varias técnicas de micromanipulagdo, progressivamente mais invasivas,
foram sendo desenvolvidas para transpor a zona pellcida, ultrapassando a
barreira entre o 6vulo e espermatozdides e aumentando as chances de fertilizagao.
Em 1989, MALTER e COHEN permitiram uma melhora nos resultados de FIV com

a disseccéo parcial da zona pelulcida (PZD), previamente a inseminacao do odcito.

Nos ultimos anos, avancos sofisticados vém se destacando nos laboratérios
de reproducao assistida. Um dos ultimos, considerado o de maior sucesso no
tratamento do fator masculino severo, € a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI), realizada através de técnicas de micromanipulacdo

(PALERMO et al.,1992).

Figura 1. Injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide.
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A ICSI tornou possivel a concepcdo em muitos casais com infertilidade
masculina, e vem sendo indicada nos casos de falha na fertilizacdo apdés FIV
convencional (KASTRORP et al., 1999; FISHEL et al., 2000), disfuncdo ejaculatéria,
infertilidade imunolégica e tratamento de pacientes com cancer submetidos a

quimioterapia ou radioterapia (NAYSMITH et al., 1998; HORNE et al., 2001).

1.1. Fator masculino

Fator masculino de infertilidade € um termo utilizado por especialistas em
reproducdo assistida e descreve casais em que a incapacidade de conceber
esta associada a problemas identificados no parceiro masculino. Este disturbio
espermatico pode estar associado a baixa producdo de espermatozoides
(oligospermia), alteracdo na motilidade (astenospermia) ou morfologia anormal

(teratospermia).

Em uma analise convencional, parametros normais incluem: concentracéo
espermatica superior a 20 milhdes de espermatozoéides por mililitro de sémen;
motilidade espermatica superior a 50% e acima de 30% de espermatozoéides
morfologicamente normais (WHO, 1992). Dados de programas de reproducéo
assistida sugerem que, quando a morfologia espermatica for inferior a 15% de
formas normais, usando métodos e definicbes descritos no manual de laboratdrio
da Organizacdo Mundial de Saude, a taxa de fertilizacéao in vitro diminui (WHO,
1999). KRUGER et al. (1988), propuseram um sistema alternativo de analise da

morfologia que apresenta um alto valor preditivo nos resultados de fertilizacéo
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in vitro, sendo que o0s casos de teratospermia com taxa de espermatozoéides
normais inferior a 14% apresentam um pior prognostico nos resultados de FIV
(GROW et al., 1994). Isto foi demonstrado tanto nos procedimentos de FIV como na
transferéncia de gametas para o interior da trompa (KRUGER et al.,1988; HINTING

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

Quando, na avaliacéo do casal infértil, houver suspeita de alteracéo no fator
masculino, serédo necessarias uma avaliacdo clinica e laboratorial detalhada e
varias analises seminais. Em algumas situacfes indicam-se testes adicionais.
Para homens com azoospermia ou severa oligozoospermia (concentracéo
espermatica inferior a cinco milhdes por mililitro de sémen), deve-se considerar
a possibilidade de anomalias do caridtipo como Sindrome de Klinefelter. E
ainda, 13% dos pacientes com azoospermia tém microdele¢cdes no cromossomo Y
(SCHLEGEL e GIRARDI, 1997). Para homens com agenesia congénita do
canal deferente, unilateral ou bilateral, € necessario um estudo genético para
afastar a presenca do gen regulador da fibrose cistica (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator - CFTR) considerando que 55% a 82%
dos homens com agenesia congénita do canal deferente carregam mutacdes
detectaveis deste gen (SCHLEGEL et al., 1996). Em adicdo, estima-se que
pacientes com obstrucédo epididimal idiopatica tém 47% de chance de carrear
uma mutacdo da CFTR (JARVI et al.,, 1995). Caso exista outra suspeita de
alteracdo genética como, por exemplo, Sindrome de Klinefelter ou em casais
em que a parceira tiver mais de 40 anos, recomenda-se 0 aconselhamento

genético antes do tratamento com fertilizacao in vitro.
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A grande maioria dos homens inférteis € passivel de tratamento e pode
recorrer a técnicas de reproducdo assistida; porém, antes de recorrer a uma
técnica mais invasiva, deve-se preconizar o tratamento clinico ou cirirgico caso
seja possivel e necessario: varicocele, disturbios endocrinos, infec¢do do trato
genital ou obstrucdes passiveis de correcdo cirargica. Caso a gravidez nao
aconteca, podera ser indicada uma técnica de reproducédo assistida. Estas técnicas
incluem: inseminacéo intra-uterina (11U), fertilizacéo in vitro (FIV convencional),
e FIV com micromanipulacéo (ICSI). Em algumas situacdes, o tratamento especifico
do homem pode ser menos invasivo, mais efetivo, menos custoso e de menor

risco que a FIV.

1.1.1. Capacitacdo e Fecundagcao

O exame do sémen traz informagOes importantes sobre a qualidade da
func@o exocrina do testiculo, porém o espermatozéide no plasma seminal ainda
ndo estad apto a fertilizar o odcito. Entre o plasma seminal e a formacdo da
primeira célula embrionaria, o espermatozoide devera submeter-se a um certo
namero de transformagdes e desenvolver interagdes com diversas estruturas de
origem feminina. Durante a penetragdo no muco cervical e migracdo em direcéo a
trompa, o espermatozoéide sofre o processo de capacitacdo. Ocorrem alteracdes
nas caracteristicas do movimento celular: aumentam as amplitudes de batimento
flagelar e da cabeca do espermatozdide, tornando mais longa a trajetoria a ser
percorrida. Nesta condi¢éo, o espermatozoide encontra-se no estado “transicional”

(ROBERTSON et al.,1988). Apos a capacitacdo, a amplitude das ondas flagelares
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torna-se assimétrica, dando lugar a um movimento celular vigoroso, nao
progressivo, conhecido como “hiperativacdo”. O termo “hiperativacdo” é usado
para descrever uma mudanca qualitativa na motilidade espermatica ocorrida no
estagio final do processo de capacitacédo (AITKEN, et al.,1995). Este movimento
€ tipico da célula completamente capacitada e é considerado o responséavel
pela forca propulsora necessaria para dirigir o espermatozoide atraves da zona

pelucida (ROBERTSON et al., 1988).

A capacitacdo € uma das fases finais no desenvolvimento do espermatozoide
e de fundamental importancia na fertilizacdo; entretanto, a identificacdo da

populacdo espermatica capaz de atingir este estado é bastante dificil.

1.1.2. Testes de fungéo espermatica

A avaliagdo espermatica e os testes funcionais no sémen sdo necessarios
no diagnostico da infertilidade masculina e selecdo de pacientes para FIV
convencional ou ICSI. Na FIV convencional a funcdo espermatica é essencial
para que ocorra fertilizagdo: o espermatozdide precisa ser capaz de atingir a
zona pelucida (ZP), desencadear a reacdo acrossdmica, atravessar a zona
pellcida e atingir o citoplasma, permitindo que ocorra a fertilizacdo. Em contraste,
a maioria das funcdes esperméticas ndo € necessaria para a fertilizacdo
guando se utiliza a técnica de ICSI, ja que o espermatozoide atravessa a ZP e a
membrana citoplasméatica através da introdu¢do de uma fina agulha para o

interior do citoplasma do oOvulo. A decisdo clinica sobre a indicacdo de FIV
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convencional ou ICSI depende dos resultados dos testes espermaticos. Porém, a
analise espermatica convencional ndo permite informacdes suficientes sobre o
potencial de fertilizacdo do sémen, considerando-se que muitas alteracdes néo
podem ser detectadas. Diversos testes de funcédo espermética sdo necessarios
para detectar defeitos na qualidade do sémen e, consequientemente, possiveis
falhas na FIV convencional. A morfologia estrita esta fortemente relacionada
com a taxa de fertilizacdo na FIV convencional e é bastante util na selecao de

pacientes para ICSI (LIU e BAKER, 2002).

Nos ultimos 15 anos muitos autores vém desenvolvendo testes para avaliar
a interacdo espermatozoide e ZP, buscando informacfes importantes sobre a
habilidade de fertilizar, que tenham valor clinico no prognostico da taxa de
fertilizacdo no FIV convencional (LIU e BAKER, 2000). Estes autores
desenvolveram varios testes de funcédo espermatica e avaliaram o valor clinico
de cada um deles. Entre eles: unido espermatozéide-ZP (sperm ZP-binding),
penetracido espermatozoide-ZP e inducdo da reacdo acrossdmica -ZP. Segundo
estes autores, os dois primeiros sdo os mais poderosos indicadores da habilidade
do espermatozoéide em fertilizar in vitro. A inducdo da reacdo acrossémica-ZP
esta fortemente relacionada a penetracdo espermatozoide-ZP. Portanto, a
combinacdo da andlise seminal com testes avancados de funcdo espermatica
permite importante informacéo diagndstica e prognostica para infertilidade masculina

e é crucial na selecdo de pacientes para tratamento com FIV convencional ou ICSI.

Véarios estudos sobre testes de funcao espermatica foram realizados para

avaliar a relacao existente entre defeitos no sémen e falha na fertilizac&o in vitro
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(LIU e BAKER, 1992a; 1994). A analise estatistica mostrou que a proporcao de
ZP penetrada, o numero de espermatozoides presentes na ZP e a porcentagem
de espermatozoides morfologicamente normais mantiveram estreita relacdo com a
taxa de fertilizacdo in vitro. Um estudo posterior realizado em odcitos de 369
casais, submetidos a FIV convencional, com total falha de fertilizacédo, revelou
gue a maior causa de falha na FIV é um defeito na interacdo espermatozoide e

ZP (LIU e BAKER, 2000).

1.2. Interacdo espermatozoide e ZP

A interagdo espermatozoides e ZP esta relacionada com a integridade
funcional de ambos os gametas. Anomalias no sémen ou 6vulo afetam a interacéo
espermatozoide e ZP. Entretanto, a maturidade do odécito humano ndo afeta esta
etapa. Nao existe relagédo entre o numero de espermatozoides presentes na ZP e a
qualidade do odcito (LIU et al., 1989; LIU e BAKER, 1992b). Estudos posteriores
concluiram que casais com completa falha da fertilizacdo e presenca de raros
espermatozoides na zona pellcida devem apresentar alteracées no sémen, e ndo
nos odcitos. De modo geral, quando a maioria, ou todos os odcitos, nao fertilizar,

existe um disturbio no sémen (LIU e BAKER, 2000).

Varios aspectos da funcdo espermética afetam a interacdo espermatozoide
e ZP. Morfologia espermatica normal € uma das mais significantes varidveis da
andlise do sémen, relacionada a interacdo espermatozoide e ZP (LIU et al., 1988;

1989; LIU e BAKER, 1992b). Isto pode explicar porque a morfologia espermatica
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normal esta fortemente relacionada a taxa de fertilizacdo in vitro convencional.
Motilidade e concentracdo espermatica, avaliadas no meio de inseminacgéo, também
estao relacionadas com a interacdo espermatozéide e ZP (LIU et al., 1988;1989).
Os testes de interacdo espermatozdide e ZP refletem mudltiplas funcdes
espermaticas (LIU e BAKER, 1992a) e os resultados estédo significativamente

relacionados com as taxas de fertilizac&o in vitro convencional.

1.3. Indicagcbes para a técnica de ICS/

A técnica de ICSI transpfe as anormalidades espermaticas associadas a
uma inadequada concentracdo (oligospermia) e/ou defeitos na motilidade
(astenospermia) devido a deficiéncias funcionais ou estruturais. Permite ainda a
fertilizacdo nos casos com morfologia espermética alterada (teratospermia),
geralmente associada a disfuncdo na membrana espermatica e/ou acrossoma,
resultando em uma inadequada interacdo com a ZP e/ou membrana citoplasmética.
A ICSI também esta indicada quando anticorpos anti-espermatozoides estao

presentes, talvez por impedir seu efeito negativo sobre a motilidade espermatica.

Se por um lado, a injecdo intracitoplasmatica € capaz de superar as
disfuncdes espermaticas relacionadas ao transporte do espermatozoide através
das camadas do 6vulo, por outro, é pouco provavel que auxilie nos casos em que
a falha na fertilizacdo esteja associada a alteracdes espermaticas nucleares
(cromatina ou DNA) e consequiente distlrbio no processo de descondensacao

celular, impedindo a formacé&o do pronucleo masculino.

Introdugdo 29



Em se tratando do gameta feminino, pode-se especular que a ICSI permite a
fertilizacdo quando deficiéncias isoladas na ZP estdo presentes. Estes defeitos
podem ser estruturais ou funcionais. Em adicdo, a técnica de ICSI pode superar
defeitos isolados na membrana citoplasmatica. Entretanto, € conhecido que
anormalidades na ZP, particularmente de origem genética, estdo associadas a
disturbios mais severos (GREENHOUSE et al., 1998) e em alguns casos a
técnica de ICSI ndo traz resultados satisfatérios. E ainda duvidoso se a ICSI
pode ser usada nos casos de aneuploidia ou alteracdo no DNA, ou quando
severas aberracdes citoplasmaticas (estruturais ou funcionais) estdo presentes
resultando em falha no processo de ativacdo oocitaria, formacéo do pronucleo

feminino e divisado celular inicial.

Diversos grupos tém publicado diferentes critérios para pacientes que seriam
beneficiados com ICSI. Estes critérios incluem anomalias detectadas na analise
do sémen, desde uma severa oligospermia (<2 x 10° espermatozéides/ml),
acentuada astenospermia (< 5% espermatozoides moéveis), teratospermia severa
(< 4% formas ovais), necessidade de cirurgia para captacdo do espermatozoide
e falha na FIV convencional. Indicacbes relativas incluem anticorpo
antiespermatozoide e inadequada fertilizacdo em ciclo precedente (SCHLEGEL
e GIRARDI, 1997). Em adicdo, LUDWIG e KATALINIC (2003) propuseram a
indicacao de ICSI, independentemente da qualidade do sémen, em casais com

um numero reduzido de 6vulos.

E consenso firmado que a técnica de ICSI é efetiva e deve ser indicada

no tratamento de casais inférteis com sémen anormal. Porém, alguns autores
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advogam o uso da injecdo intra-citoplasmatica para todos os casais com

indicacao para FIV.

As evidéncias atuais sinalizam que a técnica de ICSI ndo deveria ser
oferecida a todos os casais que necessitem de FIV, mas somente para casais
com fator masculino severo e/ou falha na fertilizacdo, quando utilizado FIV
convencional. Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho das
técnicas de FIV convencional e ICSI no tratamento de casais inférteis com

sémen normal e alterado.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o desempenho das técnicas de FIV convencional e ICSI em casais

inférteis, com diferentes qualidades de sémen.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar as taxas de fertilizacao in vitro nas técnicas de FIV convencional e

ICSI em casais com sémen normal, borderline e anormal.

e Comparar as taxas de fertilizacdo in vitro nas técnicas de FIV convencional e

ICSI em casais com sémen anormal (leve, moderado).

e Avaliar a influéncia da concentracdo, motilidade e morfologia espermatica na

taxa de fertilizacdo em casais submetidos a técnica de FIV convencional e ICSI.

Objetivos 32



3. Sujeitos e Métodos

3.1. Desenho do estudo

Estudo de coorte retrospectivo ndo randomizado.

3.2. Tamanho da amostra

A amostra constituiu-se da analise secundaria de dados provenientes de
4.016 casais inférteis submetidos a fertilizacao assistida, utilizando-se as técnicas

de FIV convencional e ICSI.

3.3. Selegcdo dos sujeitos

Os dados dos casais foram obtidos a partir de um banco contendo
informacdes de todos os pacientes atendidos no Ambulatdrio de Infertilidade
Conjugal da Clinica Saint-Antoine, em Bois Guillaume (Franga), participantes do

programa de Fertilizacdo Assistida, no periodo de 1998 a 2002.
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3.4. Critérios de inclusdo

HCasais inférteis inscritos no Programa de Fertilizacdo Assistida da
Clinica Saint-Antoine em Bois Guillaume (Franca), submetidos a tratamento

pelas técnicas de FIV convencional e ICSI.

3.5. Critérios de exclusao

—e Pacientes com azoospermia;

—e Pacientes com espermocultura positiva;

—e Pacientes com recrutamento insuficiente de évulos e cancelamento

do ciclo;

—e Mulheres inférteis com idade superior a 38 anos.

3.6. Varidvers

3.6.1. Variaveis independentes

—e Ano de realizacdo dos procedimentos de FIV convencional e ICSI, no

servico estudado - periodo de 1998 a 2002.

e Técnica de fertilizacdo in vitro - processo de fertilizacdo do évulo pelo

espermatozoide, em laboratério, classificada em FIV convencional
ou ICSI.

e |dade da mulher - categorizadas em faixas de 20 - 24; 25 - 29; 30 -
34 e 35 - 38 anos.
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Concentracdo de espermatozéides: niumero de espermatozoéides por

mililitro de sémen, medido com o auxilio da caAmara de Thomas ou de
Makler, expresso em milhdes/ml. Categorizada em 3 grupos: <10
milhdes/ml; 10 a 20 milhées/ml, > 20 milhdes/ml.

Motilidade grau A: porcentagem de espermatozoides moveis

classificados em progressivos linear e rapido. Categorizada em 2
grupos: < 25% e > 25% de espermatozoides com motilidade progressiva

linear e rapida.

Morfologia: porcentagem de espermatozoides normais e anormais, em
cada amostra de sémen, analisados ap0s a coloragdo pelo método
de Papanicolaou e contagem de 200 células. Categorizada em 2

grupos: < 14% e > 14% de espermatozoides com morfologia normal.

Qualidade espermatica: Quanto a qualidade espermatica, as amostras

de sémen foram classificadas em normal, borderline e anormal
(Quadro 1).

QUADRO 1
CLASSIFICACAO DA QUALIDADE DO SEMEN

Concentracéao Motilidade Morfologia Qualidade sémen
< 20 milhées/ml >25% PR > 14% normais borderline
< 20 milhdes/ml < 25% PR < 14% normais anormal
< 20 milhdes/ml < 25% PR > 14% normais borderline
< 20 milhdes/ml > 25% PR < 14% normais borderline
> 20 milhdes/ml < 25% PR > 14% normais borderline
> 20 milhdes/ml < 25% PR < 14% normais borderline
> 20 milhdes/ml >25% PR > 14% normais normal
> 20 milhdes/ml >25% PR < 14% normais borderline
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—e Qualidade espermatica _anormal: Quanto a qualidade espermatica

anormal, as amostras de sémen foram classificadas em anormal leve,

moderada e severa (Quadro 2).

QUADRO 2

CLASSIFICACAO DA QUALIDADE DO SEMEN, CONSIDERANDO SEMEN ANORMAL

Concentracéao Motilidade Morfologia Qualidade sémen
< 5 milhées/ml > 5 % prog. rapidos > 4% normais moderado

< 5 milhdes/ml < 5% prog. rapidos < 4% normais severa

< 5 milhdes/ml < 5% prog. rapidos > 4% normais moderado

< 5 milhdes/ml > 5% prog. rapidos < 4% normais moderado

> 5 milhées/ml < 5% prog. rapidos > 4% normais moderado

> 5 milhGées/ml < 5% prog. rapidos < 4% normais moderado

> 5 milhées/ml > 5 % prog. rapidos > 4% normais leve

> 5 milhées/ml > 5 % prog. rapidos < 4% normais moderado

—e Ovulo maduro: gameta feminino, apto a fertilizar, que se encontra na
metafase Il da meiose, recuperado e classificado pos-puncéao folicular,

expresso em numero absoluto.

3.6.2. Variavel dependente

—e Taxa de fertilizacdo: Relagdo entre 0 niumero de odcitos fertilizados e

0 numero de odcitos submetidos ao processo de fertilizagdo in vitro,
através da técnica de FIV convencional ou ICSI, expressa em

porcentagem.
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3.7. Coleta das amostras de gametas

As amostras de sémen foram coletadas por masturbacdo, ap6s um
periodo de trés a cinco dias de abstinéncia sexual. O material foi coletado em
um recipiente estéril e analisado no Laboratério de Reproducdo Humana da
Clinica Saint-Antoine em Bois Guillaume (Franca), apos o periodo necessario
para o processo de ligliefacdo. Apés avaliacdo espermatica as amostras foram
classificadas quanto a concentracao espermatica (milhdes/ml); porcentagem de
espermatozoides moveis (progressivos rapidos, desordenados, circulares e imoveis),
porcentagem de espermatozoéides vivos e porcentagem de espermatozoides

normais e anormais.

Os 6vulos foram coletados apds indugdo da ovulagéo, através de puncéo
por via transvaginal sob visdo ecografica. A puncdo do liquido folicular foi
realizada com o auxilio de uma agulha adaptada ao guia da sonda ecogréfica
vaginal. Apos a puncao folicular, os 6vulos foram classificados em maduros ou
imaturos, respectivamente, segundo a presenca ou ndo de corpusculo polar
(VEECK, 1990) e, quando considerados aptos a fecundar, foram submetidos ao

processo de fertilizagdo in vitro.

3.8. Processamento das amostras

Para a analise da motilidade do espermatozoide, uma gota foi depositada
entre lamina e laminula e observada sob microscépio equipado de sistema

optico de contraste de fase, com platina aquecida, mantendo o material a
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temperatura de 37°C. Quatro a seis campos foram avaliados e classificados em
porcentagem para cada categoria de motilidade. Durante esta andlise, também se

avaliou a presenca ou auséncia de células redondas e aglutinacdo espermaética.

A concentracdo de espermatozoides foi determinada apés a diluicdo de
uma gota de sémen em solucdo espermicida (Ringer + solugéo de formalina a
1%). A escolha da diluicdo (1/10; 1/20) foi ajustada dependendo da estimativa
aproximada da concentracao feita previamente, durante a avaliacdo da motilidade.
Posteriormente a diluicdo, a suspensdo foi homogeneizada e colocada sobre
camara de contagem (camara de Thomas). ApOs alguns minutos, o0s
espermatozoides sedimentados foram contados. A leitura foi feita sob microscopio
de contraste de fase. Um método opcional também foi empregado, com o
auxilio da camara de Makler, para determinar a concentragdo e motilidade dos

espermatozoides, sem necessidade de imobilizar as células espermaticas.

Para avaliagdo da vitalidade utilizou-se a coloragao de nigrosina e eosina,
sendo que os espermatozoéides nao corados foram considerados vivos e 0s com
coloracéo vermelha classificados como mortos. O resultado da andlise foi expresso

em porcentagem.

O estudo citolégico ou espermocitograma, que consiste na analise
morfolégica do espermatozoide, foi efetuado com o auxilio de uma objetiva de
imersao. Para este estudo, uma gota de sémen puro homogeneizado foi distribuida
sobre uma lamina, que foi posteriormente corada pelo método de Papanicolaou

(WHO, 1987). Nesta andlise, o espermatozdide considerado normal deveria

Sujeitos e Métodos 38



apresentar a cabeca ovalada com contornos regulares, com 0 acrossoma
recobrindo mais de um terco da superficie da cabeca. Foram analisadas 200 células

e classificadas segundo os critérios de normalidade de DAVID et al., (1975).

Todas as amostras de sémen foram avaliadas previamente ao dia da
fertilizacdo in vitro. Aquelas que apresentavam concentracdo espermatica superior
a 5 x 10° por mililitro de sémen foram submetidas ao processo de capacitacdo
espermatica e posteriormente avaliadas quanto a concentracdo espermatica,

utilizando-se a técnica de Percoll.

Para a capacitacdo do sémen a ser inseminado, no dia da FIV, realizou-se
uma técnica de migracéo descendente utilizando-se duas camadas (45% e 90%) de
um gradiente de densidade descontinua (PureSperm, Nidacon Laboratories,
Goteborg, Sweden). O gradiente descontinuo de Percoll, utilizado anteriormente

ao dia da FIV, foi proibido para utilizac&o clinica em janeiro de 1997.

Quando a concentracdo dos espermatozéides foi inferior a 5 x 10° por
mililitro de sémen, uma fracdo do ejaculado foi separada e submetida a
centrifugacéo e lavagem durante 10 minutos (2400rpm/min), utilizando-se o meio
de cultura B1 (Laboratério CCD, Franca). Apos a centrifugacéo, o sobrenadante
foi desprezado e uma gota do culot foi depositada no PVP (Polyvinylpyrrolidone,

Cat. ref: 5288, Sigma), previamente a injecéo intracitoplasmatica.
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3.8.1. Descri¢cdo das técnicas

—e Técnica de Percoll: solugdo de Percoll puro (Amersham Pharmacia
Biotech AB ref: 17-0891-02) foi adicionada a meio de cultura (Minimum
essential medium Eagle — Sigma Chemical Co) na proporc¢éo de 9:1
para se obter uma solugdo isotonica chamada de solugdo-mée.
Foram obtidas solucbes decrescentes de Percoll diluindo-se a
solugcdo-méae em meio de cultura (B1 Laboratério CCD). Na avaliagdo
espermatica, pré FIV, um gradiente descontinuo de Percoll foi preparado
em um tubo estéril de poliestireno, colocando-se cuidadosamente no
fundo do tubo a concentracao de 90% e, posteriormente, a concentragéo
de 45%, em partes iguais de 1ml. Em seguida uma amostra de 1ml
de sémen foi depositada sobre o gradiente e centrifugada durante 15
minutos, a 2000rpm. Depois de retiradas as concentragdes de 90% e
45%, o culot foi lavado duas vezes com 5ml de meio de cultura B1
(20 minutos a 2400rpm). Posteriormente o sobrenadante foi desprezado,
acrescentando-se ao culot 1ml de meio de cultura para posterior

andlise da concentracdo espermética.

e Técnica de Puresperm para capacitacdo espermatica no dia da
FIV convencional: O PureSperm consiste em uma solugcéo salina

isotbnica contendo particulas silico-coloidais, recobertas de silane
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(composto hidrogenado de silicio) e ndo é téxica. Em fertilizacao
assistida € utilizada para preparacdo de gradientes de centrifugacéo
de concentracdes diferentes, por exemplo, 45% e 90%, apoés diluicdo
apropriada com meio de lavagem de esperma, com o intuito de
separacdo e purificacdo de espermatozoides, previamente a

inseminacéo do odcito no processo de fertilizacao in vitro (Figura 2).

Preparo do Gradiente de centrifugacao

—e_Solucdo- mae: PureSperm (27ml) + meio de cultura (3ml BM1)

e PureSperm 90%: Solucdo-méae (10ml)

e PureSperm 45%: Solucdo-méae a 90% (10ml) + meio de cultura
(10ml BM1)

e Gradiente de centrifugacéo: 1ml de solucdo-mae a 90%

1ml de solucéo a 45%
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Pipeta estéril 2ml
| AR

Introduza 1ml
PureSperm 45%

Pipeta estéril 2ml

Deposite cuidadosamente
2ml de sémen liquifeito
na superficie do
PureSperm 45%

PureSperm 90%

Pipeta estéril 2ml

Transferir o pellet

para outro tubo

Pipeta estéril 2ml

Colocar o pellet
em suspensdo em 1ml

de meio de cultura (BM1)

Pipeta estéril 2ml

Introduza no fundo
do tubo 1ml de
PureSperm 90%

Centrifugar a 2.000rpm
durante 20 minutos

Pipeta estéril 2ml

Adicionar 5ml de meio
para lavagem

Centrifugar a 2.400rpm
durante 10 minutos

retirar pipeta
com cuidado

PureSperm 45%

PureSperm 90%

Pipeta estéril 2ml

aspirar o liquido seminal
e coluna Puresperm 45%

“

Pipeta estéril 2ml

Aspirar o sobrenadante

Determinar a concentragéo e
motilidade dos espermatozoéides
e aplicar as diluicGes necessarias
para posterior inseminacao do

odcito.

Figura 2. Técnica de PureSperm.
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—e Técnica de FIV convencional: apds a puncao folicular e classificacéo
dos ovulos, cada od6cito maduro foi incubado em 0,9ml de meio de
cultura (BM1, Laboratoires Ellios Bio Tek, Paris, Franga). O total de 50 a
100 mil espermatozoides, previamente capacitados, foi acrescentado
para cada solucdo contendo um odcito. Os gametas foram incubados
em estufa com atmosfera de CO; a 5% (Forma Scientific, USA). As
células do cumulus oophorus foram removidas 16 a 20 horas ap0s a
inseminacao, para determinar a presenca do prondcleo masculino e
0 numero de corpusculos polares. O critério de fertilizacdo foi dado
pela presenca de dois pronucleos e posterior surgimento de clivagem

(TROUNSON et al., 1982).

e Técnica de ICSI: Apbés a puncao folicular, as células do cumulus
oophorus e corona radiata foram removidas com o auxilio de uma
solucéo de hialuronidase (Type VI S, Sigma Chemical Company, ref:
H3631), seguida de denudacdo mecanica utilizando-se uma pipeta
com diametro aproximado de 150um (VAN DE VELDE et al., 1998).
Posteriormente, os odcitos foram lavados varias vezes em meio de
cultura (BM1, Laboratoires Ellios Bio Tek, Paris, Franca) e apos serem
avaliados em um microscépio invertido, foram incubados em 0,9ml
de meio de cultura (BM1, Laboratoires Ellios Bio Tek, Paris, Franca)
até o momento da injecdo. A técnica de ICSI foi realizada utilizando-

se um sistema hidraulico, controlado por joysticks manipuladores
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(Narishige), montado em microscépio invertido (Olympus). Minutos
antes da injecao, 1ul de sémen, previamente, tratado foi pipetado em
5ul de solucdo de PVP (Polyvinylpyrrolidone, Cat. ref: 5288, Sigma).
A injecéo foi realizada em microgotas de 15ul de meio (1 x Medium 199
(modified) with Earle’s salts and 20mM hepes buffer — ICN Biomedical,
Inc.), utilizando-se micropipetas de injecéo e contencdo (Humagen). As
microgotas foram recobertas com 6leo mineral (Sigma cat. n°® M-8410).
Somente oodcitos maduros (metafase Il da meiose) e espermatozoides
mdveis foram utilizados para injecdo. O espermatozoéide foi imobilizado
apos leve toque na cauda com o auxilio da pipeta injetora e introduzido
(primeiramente a cabeca) no citoplasma do od0cito, previamente
posicionado, mantendo-se o corpusculo polar as 6 ou 12 horas
para evitar a passagem da micropipeta injetora através da regiao
citoplasmatica que pudesse conter o material cromossémico. Odcitos
e embrides foram cultivados em gotas de 50ul e 20pl, respectivamente,
sob uma camada fina de 6leo mineral (Sigma cat. n°® M-8410). Os
oocitos injetados foram incubados em estufa com atmosfera de CO,
a 5% (Forma Scientific, USA) e avaliados 16 a 20 horas apés a
injecdo, para determinar a presenca do prondcleo masculino e o

namero de corpusculos polares.

Sujeitos e Métodos 44



DIA O

DIA 1

EARLE’'S

Oleo

EARLE'S .
EARLE'S

HEPES

BM;

Il

Placa 1

.. , . 1ml EARLE’S + oleo
Lavar e adicionar os o0citos

3ml EARLE’S

Placa 2
Hialuronidase

1ml Hialunoridade + oleo
3ml EARLE’S

Placa 3

L. 1ml BM; + oleo
Lavar os oocitos

3ml EARLE’S

Placa 4
Classificacao

Placa 5 OO1— (3),8|mBII\E/|;M1+ oleo OO
oorT - OO

Inseminacéo
dos odcitos

pos capacitacao
Placa 6 BM, — 30ul espermatica
BM; — 25pl
Oleo
Placa de ICSI

1 x Medium 199 - HEPES

PVP 6leo

espermatozoide

BM,

Placa de cultura 6leo

FIV

convencional

Figura 3. Técnica de FIVconvencional e ICSI.
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3.9. Processamento dos dados

Apoés a coleta das amostras, os dados obtidos foram registrados em ficha
propria, utilizada de rotina, na Clinica Saint Antoine, para analise e registro dos
dados (Anexos 2, 3 e 4). O Anexo 1 corresponde a Carta de Autorizagcdo para

utilizacéo dos dados da Clinica.

3.10. Andalise dos dados

A analise dos dados utilizou um modelo especifico de regressao logistica,
onde a variavel resposta (dependente) indica o0 nUmero de sucessos em um
numero variante de tentativas. No presente estudo, o0 nimero de tentativas refere-se
ao numero de o0citos submetidos ao processo de fertilizagcéo in vitro e o nimero de
sucessos indica 0 numero de odcitos fertilizados. A razdo entre estes sucessos
e tentativas corresponde, assim, a taxa de fertilizacdo (COX e SNELL, 1989).
Neste modelo de regresséo logistica, a significancia de cada variavel independente
em predizer a taxa de fertilizacdo € medida por um teste qui-quadrado de Wald
e, quando adequado, a grandeza do efeito de cada variavel € medida por um
usual odds ratio ou como risco relativo (RR). O uso de modelos com multiplas
variaveis independentes permite o ajuste do efeito de uma variavel pelas demais.
Foi utilizada a técnica de selecdo de variaveis stepwise para assegurar 0

resultado obtido no modelo de regressao logistica multipla.

De forma usual, adotou-se neste estudo um nivel de significancia de 5%.
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A distribuicdo do namero de oOvulos inseminados ou injetados e do
namero de o6vulos fertilizados foi comparada entre as mulheres submetidas as
técnicas de FIV convencional e ICSI através do teste ndo-paramétrico de Mann-

Whitney para amostras independentes (HOLLANDER e WOLFE, 1999).

Neste estudo, para cada variavel analisada, foram calculadas estatiticas

descritivas: o valor médio e o desvio padrao.

3.11. Aspectos éticos

O presente estudo foi realizado a partir de amostras de gametas analisadas
de rotina no Laboratério de Reproducdo Humana da Clinica Saint Antoine em
Bois Guillaume (Franca), sendo parte integrante do diagnostico de fertilidade e
do processo de fertilizag&o in vitro. Foi mantido o anonimato, fora do laboratorio,
dos resultados de cada amostra, respeitando-se a DECLARACAO DE

HELSINKI 1l (2000).
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4. Resultados

Foram analisados 4.016 procedimentos de fertilizacdo in vitro, sendo
1.832 pela técnica de FIV convencional e 2.184 pela técnica de ICSI. A idade
média no grupo total de mulheres e homens foi, respectivamente, 31 + 3,5 anos

e 34 + 5,2 anos.

A Tabela 1 mostra o numero de procedimentos de ICSI e FIV convencional
segundo a faixa etaria e sua taxa de fertilizacdo. A maior concentracdo de
procedimentos ocorreu na faixa etaria de 30 a 34 anos e houve maior nimero
de procedimentos de ICSI, entretanto, ndo houve diferenca significativa na taxa
de fertilizacédo, para FIV convencional e ICSI, nas diferentes faixas etéarias

(p =0,054).
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TABELA 1

TAXA DE FERTILIZACAO PARA TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL
E ICSI, SEGUNDO A FAIXA ETARIA DAS MULHERES

Taxa fertilizacéo

Faixa etaria Técnica n (Média) Desvio padréo
20-24 FIV 35 0,85 0,14
ICSI 116 0,77 0,19
25-29 FIV 503 0,82 0,18
ICSI 714 0,73 0,19
30-34 FIV 886 0,83 0,19
ICSI 940 0,74 0,20
35-38 FIV 369 0,82 0,21
ICSI 379 0,72 0,22

Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=0,054

Em relacéo a taxa de fertilizacdo e ao numero de procedimentos de FIV
convencional e ICSI segundo o0 ano de realizacéo, pode-se observar que houve
diferenca significativa na taxa de fertilizacdo, segundo cada procedimento e o
ano de realizacéo, quando consideramos os anos de 1998, 1999, 2000 e 2002
(p valor <0,01). Em 1.798 procedimentos de FIV convencional houve uma taxa de

fertilizacdo média de 0,83 + 0,2 (média + DP) enquanto que este valor para 0s

casos de ICSI foi de 0,74 + 0,2 (média + DP) (Tabela 2).
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TABELA 2

TAXA DE FERTILIZAGAO PARA TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL
E ICSI, ANUALMENTE, NO PERIODO DE 1998 A 2002

Taxa fertilizacéo

Faixa etéaria Técnica n Desvio padréao

(Média)
1998 FIV 359 0,82 0,19
ICSI 368 0,80 0,19
1999 FIV 385 0,79 0,22
ICSI 361 0,70 0,20
2000 FIV 382 0,84 0,18
ICSI 465 0,71 0,20
2001 FIV 338 0,85 0,18
ICSI 481 0,75 0,20
2002 FIV 334 0,85 0,17
ICSI 480 0,73 0,19

Ano 1998 vs 2002: Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=<0,01
Ano 1999 vs 2002: Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=<0,01
Ano 2000 vs 2002: Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=<0,01
Ano 2001 vs 2002: Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=<0,10

A distribuicAo do numero de O6vulos inseminados ou injetados e do
namero de évulos fertilizados foi comparada, entre as mulheres submetidas as
técnicas de FIV e ICSI, através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para

amostras independentes e esta diferenca foi significativa (Tabela 3 e 4).

TABELA 3

NUMERO MEDIO DE OVULOS INSEMINADOS OU INJETADOS NA
REALIZACAO DAS TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL E ICSI

Técnica N Ovulos Percentil Percentil Minimo MAximo
(Média) (25%) (75%)
FIv 1798 10 6 14 1 40
ICSI 2155 10 7 14 1 41

Teste de Mann-Whitney para amostras independentes, p=0,01
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TABELA 4

ANALISE DESCRITIVA DO NUMERO MEDIO DE OVULOS FERTILIZADOS
APOS REALIZACAO DAS TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL E ICSI

Técnica N Ovulos Fert.  Percentil Percentil Minimo Maximo
(Média) (25%) (75%)
FIv 1798 8 5 12 1 36
ICSI 2155 7 5 11 1 30

Teste de Mann-Whitney para amostras independentes, p=0,01

No total de amostras analisadas, a concentracdo de espermatozoides
apresentou uma média de 35,1 x 10° + 38,9 por mililitro (média + DP), um
percentual médio de espermatozoides progressivos rapidos de 21,1 + 12,8
(média + DP) e um percentual médio de espermatozoides normais de 37,1 +

20,8 (média + DP).

Quanto a morfologia espermatica foram observadas 3.406 amostras de
sémen, utilizadas na realizacdo das técnicas de FIV convencional e ICSI, sendo
que 580 tinham menos de 14% de formas normais e 2.826 apresentavam
valor igual ou superior a 14%. O valor médio da taxa de fertilizacado para
cada grupo foi, respectivamente, 0,75 + 0,2 e 0,80 + 0,2 (média + DP) e esta
diferenca né&o foi significativa. Entretanto, houve apenas 43 procedimentos de
FIV convencional quando a porcentagem de espermatozéides normais foi

inferior a 14% (Tabela 5).
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TABELA 5

TAXA DE FERTILIZAGAO PARA TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL
E ICSI, COM BASE NA MORFOLOGIA ESPERMATICA

Morfologia A - Desvio - .
normal Técnica n Média padréo Minimo Maximo
<14% FIv 43 0,82 0,20 0,00 1,00

ICSI 537 0,74 0,19 0,19 1,00
> 14% FIv 1585 0,84 0,16 0,00 1,00
ICSI 1241 0,74 0,19 0,00 1,00

Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=0,71

Quanto a concentracdo espermatica, os valores médios das taxas de
fertilizacdo para cada grupo estudado foram: 0,75 + 0,2; 0,80 + 0,2 € 0,82 £ 0,2

(média + DP) sem diferencas significativas (Tabela 6).

TABELA 6

TAXA DE FERTILIZAGAO PARA TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL E
ICSI, COM BASE NA CONCENTRACAO ESPERMATICA (MILHOES/ML)

Taxa Desvio
Concent. Técnica n fertilizacao adrdo Minimo Maximo
(Média) b

<10 FIV 184 0,79 0,20 0,00 1,00
ICSI 1074 0,74 0,19 0,00 1,00

10a20 FIvV 210 0,83 0,15 0,35 1,00
ICSI 196 0,76 0,19 0,18 1,00

>20 FIv 1234 0,85 0,16 0,14 1,00
ICSI 411 0,73 0,19 0,14 1,00

Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=0,19
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Quanto a porcentagem de espermatozoides progressivos rapidos,
observaram-se 1.744 amostras de sémen com motilidade inferior a 25% e 1.308
amostras com motilidade superior ou igual a 25%. A taxa de fertilizacdo para
as técnicas de FIV convencional e ICSI, com base na porcentagem de
espermatozoides progressivos rapidos nao apresentou diferenca significativa

(Tabela 7).

TABELA 7

TAXA DE FERTILIZAGAO PARA TECNICAS DE FIV E ICSI, COM BASE NA
PORCENTAGEM DE ESPERMATOZOIDES PROGRESSIVOS RAPIDOS

Progressivos  Técnica Taxa fertilizagéo Desvio Minimo Maximo
rapidos (%) (Média) padrao
<25 FIvV 0,83 0,17 0,00 1,00
ICSI 0,74 0,19 0,10 1,00
>25 FIV 0,85 0,16 0,00 1,00
ICSI 0,71 0,20 0,00 1,00

Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=0,41

Avaliaram-se 311 amostras de sémen anormais, 2.145 no limite de
normalidade (borderline) e 799 normais, utilizando-se a classificacdo da qualidade
do sémen (Quadro 1). A média da taxa de fertilizacdo para cada um dos grupos

descritos foi, respectivamente,: 0,77 £ 0,2; 0,77 £ 0,2 e 0,80 + 0,2 (média + DP),
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sem diferenca significativa entre os grupos quando comparadas as duas técnicas

(Tabela 8).
TABELA 8
TAXA DE FERTILIZACAO PARA TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL
E ICSI, COM BASE NA QUALIDADE DO SEMEN
o Qualidade . Desvio - .
Técnica sémen n Média padréo Minimo Maximo
FIV anormal 79 0,80 0,19 0,00 1,00
borderline 848 0,82 0,19 0,00 1,00
normal 603 0,83 0,18 0,00 1,00
ICSI anormal 224 0,75 0,20 0,00 1,00
borderline 1297 0,74 0,19 0,00 1,00
normal 196 0,71 0,20 0,00 1,00

Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica), p=0,16

Posteriormente, quando se considerou a populacdo de homens com sémen
anormal, subdividida em trés grupos: leve; moderado e severo (Quadro 2)
observou-se que as amostras de sémen com anormalidade severa nédo foram
consideradas para este estudo, ja que, com tal anormalidade espermatica, nao

estaria indicado realizar a técnica de FIV convencional.

Quando foi considerada a taxa de fertilizacdo, segundo a qualidade do
sémen anormal (leve e moderada), observou-se que esta foi superior, quando a

anormalidade espermatica era leve. Esta diferenca foi significativa em ambas as
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técnicas utilizadas, havendo maior taxa de fertilizacdo nos casais submetidos a

técnica de FIV convencional quando comparados a ICSI (Tabela 9).

TABELA 9

TAXA DE FERTILIZACAO PARA TECNICAS DE FIV CONVENCIONAL
E ICSI, COM BASE NA QUALIDADE DO SEMEN (ANORMAIS)

Técnica Sémen n Taxa fert. Desvio Minimo Maximo
anormal (média) padréo
FIV moderado 147 0,81 0,20 0,00 1,00
leve 1383 0,83 0,19 0,00 1,00
ICSI moderado 410 0,73 0,21 0,00 1,00
leve 1307 0,74 0,19 0,00 1,00

Teste qui-quadrado de Wald (ajustado pela técnica e faixas etarias), p = 0,02

Para a analise de regresséo logistica multipla foi utilizada, como variavel
dependente, a taxa de fertilizacdo, com o intuito de avaliar a influéncia das
variaveis, previamente estudadas, sobre a FIV, baseando-se na técnica
utilizada (FIV convencional e ICSI), na faixa etaria das mulheres tratadas, na
concentracdo espermatica, na motilidade progressiva rapida e na porcentagem
de espermatozodides normais. Esta analise mostrou que a Unica variavel com
influéncia na taxa de fertilizacdo in vitro foi a técnica utilizada, sendo superior na
FIV convencional (Tabela 10). Um modelo estatistico utilizando a técnica de

selecdo de variaveis stepwise, confirmou este resultado.

Resultados 55



TABELA 10

ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA MULTIPLA AVALIANDO-SE A INFLUENCIA
DE DETERMINADAS VARIAVEIS SOBRE A TAXA DE FERTILIZACAO IN VITRO

Efeito GL Qui-quadrado de Wald p
Técnica 1 327,51 <0,0001
Faixa etéria 3 4,4286 0,2188
Progressivos rapidos 1 1,8442 0,1745
Concentragao 2 4,8916 0,0867
Normais 1 0,0009 0,9766

GL: Graus de liberdade

A analise de regressao logistica multipla mostrou, também, que o odds ratio
da variavel técnica em relacdo a taxa de fertilizacdo foi de 1,9 (p <0,01). Este
odds ratio foi ajustado pela qualidade do sémen e por faixa etaria. O odds ratio para
um sémen com anormalidade espermatica leve foi 1,1 (p < 0,02). Este odds ratio
também foi ajustado pela técnica e por faixa etaria (Tabela 11). Sendo o odds ratio,
relativo a técnica, maior que o odds ratio relativo a qualidade do sémen, os
resultados sugerem que, perante a taxa de fertilizacéo, a técnica teria uma

importancia maior que a qualidade do sémen.

TABELA 11

RESULTADO DA REGRESSAO LOGISTICA MULTIPLA*SEGUNDO TECNICA E QUALIDADE
DE SEMEN (ANORMAL) EM CASAIS SUBMETIDOS A FIV CONVENCIONAL E ICSI

Variavel Referéncia Odds ratio (IC_95%) valor de p**
Técnica FIV x ICSI 1,91 (1,79-2,03) <0,01
Sémen anormal Leve x Moderado 1,11 (1,01-1,21) 0,02

*Com ajuste por faixa etaria
**Teste qui-quadrado de Wald
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5. Discussao

Neste estudo, avaliou-se o desempenho das técnicas de FIV convencional
e ICSI, baseando-se na qualidade do sémen. Concluida a analise de regressao
logistica, constatamos que caracteristicas espermaticas estudadas (concentracao
espermatica; porcentagem de espermatozoides progressivos rapidos e porcentagem
de espermatozoides morfologicamente normais) ndo tiveram influéncia na taxa
de fertilizacéo, tanto na técnica de FIV convencional, quanto na ICSI. A Unica
variavel que mostrou influéncia significativa na taxa de fertilizacéo foi a técnica
utilizada durante o procedimento de fertilizacdo assistida, com melhores taxas
de fertilizacdo para a técnica de FIV convencional. A analise de regressao
logistica mostrou, ainda, que o odds ratio, considerando-se a variavel técnica
utilizada em relacéo a probabilidade de fertilizacéo foi de 1,9 (p< 0,01). Este OR
foi ajustado pela qualidade do sémen e por faixa etaria. Quando consideramos
a qualidade do sémen anormal (leve) o OR foi 1,1 (p < 0,02). Este valor também
foi ajustado pela técnica e por faixa etaria, embora se considerando apenas
mulheres com idade igual ou inferior a 38 anos. E bem conhecido que o aumento da

idade esta relacionado a uma diminui¢do nas chances de gravidez, seja atraves
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da fertilizacdo natural ou apés fertilizacdo assistida (SCOTT et al.,, 1995;
DEVROEY et al., 1996; GRIMBIZIS et al., 1998). Com o avanco da idade as
reservas ovarianas diminuem, levando a uma diminuicdo no namero de odcitos
obtidos (FADDY e GOSDEN, 1996), um aumento na incidéncia de aneuploidia
em odcitos (MUNNE et al., 1995), e odcitos de ma qualidade (NAVOT et al.,
1991). A idade é, portanto, 0 mais importante fator limitante de sucesso em
fertilizacdo assistida para mulheres com idade superior a 37 anos. Sendo
assim, neste estudo, optamos por avaliar, somente, os resultados obtidos de
mulheres com idade igual ou inferior a 38 anos. Pudemos observar que,
independente da técnica utilizada, ndo houve diminuicdo nas taxas de fertilizacdo

com o aumento da idade da mulher.

A FIV foi inicialmente desenvolvida para o tratamento das mulheres com
obstrucéo tubaria que nao tinham possibilidades de engravidar por outros meios.
Entretanto, logo se estendeu para diversas outras causas de infertilidade, assim
como anovulagdo, infertilidade sem causa aparente, fator imunoldgico de
infertilidade e falha no tratamento por outros métodos. Entretanto, varios estudos
tém monstrado que esta associada a baixas taxas de fertilizacdo e gravidez,
guando realizada no tratamento da infertilidade masculina severa (MAHADEVAN et

al., 1983; ACOSTA et al., 1986; LANZENDORF et al., 1988).

Por outro lado, a ICSI (PALERMO et al., 1992) foi introduzida para o
tratamento de casais com infertilidade masculina severa que ndo se beneficiavam
com a FIV convencional devido a ma qualidade espermética, jA que nestes

casos o tratamento do sémen ndo permite uma recuperacao suficiente (50.000
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espermatozoides moveis por 00cito), ou para casos de azoospermia obstrutiva
e nao obstrutiva (SCHOYSMAN e GERRIS, 1983; SCHOYSMAN et al., 1993;

TOURNAVYE, et al., 1994).

Atualmente, é consenso entre especialistas em reproducao assistida, que
a ICSI esta indicada quando o fator masculino de infertilidade esta presente,
evidenciado por uma analise espermatica anormal severa. Portanto, decisdes
concernentes ao tratamento de escolha (FIV ou ICSI), sdo usualmente feitas apds a
avaliacdo do fator masculino (PLACHOT et al., 2002). A alteracdo espermatica
se expressa clinicamente em graus variaveis de oligoastenoteratospermia,
presenca de anticorpo anti-espermatozoéide, ou azoospermia (obstrutiva ou néo
obstrutiva), onde a ICSI € combinada com a puncédo de testiculo ou epididimo
para a recuperacdo de espermatozoides (SCHOYSMAN et al, 1993; TOURNAYE,
et al., 1994). A ICSI também é recomendada em casos onde houve falha de
fertilizacdo em um ciclo de FIV (KASTROP et al., 1999; FISHEL et al., 2000).
Nestes casos de falha prévia na fertilizacdo, que ocorre em 10% a 20% dos
ciclos, a indicacdo da técnica de ICSI evitaria que um possivel defeito no

gameta masculino ou feminino impedisse a fertilizacao (FISHEL et al., 2000).

N&o se observou, no presente estudo, diferencas nas taxas de fertilizacéo
utilizando-se as técnicas de FIV convencional e ICSI quando se considerou a
concentracéo, motilidade progressiva rapida ou morfologia espermatica. Publicaces
recentes tém feito comparacbes entre FIV e ICSI e exibido discrepantes
resultados. Estudos prospectivos compararam a eficacia de ICSI e FIV convencional

em Ovulos de uma mesma paciente, para diferentes indicacées masculinas.
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Alguns deles (ABOULGHAR et al, 1996a; CALDERON et al. 1995), mostraram
resultados fortemente satisfatérios para a técnica de ICSI. Outros compararam
FIV e ICSI em casos de teratospermia severa. De acordo com alguns autores, uma
alta proporcao de formas anormais pode ser superada, na FIV convencional, por
uma maior concentracdo de espermatozoides, na inseminacao do odcito (HALL et
al, 1995; OEHNINGER et al., 1996). Devido ao uso de diferentes concentracoes
na inseminacdo do oO0cito, divergentes taxas de fertilizacdo tém sido
demonstradas. Devemos assumir que a diferenca na eficiéncia entre FIV
convencional e ICSI, por questdes espermaticas, depende: de critérios de
inclusdo para FIV convencional, experiéncia do servico estudado e

concentracdo e qualidade dos espermatozoéides inseminados.

Neste estudo, quando consideramos a qualidade do sémen (normal,
borderline e anormal), ndo observamos diferenca significativa na taxa de fertilizacéo.
Porém, quando avaliamos a taxa de fertilizacéo, segundo a qualidade de sémen
anormal leve e moderada, constatamos que esta foi superior quando a
anormalidade era leve, em ambas as técnicas utilizadas, e esta diferenca foi

significativa, havendo maior taxa de fertilizacdo nos casos de FIV convencional.

STAESSEN et al. (1999) publicaram que casais com infertilidade tubaria
e normozoospermia ndo apresentaram diferencas na taxa de fertilizacdo, quando
comparados os resultados de FIV convencional e ICSI. Também FISHEL et al.
(2000) concluiram que a ICSI resultou em uma taxa superior de fertilizacéo,
quando comparada a FIV convencional ou FIV com alta concentracdo de

espermatozoides inseminados, devendo ser utilizada em todos os casos com
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falha prévia da fertilizacdo de origem idiopética, e em casos com inadequada
qualidade espermatica. Estes autores sugeriram que a ICSI oferece a vantagem de
ultrapassar as barreiras da fertilizacdo, que podem ser de origem espermatica ou
estar ligada ao évulo, oferecendo um melhor resultado nos disturbios de origem
espermatica. Todavia, estes estudos ndo concluiram que a ICSI é a resposta

para todos os casos de infertilidade que necessitem fertilizagéo in vitro.

Embora alguns estudos tenham mostrado um desenvolvimento embrionario
de baixa qualidade em ICSI quando comparada a FIV (ou devido ao uso de
qualidade espermatica deficiente ou devido a técnica propriamente dita) (OLA et
al., 2001), outros relataram taxas de implantacdo semelhantes em estudos
randomizados, em casos de fator masculino normal (ABOULGHAR et al., 1996a;b).
HSU et al. (1999) observaram qualidade embrionaria e taxas de gravidez
semelhantes em ICSI e FIV, e nenhum impacto da oligoastenoteratospermia
severa sobre os resultados da implantacdo, quando comparadas ICSI e FIV
convencional em ciclos com ovulos doados (modelo favoravel para controle de

qualidade do oé6cito) (OEHNINGER et al., 1998).

BARRAT et al. (1995) apresentaram uma analise da literatura referente a
técnica de ICSI com énfase na fertilizacédo (sucesso e fracasso), desenvolvimento
do embrido, efetividade de custo e seguranca (OLA et al., 2001). As conclusdes
principais foram: (1) mais estudos serdo necessarios para identificar,
prospectivamente, quais casos com sémen aparentemente normal apresentardo
baixa taxa de fertilizacdo em FIV; (2) considerando-se os dados cientificos

disponiveis, efetividade de custo e consideracdes de seguranca, 0s autores nao
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sustentaram o uso de rotina da ICSI em todos tratamentos de FIV. Assim
sendo, a ICSI| somente deveria ser considerada em casos onde 0 sucesso com

a técnica de FIV convencional fosse considerado improvavel.

Desde a introducao da ICSI, a maior preocupacdo tem sido a seguranca
na utilizacdo desta técnica (CUMMINS e JEQUIER, 1994), considerando que ela
permite a selecao arbitraria e injecdo de um unico espermatozoéide para o interior
do citoplasma do 6vulo, ultrapassando varios passos anatdomicos e fisioldgicos
no processo de fertilizacdo. A preocupacao ficou mais evidente quando se realizou
a técnica de ICSI com espermatozoides imaturos, pois foi assumido um risco
devido a alta incidéncia de aberracbes cromossdmicas na populacdo masculina
com azoospermia obstrutiva ou ndo obstrutiva. Em raz&o disto, varios estudos de
criancas nascidas apos ICSI tém sido realizados, revelando néo haver diferenca
guando se consideraram as malformacfes congénitas, porém, parece haver um
aumento no risco de transmissdo de aberracdes cromossémicas, principalmente
anomalias cromossomicas sexuais (PALERMO et al., 1996; BONDUELLE et al.,

1998; TARLATZIS e BILI, 1998; BONDUELLE et al., 1999).

E fato bem estabelecido que alguns casos de infertilidade severa estio
associados a aberracdes e/ou anomalias cromossémicas, como microdelecdes
do cromossomo Y, mutacdes associadas a auséncia congénita dos ductos
deferentes e outros (KENT-FIRST et al., 1996; MARTIN et al., 1998; ST JOHN,
1999; ROVIO et al., 2001). Aléem de aneuploidia e microdelecdes, espermatozoides
de homens inférteis podem conter outras alteracdes nucleares, como disturbios na

estrutura do DNA. Defeitos no DNA podem ocorrer como resultado de anomalias
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durante a espermatogénese ou apds, como consequéncia de um stress oxidativo

(AITKEN et al., 1989; 1998; BARROSO et al., 2000).

Devido ao fato da técnica de ICSI ser utilizada na auséncia de um
diagnéstico etiolégico ou fisiopatologico, existe uma preocupacdo com 0 risco
de transmissdo de doenca cromossdmica ou genética (CUMMINS e JEQUIER,
1994; 1995). Existem ainda evidéncias que a falha reprodutiva possa se originar
de uma teratogenicidade mediada pelo fator masculino (BRINKWORTH, 2000)
e, incertezas sobre as consequéncias do DNA danificado no espermatozéide
e provaveis contribuicdes potencialmente negativas durante a embriogénese

(SAKKAS et al., 1998).

Teoricamente, o procedimento de injecdo intracitoplasmatica poderia
danificar estruturas citoplasmaticas presentes no odcito resultando em agressao
celular e anomalias cromossomais numéricas que prejudicariam o desenvolvimento
embrionario. Um estudo realizado por DUMOULIN et al. (2001), revelou que certos
aspectos técnicos no procedimento de injecdo podem afetar o desenvolvimento

embrionario, mas néo parece influenciar a taxa de anomalias cromossomais.

Apesar das preocupacfes, a saude das criancas concebidas através da
técnica de ICSI vem sendo globalmente assegurada (BONDUELLE et al.,
1999). A incidéncia de malformacOes maiores €, aproximadamente, 3% a 4%,
que é semelhante a populacdo em geral (VAN STEIRTEGHEM et al., 1998;
PALERMO et al., 2000). Outro estudo de BONDUELLE et al. (2002) comparou

dados neonatais de 2.889 bebés nascidos apos ICSI e 2.995 bebés nascidos
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apoés FIV, e ndo observou aumento no risco de malformacdes e/ou complicacées
neonatais no grupo de ICSI. Adicionalmente, estudos neurolégicos caso-controle
bem definidos do desenvolvimento destas criancas, ndo revelaram nenhuma

diferenca (SUTCLIFFE et al., 2001; BONDUELLE et al, 2003).

LOFT et al. (1999) avaliaram 665 criancas nascidas através da ICSI, na
Dinamarca, e ndo observaram problemas em relacdo a malformacbes, e os
resultados pré-natais foram similares a de outros tipos de nascimentos. E
importante destacar a possibilidade de viés, por ndo se haver comparado os

resultados com outras criancas da populacao geral.

Apesar dos relatos disponiveis ndo comprovarem aumento das malformacoes,
a taxa de hipospadias tem sido relatada maior que a esperada para a populacéo
geral (SUTCLIFFE et al., 1998; WENNERHOLM et al., 2000; ERICSON e
KALLEN, 2001), especialmente nas gravidezes obtidas de homens oligospérmicos.
Uma das possiveis explicacbes para este tipo de malformacédo, quando se
realiza ICSI, € que como estas gravidezes sédo obtidas, em geral, de homens
com defeitos na espermatogénese e anomalias testiculares, provavelmente
carreguem algum defeito genético que condicione a transmissao deste tipo de
problema. Especula-se que o mesmo defeito genético pudesse ser o fator que

tenha provocado o distarbio na fertilidade.

Foram avaliadas as anormalidades cromossdmicas entre 447 casais
participantes de um ciclo de FIV. O nimero de aberracdes encontradas foi superior

ao esperado para a populacédo geral, e apesar das aberracbes cromossémicas
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encontradas terem um risco menor de transmissdo aos recém nascidos, 0 que
surpreendeu foi o alto nimero de aberragfes encontradas entre as mulheres. Os
autores dessas observacdes sugeriram que nao s6 os homens, mas também suas
parceiras, deverao ser avaliadas do ponto de vista genético, antes de submeter-se

a um procedimento de ICSI (MESCHEDE et al., 1998).

Publicacdes recentes mostraram que aneuploidia no cromossoma sexual
e anomalias autossdmicas estruturais estdo significantemente aumentadas em
criancas nascidas pos ICSI (VAN DE VELDE et al., 1998; VAN STEIRTEGHEM
et al., 2002). Outro estudo atual, realizado na Australia, mostrou que 8,6% e 9%
das criancas nascidas por ICSI e FIV, respectivamente, apresentaram malformacoes
no primeiro ano de vida significativamente maior que os 4,2% observados em
criancas concebidas naturalmente, concluindo que criancas nascidas pos ICSI
tinham risco de malformagcbes duas vezes maior que aguelas concebidas
naturalmente. Estas constatacbes sdo um alerta para avaliagcdes futuras em

outros paises (HANSEN et al., 2002)

Certamente mais estudos serdo necessarios, particularmente controlando
a idade materna. A vigilancia é exigida para monitorar a técnica e identificar
qualquer impacto negativo, em longo prazo, na saude destas criancas (FADDY
et al.,, 2001; OEHNINGER, 2001). Hoje destacamos a importancia de
concentrar esforcos direcionados a identificacdo da etiologia e fisiopatologia de
lesbes e/ou disfuncbes no espermatozoide ou odcito, responsaveis pela
deterioracdo no processo de fertilizacdo, e ainda contribuicdes potenciais para

uma embriogénese defeituosa.
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Embora milhares de bebés tenham nascido através da técnica de ICSI
(BONDUELLE et al., 1992; PALERMO et al., 1992; VAN STEIRTEGHEM et al., 1993;
OEHNINGER et al., 1995; PALERMO et al., 1999; BONDUELLE et al., 2002) existem
relatos sobre o potencial de anomalias durante a fertilizacdo e também no bebé,
como resultado desta técnica, (KENT-FIRST et al., 1996; HEWITSON et al.,
2000; TERADA et al., 2000) indicando a necessidade de mais testes de ICSI
em animais, em busca de um maior entendimento das consequéncias desta
técnica a longo termo (YANAGIMACHI, 1995). Embora um vasto estudo nao
tenha evidenciado diferencas em defeitos no nascimento (BONDUELLE, et al.,
2002), é possivel que problemas resultantes desta técnica seja revelados mais

tarde (BAVISTER, 2002).

No momento atual, especialistas em reproducao assistida discutem sobre
as indicacdes da ICSI no tratamento do casal infértil (STAESSEN et al. 1999;
FISHEL et al. 2000; OEHNINGER, 2001; OLA et al.,, 2001). A analise de
resultados publicados e os apresentados nesta tese indicam que nao existem
dados sugestivos que a ICSI deva ser realizada em todos os casos de
fertilizacdo in vitro (OLA et al., 2001), principalmente quando o fator masculino
nao estiver presente. Portanto, novos estudos devem ser realizados na tentativa
de elaborar critérios que permitam uma indicacdo mais precisa desta técnica,
juntamente com o desenvolvimento de alternativas dirigidas, mais simples,

menos caras e mais seguras.

No nosso estudo, considerando a taxa de fertilizacdo, pudemos observar que

a técnica de FIV convencional superou a técnica de ICSI, independentemente
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da qualidade espermatica, excluindo-se a anormalidade severa. Em 2003, uma
revisdo da literatura realizada por VAN RUMSTE et al., com o intuito de
investigar se ICSI aumenta a taxa de bebés nascidos, em comparacdo com FIV
convencional, constatou ndo haver dados de estudos randomizados, comparando
taxa de nascidos vivos. O Unico estudo randomizado identificado foi realizado por
BHATTACHARYA et al. (2001), que ndo encontrou diferenca na taxa de gravidez
(OR 1,4, 95% IC 0,95 - 2,2). Ainda neste estudo, a taxa de implantac&o foi mais
alta no grupo de FIV que no grupo de ICSI (95/318 — 30%) versus (72/325 — 22%). A
taxa de gravidez por ciclo também foi mais alta apos FIV e, ainda, o tempo gasto no
laboratorio foi mais curto com FIV que com ICSI. Segundo estes autores, a
técnica de ICSI néo oferece nenhuma vantagem sobre FIV em casais com fator
masculino normal, concluindo que este procedimento deva ser reservado para

casais inférteis com fator masculino severo (VAN RUMSTE et al., 2003).

O presente estudo contribuiu nesse sentido, ao avaliar o desempenho
das técnicas de FIV convencional e ICSI, tendo como base a qualidade do
sémen, e concluiu que a técnica de FIV é superior a de ICSI, quando tratados
casais com sémen normal e anormal (leve e moderado). Baseando-se nos
dados deste estudo, podemos afirmar que a ICSI ndo deve ser indicada para
casais inférteis com sémen normal e com anormalidade leve e moderada, a
menos que a recuperacao espermatica prévia ndo seja satisfatéria e a
concentracdo de espermatozoéides necessarios a inseminacao do odcito in vitro
nao seja suficiente. Ainda neste estudo, € importante considerar que a escolha

da técnica a ser utilizada nao foi aleatoria, mas baseada na avaliacao clinica e
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laboratorial dos casais candidatos a fertilizacdo assistida. Isto pode, de alguma
forma, ter influenciado nos resultados entre as duas técnicas . Entretanto, cabe
ressaltar que, embora processos de randomizacao sejam considerados adequados
para homogeneizacdo da amostra, por questdes éticas, fica dificil justificar a
escolha da técnica para determinado casal sem embasamento na avaliacédo

clinica e laboratorial dos mesmos.

Embora o uso da ICSI para todos os casos de fertilizacdo assistida possa
minimizar as chances de falha total de fertilizacdo, o uso indiscriminado desta
técnica para todos os casais que necessitem de fertilizacdo assistida ndao se
justifica. A ICSI € um procedimento invasivo, que ultrapassa as barreiras naturais
que funcionariam, em algumas situacdes, como filtro, impedindo a ocorréncia
de um desenvolvimento embrionario anormal. Deve-se ainda considerar que a
ICSI é um procedimento complexo, de alto custo e maior risco, a longo prazo,

para as criancas, quando comparada a FIV convencional.

Considerando-se as evidéncias atuais, 0 mais racional seria continuar em
busca de um melhor conhecimento dos gametas, tentando identificar, previamente,
aqueles que falhariam no processo de fertilizac&o in vitro. E assim determinar

qual o limite de anormalidade que autorizaria a indicacéo da ICSI.

Discussdo 68



6. Conclusoes

1. A técnica de FIV convencional foi superior a técnica de ICSI, quando

3.

avaliada a taxa de fertilizacdo, em casais com sémen normal ou no limite da

normalidade.

A técnica de FIV convencional apresentou uma taxa de fertilizacdo superior
em relacdo a técnica de ICSI e esta diferenca foi significativa,

independentemente da qualidade do sémen.

A concentracdo, motilidade e morfologia espermatica néo tiveram influéncia
na taxa de fertilizacdo. A Unica variavel com influéncia significativa na taxa

de fertilizacao foi a técnica de FIV utilizada.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1 - Carta de Autorizagdo para Estudo dos Dados

Docteur BASTIT Patrick

Clinique St Antoine

Laboratoire de Biologie de la Reproduction
696, rue Pinchon

76230 BOIS GUILLAUME

Tel: 02.35.12.60.18
Fax: 02.35.12.61.99
Le 15 octobre 2002
Mr. le Pr BAHAMONDES
Université de Campinas
Sous couvert du Dr BIAZOTTI

Monsieur le Professeur,

La fécondation in vitro est une technique d'assistance Médicale a la Procréation
qui, comme vous le savez, a maintenant largement fait les preuves de son efficacite.

Depuis bientét 25 ans, elle a permis la naissance de centaines de milliers
d'enfants de par le monde.

Cette teehnique s'adresse essentiellement aux couples inféconds pour lesquels le
sperme reste proche des valeurs normales.

Depuis plus de 10 ans maintenant, une nouvelle technique s'est largement
répandue : l'injection intra-cytoplasmique d'un spermatozoide.
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Initialement réservé aux troubles majeurs de la production ou de I'excrétion
spermatique quand la fécondation in vitro n'était techniquement pas possible, elle a

bouleversé le pronostic de ces infertilités masculines sévéres.

Cependant et sirement en raison de son taux elevé de succes dans les équipes
expérimentées (> 35 % de grossesses cliniques par tentative) on assiste bien des endroits

a une dérive dans ces indications au détriment de la fécondation in vitro.

Cette pratique parait excessivo voire potentiellement dangereuse en raison du
manque de recul sur cette technique qui ne permet pas encore de juger si elle génere des
effets déléteres: transmission de particules étrangeéres virares ou autres lors de I'injection,
perturbations de I'arrangement chromosomique, propagation de maladies géniques ayant
des implications sur I'enfant a na'itre.

De plus, étant donné la répartition naturelle moitié moitié de la responsabilité
féminine et masculine dans l'infécondité du couple, il est illogique d'en arriver a une
pratique <<tout ICSI >>.

En fait les pratiques ont encore besoin d'étre évaluées et je pense que c'est ce que
se propose de réaliser le Dr Christina BIAZOTT]I dans son travail de these.

Je connais bien Christina, puisque l'essentiel de son cursus de formation en Biologie
de Reproduction s'est effectué dans mon unité de Biologie tant publique que privée.

J'atteste donc ici de son sérieux et de sa motivation.

Bien entendu, je suis disposé a lui permettre d'exploiter pour son travail les

donnés colligées dans mon laboratoire.

En espérant que ce travail pourra étre mene a bien, veuillez croire, Monsieur le
Professeur, a I'assurance de mes sentiments les meilleurs.

Patrick Bastit
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9.2. Anexo 2— Classificagcdo da Morfologia Espermatica segundo David et al., 1975
Spermocitogramme Nom : prénom :
Date :
EEY 4yu
Vrais :.
Normaux | Acro-vésiculeux @
Acro-hétérogénes
Simples 1
Formes | Base amincie 2 > Cp—- -
allo?a%ees Battant de cloche 3 _ppr— < -
Effilés 4
f. amincies (b) > o
»—
Microcéphales (c) O"
g
@
- Macrocéphales (d) O’__ T
©
[}
; S—
" N
3 Dupliquées (e)
g
o Contourirégulier 1 JPp—-- (o
c
<
_Formes 1 5 . osome mal forme 2 O"" 0*"'
irreguliére >
(®
Sans acrosome 3 "_ E sy
f. en lyse (g) @‘ ” @—
<5} .
= Restes cytoplasmiques (h) "”'
Q
k3]
=
a Angulations (i) W
o Flagelles absents (j) OQ
8
D
GE) Flagelles courts (K) O%Q’“ O’/‘\
I3
= Flagelles enroulés (1) @ C’@
S
Q@
a Flagelles doubles (m)

Flagelles isolés
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9.3. Anexo 3 - Ficha de Avaliacdo Espermatica

UNITE DE BIOLOGIE DE LA REPRODUCTION - Docteur P. BASTIT _

Clinique Saint-Antoine - 696, rue Robert Pinchon - 76230 BOIS-GUILLAUME (Rouen) - Tél. 35 12 60 18

Unité rattachée au LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE ET DE CYTO-PATHOLOGIE Dr PRENTOUT et Dr GRAY
46, rue de Bouvreuil, 76007 ROUEN CEDEX

M. DATE :
Mme
Lieu de recueil :
PRESCRIPTEUR Durée de I'abstinence :
e S vc;LUMé : il MOBILITE aprés 1h 4h
P
EPH progressive % o,
R
M | VISCOSITE : non progressive 9%, o,
o |
g NUMERATION : nulle o >y
G Spermatozoides - Millions / ml VITALITE : %
"é‘ | Cellules : Millions / mi AGGLUTINATS
| FORMES TYPIQUES : %
M |
O | DETAIL DES ATYPIES SPERMATIQUES : AUTRES ELEMENTS :
'H, ' TETE FLAGELLE
g | Allongée : Reste cytoplasme Flagelles isoles
Amincie : Angulation : Spz en lyse
L Microcéphale I P interm gréle : Polynucléaires
O Macrocephale Ecourté : Cellules sperm
G | Multiple Enroulé : Autres cell
I | Acrosome malf : Multiple ; Fragments cell
E | Baseanormale : Absent
Calibre irrég.
M | TECHNIQUE :
| NUMERATION SPERMATIQUE : Millions / ml
G 5
R MOBILITE progressive : % RENDEMENT : 4
# | MOBILITE sur place : % FORMES TYPIQUES : %
1 Volume obtenu : mi
ﬁ SPZ MOBILES OBTENUS PAR ML TRAITE :
‘ SURVIE 424 H: Y &

SPERMOCULTURE :

AUTRES EXAMENS :

CONCLUSION :

L.AM, autorisé N° 76
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9.4.

Anexo 4 — Ficha de Dados Coletados em Fertilizag&o in vitro

Cliniqu

UNITE DE BIOLOGIE DE LA REPRODU CTION - DOCTEUR F. BASTIT

Unité rattachée s LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE ET DE CYTO-PATHOLOGIE

Dr PRENTOUT et Dr GRAY

& Sainl Anloine - 96 rue Robert Pinchon - 76230 BO15S GUILLAUME (Rouen) - TEL 02.35.12.60.18

COMPTE RENDU DE TECHNIQUE DPANLE dn. e e Ly

IVEOMSTEAT INCIME PEBIMOINL ... covoomr e saesor oo 0 e 150

FIV - 051 - GIFT N® oo M* Diassier Clinigue © ........... N¥ dossier Labo @ ... NTFIVNAT . b=
RECHERCHE DES COMPLEXES CUMULO OVOCYTAIRES (CCO) =
[ =
il Wb de CCO trouvés - __ __ Nb CCO gardés E
Hewr=: __ __ __ Nb d'ovocytles en WG o en MI: _ E
Techniclen: __ Gynéco ;
echnicien E
PREPARATION DU SPERME Recoeil isoloir N7 @ .. Heore @ . o
Erat de samté réoent de IROMITIE | s i s s b
i1} Qualité initiale : Mormale - OAT - AC - AUTRES & oo e saniass s ssiass osis
Préparation : centrifugation simple Gradient de densité TORENTAL O
Résultat: Tresbon D Maoyen 2 Faible 2 Technicien® @ _
-7 VORI L ||| |1 || ——
Heures de mise en contact ou de fin de microimpection _ _ _ Techmicien® : __
Nombre d"Cvocyres injectés @
DECORONISATION
11 NbaZPN: __ NbadPN:__ NbalBl:__ __ Hewre = __
Infection : oni A non 3 Technicien™ : _ __ __
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12 Kb embryons ; de lpe & s P s )
J33135 Type mibbew = . ..o Résultare : ... ... Techmicien*: _ _
REPLACEMENT EMERYONNAIRE E‘
=
Placemena} _ Nbdembryons: _ de qualitf ..o % ccocrncrininnis Fovnree E
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