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Luveriss

alfalutropina

A suplementacao com
rr-hLH pode determinar
beneficios sobre a evolucao
do tratamento para
mulheres acima de 35 anos
de idade

Possibilita a
individualizacao do
tratamento’

LUVERIS® 75 Ul (alfalutropina) - USO ADULTO - Para uso subcutaneo. Indicagao: Luveris® em associagdo com uma preparagdo de hormonio foliculo estimulante (FSH), é recomendado para a estimulagdo do desenvolvimento
folicular em mulheres com insuficiéncia grave de LH e FSH. Luveris® deve ser administrado segundo um esquema de injecdes didrias, simultaneamente ao FSH. Dado que estas pacientes sdo amenorréicas e tém uma reduzida se-
crecao de estrogénios enddgenos, o tratamento pode ser iniciado a qualquer momento. Contraindicacdes: hipersensibilidade as gonadotrofinas ou a qualquer dos excipientes; carcinoma do Utero, ovario ou mama; tumores ativos,
ndo tratados, do hipotalamo e da hipéfise; hipertrofia ou cistos ovarianos de etiologia desconhecida; hemorragias ginecoldgicas de etiologia desconhecida. Precaugdes e adverténcias: Nao deve ser utilizado quando néo € possivel
a obtencdo de uma resposta efetiva, tais como, faléncia ovariana, mé formagéo dos 6rgaos sexuais ou tumores fibrdides do Utero incompativeis com a gravidez. As pacientes devem ser examinadas em relagdo a hipotiroidismo,
insuficiéncia da supra-renal, hiperprolactinemia e tumores do hipotdlamo ou hipéfise. Risco aumentado de hiperestimulagéo, podendo conduzir a um grave quadro clinico, caracterizado por cistos ovarianos de grandes dimensdes,
que podem romper. Uma excessiva resposta ovariana raramente origina uma hiperestimulagao significativa, exceto se houver administragao de hCG para induzir a ovulagdo. Portanto, é prudente ndo administrar hCG nestes casos
e recomendar a paciente a abstencao de relagdes sexuais, ou métodos anticoncepcionais de barreira, durante pelo menos 4 dias. Recomenda-se a monitorizagao com ecografia, bem como medicdes do estradiol. Em pacientes
submetidas a indugdo de ovulagdo, a incidéncia de gravidez e nascimentos multiplos é maior, em comparagdo & concepgao natural. Luveris® ndo deve ser administrado durante a gravidez e a amamentagao, em idosos, criangas
e outros grupos de risco. N&o se conhecem os efeitos da superdosagem com alfalutropina, no entanto, pode-se admitir a ocorréncia da sindrome da hiperestimulagéo ovariana. Reages adversas: A alfalutropina € utilizada em
associagdo com alfafolitropina, sendo dificil atribuir efeitos indesejaveis a qualquer das substancias utilizadas. Foram relatadas reagdes ligeiras e moderadas no local da injegéo (equimose, dor, rubor, prurido ou edema). Nao foram
relatadas reacdes graves no local da injegao nem reacdes alérgicas sistémicas apds a administragdo de Luveris®. A sindrome de hiperestimulagao ovariana foi observada em menos de 6% das pacientes tratadas com Luveris®. Ndo
foi relatada sindrome de hiperestimulagao ovariana grave. Podem ocorrer tromboembolia, torséo dos anexos (uma complicagdo do aumento do volume ovariano) e hemoperitnio. Pode também ocorrer gravidez ectopica, especial-
mente em mulheres com histéria de doenca tubaria anterior. Reagdes mais comuns: reages no local da injecéo, cefaléia, sonoléncia, nuseas, dor abdominal, dor pélvica, sindrome de hiperestimulagdo ovariana, cistos ovarianos,
dor nas mamas. Posologia: O tratamento deve ser adaptado a resposta individual da paciente, avaliada pela medigéo das dimensdes do foliculo por meio de ecografia e do nivel de estrogénios. Inicia-se com a administragao didria
de 75 Ul de alfalutropina, por até 3 semanas, em associago com 75-150 Ul de FSH. Se um aumento da dose de FSH for considerado apropriado, o ajuste da dose deve ser efetuado, de preferéncia, apés intervalos de 7-14 dias e,
de preferéncia, com incrementos de 37,5-75 Ul. Pode ser aceitavel prolongar a duragdo da estimulagdo em qualquer um dos ciclos até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta 6tima, deve ser administrada uma Unica injecéo
de hCG, 24-48 horas apos as Ultimas injecdes de Luveris® e de FSH. Recomenda-se que a paciente tenha relagdes sexuais no dia da administrago de hCG, bem como no dia seguinte. Como alternativa, pode ser efetuada uma
inseminacdo intra-uterina. Pode ser necessério um suporte da fase Iitea, uma vez que a auséncia de substancias com atividade luteotropica (LH / hCG) apés a ovulago pode conduzir a uma faléncia prematura do corpo llteo.
Se for obtida uma resposta excessiva, o tratamento deve ser interrompido e 0 hCG ndo deve ser administrado. O tratamento deve ser reiniciado no ciclo seguinte, com uma dose de FSH inferior a do ciclo anterior. Modo de Usar:
Para administragdo subcutanea Unica e imediata apés abertura e reconstituigdo. Luveris® pode ser misturado com Gonal-f® monodose em 1 ml de solvente, e co-administrado numa injecdo Unica. Neste caso Luveris® deve ser
reconstituido em primeiro lugar e depois utilizado para reconstituir o pd de alfafolitropina. Os produtos ndo utilizados ou os residuos devem ser descartados. Conservagao: Conservar em temperatura abaixo de 25°C. Proteger da
luz. Nessas condiges o medicamento é estével por 36 meses. VENDA SOB PRESCRICAQ MEDICA. SAC Merck Serono: 0800-113320. Reg MS 1.0089.0354

Referéncia: 1. Humaidan P, Bungum M, Bungum L, Yding Andersen C. Effects of recombinant LH supplementation in women undergoing assisted reproduction with GnRH agonist down-regulation and stimulation with recom-
binant FSH. RBM On-line 2004; p.1204. 2. Shoham Z, Balen A, Patel A et al. Results of ovulation induction using human menopausal gonadotropin or purified follicle-stimulating hormone in hypogonadotrophic hypogonadism
patients. Fertil Steril 1991; 56: 1048-1053.

Contraindicagdo: pacientes com carcinoma do Utero, ovario ou mama. Interacdo medicamentosa: Luveris® ndo deve ser coadministrado a outros
medicamentos na mesma seringa, exceto Gonal-f® na apresentacéo monodose. A PERSISTIREM 0S SINTOMAS O MEDICO DEVERA SER CONSULTADO.
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INFORMAGOES GERAIS

1. O Jornal Brasileiro de Reprodugdo Assistida (J Bras
Rep Assist) é a publicagdo oficial da Sociedade Brasileira
de Reprodugdo Assistida (SBRA - www.sbra.com.br) para
conteldos cientificos, com periodicidade trimestral. E diri-
gido a especialistas e pesquisadores em salde, particular-
mente ginecologistas, andrologistas, bidlogos, urologistas e
embriologistas. Sdo aceitos para avaliagdo estudos basicos
e clinicos nas areas de reproducdo assistida, infertilidade,
genética reprodutiva, imunologia reprodutiva, andrologia,
microbiologia reprodutiva, laboratério em reproducgédo assis-
tida e endocrinologia ginecoldgica, sob a forma de artigos
originais, artigos de revisdo, artigos de atualizagdo e rela-
tos de caso (conforme detalhamento a seguir). Os artigos
podem ser submetidos nos idiomas portugués, espanhol
ou inglés. Autores interessados em traduzir seu artigo para
inglés podem solicitar um orgamento de tradugdo ao J Bras
Rep Assist.

2. Artigos submetidos ao J Bras Rep Assist devem ser inéditos,
isto é, ndo devem ter sido publicados nem submetidos para
analise por outras revistas, no todo ou parcialmente. Em casos
de figuras ja publicadas, autorizagdo deve ser obtida e a fonte
deve ser citada. Uma vez publicados, os artigos passam a ser
de propriedade da SBRA.

3. As InstrugOes para Autores do J Bras Rep Assist incorporam
as recomendagdes dos Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals. A versao completa do texto
estd disponivel em www.icmje.org. Manuscritos que estive-
rem em desacordo com as instrugdes aqui apresentadas serdo
devolvidos para a incorporagao de ajustes antes da avaliagao
pelo Conselho Editorial.

4. Todo artigo publicado no J Bras Rep Assist passa pelo
processo de revisdo por especialistas (peer review). Os arti-
gos submetidos sdo primeiramente encaminhados aos edito-
res para uma avaliagdo inicial quanto ao escopo do trabalho e
as exigéncias editoriais do Jornal. Se a avaliagdo é positiva, o
artigo é enviado a dois revisores especialistas na area perti-
nente. Todo o processo € anénimo, ou seja, 0s revisores sdo
cegos quanto a identidade dos autores e seu local de origem
e vice-versa. Apds a avaliacdo do artigo pelos revisores,
os artigos podem ser aceitos sem modificagdes, recusados
ou devolvidos aos autores com sugestdes de modificagdes,
sendo que cada artigo pode retornar varias vezes aos autores
para esclarecimentos e modificagdes, sem que isso implique
necessariamente a aceitagdo futura do trabalho.

5. O numero de autores de cada manuscrito fica limitado
a seis. O conceito de co-autoria implica contribuigdo subs-
tancial na concepgdo e planejamento do trabalho, analise e
interpretacdo dos dados e redagdo ou revisdo critica do texto.
ContribuigBes significativas feitas ao estudo, mas que ndo se
enquadram nesses critérios, podem ser citadas na segdo de
agradecimentos.

6. Artigos de pesquisas clinicas (clinical trials) devem ser
registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos valida-
dos pelos critérios estabelecidos pela Organizagdo Mundial
da Salde e pelo International Committee of Medical Journal
Editors (por exemplo, www.actr.org.au, www.clinicaltrials.
gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/index/htm e
www.trialregister.nl). O nimero de identificagdo do estudo
devera ser apresentado ao final do resumo.

7. Para textos que forem aceitos para publicagdo, uma
declaragdo, assinada por todos os autores devera ser
enviada a revista, contendo as seguintes informagdes: a)
0 manuscrito é original; b) o manuscrito ndo foi publicado
nem submetido a outra revista, nem o sera se vier a ser
publicado no J Bras Rep Assist; c) todos os autores parti-
ciparam ativamente na elaboragdo do estudo e aprovaram
a versao final do texto; d) situagdes de potencial conflito
de interesse (financeiro ou de outra natureza) estao sendo
informadas; e) foi obtida aprovagdo do estudo pelo comi-
té de ética da instituicdo a qual o trabalho esta vinculado
(para artigos que relatam dados de pesquisa experimental;
f) foi obtido consentimento informado dos pacientes inclu-
idos no estudo (quando aplicavel). As informacgGes sobre a
aprovacdo do estudo por comité de ética e a obtengdo de
consentimento informado também devem constar na segdo
Métodos do artigo.

Instrucdes para Autores

8. Antes da publicacdo dos artigos aceitos, os autores
correspondentes receberdo, via e-mail, em arquivo PDF, o
artigo editorado para aprovagdo. Nessa fase, as corregdes
devem limitar-se a erros tipograficos, sem alteragdo do
conteudo do estudo. Os autores deverdo devolver as provas
aprovadas via e-mail ou fax até 48 horas apds o recebimen-
to da mensagem.

TIPOS DE ARTIGOS PUBLICADOS

Artigos originais. Trabalhos resultantes de pesquisa cien-
tifica que apresentam dados originais sobre aspectos expe-
rimentais ou observacionais de carater médico, bioldgi-
co, bioquimico e psicossocial e incluem analise estatistica
descritiva e/ou inferéncias de dados préprios. Esses arti-
gos tém prioridade para publicagdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas segGes Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussdao ou equivalentes, Conclusdes), agra-
decimentos (se aplicavel), lista de referéncias (maximo de
40), tabelas (se houver), legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Artigos de revisdo. Trabalhos que tém por objetivo resu-
mir, analisar, avaliar ou sintetizar trabalhos de investigagao
ja publicados em revistas cientificas. Devem incluir sintese e
analise critica da literatura levantada e ndo ser confundidos
com artigos de atualizagdo. Devem ser compostos de: pagi-
na de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e keywords,
texto, lista de referéncias, tabelas (se houver), legendas de
figuras (se houver) e figuras (se houver).

Artigos de atualizacdo ou opinido. Trabalhos que rela-
tam informagdes geralmente atuais sobre tema de interesse
para determinadas especialidades (por exemplo, uma nova
técnica ou método). Tém caracteristicas distintas de um
artigo de revisdo, visto que ndo apresentam analise critica
da literatura. Devem ser compostos de: pagina de rosto,
resumo e palavras-chave, abstract e keywords, texto, lista
de referéncias, tabelas (se houver), legendas de figuras (se
houver) e figuras (se houver).

Relatos de caso. Artigos que representam dados descriti-
vos de um ou mais casos, explorando um método ou proble-
ma através de exemplo(s). Os casos escolhidos devem ser
de grande interesse, com doenga ou evolugdo incomuns
ou submetidos a tratamentos inusitados ou alternativos.
Podem envolver humanos ou animais e devem apresentar
as caracteristicas do individuo estudado (sexo, idade, etc.).
Devem ser compostos de: pagina de rosto, resumo e pala-
vras-chave, abstract e keywords, texto (dividido nas segdes
Introdugdo, Descrigdo do caso e Discussdo ou equivalentes),
lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e figu-
ras (se houver).

Cartas ao leitor. Cartas ao editor comentando, discutin-
do ou criticando os artigos publicados no J Bras Rep Assist
serdo bem recebidas e publicadas desde que aceitas pelo
Conselho Editorial. Devem ser compostas de: titulo, nome
do autor, identificacdo da publicagdo que estd sendo comen-
tada e lista de referéncias (se houver). Recomenda-se um
maximo de 500 palavras, incluindo referéncias. Sempre que
possivel, uma resposta dos autores sera publicada junta-
mente com a carta.

PREPARACAO DOS ORIGINAIS

Utilize preferencialmente o processador de texto Microsoft
Word®. Os trabalhos devem ser digitados em fonte Times
New Roman tamanho 12, espaco simples, alinhados a
esquerda, iniciando cada segdo em pagina nova, na seguinte
ordem: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto, agradecimentos, lista de referéncias, tabe-
las, legendas de figuras e figuras. Todas as paginas devem
ser numeradas.

Siglas devem ser definidas por extenso na primeira ocorréncia
no texto; apds a primeira ocorréncia, somente a sigla devera
ser utilizada. No resumo, o uso de siglas deve ser evitado.
Substancias devem ser apresentadas utilizando seu nome
genérico. Se relevante, o nome comercial da substéancia e o
fabricante podem ser informados entre parénteses.

A apresentacgdo de unidades de medida deve seguir o sistema
internacional (SI).

Genes de animais devem ser apresentados em italico com
inicial mailscula (exemplo: Sox2); genes de seres huma-
nos também devem ser apresentados em italico, porém
com todas as letras mailsculas (exemplo: SOX2). Proteinas
devem seguir o mesmo padrdo de mailsculas/minusculas,
porém sem italico.
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PAGINA DE ROSTO

A pagina de rosto deve conter:

- Titulo conciso e explicativo, representando o contetido do
trabalho, em portugués e inglés

- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres)

- Nomes dos autores

- Afiliacdo dos autores, indicando departamento/unidade,
instituicdo e regido geografica

- Nome da instituigdo onde o trabalho foi executado

- Informacdes sobre auxilios recebidos sob a forma de finan-
ciamento, equipamentos ou medicamentos

- Congressos onde o estudo foi apresentado

- Nome, endereco, telefone, fax e email do autor correspon-
dente

RESUMO E ABSTRACT

Todos os trabalhos devem apresentar um resumo em
portugués e um abstract em inglés. Trabalhos escritos em
espanhol devem apresentar, além do resumo no idioma
original, também um resumo em portugués e um abstract
em inglés. O contelido dos textos deve ser idéntico, e ndo
deve ultrapassar 250 palavras. Para artigos originais, o
resumo deve ser estruturado como segue: Objetivo, Méto-
dos, Resultados e Conclusdes. Para relatos de caso, artigos
de revisdo e artigos de atualizagdo, o resumo nao deve ser
estruturado. Deve-se evitar o uso de abreviagdes no resu-
mo, e ndo devem ser citadas referéncias.

Logo apds o resumo/abstract/resumen, deverdo ser apre-
sentadas de trés a seis palavras-chave que sejam integran-
tes da lista de Descritores em Ciéncias da Saude (http://
decs.bvs.br).

AGRADECIMENTOS

Esta segdo é dedicada a reconhecer o trabalho de pessoas
que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contri-
buicdo ndo justifica co-autoria, ou de pessoas ou instituigdes
que tenham dado apoio material.

REFERENCIAS

No texto, as citagOes serdo identificadas entre parénteses,
pelo sobrenome do autor seguido do ano de publicagado.
Exemplos: um autor (Steptoe, 1978), dois autores (Edwar-
ds & Steptoe, 1980), mais de dois autores (Van Steirte-
ghem et al., 1988).

A lista de referéncias deve ser apresentada em ordem
alfabética (Ultimo sobrenome de cada autor seguido das
duas primeiras iniciais), e ndo deve ser numerada. Traba-
lhos do mesmo autor devem ser ordenados cronologica-
mente; trabalhos de mesmo autor e ano devem ser iden-
tificados com letras apds o ano (2000a, 2000b, etc.). A
apresentacdo das referéncias seguira os modelos propos-
tos nos Uniform Requirements for Manuscripts Submitted
to Biomedical Journals (ver exemplos a seguir). Todas as
referéncias citadas na lista devem ser mencionadas no
texto e vice-versa.

1. Artigo de periodico

Edwards RG, Steptoe PC, Purdy JM. Establishing full-term
human pregnancies using cleaving embryos grown in vitro.
Br J Obstet Gynaecol. 1980;87:737-56.

2. Livro
Wolf DP, Quigley MM, eds. Human in vitro fertilization and
embryo transfer. New York: Plenum Press; 1984.

3. Capitulo de livro

Simpson JL. Gonadal dysgenesial and sex abnormalities:
phenotypic-karyotypic correlations. In: Vallet HL, Porter IH,
eds. Genetic mechanisms of sexual development. New York:
Academic Press; 1979. p. 365-77.

4. Artigo de revista eletrénica

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [revista eletronica].
2002 Jun [citado 2002 ago 12];102(6):[aproximadamente 3
p.]. Disponivel em: http://www.nursingworld.org/AIJN/2002/
june/Wawatch.htm.

5. Artigo publicado na Internet:

Wantland DJ, Portillo CJ, Holzemer WL, Slaughter R, McGhee
EM. The effectiveness of web-based vs. non-web-based inter-
ventions: a meta-analysis of behavioral change outcomes. J
Med Internet Res. 2004;6(4):e40. Disponivel em: http://
www.jmir.org/2004/4/e40/. Acessado: 29/11/2004.

6. Site

OncolLink [site na Internet]. Philadelphia: University of Penn-
sylvania; c1994-2006. [atualizado 2004 set 24; citado 2006
mar 14]. Disponivel em: http://cancer.med.upenn.edu/.

7. Software
Smallwaters Corporation. Analysis of moment structures:
AMOS [software]. Version 5.0.1. Chicago: Smallwaters; 2003.

TABELAS E FIGURAS

Tabelas e figuras (graficos, fotografias, etc.) devem ser
numeradas em algarismos arabicos conforme a ordem de
aparecimento no texto e devem ter legendas individuais,
apresentadas ao final do trabalho. Cada tabela e figura deve
ser submetida em folha separada.

Nas tabelas, deverdo ser utilizadas apenas linhas horizontais,
e cada dado deverd constar em uma célula independente.
ExplicagGes sobre itens das tabelas devem ser apresentadas em
notas de rodapé identificadas pelos seguintes simbolos, nesta
sequéncia: *,t, ¥, §, ||, 9,** 11+,

Figuras em geral (graficos, fotografias, etc.) serdo publicadas em
preto e branco. Despesas com a eventual reprodugdo de fotogra-
fias em cor serdo de responsabilidade do autor.

Figuras podem ser submetidas eletronicamente, nas extensdes
.jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi (para possi-
bilitar uma impressdo nitida), ou por correio (ver instrugbes
de envio mais adiante). Todas as figuras enviadas pelo correio
devem ser identificadas no verso com o uso de etiqueta colante
contendo o nome do primeiro autor, o0 niUmero da figura e uma
seta indicando o lado para cima.

Fotografias escaneadas nao serdo aceitas; fotografias em papel
devem ser encaminhadas pelo correio. Fotografias de pacientes
ndo devem permitir sua identificagdo.

Graficos devem ser apresentados somente em duas dimensoes.
Figuras ja publicadas e incluidas em artigos submetidos devem indi-
car a fonte original na legenda e devem ser acompanhadas por uma
carta de permissdo do detentor dos direitos (editora ou revista).

ENVIO/SUBMISSAO DE ARTIGOS

Os artigos devem ser submetidos preferencialmente por email
(jornalsbra@cmb.com.br). Texto e figuras devem ser enviadas
como um anexo a mensagem. Figuras (exclusivamente grafi-
cos e fotografias digitais) podem ser enviadas nas extensdes
.jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi e tamanho
maximo total (do conjunto de figuras) de 3 MB.

Se a submissdo por email ndo for possivel, duas copias do
texto e figuras devem ser enviadas para o enderego a seguir:

Profa. Dra. Maria do Carmo Borges de Souza
Editora do Jornal Brasileiro de Reprodugdo Assistida
Centro Médico BarraShopping

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, R]

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br

JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodugdo Assistida | V. 13 | n°1 | n®2 | Abril-Maio-Junho / 2009



Editorial

Redlara y JBRA
Ernesto Gallardo Lozano

Artigo Original

Prospective randomized study to compare

the effects of embryo culture performed in

an incubator Class 100 with High Efficiency
Particulate Air filter (HEPA) plus Volatile Organic
Compounds (VOC) filter on outcome measures of
ICSI cycles

Ana Cristina Allemand Mancebo, Maria do Carmo Borges
de Souza, Carlos André Henriques, Marcelo Marinho de
Souza, Fernanda Freitas Oliveira Cardoso, Haydée Castro
Neves Santos

Influéncia da retirada de fragmentos de embrides
nas taxas de gravidez em pacientes submetidas as
técnicas de reproducao assistida

Selmo Geber, Renata Bossi, Fabio Nascimento, Georgina
Hastenreiter, Cintia Black. Marcos Sampaio

Morfologia Espermatica Estricta:
influye realmente en los resultados de FIV?
Gallo A, Ducatelli ME, Mastellari R, Gismondi F, Neuspiller N, Coco R

Transferéncia de embrides cultivados
independentemente em meios de cultura essencial
e sequencial melhora as taxas de gravidez em
tratamentos com técnicas de reproducdo assistida.

Selmo Geber, Fabio Nascimento, Renata Bossi, Fernando
Guimaraes, Marcello Valle, Marcos Sampaio

Sumario

Comparacao Entre o Periodo de Abstinéncia Sexual
e Diferentes Parametros Seminais em Pacientes
de uma Clinica de Reproducgao Assistida e de um
Hospital de Porto Alegre - RS

Rivaroli MS, Frantz G, Bos-Mikich A, Batista MR, de Fraga LS

................................................................................... 28
Artigo de Revisao

Endometriose e Infertilidade: Causa ou
Consequéncia?

William Kondo, Rui Alberto Ferriani, Carlos Alberto Petta,
Mauricio Sim&es Abrdo, Vivian Ferreira do Amaral
................................................................................... 33

Relato de Caso

Efeitos em longo prazo sobre a criopreservagao de
espermatozéides humanos: 17 anos

Paulo Franco Taitson, Antonio Mourthé Filho, Antonio Rafael
Lemos Faria, Ubiratan Barros de Melo, Fernanda Karoline
Lemos da Silva, Maria do Carmo Borges de Souza




Editorial

Redlara y JBRA

La Red Latinoamericana de Reproduccion Asistida es una organizacidn cientifica y educacional que fue establecida en
1995 y hoy relne a 140 centros que realizan procedimientos de reproduccién asistida en toda Latinoamérica. El principal
objetivo de la Red-Lara desde siempre ha sido promover la informacion y especializaciéon a la comunidad cientifica por
medio de sus programas de educacion continuada, del Registro Latinoamericano de Reproduccién Asistida y del Programa
de Acreditacion de centros. Es un gusto especial que el JBRA pueda publicar los trabajos del 9° Taller General de Cancun
en ese primer momento. Vemos con muy buenos ojos esta unién y esperamos que pueda resultar mas importante cada
dia. Nuestra familia latinoamericana se fortalece y nuestros lazos se agrandan.

Ernesto Gallardo Lozano
Presidente de la Redlara



Artigo Orginal

Prospective randomized study to compare the effects of
embryo culture performed in an incubator Class 100 with High
Efficiency Particulate Air filter (HEPA) plus Volatile Organic
Compounds (VOC) filter on outcome measures of ICSI cycles

Estudo prospectivo e randomizado para comparar os efeitos da cultura
de embrides realizada em incubadora Classe 100 equipada com filtro
HEPA VOCs nos resultados dos ciclos de ICSI

Ana Cristina Allemand Mancebo, Maria do Carmo Borges de Souza, Carlos André Henriques,
Marcelo Marinho de Souza, Fernanda Freitas Oliveira Cardoso, Haydée Castro Neves Santos

G&O Ginecologia e Obstetricia da Barra - Rio de Janeiro - Brasil

Apresentado como Tema Livre no 9° Taller General da Red Latinoamericana de

Reproduccion Asistida - Cancun - 23/25 abril 2009

RESUMO

Os laboratdrios tém instalado filtros especializados nas
incubadoras com o objetivo de melhorar a qualidade do ar.
Objetivo: Determinar se a cultura de embrides realiza-
da em incubadora Classe 100 equipada com filtro HEPA
VOCs melhora os resultados dos ciclos de ICSI.
Métodos: Neste estudo prospectivo e randomizado foram
incluidas pacientes com idade < 39 anos que realizaram
transferéncia de EB a fresco no periodo de setembro de
2007 a janeiro de 2009. Foram incluidos 114 ciclos. A
cultura foi realizada em incubadora equipada com filtro
HEPA VOCs para particulas e compostos volateis (Grupo
1 = 53) ou em incubadora idéntica equipada apenas com
filtro HEPA (Grupo 2 = 61). Os end points analisados
foram nimero de embries de boa qualidade transferidos
(= 8 celulas G1/G2) e gestacdo clinica.

Resultados: Houve 42 transferéncias no grupo 1 e 55 no
grupo 2. Nos grupos 1 e 2 ndo houve transferéncia em
11 e 6 ciclos respectivamente devido a falha na captagao
ou a risco de hiperestimulo. Os 2 grupos eram semelhan-
tes quanto a idade, total de gonadotrofinas, duragdo do
estimulo, espessura endometrial no dia do hCG e n° de
od6citos MII aspirados. Néo foi observada diferenga esta-
tisticamente significativa entre os grupos quanto ao n° de
oocitos MII aspirados, n® de embriGes de boa qualidade
transferidos, taxas de fertilizagdo e clivagem. A taxa de
gestacdo clinica embora maior no grupo 1 ndo foi estatis-
ticamente significativa

Conclusdo: Os dados deste estudo demonstraram resul-
tados semelhantes quando a cultura de embrides foi reali-
zada em incubadora equipada com filtro HEPA VOCs.

Palavras-chave: ICSI, embrides, odcitos, fertilizacdo in
vitro, qualidade do ar

ABSTRACT

Many laboratories have installed specialized incubator
filtration units with the intent of enhancing air quality.
The aim of this study is to determine whether an incuba-
tor Class 100 with HEPA VOC filter enhance the outcome
measures in ICSI cycles.

This prospective, randomized study recruited patients of
age < 39 years who underwent fresh ICSI cycles from
September 2007 to January 2009. 114 ICSI cycles were
included. Embryo culture was performed either in an
incubator equipped with HEPA filter plus carbon-activated
for volatile organic compounds (Group I = 53) or in an
identical incubator Class 100 with HEPA filter only without
carbon activated (Group II = 61). Main outcome measu-
res were n° of good quality embryos transferred (= 8
cells G1/G2) and clinical pregnancy.

A total of 42 transfers were performed in Group I and
55 in Group II. There were 11 cycles without transfers in
Group I and 6 in Group II due to either oocyte retrieval
failure or OHSS risk.

The two groups were similar in terms of age, total amount
of gonadotropins, duration of stimulation, endometrial
thickness on the hCG day, n° of metaphase II oocytes
retrieved per patient. No significant difference was found
neither for the mean n© of MII oocytes nor for fertilization
and cleavage rates. The mean n° of embryos transferred
and top quality embryos transferred were similar. Clinical
pregnancy was not significantly higher in Group I.

The data of this study has demonstrated no significant diffe-
rences between the two groups in all parameters analyzed.

Keywords: ICSI, embryo, oocytes, fertilization in vitro,
air quality

INTRODUCTION

Many of the environmental conditions for in vitro embryo
production, have been relatively standardized with very
little change in the past years in vitro production syste-
ms (Brinster, 1963; Bavister 1995). Laboratory air quali-
ty and IVF outcome have been receiving considerable
attention because human embryo development in vitro
is considered to be related, among other factors, to the
conditions of the culture, especially to the air quality in
the in vitro fertilization laboratory and in the adjacent
semen collection and preparation rooms. Many labora-
tories have installed specialized incubator filtration units
with the intent of enhancing air quality for embryo cultu-
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re. As these filtration units are expensive; hence, it should
be prudent for programs to determine whether they are
effective in their own laboratory environments as the effi-
cacy of this approach is not yet conclusive (Battaglia et
al., 2001).

International Congresses of Reproductive Medicine, have
been systematically presenting correlation of the presen-
ce of pollutants in the air of the IVF laboratory to the fall
in the implantation rates (Worrilow et al., 2001, 2002)
and to a lower formation of in vitro blastocyst when expo-
sed to volatile organic compounds (VOCs) (Johnson et
al., 1993). It has been shown that the use of activated
carbon in the incubators reduces the concentration of
VOCs (Weissenborn et al., 2001).

At least five studies discuss this topic in full detail inclu-
ding one of our own group (Cohen et al., 1997, 1998;
Hall et al., 1998; Boone et al., 1999; Souza et al. 2009).
To date, however, the influence the quality of ambient
air and gas environment in incubators can have on the
embryo development is still little recognized.

It is known that mammals are protected on a large or
small scale against environmental agents to which they
are exposed, through their epithelial, immune, and diges-
tive systems. Nevertheless, classic studies on toxicolo-
gy (Klinefelter et al., 1993) do not apply to oocytes and
in vitro embryos, since in this situation, mechanisms of
absorption of toxic substances can work more directly on
the oocyte with effects on the embryo that will come from
this oocyte after fertilization.

In vitro fertilization clinics and laboratories are usually
located in urban centers with a high rate of environmen-
tal pollution or close to industrialized areas. Conside-
ring that around 95% of the internal air in the incubator
comes from the opening of the door and only 5% from
the CO2 cylinder used to supply the incubator, it is suppo-
sedly correct to say that the presence of pollutants from
different originating sources present in the room could
interfere in the in vitro embryo development.

To better understand the effects of air quality used in
the culture of human embryos, this prospective, rando-
mized study compared the results obtained in the ICSI
cycles when embryo culture was performed either in an
incubator Thermo Forma®, model 3110, serial II, Class
100 equipped with HEPA filter (High Efficiency Particulate
Air) plus carbon-activated for volatile organic compounds
(HEPA VOC filter) or in an identical incubator with HEPA
filter only without carbon activated

MATERIALS AND METHODS

Patients

This prospective, randomized comparative study involved
recruitment of patients of age < 39 years who underwent
fresh ICSI cycles from September 2007 to January
2009. A hundred and fourteen ICSI cycles were inclu-
ded. Embryo culture was performed either in an incubator
Thermo Forma®, model 3110, serial II, Class 100 equi-
pped with HEPA filter (High Efficiency Particulate Air) plus
carbon-activated for volatile organic compounds-HEPA
VOCs filter (Group I = 53) or in an identical incubator
with HEPA filter only without carbon activated (Group II =
61). One incubator had HEP filter with 99.99% efficiency
in removing particulate contaminants > 0.5 ym plus vola-
tile organic compounds (VOC) filter. The other incubator
had only HEPA filter with 99.99% efficiency in removing
particulate contaminants > 0.5 pm without VOC filter. The
Institutional review board of Centro Médico BarraShop-
ping approved the study protocol and all patients gave
an oral consent for data utilization as they had already
signed a full written consent for ART procedures.

Ovarian stimulation

Ovarian stimulation was carried out using recombinant
FSH (Out et al., 1996) (Gonal-F, Serono Laboratoires).
It was initiated on cycle day 2 and doses varied from
150 to 300 IU/d depending on the patient’s age, body
mass index, ovarian pattern, menstrual cycles and basal
hormones. Follicle growth was assessed by vaginal ultra-
sound. A daily dose of 0.25mg of GnRH antagonist (Cetro-
tide, Serono Laboratories) administration was initiated
when the leading follicle reached 14 mm and continued
until the day of hCG administration. Oocyte maturation
was triggered by subcutaneous administration of hCG
(Ovidrel, Serono) when at least one follicle reached 18
mm in diameter and two 16 mm. Transvaginal oocyte
retrieval was scheduled 34-36 hours later (Wickland et
al.,1983; Rombauts et al., 2000). The supplementation of
the luteal phase was started on the day of oocyte retrie-
val and consisted of natural micronized progesterone 600
mg per day intravaginally (Smitz et al., 1992) in three
divided doses (Utrogestan®, Farmoquimica).

Semen preparation

Samples were obtained by masturbation, after a minimum
of 2 and maximum of 5 days abstinence. The evaluation
of semen density and motility was carried out according
to the recommendations of the World Health Organiza-
tion, 1999. The samples were prepared to remove semi-
nal fluid, debris, virus and bacteria, and concentrate on
the spermatozoa with good motility and morphology
using two discontinuous gradients (Bourne et al., 1995)
(40% - 80%; Sperm Grad, Vitrolife). The final density
and motility were assessed and, whenever necessary,
dilutions were performed.

Oocyte preparation and ICSI procedure
During ovum pick-up, the cumulus-corona cell complexes
were immediately separated from the follicular fluid and
transferred into 1 ml of IVF medium (Vitrolife, Kungsba-
cka, Sweden) in Falcon dishes. The cells of the cumu-
lus and corona radiata were removed by incubation for
30 s in Gamete medium with 40 IU hyaluronidase/ml
(Type 1V; Sygma, Aldrich, St Louis, USA) (Lassale et al.,
1985). Afterward, the oocytes were observed under the
inverted microscope at x200 magnification for maturity
assessment. The ICSI procedures were carried out on
an inverted microscope (Eclipse TE 300, Nikon Corpora-
tion, Tokyo, Japan) at X 200 equipped with a Narishige
micromanipulation system. A single spermatozoon was
selected, immobilized and injected into the ooplasm. The
injected oocytes were then transferred into 16 ul droplets
of IVF medium covered by light paraffin oil. The dishes
with the injected oocytes were incubated in two different
incubation environments. In Group I (n=53),the embryo
culture was performed in an incubator Thermo Forma®,
model 3110, serial II, Class 100 equipped with HEPA filter
(High Efficiency Particulate Air) plus carbon-activated for
volatile organic compounds (HEPA VOC filter). In Group
II (n=61), the embryo culture was performed in an iden-
tical incubator that had HEPA filter only without carbon
activated.

Assessment of fertilization and embryo
cleavage

Eighteen hours after the microinjection, the oocytes were
observed under an inverted microscope to check for the
presence of two pronuclei and the extrusion of the second
polar body as sign of normal fertilization (Trounson &
Bongo, 1996). The embryo cleavage was evaluated on
day 2 and day 3 according to developmental stage and
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morphological quality, as specified in the grading system
of Manual de Procedimientos REDE (1998). This classi-
fication is based on equal-size blastomeres, pattern of
fragmentation, and cytoplasmic appearance. Grade 1
represents perfect morphology and Grade 4 is the worst.
Embryo replacement was usually done on day 3.

If supernumerary embryos were available, they were
cryopreserved on day 2 or 3 by the slow freezing protocol
with propanediol (Lassalle et al., 1985).

Pregnancy was confirmed by detecting increasing serum
hCG concentrations 14 days after embryo replacement. A
clinical pregnancy was defined as the presence of cardiac
activity confirmed by vaginal ultrasound at 6-7 weeks
gestation (Goswamy, 1999).

Statistical analysis

The Student’s t-test was used for comparison of numeri-
cal variables and the chi-square (X?) for qualitative data.
The difference was considered statistically significant at
p-value < 0.05.

RESULTS

The 114 ICSI cycles were randomized into two groups: In
53 cycles (Group I), an incubator Thermo Forma®, model
3110, serial II, Class 100, with HEPA VOC filter air flow
system was used. In 61 cycles (Group II), an incubator
Thermo Forma®, model 3110, serial II, Class 100 with
HEPA filter only without carbon activated was used. A
total of 42 transfers were performed in Group I and 55 in
Group II. There were 11 cycles without transfers in Group
I and 6 in Group II due to either oocyte retrieval failure
or OHSS risk.

The two study groups were similar in terms of age,
total amount of gonadotropins, duration of stimulation,
endometrial thickness on the day of hCG administration,
number of metaphase II oocytes retrieved per patient,
(Table 1). No significant difference between the groups
was found for mean number of number of morphologi-
cally mature oocytes. No significant difference between
the groups was found for fertilization and cleavage rates.
The mean of the number of embryos transferred and top
quality embryos transferred, defined as 8 cells Grade 1/
Grade 2, were similar between the groups (Table 2). The
clinical pregnancy was not significantly higher in Group I
than in Group II (Table 2).

DISCUSSION

Considering the tendency of human embryos to be trans-
ferred back to the uterus after 72 hours (Carillo et al.,
1998) in culture and that they are often maintained insi-
de the incubator during this period, we aimed to compare
two incubation environments —HEPA plus VOCs filter and
HEPA filter only - used for the culture of human embryos
to evaluate possible differences in embryo quality and
pregnancy rates.

Battaglia et al, (2001) in a prospective randomized trial
with incubator CODA® equipped versus non CODA® incu-
bators revealed no effect on embryo quality and preg-
nancy rate involving human embryos. The authors recom-
mend that IVF laboratories considering CODA® filtration
should perform their own analysis to assess their needs
before equipping the entire laboratory with expensive
filtration systems.

Although some papers concluded that fertilization and
cleavage rates, quality of embryos transferred and clinical
pregnancies are improved in an environment with high
quality air, our study demonstrated no effect on embryo
quality and pregnancy rates when embryo culture invol-
ved air filtration system with HEPA VOCs filter. We have

Table 1 Comparison of patients’ characteristics in Group I
and Group II

Culture in Culture in
Characteristics HEPA VOC filter HEPA filter vl
Group Group I
No. of cycles 42 55
Age(y) 33.76+3.63 34.56+3.48 0.27
Duration of 10.02+1.76 9.84+1.42  0.56

stimulation (d)

Total amount of
gonadotrophins (IU)

End. thickness
(mm)

2050.9.£695.7 2063.5+726.7 0.93

10.93+2.86 10.45+2.17 0.29

Oocytes metaphase

I (n) 5.07+3.37

4.98+3.47 0.90

Values are expressed as mean £SD.

Table 2 Outcome of patients’ ICSI cycles

iﬁu}lﬁ;geA Culture in
Characteristics VOC filter HEPA filter p value
Group I Group II

EB transf (n) 2.21+0.64 2.12+0.64 0.53

EB 8C G1/G2 transf 1.18+0.76 1.16+0.81 0.89

Pregnancy/transfer (%) 50 (21/42) 42(23/55) 0.53

Values are expressed as mean +SD.

acknowledged that there is a need for more studies to
demonstrate the real impact of the high-quality on human
in vitro fertilization outcome.

CONCLUSION

The data of this prospective, randomized comparative
study has demonstrated that culture of human embryos
in an incubator with HEPA filtration system plus VOCs
filter revealed no effect on embryo quality and pregnancy
rate. The effectiveness of laboratory air and incubator
purification systems is perhaps dependent on unique
and specific characteristics of each laboratory and the
surrounding area.
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RESUMO

Introducgao: A ocorréncia de fragmentagdo embrionaria ABSTRACT

in vitro é freqlientemente relacionada ao mau prognds- Introduction: The fragmentation of embryos is frequen-
tico nos tratamentos de reprodugao assistida. Embrides tly associated with bad prognosis in treatments of assis-
com uma alta porcentagem de fragmentacdo possuem ted reproduction. Embryos with a high percentage of frag-
uma taxa de implantagdo e gravidez diminuida. Estudos mentation have implantation and pregnancy rates reduced.
indicam que pode-se reduzir os efeitos indesejados da Studies have demonstrated that removal of fragments
fragmentagdo com a retirada dos mesmos. could minimize the malefic effects of fragmentation.
Objetivo: Avaliar o efeito da retirada de fragmentos em Objective: Evaluate the effect of fragment removal of
embrides sobre a taxa de gravidez. embryos in pregnancy rates.

Material e métodos: O estudo incluiu 50 pacientes cujos Material and methods: The study included 50 patients
embrides possuiam 20-50% de fragmentagdo e foram with embryos that presented 20-50% of fragmentation
submetidos ao processo de retirada de fragmentos. who were submitted the procedure of fragment removal.
Oitenta e duas pacientes que possuiam embrides com The control group was composed by 82 patients who had
20-50% de fragmentagdo e ndo passaram pelo proces- embryos with 20-50% of fragmentation and were not
so, formaram o grupo controle. Também foi utilizado um submitted to procedure of fragment removal. Another
grupo controle que passou apenas pelo assisted hatching. control group was submitted only to assisted hatching.
O procedimento foi realizado com auxilio de laser diiodo e A laser diiodo and micropipettes were used in the proce-
micropipetas, em PBS sem calcio e magnésio. A transferén- dure, which was performed in PBS without calcium and
cia foi realizada apés a conclusdo do procedimento. Quator- magnesium. Immediately after the procedure the trans-
ze dias ap0ds a pungdo foi realizado o exame de bhCG. fer was performed. The pregnancy outcome was evalu-
Resultados: Todos os dados analisados foram semelhantes ated fourteen days after oocyte retrieval.

entre os grupos estudados. A taxa de gravidez do grupo de Results: All evaluated data was similar among the
retirada de fragmentos foi de 44% versus 43% do grupo groups. The pregnancy rate of fragment removal group
controle. Quando foram analisadas pacientes maiores que was 44% versus 43% in the control group. In the group
37 anos a taxa de gravidez do grupo de retirada de frag- of fragment removal, patients with 37 years old or more,
mentos (52%) mostrou-se significativamente maior quan- have had a pregnancy rate (52%) significantly higher
do comparadas ao grupo cujos embrides ndao passaram pelo than patients of the same age who were not submitted to
processo (29%) (p=0,04), mas similar ao grupo que passou the procedure (29%) (p=0,04), but similar to the group
somente pelo processo de assisted hatching (33%). submitted only to assisted hatching (33%).

Conclusao: A retirada de fragmentos é uma técnica que Conclusion: The fragment removal is a useful technique
pode auxiliar no incremento das taxas de gravidez, em for provide higher pregnancy rates, in patients with 37
pacientes com mais de 37 anos, quando os embrides a serem years old or more, when embryos about to be transfered
transferidos possuem uma fragmentagao maior que 20%. have a fragmentation at least 20%.

Palavras-chave: fragmentagdo, retirada de fragmentos, Keywords: fragmentation, fragment removal, embryo
qualidade embrionaria, gravidez quality, pregnancy
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INTRODUCAO

A ocorréncia de fragmentacdo embrionaria in vitro é
freqientemente relacionada ao mau progndstico nos
tratamentos de reproducdo assistida (Erenus et al.,
1991; Shulman et al.,1993; Giorgetti et al .,1995). Exis-
tem poucos relatos de gravidez apos transferéncia de
embrides com alta taxa de fragmentagao (Erenus et al.,
1991; Shulman et al.,1993; Giorgetti et al .,1995; Veek
& Rosenwaks, 1999; Ziebe et al.,1997). Os fragmentos
citoplasmaticos surgem apds divisdo celular podendo
ser decorrentes de fatores intrinsecos como, alteracdes
genéticas e idade materna, fatores extrinsecos, como
congelamento e ambiente de cultivo inadequado (Gior-
getti et al, 1995).

A fragmentagao diminui o potencial de desenvolvimento
embrionario, visto que o contato dos blastémeros intac-
tos é prejudicado levando a uma falta de compactagéo
e bloqueio do desenvolvimento (Giorgetti et al .,1995;
Alikani et al, 1999). Eftekhari-Yazdi et al, (2006) verifica-
ram que a fragmentacdo influencia no tamanho do blasto-
cisto devido a uma diminuicdo de células do trofectoder-
ma (TE) e da massa celular interna (ICM). A diminuicdo
de células pode prejudicar o hatching, pois o volume de
liquido da blastocele pode estar reduzido (Juriscova et al,
1996) e ha possibilidade de uma diminuicdo das enzimas
produzidas pelo TE (Van Blerkom, 1993).

Uma conseqliéncia da fragmentacdo é a diminuicdo de
citoplasma (Veek & Rosenwaks, 1999; Eftekhari-Yazdi et
al, 2006). Johansson et al (2003), observaram que gran-
des fragmentos podem privar os blastobmeros de orga-
nelas essenciais como mitocondrias, RNA mensageiro e
proteinas. Além disso, Juriscova et al (1996) demons-
traram que a presenca de fragmentos liberam substan-
cias toxicas que podem induzir blastdmeros intactos ao
processo de apoptose.

Varios autores reportam uma redugdo na taxa de implan-
tagcdo e gravidez para embrides com 10-50% de frag-
mentacdo embrionaria (Erenus et al, 1991; Shulman et
al,1993; Giorgetti et al,1995; Ziebe et al.,1997; Ebner
et al, 2001). Alikani et al, (1999), realizou um estu-
do retrospectivo em que foi analisada a influéncia dos
varios padrdes de fragmentagdo nas taxas de gravidez e
implantagdo. Quando a fragmentagdo embriondria estava
entre 25-35% a taxa de gravidez observada foi de 46,3%
e quando era maior que 35% a taxa foi de 14,8%. Ebner
et al, (2001), observaram que quando foram transferidos
embrides com uma fragmentagdao de 25-50% a taxa de
gravidez foi de 17%.

Buscando melhorar as taxas de implantagdo e gravidez
diversos autores (Alikani et al, 1999; Alegretti et al,
2004; Gurgan et al, 2005; Keltz et al, 2006) retiraram
fragmentos dos embrides. Desses, alguns observaram
(Alikani et al, 1999; Gurgan et al, 2005) uma redugao dos
efeitos indesejados da fragmentagdo. Os demais autores,
entretanto ndo demonstraram diferencas significativas
(Alegretti et al, 2004; Keltz et al, 2006).

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da retirada
de fragmentos citoplasmaticos na taxa de gravidez em
pacientes de mal prognostico.

MATERIAL E METODOS

Um total de 153 casais que se submeteram a tratamento
de infertilidade conjugal por técnica de reproducdo assis-
tida, no periodo de julho de 2007 a novembro de 2008,
foram incluidos nesse estudo retrospectivo caso-controle.
A populacao do estudo foi composta por 50 casais cujos
embrides apresentavam 20% a 50% de fragmentagao,
no dia da transferéncia, e foram submetidos a retirada
dos fragmentos. A classificacdo embrionaria foi realizada
baseada no critério de Veeck, 1990.

Como grupo controle, avaliamos 82 casais que possuiam
embrides com as mesmas caracteristicas, mas ndo foram
submetidos a retirada de fragmentos. Um outro grupo,
composto por 21 casais cujas mulheres tinham mais de
37 anos, e que tiveram todos embrides submetidos a
técnica de assited hatching, sem retirada de fragmentos,
foi posteriormente avaliado como controle.

Inducao da ovulagao, ICSI, cultivo e
transferéncia embrionaria

Aindugdo da superovulagdo foi feita com FSH recombinan-
te (rFSH, Gonal F, Serono, Brasil) e a dose foi adequada
de acordo com a resposta individual, avaliada por ultraso-
nografia seriada e dosagem sérica de estradiol, conforme
descrito previamente (Geber et al, 2002a). A supressao
da funcdo hipofisaria foi realizada com andlogo do GnRH
(Lectrum, Sandoz, Brasil) na fase folicular precoce ou
|Utea tardia (Geber et al, 2002b) ou antagonista do GnRH
(Cetrotide, Serono, Brasil), iniciado quando os foliculos
apresentavam diametro médio de 14mm, para mulheres
com idade > 40 anos.

Quando os foliculos atingiam um diametro médio de 17
mm com niveis concordantes de estradiol, administrou-
se hCG recombinante (Ovidrel, Serono, Brasil), e 34 a 36
horas apds foi realizada a puncdo folicular para aspira-
gao dos oocitos, guiada por ultrasonografia endovaginal.
Todos odcitos ficaram incubados em meio GIVF (Vitrolife,
Suécia) suplementado com 10% albumina sérica humana
(HSA, Vitrolife, Suécia) e Earle's Balanced Salt Solution
(EBSS, Sigma, EUA) suplementado com 10% de substitu-
to sintético do soro (Irvine Scientific, EUA) e 0,47 mM
de piruvato (Sigma, EUA) por pelo menos duas horas
e entdo denudados com auxilio de pipetas afiladas e
hialuronidase (Sigma, EUA) 80UI. Duas horas apos a
denudagdo os odcitos em estagio MII foram insemi-
nados pela técnica de injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) e incubados em meio de culti-
vo G1 (Vitrolife, Suécia) suplementado com 5% de HSA
e EBSS (Geber et al, 2002c), cobertos com 6leo mineral
(Sigma, EUA) e ambiente de 7% de CO,. A transfe-
réncia foi realizada no dia 2 ou 3 do desenvolvimento
embrionario em meio G2 suplementado com 5% HSA
(Vitrolife, Suécia). Foi utilizado o cateter soft (Sidney-
IVF, Cook, Australia) e o suporte de fase lutea foi feito
com progesterona por via vaginal (Crinone 8%, Serono,
Brasil) (Geber et al, 2007). O exame de BhCG foi reali-
zado 14 dias apds a pungdo. Quando positivo (>25UI/
ml) procedia-se ultrasonografia endovaginal 10 e 20
dias apods. Foi considerado gravidez clinica quando se
observou batimento cardiaco fetal.

Retirada dos fragmentos

Os embribes selecionados para retirada dos fragmentos
antes da transferéncia eram aqueles que apresentavam
mais de 20% e menos de 50% de fragmentagdo. Inicial-
mente foram colocados em placas de petri (Falcon BD,
EUA) contendo solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) sem calcio e magnésio (Sigma, EUA) suplementa-
do com 20% de HSA e levados ao microscépio invertido
(Diaphot 300, Nikon, Japao) acoplado a micromanipula-
dores (Narishige, Japao) e laser diiodo (Octax Laser Shot,
Alemanha). O embrido era mantido por pipeta de holding
(Humagen, EUA) e um orificio na zona pellcida era aberto
com dois tiros de 12 milisegundos do laser (Geber et al,
2005). Apos a abertura da zona pellcida, uma micropipe-
ta de aspiragdo (Humagen, EUA) era inserida no embrido
e os fragmentos retirados por sucgdo (Figura 1). Uma
vez terminado o procedimento, o embrido era recolocado
em meio de cultura. A retirada dos fragmentos era feita
imediatamente antes da transferéncia.
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Analise estatistica

O calculo amostral realizado para um poder de 80%
mostrou a necessidade de 44 pacientes em cada grupo. A
analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de
student para amostras pareadas. Utilizou-se o teste qui-
quadrado para se comparar a taxa de gravidez entre os
grupos. Foi considerado o p < 0,05 como nivel de signifi-
cancia estatistica.

RESULTADOS

A idade das pacientes do grupo de estudo variou de 26
a 42 anos (média=35,4 anos). Um total de 579 foliculos
foram aspirados sendo 466 odécitos em estagio de MII.
A média de foliculos aspirados foi de 11,6; a média de
odcitos maduros foi de 9,3 por ciclo. Foram obtidos 342
embrides, sendo transferidos um total de 182 embrides
que passaram pelo processo de retirada de fragmentos.
A média de embriGes transferidos por ciclo foi de 3,6 e a
taxa de gravidez foi de 44%.

No grupo controle, a idade das pacientes variou de 24 a
46 anos (média=35,6). Um total de 848 foliculos foram
aspirados sendo 702 odcitos maduros. A média de folicu-
los aspirados foi de 10,3; a média de odcitos maduros foi
de 8,6 por ciclo. Foram obtidos 555 embrides dos quais
303 foram transferidos e 230 (76%) possuiam mais de
20% de fragmentagdo. A média de embrides transferidos
foi de 3,7 e a taxa de gravidez foi de 43% (Tabela 1).
Quando comparamos os dois grupos, ndo observamos
diferenca entre as médias etarias (p=0,773). Ndo houve
diferenga com relagé@o ao nimero médio de foliculos aspi-
rados (p=0,239 ), oocitos MII (p=0,406), média de embri-
Oes transferidos (p=0,777 ) e taxa de gravidez (p=0,11).
Em ambos os grupos a maior causa de infertilidade foi a
masculina seguida por causas multiplas (Figura 2)
Quando subdividimos os dois grupos, por faixa etaria (até
37 anos ou >37 anos), observamos que as proporgdes se
mantinham semelhantes no grupo de mulheres com idade
até 37 anos (Tabela 2). No grupo de mulheres >37 anos,
entretanto, observamos uma diferenga quando compara-
mos as taxas de gravidez. Nos ciclos de embrides subme-
tidos a retirada de fragmentos (n=21) a taxa de gravidez
(52%) foi significativamente superior (p=0,04) aquela
encontrada nos ciclos com embrides fragmentados sem
remocao dos fragmentos (29%) (Tabela 3).

Realizamos também uma comparacdo desse grupo de
estudo com um grupo de casais que tiveram seus embri-
Oes submetidos a técnica de assisted hatching, sem reti-
rada de fragmentos e com idade >37 anos. As pacientes
deste grupo (n=21) apresentaram uma média de idade
39,7 anos (38 a 42 anos). Foram aspirados 213 foliculos,
com 205 odcitos MII. A média de foliculos por ciclo foi
de 10,1 e a média de odcitos maduros foi de 9,7. Foram
obtidos 177 embrides sendo transferidos 78. A média de
embrides transferidos foi de 3,7 e a taxa de gravidez foi
de 33% (Tabela 3).

Quando comparamos os resultados entre os dois grupos,
ndo observamos diferenca entre as médias etarias
(p=0,911), N&o houve diferenca com relacdo ao nimero
meédio de foliculos aspirados (p=0,336), odcitos em MIIL
(p=0,179), média de embrides transferidos (p=0,110) e
taxa de gravidez (p=0,7).

DISCUSSAO

Esse estudo demonstrou que a retirada de fragmentos de
embrides, imediatamente antes da transferéncia, ndo é
prejudicial as taxas de gravidez. Além disso, mulheres
com idade maior que 37 anos, cujos embrides passaram
por esse procedimento, apresentaram um aumento na
taxa de gravidez.
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Tabela 1: Comparagao entre os resultados dos ciclos de RA
cujos embriGes foram submetidos a retirada de fragmentos
e daqueles cujos embrides fragmentados ndo foram subme-
tidos a retirada de fragmentos

Ciclos com
Ciclos com embrides
retirada de fragmentados
fragmentos sem retirada P
(n= 50) de fragmentos
(n=82)
Foliculos (média) 11,6 10,3 @25
Odcitos
MII(média) 9,3 8,6 0,406 *
Embrides transfe- .
ridos (média) A 37 L
Gravidez 22 (44%) 35 (43%) 0,11 t

*Teste t de student
TQui quadrado

Tabela 2: Comparagao entre os resultados dos ciclos de RA
cujos embrides foram submetidos a retirada de fragmentos
e daqueles cujos embrides fragmentados nao foram subme-
tidos a retirada de fragmentos em pacientes < 37 anos.

: Ciclos com
Ciclos com embrides frag-
retirada de
fragmentos mentados sem p
(gz 29) retirada de frag-
mentos (n=57)
Foll'lculos 13.7 114 0103 *
(média) ' ’ 0
Odcitos
MII(média) 10,6 9,2 0,626 *
Embrides trans- .
feridos (média) 3,6 3,4 0,813
Gravidez 11 (38%) 28 (49%) 0,18 t

*Teste t de student
TQui quadrado

Tabela 3: Comparagdo entre os resultados dos ciclos de
RA de pacientes > 37 anos cujos embrides foram submeti-
dos a retirada de fragmentos, embriGes fragmentados que
ndo foram submetidos a retirada de fragmentos e embriGes
submetidos a assisted hatching.

Ciclos com Ciclos sem  Ciclos com

com retirada retirada de assited
de fragmen-  fragmentos hatching
tos (n=21) (n=24) (n=21)
Foliculos (média) * 8,7 8,0 10,1
Odcitos (MII)
(média)* 7,6 7,0 9,7
Embrides transfe-
ridos (média) * 3.8 4,0 S
Gravidez t 11 (52%) 7 (29%) 7 (33%)

*Teste t de student - NS
TQui quadrado- p=0,04 quando comparados grupos com e sem
retirada de fragmentos
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Figura 1- Processo de retirada de fragmentos. A pipeta holding segura o
embrido, enquanto o pipeta de assisted hatching aspira os fragmentos (A).
Apos a retirada dos fragmentos embrido grau I. Observa-se as 16 horas o
tiro feito pelo laser diiodo (B).

Causas do infertilidade
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Figura 2: Causas de infertilidade nos casais dos grupos com e sem reti-
rada de fragmentos

Alikani et al (1999) também ndo observaram efeitos
adversos da retirada de fragmentos quando analisaram
68 embrides com mais de 20% de fragmentagao. Alegret-
ti et al (2004) ndo observaram diferenca na taxa de gravi-
dez o que pode ter sido ocasionado pelo pequeno nimero
de pacientes incluidos no estudo e utilizagdo de solugdo
acida para abertura da zona pellcida. Keltz et al (2006)
também ndo observaram uma melhora na taxa de gravi-
dez apds retirada de fragmentos, provavelmente por ter
utilizado embrides com baixa taxa de fragmentagdo. Além
disso, os autores ndo separaram os pacientes de acordo
com a faixa etdria. Diferentemente do observado em nosso
estudo, Gurgan et al (2005) relata um aumento na taxa
de gravidez apds retirada de fragmentos em embrides de
pacientes com trés falhas prévias de ICSI. Este estudo,
entretanto foi realizado com apenas 25 pacientes.

O grupo de estudo foi composto por 50 casais sendo
suficiente para o calculo estatistico. Este grupo repre-
senta uma parcela de pacientes com mau progndstico de
gravidez, uma vez que apresentaram todos seus embri-
Oes disponiveis para transferéncia com mais de 20% de
fragmentacdo. O grupo controle também era composto
por pacientes de mau progndstico, uma vez que apresen-
tavam 76% dos embrides disponiveis para transferéncia
com mais de 20% de fragmentagdo.

Alguns autores acreditam que embrides com elevada taxa
de fragmentacdo possuem aumento de anormalidades
cromossOmicas (Hardy et al, 1993; Jamieson et al, 1994;
Harper et al, 1995; Hardy, 1999). Bongo et al, 1991
demonstraram uma maior prevaléncia de aneuploidia
em embrides fragmentados. Keefe et al, 2005 demons-
traram um encurtamento dos telémeros em embrides
muito fragmentados. A retirada de fragmentos nao ajuda
a melhorar a qualidade destes embrides geneticamente
alterados, por este motivo optamos em ndo realizar a
retirada de fragmentos em embriGes que possuiam 50%
ou mais de fragmentos.

Nao foram observadas diferengas entre os grupos com
relacdo a causa de infertilidade, idade, nimero de folicu-
los, odcitos e embrides transferidos. Isso demonstra que
os grupos foram semelhantes e comparaveis. A taxa de
gravidez no grupo de retirada de fragmentos foi igual a
do grupo controle de pacientes cujos embrides ndo passa-
ram pelo processo. Este dado comprova que a microma-
nipulagdo ndo é prejudicial ao tratamento, o que também
foi observado anteriormente (Alegretti et al, 2004; Keltz
et al, 2006). Além disso, é importante ressaltar que as
pacientes do grupo controle apresentavam um melhor prog-
néstico do que o grupo estudado, pois 24% dos embrides
transferidos possuiam fragmentag@o menor que 20%.

A idade é um dos fatores relacionados ao aumento da
fragmentacdo embrionaria (Keltz et al, 2006), assim
avaliamos separadamente as pacientes de acordo com
a faixa etaria. Pacientes com mais de 37 anos que tive-
ram seus embrides submetidos a retirada de fragmentos
apresentaram taxa de gravidez superior ao grupo sem
retirada de fragmentos. No nosso entender este é o Unico
estudo, até o momento, que demonstra esse resultado.
Para se realizar a retirada de fragmentos é necessario
fazer um orificio na zona pellcida. Assim poder-se-ia
inferir que essa melhora no resultado poderia ser decor-
rente do processo de assisted hatching, visto que varios
autores ja demonstraram sua eficiéncia em aumentar a
taxa de gravidez em mulheres acima de 37 anos (Hsieh
et al, 2002; Edi-Osagie et al, 2003; Ghobara et al, 2006;
The Practice Committee of the Society for Assisted
Reproductive Technology and Practice Committee of the
American society for Reproductive Medicine, 2008).

A fim de se confirmar se esse resultado foi realmen-
te decorrente da retirada de fragmentos ou apenas da
realizacdo do orificio na zona pelicida, comparamos
este subgrupo com pacientes que tiveram seus embri-
0es submetidos ao processo de assisted hatching somen-
te. Observamos uma maior taxa de gravidez no grupo
em que houve retirada de fragmentos, entretanto esse
resultado ndo foi significativo. Isso pode ser explicado
pelo pequeno nimero de pacientes em ambos 0s grupos.
Outro fato importante é que o grupo de assisted hatching
os embrides ndo eram de mau prognostico.

A melhora na taxa de gravidez apos a retirada de frag-
mentos pode ocorrer devido ao restabelecimento do
contato entre os blastdmeros e conseqiente desenvol-
vimento embrionario adequado (Van Blerkom, 1993;
Juriscova et al, 1996; Alikani et al, 2000). Eftekhari-Yazdi
et al, 2006 observaram também que ha um amento no
numero de células do TE e ICM quando realizava-se a
retirada de fragmentos. Com um maior nimero de célu-
las o hatching embrionério é facilitado. Outro ponto favo-
ravel em relacdo a retirada dos fragmentos é a possivel
diminuicdo de substancias nocivas capazes de induzir o
processo de apoptose(Eftekhari-Yazdi et al, 2006; Juris-
cova et al, 1996).

Nosso estudo demonstrou que a retirada de fragmentos
de embrides com 20-50% de fragmentagdo ndo é preju-
dicial ao tratamento com técnicas de reproducdo assis-
tida. Além disso, representa uma o6tima alternativa para
aumentar as taxas de gravidez em pacientes com idade
maior que 37 anos. Mais estudos sdo necessarios para
se confirmar se esse efeito foi decorrente da retirada de
fragmentos ou do assisted hatching.
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influye realmente en los resultados de FIV?
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ABSTRACT

According to strict morphologic sperm criteria, IVF results
are sub-optimal when the sample has <14% normal
morphology, and even worse when it is lower than 4%.
Objective: To report the effect of sperm morphology on the
results of IVF/ICSI in 165 IVF/ICSI cycles with ovum donation,
an excellent model to asses the effect of sperm morphology).
Methods: There were included 64 IVF cycles, 81 ICSI
cycles and 20 mixed procedures (IVF/ICSI). The
reason for ovum donation was ovarian failure in recep-
tors. All donors were young, volunteer and anonymous
with proven fertility. Receptors were synchronized with
donors and all the retrieved ovocytes from a donor
were used for a single receptor. Embryos were trans-
ferred in the same cycle at an average of 2.88+0.29
per receptor. Male patients had spermatograms with
morphology following Kruger's criteria. According to
the percentage of normal morphology, there resulted
four groups: < 4% (n=23); 4% to <10% (n=58); 10%
to <14%(n=23), and =14% (n=61). The statistical
analysis included the non parametric Kruskal-Wallis
and Mann-Whitney tests, Chi square and Spearman’s
Rho, according to the specific case.

Results: We found no correlation between sperm morpho-
logy and normal fertilization rate, normal cleavage rate,
good quality embryo rate, implantation rate, pregnancy
rate and abortion rate in none of the 3 different procedures.
Conclusion: According to our data, there is no influence of
sperm morphology over none of the relevant variables for
good outcomes in IVF. These findings make us reassess the
reliability of sperm morphology as a good biomarker of good
response to IVF and, even more, as an indication for ICSI.
Key-words: sperm; morphologic strict criteria; ART
outcomes

RESUMEN

Segun el criterio estricto de la morfologia espermatica
los resultados de FIV son subdptimos cuando la propor-
cién de espermatozoides normales es <14% y peor aun
cuando < 4%.

Objetivo: Comunicamos el efecto de la morfologia esper-
matica en FIV e ICSI. Para ello, se utilizaron los datos
de 165 procedimientos con 6vulos donados, un excelente
modelo para evaluar la morfologia espermatica.

Metodologia: Se realizaron 64 FIV, 81 ICSI y 20 proce-
dimientos mixtos FIV/ICSI. La ovodonacién fue por falla
ovarica de las receptoras. Todas las donantes fueron
jovenes, voluntarias y anonimas con fertilidad comproba-
da. Las receptoras fueron sincronizadas con las donantes y
todos los 6vulos aspirados fueron utilizados para una sola
receptora. Los embriones fueron transferidos en fresco y la
media fue de 2.88+0.29 por receptora. Los pacientes reali-
zaron un espermograma previo y la morfologia espermati-
ca fue evaluada segun Kruger. De acuerdo con la misma,
fueron divididos en 4 grupos: porcentaje de normales <4
(n = 23), entre 4y <10 (n = 58), entre 10 <14 (n = 23)
y =214 (n = 61). Para el analisis estadistico se utilizaron
los pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y de Mann-
Whitney, Chi cuadrado y Rho de Spearman.
Resultados: Se correlacion6 morfologia espermatica
con las tasas de fecundacidn, clivado, embriones buenos,
implantacion, embarazo y aborto en los tres tipos de
procedimientos. No se encontré diferencia alguna.
Conclusidn: De acuerdo a nuestros datos no hay influen-
cia de la morfologia espermatica en ninguna de las varia-
bles de relevancia para buenos resultados en FIV. Estos
hallazgos nos obliga a preguntarnos si realmente la
morfologia estricta es un buen biomarcador de buena
respuesta en FIV e indicacion para ICSI.

Palabras-clave: espermatozoide; morfologia estricta;
resultados en RA

RESUMO

De ac6rdo com o criterio da morfologia estrita dos esper-
matozoides, os resultados da FIV sdo sub-étimos quan-
do aproporgdo de espermatozoides normais é <14%, e
ainda pior se <4%.

Objetivo: Estudar o efeito da morfologia espermatica na
FIV e ICSI. , utilizando-se dados de 165 procedimentos
com ovulos doados, um excelente modelo experimental.
Metodologia: Foram 64 ciclos de FIV, 81 de ICSI e 20
procedimentos mistos FIV/ICSI. A ovodoacgao deu-se por
falha ovarica das receptoras. Todas as doadoras eram
jovens, voluntarias e an6nimas, com fertilidade compro-
vada. As receptoras foram sincronizadas com as doado-
ras e todos os évulos aspirados eram utilizados numa Unica
receptora. Os embrides foram transferidos a fresco, com
média de 2.88+0.29 por receptora. Os homens realizaram
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um espermograma prévio e a morfologia foi avaliada segun-
do Kruger, originando 4 grupos: percentagem de normais
<4 (n = 23), entre 4 e <10 (n = 58), entre 10 e <14 (n =
23) e 214 (n = 61). Para a analise estatistica se utilizaram
as provas ndo paramétricas de Kruskal-Wallis e de Mann-
Whitney, o Chi cuadrado e o Rho de Spearman.
Resultados: Correlacionou-se a morfologia espermatica
com as taxas de fecundagdo, clivagem, bons embrides,
implantacdo, gravidez e aborto nos trés procedimentos.
N3o houve diferengas significativas.

Conclusdo: De acordo com nossos dados, ndo ha influ-
éncia da morfologia espermatica em nenhuma variavel
de relevancia para bons resultados na FIV. Estes acha-
dos nos levam a cuestionar se realmente a morfologia
estricta € um biomarcador de boa resposta da FIV e de
indicagdo para ICSI.

Palavras-chave: espermatozoide; morfologia estricta;
resultados em RA

INTRODUCCION

La asociacion entre la calidad espermatica y la infertili-
dad masculina ha sido reconocida por mas de 50 afos. De
acuerdo con los datos de la literatura, pareceria claro que la
morfologia estricta tiene una importante relevancia clinica,
al punto tal que se lo considera un excelente biomarcador
de la capacidad fecundante in vivo e in vitro, independiente
de la motilidad y concentracion (Ombelet et al, 1995).

En la evaluacién de la morfologia espermatica habria que
tener en cuenta la proporcién de espermatozoides con
morfologia normal y la caracterizacion funcional de un
espermatozoide normal.

De acuerdo a los criterios de la OMS, un eyaculado
normal debe tener por lo menos 30% de espermatozoi-
des normales (WHO, 1992). En cambio para el criterio
estricto, un hombre fértil deberia tener mas de 14% de
formas normales y cuando es menor a 4% seria subfér-
til. Segun Kruger et al, los resultados de FIV fueron
suboptimos cuando la proporcién de espermatozoides
normales era menor al 14% y peor cuando era menor de
4% (Kruger et al, 1988).

Esta ampliamente difundida la verificacion de la morfolo-
gia espermatica en el diagnostico de la infertilidad mascu-
lina, desde que MacLeod and Gold en 1951 mostraron
que la morfologia espermatica era significativamente
distinta entre hombres fértiles e infértiles.

A pesar de los intentos de estandarizacion para definir al
espermatozoide con morfologia normal existe una gran
subjetividad en la clasificacién de la morfologia confun-
diendo en realidad la apariencia con la funcionalidad.
Para la OMS (1987), un espermatozoide normal no debe-
ria tener defectos en la cabeza (amorfa, pequefia, gran-
de, alargada, piriforme), ni en la pieza intermedia, ni en
la cola, considerando una proporcion de 50% de formas
normales como valor de referencia .

En el afio 1992 la OMS propone un criterio mas estricto
y disminuye a 30 % el valor normal, considerando como
anormales aquellas formas “borderline”. De esta manera
es considerada morfologia anormal cualquier combinaci-
on de las formas de la cabeza (grande, pequefia, amorfa,
con vacuola, doble cabeza), el defecto en la insercién de
la pieza intermedia y el espesor de la misma y cualquie-
ra de las siguientes anomalias de la cola (corta, enrula-
da, rota, grosor irregular, multiple, con gota terminal y
combinaciones). Las vacuolas en la cabeza del esperma-
tozoide no pueden ocupar mas del 20% de la superficie
de la misma vy las gotas citoplasmaticas en la pieza inter-
media no pueden ser mayores al tercio del volumen de la
cabeza y no mas del 10% pueden tener mala insercion de
la cola (WHO, 1992).

Morfologia Espermatica Estricta - Gallo A., et al.

El criterio estricto considera ademas de los descriptos por
la OMS dos categorias de amorfos para la cabeza: leve y
severamente amorfo; y dos categorias para los defectos
de cuello: levemente amorfo como los que tienen debris
celular alrededor del mismo, y los severamente amor-
fos como los que tienen una mala insercién del cuello o
anomalias de pieza intermedia en mas del 30 %.

Si bien Kruger y colaboradores sefialaron el valor del
porcentaje de formas ideales en los resultados de FIV, no
infirieron indicaciéon de ICSI, fundamentalmente porque
el mismo aparecié mucho tiempo después. En la actuali-
dad un valor bajo en la morfologia inclina la balanza hacia
el lado de ICSI.

Nuestro objetivo fue evaluar el efecto de la morfologia
espermatica sobre los procedimientos FIV e ICSI. Para
ello, se utilizaron los datos de 165 procedimientos de FIV/
ICSI con ovodonacién; por lo tanto al no existir factor
ovocitario constituiria un excelente modelo para evaluar
la calidad del semen.

PACIENTES Y METODOS

Se analizaron los resultados de los procedimientos de
fertilizacion in vitro realizados en 165 receptoras, 64 FIV,
81 ICSI y 20 FIV/ICSI. Los motivos de la ovodonacion
fue por falla ovarica de las receptoras. Todas las donan-
tes fueron menores de 30 afios, voluntarias y anoni-
mas, con fertilidad comprobada y chequeadas clinica,
infectoldgica y genéticamente. Se sincronizd la estimu-
lacion de las donantes con la preparacion del endome-
trio de las receptoras. Las receptoras recibieron Lupron
Depot 3.75®, mientras que las donantes Lupron 2.8%. El
endometrio de las receptoras se prepard con Ronfase®
cuando la donante comenzaba con la administracién de
Gonal-F®. Se discontinué la administracién de la misma
cuando uno de los foliculos alcanzé un diametro igual a
22 mm. Se programo la aspiracion entre 34 y 36 horas
post HCG con Ovidrel®. La aspiracién folicular se realizé
por via vaginal guiada ecograficamente y bajo anestesia
local y neuroleptoanalgesia. Todos los ovocitos obtenidos
de las donantes fueron inseminados o inyectados con el
semen procesado de las parejas.

Todos los pacientes realizaron un espermograma previo
al procedimiento.

La morfologia espermatica fue evaluada sobre portaob-
jetos pretefiidos Cell-VU® de acuerdo con los criterios
de Kruger et al. Se analizaron 200 espermatozoides con
objetivo de inmersién 100X. De acuerdo con la morfologia
fueron divididos en 4 grupos: a) porcentaje de normales
menor de 4 (23), b) entre 4 y menor de 10 (58), entre 10
y menor de 14 (23) y mayor o igual a 14 (61).

El semen fue obtenido por masturbacién con una absti-
nencia de 2-3 dias y procesado con Swim down mas Swim
up. En general, de acuerdo con la cantidad y calidad de la
recuperacion espermatica los ovocitos fueron inseminados o
inyectados. Sin embargo una proporcion importante de casos
con solamente morfologia alterada accedieron a ICSI.

Se registraron las siguientes tasas en los tres diferentes
procedimientos (FIV, FIV/ICSI e ICSI): fecundacion normal,
clivados, embriones buenos, implantacion y embarazo.
Para el analisis estadistico se utilizaron los siguientes tests:
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, no paramétrico
de Mann-Whitney, Chi cuadrado y Rho de Spearman.

RESULTADOS

La media de ovocitos aspirados en las donantes fue de
18.72+6.22. Todas las receptoras fueron transferidas con
embriones (2.88+0.29). La tasa de embarazo fue 43.0%
y la de aborto 14.1%.

En la tabla I figura la correlacién entre la calidad esper-
matica y los resultados en los 165 procedimientos de
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fecundacion in vitro realizados. Se utilizo el coeficiente de
correlacién Rho de Spearman y no se hallé relacion signi-
ficativa entre el porcentaje de espermatozoides normales
y las variables fecundacion, clivados, embriones buenos
y tasa de implantacion.

Tabla I: Correlacion entre el porcentaje de espermatozoi-
des normales y los resultados de FIV

Rho de

Variables estudiadas Spearman P N

Tasa fecundados normales -0,011 NS 165
Tasa Clivados 0,116 NS 165
Tasa embriones Buenos 0,118 NS 165
Tasa implantacion -0,013 NS 165

En la tabla II se correlacionaron las mismas variables
dividiendo en cuatro grupos la morfologia espermatica .
Se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y no

se hallé diferencia significativa entre los grupos de morfo-
logia vy las variables analizadas.

Con la intencidén de conocer si habia alguna variable con
mayor influencia en el logro del embarazo, se tuvieron en
cuenta los grupos de embarazo y no embarazo y se los
correlacioné con las variables que figuran en la Tabla III.
Se utilizd el test no paramétrico Mann-Whitney y si bien
resultaron diferentes las tasas de fecundados normales vy
clivados en el grupo de embarazo, la diferencia fue solo entre
70.0% vs 65.6% y 93.0% vs 89.0%, respectivamente.

La tasa de embarazo en los tres tipos de procedimientos
efectuados (FIV, FIV/ICSI e ICSI) fueron 45,3%, 40.0% y
42.0%, respectivamente.

En las tablas 1V, V, VI y VII figuran las tasas de fecundacion,
clivados, calidad embrionaria e implantacion en los tres
tipos de procedimientos realizados (FIV, FIV/ICSI e ICSI)
de acuerdo con la morfologia espermatica. El andlisis de
la varianza y la prueba de Levene evidencié que no hay
diferencias en las tasas mencionadas en los tres tipos de
procedimientos ni entre los diferentes grupos de morfologia
normal, excepto la tasa de embriones buenos que fue signifi-
cativamente mayor en FIV que en ICSI o FIV/ICSI (p<0.05)

Tabla II: Correlacion entre las variables de FIV y los subgrupos de morfologia espermatica

Normales < 4

4< Normales < 10

10 < Normales <14 Normales = 14

Variables estudiadas

N=23 N =58 N=23 N=61
Media S Media s Media s Media S
Tasa fecundados normales 0,680 0,146 0,675 0,167 0,677 0,152 0,671 0,155
Tasa clivados 87% 17% 91% 14% 92% 16% 91% 15%
Tasa embriones Buenos 0,64 0,24 0,64 0,25 0,66 0,31 0,70 0,23
Tasa implantacion 0,19 0,33 0,24 0,32 0,15 0,29 0,20 0,25
Tabla II1: Influencia de las variables estudiadas sobre el embarazo
No embarazo Embarazo
Variables estudiadas
N Media S Rango medio N Media S Rango medio p<
Ovocitos Recuperados 94 18,74 6,30 83,11 71 18,73 6,15 82,85 NS
Tasa fecundados normales 94 0,656 0,153 77,49 71 0,700 0,157 90,3 0,05
Tasa clivados 94 0,89 0,16 78,32 71 0,93 0,13 89,19 0,05
Morfologia espermatica Normal % 94 9,86 5,93 80,85 71 10,35 5,79 85,85 NS
Tasa embriones Buenos 94 0,65 0,24 79,46 71 0,68 0,26 87,69 NS

Tabla IV: Influencia de la morfologia espermatica sobre la fecundacién en los diferentes procedimientos de fecundacién in vitro.

i i FIV FIV/ICSI ICSI

Morfologia espermatica

Media s N Media s N Media s N
Normales < 4 0,69 0,12 5 0,57 0,15 4 0,71 0,15 14
4< Normales < 10 0,67 0,19 19 0,74 0,14 4 0,67 0,16 35
10 < Normales < 14 0,62 0,19 10 0,69 0,08 2 0,73 0,11 11
Normales > 14 0,64 0,15 30 0,69 0,15 10 0,71 0,16 21
Total 0,65 0,17 64 0,67 0,14 20 0,70 0,15 81

Tabla V: Influencia de la morfologia espermatica sobre el clivaje en los diferentes procedimientos de fecundacion in vitro.

) . FIV FIV/ICSI ICSI
Morfologia espermatica " . "

Media s N Media s N Media s N
Normales < 4 0,84 0,23 5 0,94 0,09 4 0,86 0,17 14
4< Normales < 10 0,95 0,11 19 0,96 0,08 4 0,89 0,15 35
10 < Normales < 14 0,99 0,04 10 0,78 0,31 2 0,87 0,18 11
Normales > 14 0,91 0,16 30 0,89 0,17 10 0,92 0,13 21
Total 0,93 0,14 64 0,90 0,15 20 0,89 0,16 81
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Tabla VI: Influencia de la morfologia espermatica sobre la calidad embrionaria en los diferentes procedimientos de fecundacion in vitro.

i i FIV FIV/ICSI ICSI

Morfologia espermatica

Media s N Media s N Media s N
Normales < 4 0,63 0,24 5 0,58 0,39 4 0,66 0,21 14
4< Normales < 10 0,75 0,25 19 0,87 0,09 4 0,55 0,22 35
10 < Normales < 14 0,79 0,27 10 0,43 0,10 2 0,59 0,33 11
Normales > 14 0,75 0,20 30 0,65 0,28 10 0,65 0,24 21
Total 0,74 0,23 64 0,66 0,28 20 0,60 0,24 81

Tabla VII: Influencia de la morfologia espermaética sobre la implantacién en los diferentes procedimientos de fecundacion in vitro.

i i FIV FIV/ICSI ICSI

Morfologia espermatica . N .

Media s N Media s N Media s N
Normales < 4 0,27 0,43 5 0,17 0,33 4 0,17 0,31 14
4< Normales < 10 0,29 0,34 19 0,25 0,32 4 0,22 0,31 35
10 < Normales < 14 0,10 0,32 10 0,00 0,00 2 0,21 0,30 11
Normales > 14 0,20 0,28 30 0,25 0,29 10 0,17 0,20 21
Total 0,22 0,32 64 0,21 0,28 20 0,20 0,28 81

En la Tabla VIII

figuran las tasas de embarazo en relacion a los tres tipos de procedimientos realizados ( FIV, FIV/ICSI

e ICSI) y a la morfologia espermatica. Se aplicé el test Chi cuadrado y resultdé no significativo.

Tabla VIII: Influencia de la morfologia espermatica sobre la tasa de embarazo en los diferentes procedimientos de fecun-

dacién in vitro.

FIV FIV/ICSI ICSI
Morfologia espermatica Beta Beta Beta Beta Beta Beta
negativa  positiva Total negativa  positiva Total negativa positiva {otal

n 3 2 5 3 1 4 9 5 14
Normales < 4

% 60,0% 40,0% 100% 75,0% 25,0% 100% 64,3% 35,7% 100%

n 9 10 19 2 2 4 21 14 35
4 < Normales < 10

% 47,4% 52,6% 100% 50,0% 50,0% 100% 60,0% 40,0% 100%

n 7 3 10 2 0 2 7 4 11
10 < Normales < 14

% 70,0% 30,0% 100% 100,0% 0,0% 100% 63,6% 36,4% 100%

n 16 14 30 5 5 10 10 11 21
Normales > 14

% 53,3% 46,7% 100% 50,0% 50,0% 100% 47,6% 52,4% 100%

En la tabla IX se relaciond la morfologia espermatica con
la tasa de aborto. Se aplico el test exacto de Fisher que
resulté no significativo.

Tabla IX: Relacién entre la morfologia espermatica y la
tasa de aborto

Para verificar si la tasa de aborto dependia del procedi-
miento se compararon los datos de la tabla X. Se aplico el
test exacto de Fisher y no resulté significativo.

Tabla X: Relacion entre tipo de procedimiento y tasa de aborto

Procedimientos No aborto Aborto Total
Morfologia No
espermgtica aborto Aborto Total n 25 4 29
FIV
n 7 1 8 % 86,2 13,8 100,0
Normales < 4
% 87,5 12,5 100,0 n 7 1 8
FIV/ICSI
n 23 3 26 % 87,5 12,5 100,0
4< Normales < 10
% 88,5 11,5 100,0 n 29 5 34
ICSI
n 5 2 7 % 85,3 14,7 100,0
10 < Normales < 14
% 71,4 28,6 100,0 n 61 10 71
Total
n 26 4 30 % 85,9 14,1 100,0
Normales > 14
% 86,7 13,3 100,0
En la tabla XI figuran las principales variables estudiadas
n 61 10 71 y su relacion con los procedimientos de FIV e ICSI dejan-
Total % 85,90 14,10 100,00 do de lado los 20 procedimientos mixtos, para poder

evaluar a los dos tipos de procedimientos.
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Tabla XI: relacion entre tipo de procedimientos y los resultados segun FIV o ICSI

FIV ICSI
Variables estudiadas N il < p,E)?]qggio Media < pr%argggio .
Tasa fecundados normales 64 0,650 0,165 65,98 81 0,695 0,151 78,540 0,05
Tasa clivados 64 0,928 0,143 79,9 81 0,89 0,155 67,55 0,05
Morfologia espermatica Normales % 64 11,5 5,7 84,96 81 9,0 6,0 63,55 0,002
Tasa embriones Buenos 64 0,744 0,230 86,88 81 0,599 0,243 62,03 0,001
Tasa implantacion 64 0,216 0,317 73,56 81 0,198 0,282 72,56 NS

Discusidn:

Estda ampliamente aceptado que la morfologia estricta
tiene una importante relevancia clinica, al punto tal que
se la considera un excelente biomarcador de la capacidad
fecundante in vivo e in vitro, independiente de la motili-
dad y concentracion . A pesar de los intentos de estan-
darizacion para definir al espermatozoide con morfologia
normal, existe una gran subjetividad en la clasificacion de
la morfologia, confundiendo, en realidad, la apariencia
con la funcionalidad.

Si bien Kruger y colaboradores sefialaron el valor 6ptimo
del porcentaje de formas ideales en los resultados exito-
sos de FIV, no infirieron que porcentajes inferiores fueran
indicacion de ICSI, como se lo interpreta actualmente. En
realidad un valor bajo en la morfologia estricta inclina la
balanza hacia la indicacidén del ICSI, sin tener en cuenta
la concentracion ni la movilidad.

En el presente trabajo evaluamos los resultados de 165
procedimientos de fecundacion in vitro y se los relaciond
con la morfologia espermatica de acuerdo con los criterios
estrictos de Kruger. Como los procedimientos de FIV e
ICSI fueron realizados con évulos donados y endometrios
preparados fisiolégicamente, pensamos que constituiria
el modelo ideal para evaluar la morfologia espermatica
ya que los factores ovocitarios y endometriales no inter-
feririan. La tasa global de embarazo fue de 43.0% vy la de
aborto 14.1%.

De acuerdo a nuestros datos no hay influencia de la morfo-
logia espermatica en ninguna de las variables de relevan-
cia para buenos resultados en fecundacion in vitro, es
decir, tasa de fecundacioén, clivados, embriones buenos,
implantacion, embarazo ni aborto (ver tablas I, II, 1V, V,
VI, VII, VIII, IX y X). Estos hallazgos no concuerdan con
lo previamente publicado por Kruger et al., 1986, que
afirman que existe una excelente correlaciéon entre los
porcentajes de formas normales y las tasas de fecundaci-
on y embarazo, ademas de tener una alta precision y un
alto valor prondstico (Kruger et al, 1986; Coetzee et al,
1998). Rogers et al ya habian sefialado la importancia de
la morfologia en la capacidad fecundante de los esperma-
tozoides (1983). Posteriormente otros autores reafirman
los hallazgos de Kruger como Gopalkrishnan et al (1992),
Ombelet et al (1994), Hernandez et al (1996), Terriou et
al (1997), Obara et al (2001). Por el contrario, nuestros
resultados concuerdan con los publicados por Svalander
et al (1996), Lundin et al (1997), Zahalsky et al (2003),
McKenzie et al (2004), Powers et al (2004), Gvakharia
et al (2005), Keegan et al (2007) y Wu Y et al (2008),
quienes no encuentran relaciéon con la morfologia esper-
matica ni aun en los casos de teratozoospermia severa, a
pesar de que el operador siempre intenta elegir al mejor
espermatozoide para inyectar.

¢Serd realmente importante la morfologia espermati-
ca en los resultados de fecundacion in vivo e in vitro?.
Para poder contestar esta pregunta, uno deberia pregun-
tarse cual es la real funcion del espermatozoide cuando
ha logrado penetrar al ovocito. Todos sabemos que un
espermatozoide funcional reanuda la segunda divisidn del

ovocito, aporta el centriolo para el clivaje del huevo fecun-
dado y la mitad del genoma, que se evidenciara alrededor
de las 64 hs. post fecundaciéon. Si uno asumiera que
una morfologia alterada fuera sinénimo de mala consti-
tucion genética, seria mas entendible su relevancia en la
fecundacién y su posterior evolucién. Sin embargo hoy
no hay dudas de que aun los espermatozoides aneuploi-
des pueden ser morfolégicamente normales y fecundos
(Celik-Ozenci et al, 2004) y ademas una buena morfolo-
gia embrionaria no es sinénimo de euploidia (Handyside
et Ogilvie,1999; Munné et al, 2007). De hecho existen
trabajos donde se demostré la ausencia de correlacion
entre la morfologia y la aneuploidia espermatica (Coco
et al, 2002; Sun et al, 2006).

¢La morfologia espermatica estricta no serd una aprecia-
cion estética mas que funcional?. Obviamente que si tene-
mos en cuenta la funcién del espermatozoide, la morfo-
logia convencional de la OMS cumple con su propdsito.
Teniendo en cuenta que nuestro modelo de trabajo fue
casi el ideal para apreciar el efecto de la morfologia esper-
matica, pensamos que la morfologia estricta es mas bien
dependiente del esteticismo del operador y que en reali-
dad no refleja alteracion funcional alguna. Esto no quiere
decir que las anomalias claramente objetivizables, usando
los criterios de OMS tanto como los de Kruger, no sean
importantes en los resultados de los procedimientos de FIV
e ICSI, sino que las alteraciones minimas en la morfologia,
son las que no tienen importancia. No hay dudas que la
calidad embrionaria es el factor mas importante en el logro
del embarazo. Cabe consignar, como se aprecia en la tabla
XI, que la calidad embrionaria en los procedimientos de
FIV es superior a los de ICSI, por lo tanto, habria que
tener en cuenta este dato y ser muy cuidadoso al utilizar
la morfologia estricta como indicacién para ICSI.
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Transferéncia de embrides cultivados independentemente em
meios de cultura essencial e sequencial melhora as taxas de
gravidez em tratamentos com técnicas de reproducao assistida.

Transference of embryos cultivated independently in Essential and
Sequential culture medium improves the rates of pregnhancy in
treatments with techniques of in vitro fertilization.
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RESUMO Methodology: After follicular aspiration, the oocytes of each
Objetivo: Avaliar o impacto da transferéncia simultanea patient were divided in two groups and incubated for 2 hours
de embrides cultivados independentemente em dois dife- according to the culture medium to be used until the embryo
rentes meios de cultura. transfer, Essential or Sequential (Givf). After the 2h of incu-
Metodologia: Finalizada a puncao folicular, os odcitos de bation, the oocytes denudation were performed and after
cada paciente foram separados em dois grupos e incuba- more 1h the insemination were realized by ICSI. Just after
dos por 2 horas conforme o meio de cultivo a ser usado insemination, the oocytes pre-incubated in Essential and Givf
até a transferéncia, Essencial ou Sequencial (Givf). Em were cultured individually in Essential and Sequential (G1)
seguida, realizou-se a denudacdo dos odcitos e apds uma respectively. The fertilization were evaluated 19h after ICSI
hora, a inseminacdo dos mesmos por ICSI. Logo apds a and one day after (Day2) we realized the classification and
inseminacdo, os odcitos pré-incubados em Essencial e Givf embryo transfer. All transfers were realized in G2, and at
foram cultivados individualmente nos meios Essencial e least 1 embryo from each culture medium was chosen.
Sequencial (G1) respectivamente. A fertilizagdo foi checada Results: The pregnancy outcomes of cycles which reali-
19 horas apds a ICSI e no dia seguinte (dia 2) realizou-se zed mixing culture (bhcg = 51,85%) were significantly
a classificacdo e transferéncia embrionaria. Todas as trans- higher (p=0,00230) than the cycles that were cultivated
feréncias foram realizadas em meio G2, de forma que pelo only in G1 (bhcg = 36,68%) and superior (p = 0,09134)
menos 1 embrido de cada meio de cultivo foi selecionado. to than that were cultivated and transferred only in
Resultados: Os resultados de gravidez dos ciclos que Essential (bhcg = 44,2%).
realizaram cultivo misto (bhcg = 51,85%) foram supe- Conclusion: The compound culture system, showed better
riores, de forma significante (p=0,00230) aos ciclos que results in relation to the sequential (p<0,05). The diversity
cultivaram apenas em G1 (bhcg=36,68%) e superiores of culture medium showed to privilege a higher income of
(p= 0,09134) aos que cultivaram e transferiram apenas the embryo implantation potential on a same IVF cycle.
em Essencial (bhcg= 44,2%).
Conclusao: O sistema de cultivo misto apresentou Keywords: Compound Culture, Culture Medium, Embryo
melhores resultados de gravidez em relagdo ao sistema Development, Simultaneous Transfer, Pregnant rates.
sequencial (p<0,05). A diversidade de meios de culti- .
vo demonstrou favorecer o melhor aproveitamento do INTRODUCAO
potencial implantacional de embrides de um mesmo ciclo Uma das etapas mais importantes no tratamento com
de Fertilizagdo in vitro. técnicas de reprodugdo assistida é o cultivo embriona-
rio. Diversos tipos de meios de cultura tem sido propos-
Palavras-Chave: Cultivo Misto, Meios de Cultura, Desen- tos nos ultimos anos (Biggers, 2002 e 2003; Summers
volvimento embrionario, Transferencia Simultanea, Taxa & Biggers, 2003; Jones, 1998; Perin et al., 2008) com
de gravidez. objetivo de melhorar o ambiente para o desenvolvimento
embrionario in vitro, de forma a mimetizar o ambiente
ABSTRACT natural, da forma mais aproximada possivel.
Objective: Evaluate the impact of the simultaneous E fundamental ter cuidados com substrato energético
transfer of embryos cultivated independently in two diffe- (Whitten, 1956, 1957; Biggers et al., 1967), presencga de
rent kinds of culture medium. fontes fixas de nitrogénio como aminoacidos, albumina
Recebido em 03/06/2009 Copyright - Todos os direitos reservados a
Aceito em 05/06/2009 SBRA - Sociedade Brasileira de Reprodugéo Assistida
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ou soros (Loutradis et al., 2000), a adigdo de antioxi-
dantes (Tarin,1995;Vermeiden & Bast, 1995) e antibi-
oticos (Biggers & Summers, 2008). O maior conheci-
mento sobre as vias metabdlicas embrionarias, levaram
a mudangas no que se considera ideal para os meios de
cultura (Biggers & Summers, 2008).

Os primeiros meios de cultura utilizados foram os essen-
ciais (minimum essential media - MEM) que contem sais,
glicose, bicarbonato de sédio e vermelho fenol, devendo
ser suplementado com piruvato e albumina (Biggers et
al., 1967) suprindo assim as necessidades energéticas
e de pH, para todo o periodo de desenvolvimento pré-
implantacional.

Posteriormente, foram desenvolvidos os meios chama-
dos de seqlienciais, uma vez que apresentavam dife-
rentes composicées de acordo com a fase de desenvol-
vimento embrionario. Esse meio contem sais, glicose,
piruvato, aminodacidos, antibidticos, anti-oxidantes e
bicarbonato de sddio, devendo ser suplementado com
albumina (Pool, 2002, 2005).

Ndo existem, ate o momento, estudos que tenham
demonstrado a superioridade de um tipo de meio de
cultura sobre os demais, com relagdao ao desenvolvi-
mento embrionario e taxas de gravidez, quando a trans-
feréncia é realizada até o dia 3 (Biggers & Summers,
2008). Além disso, ndo se sabe se alguns embrides
seriam mais beneficiados por um tipo de meio de cultura
do que outro.

Assim, o objetivo de nosso estudo foi avaliar o efeito
da exposicdo de embrides de um mesmo ciclo a dois
diferentes meios de cultura, com posterior transferéncia
de pelo menos um embrido cultivado em cada meio de
cultura.

MATERIAL E METODOS

Um total de 652 casais submetidos a tratamento de
infertilidade pela técnica de reproducdo assistida, no
periodo de janeiro de 2007 a julho de 2008, foi incluido
no estudo. Deste total, 243 tiveram os embrides cultiva-
dos em dois tipos de meio de cultura, isto €, Essencial e
Sequencial - cultivo misto; 169 casais tiveram os embri-
Oes cultivados apenas em meio Sequencial, e 240 casais
apenas em meio Essencial.

Indugao da ovulagao

A indugdo da superovulagao foi feita com FSH recombi-
nante (rFSH - Gonal F - Serono - Brasil) e a dose foi
adequada de acordo com a resposta individual, avalia-
da por ultrasonografia seriada e dosagem sérica de
estradiol, conforme descrito previamente (Geber et al.,
2002).

A supressdo da funcdo hipofisaria foi realizada com
analogo do GnRH (Lectrum - Sandoz - Brasil) na fase
folicular precoce ou lUtea tardia (Geber et al., 2002b),
ou antagonista do GnRH (Cetrotide - Serono - Brasil),
iniciado quando os foliculos apresentavam diametro
médio de 14mm, para mulheres com idade >40 anos.
Quando os foliculos atingiam um diametro médio de 17
mm com niveis concordante de estradiol, administrou-
se hCG recombinante (Ovidrel — Serono - Brasil), e ~34
horas apos foi realizada a pungéo folicular para aspiracao
dos odcitos, guiada por ultrasonografia endovaginal.

Fertilizagdo in vitro, cultivo e transferéncia
embrionaria

ApoOs a identificacdo e separagao dos odcitos do liquido
folicular, os mesmos foram transferidos para tubos com
1ml de meio de cultura. No grupo de cultivo misto, os
embrides foram alocados igualitariamente para os dois

Cultivo misto melhora resultados de gravidez - Geber S., et al.

meios de cultura. Nos demais grupos, todos os embrides
foram alocados para um tipo de meio de cultura, apenas.
Apds duas horas de incubagdo em meio de cultura, os
oocitos foram denudados em hialuronidase com pipeta
afilada. O preparo do sémen foi realizado pela técnica de
swim up modificado (Geber et al., 2002c).
Aproximadamente duas horas depois todos odcitos foram
inseminados pela técnica de Injecdo Intracitoplasmatica
de Espermatozoéides (ICSI) e a fertilizagcdo foi confirma-
da apods 19 horas. Os embrides foram mantidos em meio
de cultura cobertos por 6leo mineral (Sigma - EUA) a
37°C e 7% de CO,. A transferéncia embrionaria foi reali-
zada no dia 2 ou 3 pds ICSI utilizando-se catéter Soft
(Sydney IVF - Cook - Austrdlia). Foram considerados
embrides de boa qualidade aqueles que tinham 2 a 4
células, com blastomeros regulares e fragmentagdo de
até 10% (Veeck, 1999).

O suporte de fase lGtea foi feito com progesterona por via
vaginal (Crinone 8% - Serono - Brasil). O teste de gravi-
dez (B hCG serico) foi realizado 14 dias apds a pungao
folicular, e uma vez positivo (>25mUI/ml), realizou-se
ultrasonografia 10 dias apos, seguida de nova ultraso-
nografia 10 dias depois. Foram consideradas gravidas as
pacientes que apresentaram batimentos cardiaco-fetais
ao exame.

Meio de cultura

O meio de cultura Essencial foi o Earle’s Balanced Salt
Solution (EBSS - SIGMA - EUA) suplementado a 10% com
soro sintético substituto (SSS - Irvine Scientific - EUA)
e 0,47mM de piruvato (Sigma - EUA) (Caro & Trounson,
1986). O meio Sequencial foi composto por duas partes,
G-1IVF (Vitrolife - Suécia) para manipulagdo de gametas,
e G1 (Vitrolife - Suécia), para cultivo até dia 3. A suple-
mentagao foi feita com 10% de Human Serum Albumin
(HSA - Irvine Scientific - EUA) para o G-IVF e 5% de HSA
para o G1. O meio de transferéncia utilizado em todos
os casos foi 0 G2 (Vitrolife - Suécia) suplementado com
5% de HSA. Os suplementos adicionados em cada meio
possuiam diferentes concentragées de Albumina, sendo
50mg/ml para SSS e 100mg/ml para HSA.

Foram denominados ciclos de cultivo Misto aqueles em
que pelo menos um embrido cultivado em cada tipo
de meio de cultura tenha sido transferido. Quando os
embrides transferidos foram cultivados em meios G-IVF
e G1, foram denominados cultivo Seqliencial, e quando
os embrides transferidos forma cultivados apenas em
EBSS, foram denominado cultivo Essencial.

Analise Estatistica

Foi realizado um estudo prospectivo tipo caso controle. O
calculo amostral foi realizado considerando-se um poder
de 80%, sendo necessarios pelo menos 103 pacientes
para cada grupo. Foram utilizados os testes de qui-qua-
drado ou t de student quando adequado. A diferenca foi
considerada significativa quando p <0,05.

RESULTADOS

A idade das pacientes variou de 21 a 45 anos, com
media de 34,4. Nos grupos de cultivo Misto, Sequen-
cial e Essencial as médias de idade foram de 34, 34,2 e
35,1, respectivamente. O grupo de meio Essencial apre-
sentou idade superior aos demais (p=0,024). O tempo
de indugdo da superovulagdo e dose total de rFSH foi
semelhante nos trés grupos, com média de 11 dias e
2325 UI. O nimero de oocitos em metafase II foi seme-
Ihante nos trés grupos (Tabela 1).

Quando comparamos o nimero médio de embriGes de
boa qualidade obtidos nos trés grupos, identificamos
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uma menor proporgdo no grupo de embrides cultivado
em meio Seqlencial, com uma media de 4 embrides,
enquanto nos grupos Misto e Essencial a media observa-
da foi de 4,6 embrides (Tabela 1).

Identificamos uma maior taxa de gravidez no grupo de
cultivo Misto, quando comparada com o grupo de culti-
vo Sequencial (p=0,002). Apesar de nao significativa,
observamos uma maior taxa de gravidez no grupo de
cultivo Misto quando comparado ao grupo de cultivo
Essencial (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagdo entre o numero de odcitos MII,
embrides de boa qualidade, embrides transferidos e taxas
de gravidez entre os grupos estudados.

Cultivo Cultivo Cultivo
Misto Sequencial Essencial
Oocitos em MII 10,7 9,77 7,42%
Embrides de boa
qualidade 4,6 4 461
Embrides transferidos 3,9 3,2 3,2%
Taxa de Gravidez 51,9% 36,7% 44,2%8

* p>0,05 quando comparados os trés grupos - teste t de
student

T p<0,05 quando comparados cultivo misto e seqliencial -
teste t de student

§ p<0,05 quando comparados cultivo misto e seqlencial -
teste qui quadrado

DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou que o cultivo de embrides,
de um mesmo ciclo de tratamento, em diferentes meios
de cultura determinou aumento nas taxas de gravidez,
quando comparado aos ciclos cujos embrides foram
cultivados em um Unico meio. Em nosso entender, esse
é o primeiro estudo que faz esse tipo de avaliagdo. Os
resultados sugerem também, que diferentes embriGes
podem ter diferentes necessidades fisioldgicas durante
o periodo de desenvolvimento preimplantacional, ainda
que provenientes de um mesmo casal.

O aumento nas taxas de gravidez encontrado pode ser
explicado pelas diferengas nos dois meios de cultura
utilizados simultaneamente para embrides de um mesmo
casal. Assim, ampliamos os tipos de oferta, aumentando
a chance de atender as principais necessidades metabo-
licas de cada pool de embrides, pois em todas as trans-
feréncias havia pelo menos um embrido de cada um dos
dois tipos de meio de cultura, ao invés de apenas um
meio de cultura.

Nossos resultados confirmam os achados de Trounson
& Caro (1986) (Caro & Trounson, 1986) sobre a nao
essencialidade da presenca de um grupo complexo
de aminoacidos para o adequado desenvolvimento de
todos embrides. Tal afirmagdo sustenta-se no fato de
que apesar do meio Sequencial possuir suplementagdo
com HSA e aminoéacidos como fonte de proteina, o meio
Essencial possui apenas o SSS.

Os dois meios de cultura apresentavam fontes de nitro-
génio fixado em diferentes proporgdes tanto nos suple-
mentos (HSA e SSS) quanto na adigdo direta de amino-
acidos. Este fato reafirma as conclusGes de Houghton et
al (2002) (Franchesca et al., 2002), que descreveram
a capacidade de embrides na fase pré-implantacional
de selecionar e consumir gradativamente os elemen-
tos mais importantes para o préprio desenvolvimento,
sem necessariamente que embrides pertencentes a um
mesmo ciclo apresentem o mesmo padrdo de seletivi-
dade. N&o ha conformidade fisioldgica em retirarmos
aminoacidos dos meios de cultivo.

Nosso trabalho reafirmou os achados de Barak eta/ (1998)
(Barak et al., 1998) e Macklon et al (2002) (Macklon et
al., 2002) demonstrando que em determinados meios a
glicose ndo inibe o desenvolvimento embrionario inicial.
Uma vez que ambos os meios utilizados possuem glicose
em toda a sua constituigao.

Podemos concluir que a transferéncia de embrides
provenientes de meios de cultura diferentes, sendo
um Essencial e outro Sequencial, pode determinar um
aumento nas taxas de gravidez em ciclos de reproducgao
assistida.
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RESUMO ABSTRACT
Os parametros de morfologia, motilidade e concentra- The parameters of morphology, motility and sperm
cdo de espermatozoides determinam a qualidade de uma concentration confer quality to a semen sample and chan-
amostra seminal e alteragdes nestes parametros podem ges in these parameters may affect male fertility. The
afetar a fertilidade do individuo. O presente trabalho teve present study aimed to compare different parameters of
como objetivo analisar diferentes parametros de qualida- semen quality after two different sexual abstinence perio-
de seminal e compara-los com o periodo de abstinéncia ds. The semen analysis of 33 patients were retrospective-
sexual. Para isso, foi realizado um estudo retrospectivo ly analyzed. Semen parameters were compared for each
de analise de prontuarios de 33 pacientes. Os valores dos patient in two different periods of sexual abstinence:
parémetros seminais foram comparados em um mesmo period A short (1-4 days) and period B long (maximum
paciente entre dois periodos: apds uma primeira cole- of 5 days of abstinence). There was at least one more
ta com um periodo de abstinéncia curto (periodo A, 1-4 day of sexual abstinence between the two periods and
dias), e ap6s uma segunda coleta com um periodo de there was not any overlapping between them. Results
abstinéncia maior (periodo B - maximo 5 dias de absti- were analyzed by Student’s -T test for pared samples.
néncia). Houve o acréscimo de pelo menos um dia de Results showed a significant increase in sperm concen-
abstinéncia de diferenga entre os dois periodos e ndo tration and motility for the more prolonged period of
houve interseccdo entre eles. Para a analise dos resul- sexual abstinence (Concentration: period A= 31,1+5,19;
tados foi utilizado um Teste T de Student para amostras period B= 44,846+7,733; P=0,0026. Motility: period
pareadas. Os resultados mostraram um aumento signifi- A=42,51+3,32; period B= 53,27+3,15; P=0,00038).
cativo nos valores de concentracdo e motilidade no peri- No significant differences were detected for any of the
odo mais longo (Concentragdo: periodo A=31,1+£5,19; other parameters analyzed (Morphology: period A=
periodo B=44,846+7,738; P<0,01. Motilidade: perio- 22,57+1,79; period B=24,36+2,004; P=0,059; Volume:
do A=42,51+3,32; periodo B=53,27+3,15; P<0,001; period A=2,83%0,225; period B=3,32+0,369; Viability:
médiaterro padrdo). Nao foram verificadas diferencas period A= 58,83+2,98; period B= 57,23+2,43; mean
significativas nos demais parametros analisados (Morfo- + standard error, P>0,05). An abstinence period up to
logia: periodo A=22,57+1,79; periodo B=25,36+2,004; 5 days seems ideal for sperm maturation, possibly by
P=0,059. Volume: periodo A=2,83+0,225; periodo making sperm more competent to fertilization. Thus, an
B=3,32+0,369;. Vitalidade: periodo A= 58,83+2,98; increase of the sexual abstinence of up to 5 days seems
periodo B=57,23+2,43; médiazxerro padrdo, P>0,05). Um to improve semen quality and my represent an important
periodo de abstinéncia de até 5 dias parece ideal para que factor to consider when treating infertile couples.
a maturidade espermatica se complete, tornando os esper-
matozoides mais aptos a fertilizagdo. Assim, o aumento no Keywords: Sexual abstinence; Spermatogenesis; Semen
periodo de abstinéncia (até 5 dias) parece produzir uma quality; Fertility;
melhora na qualidade seminal e pode ser um dado impor-
tante para casais que enfrentam problemas de fertilidade. INTRODUCAO

Os parametros de morfologia, motilidade e concentra-
Palavras-chave: Abstinéncia sexual; Espermatogénese; cdo total de espermatozdides conferem a qualidade de
Qualidade seminal; Fertilidade; uma amostra seminal e alteragdes nestes parametros
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podem afetar a fertilidade do individuo. Apds a esper-
matogénese, os espermatozodides formados permanecem
armazenados nos testiculos e/ou nos epididimos até o
momento da ejaculagdo (Junqueira & Carneiro, 2008).
A motilidade é induzida durante a ejaculagdo quando
os espermatozdides se misturam com as secregbes das
glandulas acessorias (Lindholmer, 1974). Ela é o parame-
tro mais importante no processo fertilizante (Donnelly et
al., 1998). Se ndo houver ejaculagdo em um intervalo de
até 5 dias a qualidade dos espermatozdides diminui (Bras
et al.,, 1996). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
preconiza como periodo padrdo de tempo de abstinén-
cia o intervalo entre 2 e 5 dias. Tal recomendacgédo é de
grande importancia para aumentar as possibilidades de
fecundacdo em casais que enfrentam problemas de ferti-
lidade (OMS1999).

Sauer e colaboradores (1988), realizaram um estudo com
0 sémen de 10 individuos férteis com periodos de absti-
néncia de 12 horas, 1, 3 e 5 dias e observaram uma corre-
lagdo positiva entre concentragdo, volume e o aumento
do periodo de abstinéncia. Entretanto a motilidade esper-
matica ndo foi afetada pelo periodo de abstinéncia. Por
outro lado, a motilidade progressiva é um paréametro que
sofre reducdo se a abstinéncia for muito longa, como 10
dias (Magnus et al., 1991).

A analise de outros periodos de abstinéncia (24 horas
e 4 dias), também mostrou um aumento do volume,
da concentracdo e da motilidade no periodo mais longo
(Matilsky et al., 1993).

Outro parametro que esta relacionado a abstinéncia é a
fragmentagdo do DNA. A analise dos parametros semi-
nais e de fragmentacdes do DNA em espermatozdides de
11 homens que mantiveram periodos de abstinéncia de
1, 3, 5 ou 8 dias, mais uma vez demonstrou o aumento
da concentracdo e do volume com o aumento do periodo
de abstinéncia. A motilidade, o pH e a vitalidade ficaram
inalterados.e ndo foram detectadas alteragdes significati-
vas na fragmentagdo de DNA relacionadas ao aumento do
periodo de abstinéncia (Jonge et al., 2004).

A fragmentagdo do DNA é um parametro inversamente
correlacionado a qualidade seminal. O aumento da frag-
mentacdo do DNA estd comumente associado a popula-
cOes que apresentam diminuicdo da morfologia normal,
da motilidade e da concentracdo de espermatozdides
(Muratori et al., 2008).

Visto que poucos estudos dessa natureza tém sido reali-
zados no Brasil, o presente trabalho teve como objetivo
comparar diferentes parametros de qualidade seminal
e relaciona-los com o periodo de abstinéncia sexual em
individuos da cidade de Porto Alegre, RS.

METODOS

O presente trabalho compreende estudo retrospectivo de
anadlise de prontuarios de 15 pacientes da Clinica de Pesqui-
sa e Reproducgdo Assistida Nilo Frantz (do periodo de 2000
a 2008) e de 18 pacientes do Hospital Fémina (do periodo
de 2007 a 2008), ambos na cidade de Porto Alegre, RS. Os
parametros de qualidade seminal foram comparados em um
mesmo paciente entre o periodo de abstinéncia A (curto,
de 1 a 4 dias) onde foi realizada a primeira coleta para o
espermocitograma e o periodo de abstinéncia B (longo, de
2 a 5 dias) no qual foi realizada a segunda coleta. Houve o
acréscimo de pelo menos um dia de abstinéncia de diferenca
entre os dois periodos, ndo havendo intersecgdo entre eles.
As andlises foram realizadas pela mesma analista em ambos
os locais, utilizando a mesma metodologia sugerida pela
OMS (1999). As analises consistiram de observagdes micros-
copicas das amostras coletadas, utilizando-se a Camara de
Makler® (Fertility Makler), para a contagem dos espermato-

Abstinéncia sexual e pardmetros seminais - Rivaroli M. S., et al.

zbides (concentracdo/ml) e a analise da motilidade. A moti-
lidade dos espermatozoides foi classificada em A (direcio-
nais rapidos), B (direcionais lentos), C (ndo direcionais) e D
(imdveis). As amostras foram coradas com o kit Instant Prov,
(Newprov/Brasil) para a avaliagdo da morfologia da cabega,
da peca intermediaria ou da cauda. A medigdo do volume foi
realizada utilizando-se um tubo conico graduado.

Os prontuarios contendo os resultados dos espermoci-
togramas que puderam ser analisados deveriam conter
todas as informages sobre o espermocitograma tais
como volume, concentragdao, motilidade, morfologia e
vitalidade. A idade média dos pacientes foi de 34 anos
e o periodo médio entre as coletas foi de 83 dias. O
indice de normalidade seminal (NMS) das amostras foi
calculado a partir do célculo descrito por Jensen et al
(2004): volume X concentragdao X % de espermato-
z6ides moveis rapidos e direcionais (tipos A e B) X %
de morfologia normal. Este indice representa o niume-
ro total de espermatozdides normais com motilidade
normal para cada amostra seminal. A média dos valo-
res totais encontrados nos espermocitogramas é apre-
sentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Médias dos valores dos espermocitogramas

MédiatErro

Parametros seminais padrio Variagoes
Volume (mL) 3,08+0,21 0,8-10
pH 7,98+0,02 7,5-8,5

Motilidade (%) 47,89+2,36 6-85

Morfologia Normal (%) 23,95+1,34 3-47

Concentragdo (x 10%/mL) 37,97+4,70 0,11-179
Idade Média (anos) 34,03+1,67 21-60
Média entre as coletas (dias) 83,2+6,72 5-242
Média Periodo A (dias) 2,75+0,17 1-4

Média Periodo B (dias) 4,1+0,18 2-5
Vitalidade (%) 58,035+1,91 16,66-84,5

Nota: Totalizados 66 espermocitogramas de 33 homens.

A normalidade das amostras foi testada pelo método de
Kolmogorov-Smirnov. A analise estatistica foi realizada
através do Teste T de Student para amostras pareadas
(periodo longo versus periodo curto do mesmo pacien-
te). Os dados sdo apresentados como média + erro
padrdo com um nivel de significancia de 0,05.

Foram analisados 90 prontuarios. O critério para
exclusdo dos espermocitogramas foi a falta de apre-
sentacdo de alguma das informagdes necessarias
para a analise ser realizada. Também foram excluidos
os prontuarios de pacientes que realizaram as duas
coletas com o mesmo periodo de abstinéncia. Foram
selecionados para este estudo 76 prontuarios, sendo
que 10 destes apresentaram periodos de abstinéncia
maiores do que 5 dias.

RESULTADOS

A andlise dos espermocitogramas mostrou um aumento
significativo nos valores de concentragdo (periodo A=31,1 +
5,19; periodo B=44,846 + 7,738; P<0,01) e motilidade (peri-
odo A=42,51 + 3,32; periodo B=53,27 + 3,15; P<0,001),
com o aumento do periodo de abstinéncia sexual (Figuras 1
e 2. Os valores de morfologia normal (periodo A=22,57 +
1,79; periodo B=25,36 + 2,004; P=0,059), volume (periodo
A=2,83ml + 0,225; periodo B=3,32ml =+ 0,369; P>0,05)
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e vitalidade (periodo A= 58,83 % 2,98; periodo B=57,23 +
2,43; P>0,05) nao apresentaram alteragdes estatisticamen-
te significativas ( Figuras 3, 4 e 5, respectivamente).

Cinco pacientes que realizaram as coletas com um periodo
de abstinéncia maior do que 5 dias, ndo foram incluidos
nos resultados descritos acima. Entretanto, a andlise dos
espermocitogramas destes pacientes mostrou que existe
uma reducdo do NMS com o aumento do periodo de absti-
néncia (Figura 6). Observou-se, portanto, uma tendéncia
para diminuigdo do NMS apds 5 dias de abstinéncia.

o
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Figura 1: Média das concentragdes de espermatozdides (concentragdo -
milhdes/ml) em dois periodos de abstinéncia sexual. Periodo A (curto);
Periodo B (longo). Foram verificadas diferengas estatisticamente significa-
tivas (Teste T,*P<0,05). O nimero amostral foi de 33 para cada ponto.
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Figura 2: Motilidade espermética (%) em dois periodos de abstinéncia
sexual. Periodo A (curto); Periodo B* (longo). Foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas (Teste T,*P<0,05). O nimero amostral foi
de 33 para cada ponto.
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Figura 3: Morfologia espermatica normal (%) em dois periodos de absti-
néncia sexual. Periodo A (curto); Periodo B (longo). N&o foram verifica-
das diferencgas estatisticamente significativas (Teste T, P>0,05). O nimero
amostral foi de 33 para cada ponto.
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Figura 4: Volume seminal (mL) em dois periodos de abstinéncia sexu-

al. Periodo A (curto); Periodo B (longo). N&o foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas (Teste T, P>0,05). O nimero amostral foi de
33 para cada ponto.
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Figura 5: Vitalidade (%) em dois periodos de abstinéncia sexual. Periodo
A (curto); Periodo B (longo). Ndo foram verificadas diferengas estatistica-
mente significativas (Teste T, P>0,05). O nimero amostral foi de 33 para
cada ponto.
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Figura 6: indice de Normalidade Seminal (NMS x 10°) em dois periodos
de abstinéncia sexual. Periodo A (curto - barras brancas); Periodo B (longo
- barras hachuradas). Observa-se uma diminuigdo do NMS em relagéo ao
aumento do periodo de abstinéncia para cada um dos pacientes analisados.
*A: 4 e 10 dias de abstinéncia;

*B: 3 e 6 dias ;

*C: 5e 7dias ;

*D: 5 e 10 dias;

*E: 4 e 6 dias;

DISCUSSAO

O estudo permitiu a observagcdo de que o aumento do
periodo de abstinéncia até 5 dias ocasiona uma melho-
ra significativa em relacdo a motilidade e a concentra-
cdo de espermatozdides. A morfologia, o volume, e a
vitalidade ndo apresentaram diferengas significativas
em relagdo aos dois periodos.

Os espermatozodides sdo formados nos tubulos
seminiferos e em seguida percorrem o epididimo.
A barreira hematotesticular permite que o sangue
entre em contato com o epididimo para que haja uma
troca de nutrientes e ions, permitindo a ocorréncia
da primeira fase da maturacdo dos espermatozdides.
Apds a passagem pelo epididimo os espermatozdi-
des seguem para o canal deferente onde cerca de
60% dos mesmos sdo armazenados. No momento da
ejaculacdo as vesiculas seminais secretam no ducto
ejaculatério substancias nutritivas contendo frutose,
acido citrico, prostaglandinas e fibrinogénio. A pros-
tata secreta um liquido que contem calcio, zinco,
fosfato e antigeno especifico da préstata (PSA),
neutralizando a acidez dos outros liquidos seminais e
conferindo um carater alcalino ao sémen final. Essa
é a ultima fase de maturacdo dos espermatozdides
(Guyton & Hall, 2006).
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Nossos resultados mostrando a melhora da motilida-
de com o aumento do periodo de abstinéncia estdo de
acordo com outros estudos que indicam que multiplas
ejaculagdes diminuem as reservas testiculares. Assim
periodos mais curtos de abstinéncia estdo associados
a baixas concentracBes das substancias secretadas
pelas glandulas acessérias como o zinco (préstata) e
a-glucosidase neutra (NAG - epididimo) (Cooper et
al., 1993). A NAG secretada esta diretamente corre-
lacionada com a motilidade do espermatozdide, pois
otimiza os niveis energéticos dessas células (Fouri et
al., 1991; Elzanaty et al., 2002). O zinco é outro fator
importante, pois regula a atividade proteolitica do PSA
no plasma seminal. Estudos indicam que o PSA esta
envolvido com a degradacdo da proteina responsavel
pela formagdo do codgulo do sémen (Robert & Gagnon,
1996) e foi também correlacionado com a motilidade
(Elzanaty et al., 2005).

A frutose é o principal substrato energético utilizado
pelo espermatozdéide (Mann, 1964). A diminuigdo do
conteldo de frutose no sémen de pacientes com curto
periodo de abstinéncia ja foi previamente evidenciada
(Cooper et al., 1993).

Assim, os resultados estdo de acordo com a hipotese
de que o aumento do periodo de abstinéncia provoca
um concomitante aumento da quantidade de esperma-
tozdides formados, aumentando a concentragdo esper-
matica por mL de sémen.

Entretanto, o aumento da abstinéncia por um periodo
maior do que 5 dias estd relacionado a reabsorgdo
dos espermatozodides pelo epididimo e a uma dimi-
nuicdo da motilidade dos mesmos (Bras et al., 1996).
A diminuicdo da motilidade pode estar relacionada
ao aumento da porcentagem de defeitos encontrados
na cauda (Blackwell & Zaneveld 1992; Pellestor et
al., 1994). A motilidade também depende da morfo-
logia dos espermatozéides (Bedford, 1979). Néo foi
encontrado no presente trabalho aumento de defei-
tos na cauda, apenas uma diminuigao do NMS. Entre-
tanto, se cada variavel usada para o calculo do NMS
for isolada, verifica-se que o parametro que sofreu
maior alteragdo com o aumento do periodo de absti-
néncia sexual foi a motilidade rapida e progressiva
dos espermatozodides.

CONCLUSAO

A maturagdo final dos espermatozdides livres no
epididimo e no canal deferente depende de fatores
nutricionais e hormonais presentes no |limen destas
estruturas. Um periodo de abstinéncia de alguns dias
parece ser benéfico para que a maturidade se comple-
te, tornando os espermatozdides mais aptos a fertili-
zagao. Observamos que a motilidade e a concentragao
foram os parametros mais afetados com o aumento
do periodo de abstinéncia sexual, possivelmente uma
conseqliéncia da exposicdao mais prolongada as subs-
téncias secretadas pelas glandulas acessorias. Assim,
o aumento do periodo de abstinéncia (até 5 dias)
produz uma melhoria na qualidade seminal do pacien-
te. Os efeitos de periodos de abstinéncia maiores do
que 5 dias precisam ser estudados em maior escala
para serem conclusivos.
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RESUMO

A endometriose é uma doenca ginecoldgica benigna que
acomete mulheres em idade reprodutiva e se manifesta
sob a forma de dor pélvica crénica, dismenorréia e infer-
tilidade. A associagdo de endometriose e infertilidade tem
sido reconhecida ha anos, embora ainda ndo haja uma
evidéncia definitiva de causalidade. E claro que nos casos
de doenga em estagio avangado com distorgdo mecanica
da anatomia pélvica a infertilidade é facilmente explica-
da. No entanto, a ligagdo entre a endometriose inicial e a
infertilidade ainda permanece controversa. Os mecanis-
mos de infertilidade associados a endometriose incluem
foliculogénese anormal, estresse oxidativo aumentado,
fungdo imune e ambiente peritonial e folicular alterados,
e receptividade endometrial reduzida. Estes fatores levam
a pior qualidade do odcito e prejuizo na fertilizacdo e na
implantagdo. Neste artigo, revisamos a literatura médica
a respeito da fisiopatologia da infertilidade relacionada a
endometriose.

Key-words: endometriose, endometriomas, infertilidade,
fertilizagao in vitro.

ABSTRACT

Endometriosis is a benign gynecological disorder affect-
ing women of reproductive age and can have a varied
symptomatology including chronic pelvic pain, dysmenor-
rhea, and infertility. The association of endometriosis and
infertility has been recognized for years, although definite
evidence of causality still eludes us. It is clear that in the
advanced stage of the disease with mechanical disrup-
tion of the pelvic anatomy, infertility is easly explained.
Nevertheless, the link between early stage endometrio-
sis and infertility remains a source of controversy. The
mechanisms of infertility associated with endometriosis
include abnormal folliculogenesis, elevated oxidative
stress, altered immune function, and hormonal milieu in
the follicular and peritoneal environments, and reduced
endometrial receptivity. These factors lead to poor oocyte
quality, impaired fertilization, and implantation. In this
manuscript we review the medical literature concerning the
pathophysiology of the endometriosis-related infertility.
Key-words: endometriose, endometriomas, infertilidade,
fertilizagdo in vitro. Key-words: endometriosis, endo-
metriomas, infertility, in vitro fertilization.

INTRODUCAO

A endometriose é uma doenca caracterizada pelo cresci-
mento de glandulas endometriais e/ou estroma em sitios
extra-uterinos. O local mais comum dos implantes de
endometriose é a cavidade peritonial, mas lesdes tém sido
ocasionalmente encontradas na cavidade pleural, figado,
rim, musculos gluteos e bexiga. A localizagdo anatomi-
ca e a resposta inflamatoria a essas lesGes parecem ser
responsaveis pelos sinais e sintomas associados ao bino-
mio endometriose/infertilidade (Pritts & Taylor, 2003).

Epidemiologia

A endometriose tem sido observada em mulheres com
idade entre 12 e 80 anos, sendo a idade média de diag-
néstico em torno de 28 anos. A exposi¢do aos hormonios
ovarianos parece ser essencial para o desenvolvimento
desta condigdo. Ndo ha nenhuma predilegdo racial ou
socio-econdmica conhecida. Nos casos de doenca severa,
parece haver uma predisposicao de carater familiar, mas
nenhuma hereditariedade mendeliana foi identificada, e a
maioria dos autores acredita ser uma ocorréncia poligé-
nica multifatorial.

A prevaléncia da endometriose varia de 2 a 50% em
mulheres em idade reprodutiva. A variabilidade nas taxas
estimadas de prevaléncia reflete a populacdo estudada e
o método de diagndstico empregado. Em mulheres com
infertilidade, a prevaléncia varia de 20 a 50% e se acredita
que a endometriose tenha um papel deletério no potencial
de fertilidade dessas mulheres (Pritts & Taylor, 2003).

Sintomatologia

A dor pélvica, representada por dismenorréia, dispareu-
nia, distria e disquezia, estd presente na maior parte
das mulheres com endometriose. Geralmente se inicia
antes da menstruacgdo e continua durante todo o periodo
menstrual. A dor também pode ser referida em regiGes
musculo-esqueléticas como flancos, regido lombar baixa
ou panturrilhas (Pritts & Taylor, 2003).

Outro sintoma comum € a infertilidade. Mulheres com
doenga moderada a severa podem ter problemas de infer-
tilidade causados pelo bloqueio mecéanico da unido entre o
espermatozdide e o dvulo, ou pelas aderéncias/destruicdo
da anatomia pélvica normal. Mulheres com doenga mini-
ma ou leve, no entanto, também tém fecundidade dimi-
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nuida quando comparadas aquelas sem evidéncia clinica
de endometriose. As causas exatas ainda permanecem
desconhecidas, mas varios mecanismos sdo postulados.

A endometriose é causa de infertilidade?

A associagdo entre endometriose e infertilidade tem sido
repetidamente relatada na literatura, mas até hoje ainda
nao foi definida nenhuma relagao causa-efeito (Pritts &
Taylor, 2003). Quando a endometriose cria distorcdo da
anatomia pélvica normal ou obstrucdo das trompas, o
risco de infertilidade é alto. Em mulheres com endome-
triose moderada a severa (aquelas com grande distorcao
da anatomia pélvica), muitos estudos citam uma taxa
de gravidez proxima a zero (Pritts & Taylor, 2003). No
entanto, quando se consideram os efeitos da endometrio-
se minima ou leve, a controvérsia é maior.

Varios mecanismos tém sido propostos para justificar a
menor fertilidade em mulheres portadoras de endome-
triose, incluindo a alteragdo na foliculogénese, levando
a disfungdo ovariana e pior qualidade do odcito, assim
como os defeitos na fase IUtea, a taxa de fertilizagdo
diminuida e a embriogénese anormal.

A taxa de fecundidade mensal para casais normais em idade
reprodutiva é de cerca de 20-30% para os trés primeiros
ciclos e diminui para 4% nos casais que tentam a gravidez por
mais de 1 ano. Os casais que obtém a gestacdo nos primeiros
meses sao mais férteis e cerca de 18% dos casais ndo conse-
guem a gravidez ao final de 1 ano (Zinaman et al., 1996). Nas
mulheres com diagndstico de endometriose e infertilidade, a
taxa de fecundidade mensal varia de 2 a 10%.

Existem, no entanto, estudos que nao mostram uma
correlagao entre a severidade da endometriose e o prog-
ndstico reprodutivo. Em uma série de 2080 mulheres com
infertilidade, o diagndstico laparoscopico de endometrio-
se foi estabelecido em 1263 delas (60,7%). As taxas
de concepgdo foram idénticas em mulheres com e sem
endometriose, gerando uma incerteza na relagdo causa-
efeito (Inoue et al., 1992).

A melhora do potencial de fertilidade em mulheres com
endometriose tem sido investigada apds tratamento
clinico, cirirgico ou combinado. Os tratamentos clini-
cos normalmente ndo tém sucesso e os resultados dos
tratamentos cirurgicos tém sido inconsistentes (Gupta et
al., 2008). Dois estudos randomizados e controlados que
investigaram os efeitos do tratamento cirtirgico na endo-
metriose leve geraram resultados conflitantes (Marcoux
et al., 1997; Parazzini, 1999).

Foliculogénese

A foliculogénese alterada em mulheres com endometriose
pode contribuir para disfuncdo ovulatéria, pior qualidade
dos odcitos, taxas de fertilizagdo reduzidas, piores embrides
e menores taxas de implantacdo (Pellicer et al., 2000).

Em um estudo observacional de fertilizagao in vitro (FIV)
usando ciclos naturais, a fase folicular foi significativa-
mente mais longa e a taxa de fertilizagdo menor em
pacientes com endometriose minima e leve comparadas
com mulheres com infertilidade por fator tubario ou sem
causa aparente (Cahill et al., 1997). Mulheres com endo-
metriose apresentam taxa de crescimento folicular mais
lenta e menor tamanho do foliculo dominante compara-
das com mulheres com infertilidade sem causa aparente
(Tummon et al., 1988). Trinder e Cahill (2002) também
observaram que mulheres com endometriose tém desen-
volvimento folicular, ovulagdo e fungdo litea anormais.
Contraditoriamente, Mahmood e Templeton (1991) nao
encontraram diferengas significativas na duragdo da fase
folicular e no desenvolvimento dos foliculos dominantes
nas pacientes com endometriose.

Funcao das células da granulosa

As alteragGes na cinética das células da granulosa das
pacientes com endometriose podem ser responsaveis
pela deficiéncia no crescimento folicular e na maturagdo
oocitéria. Analisando-se o ciclo celular das células da
granulosa de pacientes com e sem endometriose atra-
vés de citometria de fluxo, observa-se um menor nimero
de células na fase G2/M e um aumento tanto na fase S
quanto nas células apoptdticas nas mulheres com endo-
metriose (Saito et al., 2002).

A qualidade dos odcitos também pode ser influencia-
da pela apoptose das células da granulosa. A apoptose
aumenta proporcionalmente com a severidade da doen-
ca e resulta em pior qualidade dos odcitos e reducdo nas
taxas de fertilizagdo e de gravidez. A redugdo significati-
va das taxas de gravidez em pacientes com endometriose
submetidas a FIV pode ser conseqléncia deste processo
de apoptose. Células da granulosa aspiradas de mulheres
com endometriose durante ciclos de FIV mostraram maior
evidéncia de stress exidativo e taxas aumentadas de apop-
tose e de alteragdes no ciclo celular (Saito et al., 2002).
Estudos classicos utilizando culturas in vitro de células da
granulosa foram capazes de demonstrar um aumento na
sintese de estradiol e de progesterona em mulheres com
endometriose (Garrido et al., 2000). Pellicer et al (1998b)
demonstraram um aumento na produgao de progesterona
(indicando odcitos maduros) nos casos mais severos de
doencga, sem diferencga nos valores de estradiol, androste-
nediona e testosterona. A relagdo estradiol/testosterona,
previamente considerada um fator importante no prog-
nostico da FIV, foi surpreendentemente mais favoravel
nas mulheres com endometriose.

Estresse oxidativo nas células da granulosa

Os marcadores de estresse oxidativo como o 8-hidroxil-
2-nonenal (usado para a avaliagdo do dano oxidativo ao
DNA) e o 4-hidroxil-2-nonenal (produto da peroxidacao
lipidica) estdo significativamente elevados em células da
granulosa de mulheres com endometriose (Saito et al.,
2002). Sugere-se que as espécies reativas de oxigénio
(ERO) elevadas, que levam ao estresse oxidativo, sdo
produzidas por eritrdcitos e células apoptdticas de endo-
metriomas, assim como por macrofagos ativados que sdo
recrutados para fagocitar as células apoptoticas.

O estresse oxidativo exerce seu papel na infertilidade por
meio de multiplos mecanismos: (1) inducdo de degene-
racdo e apoptose do odcito por meio de disturbio do eixo
meidtico, (2) danificagdo das células via peroxidagdo lipi-
dica (Agarwal et al., 2006) levando a aumento da perme-
abilidade da membrana, danificagdo da integridade da
membrana, inativagdo de enzimas e dano estrutural do
DNA; morte celular rapidamente se segue, (3) indugao de
fragmentagdo embriondria quando é utilizada a injecao
intracitoplasmatica de espermatozdides e impedimento
do desenvolvimento in vitro dos blastocistos (Agarwal et
al., 2006), e (4) indugao de inflamacgao local resultando
em niveis elevados de citocinas e de outros fatores que
promovem a endometriose.

Alteracdes na fungcdo imune e hormonal do
fluido folicular

A endometriose estd associada com alterages inflamato-
rias no fluido folicular e no fluido peritonial. ConcentragGes
aumentadas de linfécitos B, células natural killer, mondcitos-
macroéfagos, interleucinas (IL-6, IL-1b, IL-10) e fator de necro-
se tumoral alfa (TNF-a), assim como diminuidas de fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) tém sido documenta-
das no fluido folicular de pacientes com endometriose e infer-
tilidade (Garrido et al., 2000; Pellicer et al., 1998a).
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Fator de crescimento vascular endotelial

Os niveis reduzidos de VEGF em mulheres com endome-
triose (Garrido et al., 2000) podem estar associados com
menores taxas de implantagdo e pior qualidade embrio-
naria (Pellicer et al., 2000), uma vez que o VEGF parece
estar relacionado com o aumento da salde e da vascula-
rizacao folicular.

Fator de necrose tumoral alfa

Calberg et al (2000) observaram concentragdes signifi-
cativamente elevadas de TNF-a em culturas de células
da granulosa de mulheres com endometriose. Esta eleva-
cao pode estar envolvida na fisiopatologia da infertilidade
tendo em vista que o TNF-a parece aumentar a adesivi-
dade das células do estroma endometrial ao mesotélio
peritonial, provavelmente por aumento da expressao de
moléculas de adesdo celular ICAM1 e Sele.

Interleucinas

O ciclo das células da granulosa pode estar alterado em
pacientes com endometriose por influéncia das citocinas
(Saito et al., 2002). A IL-10 elevada impede a regulagao
descendente (down regulation) natural do p27, causan-
do parada na fase GO. Muitas outras citocinas que estdo
aumentadas no fluido folicular de pacientes com endome-
triose (como IL-6, IL-1b, IL-8 e IL-1a) também induzem
varias anormalidades no ciclo celular, podendo contribuir
para a subfertilidade em tais pacientes (Saito et al., 2002).

Hormonios

Alteragbes nas concentragdes do hormonio luteinizan-
te, estrogénio, progesterona e activina do fluido folicu-
lar foram relatadas em alguns ciclos estimulados e nao
estimulados (Cahill et al., 1997; Pellicer et al., 1998b).
ConcentragBes reduzidas de hormonio luteinizante no
fluido folicular foram associadas com fertilizagdo preju-
dicada de odcitos in vitro, mesmo com concentragdes
normais de horménio folicular estimulante e esterdides.
Harlow et al (1996) relataram niveis reduzidos de estra-
diol e progesterona nas células da granulosa, tanto em
ciclos estimulados quanto nao estimulados.

Alteragdes nas vias enzimaticas dos esterdides ovarianos
podem ser moduladas por citocinas secretadas por células
ovarianas e leucdécitos (Pellicer et al., 2000). A endoteli-
na-1 parece ser uma potente inibidora da esteroidogénse
nas células da granulosa em ratas in vitro e esta elevada
no fluido folicular de pacientes com infertilidade associada
a endometriose (Abaé et al., 1994). Também foi demons-
trado que o aumento dos niveis de IL-6 nos foliculos pré-
ovulatoérios de pacientes com endometriose resultam em
diminuicdo da atividade da aromatase. Isto acarreta uma
diminuicdo na conversdo intra-folicular de androstene-
diona a estrona, seguida de uma conversao reduzida de
androstenediona a testosterona, que seria aromatizada
a estradiol. A redugdo resultante nos niveis foliculares de
estradiol podem entdo aumentar os problemas de fertili-
dade (Yoshida et al., 2004). Niveis alterados de progeste-
rona também tém sido encontrados no fluido folicular de
pacientes com endometriose; no entanto, a relagao direta
entre infertilidade e niveis de progesterona modificados
ainda deve ser estabelecida (Pellicer et al., 2000).

Fungdo imune e o ambiente peritonial

Alteragdes na imunidade humoral e mediada por célu-
las tém sido encontradas no meio ambiente peritonial de
pacientes com endometriose (Oosterlynck et al., 1993).
Depdsitos de imunoglobulinas e de complemento tém
sido observados em tecido endometrial eutdpico. Mathur
et al (1982) demonstraram a presenca de auto-anticor-

pos para os antigenos endometriais em mulheres com
endometriose. Acredita-se que esses anticorpos anti-en-
dométrio se desenvolvem como uma resposta fisioldgica
para atuar contra a endometriose.

Os varios componentes da imunidade mediada por célu-
las (como os macrofagos pélvicos ativados) estdo aumen-
tados no fluido peritonial de pacientes inférteis com
endometriose, resultando em uma cascata inflamatdria
peritonial local. Foi proposto que esta resposta inflama-
toria pode acarretar um aumento da implantagdo ecto-
pica de tecido endometrial, assim como seu crescimento
e sua proliferacdo. As células natural killer, responsaveis
pelo reconhecimento e destruicdo de linhagens celula-
res estranhas transplantadas, e os linfocitos T também
estdo aumentados (Lebovic et al., 2001). Oosterlynck et
al (1993) demonstraram que nas mulheres com endo-
metriose ha uma atividade supressiva significativa do
fluido peritonial sobre a citotoxicidade das células natu-
ral killer e dos leucdcitos. Tal mecanismo de supressdo
pode ser uma tentativa adicional do organismo de limitar
a progressdo da endometriose, o que nos permite propor
que essa cascata inflamatoria pode estar relacionada com
a infertilidade nessas mulheres.

As alteracoes imunoldgicas peritoniais resultam em proli-
feracdo de células do estroma endometrial, proliferagdo
de linfécitos, aumento da ativacdo ciclica de macréfagos
e presenga de auto-anticorpos ndo dérgdo-especificos. Os
leucdcitos e outras células secretam citocinas e fatores de
crescimento no espaco extra-celular endometrial, onde
funcionam como mediadores de comunicagao intercelular
efetuando a atividade paracrina do sistema imune (Lebovic
et al., 2001). A secregdo aumentada de RANTES (regula-
ted on activation, normal T-cell expressed and secreted)
atua como um quimio-atrator para mondcitos e células T
de memodria, assim como um mediador de inflamagao.

A IL-6 é uma citocina que regula as respostas inflamatdria e
imune no ambiente peritonial por meio da ativacdo de linfo-
citos T e da diferenciagdo dos linfdcitos B. E produzida pelas
células epiteliais e estromais endometriais em resposta a
indugdo do estrogénio pela IL-1 e pelo TNF-a. Um aumento
dos niveis de IL-6 pode estar associado com efeitos deleté-
rios na motilidade espermatica (Yoshida et al., 2004).

O excesso de TNF-a no fluido peritonial é produzido pelos
linfocitos ativados, macrdéfagos e células NK em pacien-
tes com endometriose, e causa um aumento da producao
de prostaglandinas pelas células endometriais epiteliais,
inicia um processo de liberacdo de citocinas inflamatérias
e promove a aderéncia das células endometriais ectopicas
ao peritonio (Carlberg et al., 2000).

O aumento da concentracdo de VEGF no fluido peritonial
de mulheres com endometriose tem sido relatado, mas a
origem deste aumento ainda nao foi determinada. O VEGF
induz a formagdo de uma matriz de fibrina promotora de
angiogénese na cavidade peritonial, que pode contribuir
para aderéncias pélvicas e aumentar a taxa de captura de
tecido endometrial livre. Estes fatores podem promover a
progressao da endometriose (Lebovic et al., 2001).

O TNF-a e a IL-1 sdo reguladores ascendentes da matriz
metaloproteinase, que regula o turnover da matriz extra-
celular e pode aumentar a invasividade dos fragmentos
endometriais. Como os niveis de TNF-a e de IL-1 estdo
aumentados no fluido peritonial de mulheres com endo-
metriose, a matriz metaloproteinase provavelmente
estd aumentada em tais mulheres, embora estudos ndo
tenham confirmado esta nogao.

A catepsina D é uma protease acida amplamente distri-
buida em células animais e humanas. Ela inicia eventos
proteoliticos resultando na degradacdo da membrana
basal e de componentes da matriz extracelular. Suzumori
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et al (2001) observaram aumento dos seus niveis no flui-
do peritonial de mulheres com endometriose em estagios
III e IV comparado com estagios I e II, e diminuicdo nas
mulheres tratadas com agonistas de GnRH.

Ambiente peritonial e estresse oxidativo

O aumento do numero e da atividade de macrdfagos na
endometriose é acompanhado pela liberacdo de citocinas
e de outros mediadores imunes como o 6xido nitrico. O
oxido nitrico € um radical livre e um bio-regulador de
apoptose. Baixos niveis de 6xido nitrico sdo importantes
tanto para a fungdo ovariana quanto para a implantagao.
No entanto, quantidades aumentadas de 6xido nitrico
e de 6xido nitrico sintase sdo vistos no endométrio de
mulheres com endometriose (Khorram & Lessey, 2002).
Esses altos niveis parecem (1) diminuir a fertilidade em
decorréncia dos seus efeitos deletérios na funcdo dos
ovidutos e na motilidade espermatica e (2) ser tdxicos
aos embrides e inibir a implantagdo. Foi sugerido que a
reducdo da produgdo de 6xido nitrico no fluido peritonial
ou o bloqueio dos efeitos do 6xido nitrico poderia melho-
rar a fertilidade na endometriose. A FIV pode melhorar
a taxa de concepgao em mulheres com endometriose
evitando o contato dos gametas e embrides com fatores
potencialmente téxicos no peritdnio e nos ovidutos.

A ativagdo dos leucdcitos polimorfonucleares e dos
macréfagos também resulta em aumento da producdo de
ERO. Alguns estudos investigando a associagdo do dxido
nitrico, perdxido lipidico e ERO no fluido peritonial ndo
encontraram nenhuma diferenga entre mulheres com e
sem endometriose. Amaral et al (2005) avaliaram o fluido
peritonial de 21 mulheres com infertilidade/endometriose
e 21 mulheres férteis submetidas a ligadura tubaria e
observaram que o nivel de peroxidagdo lipidica ndo diferiu
nos dois grupos, sugerindo que o aumento das ERO pode
ndo ser um dos fatores responsaveis pelo comprometi-
mento da fertilidade em mulheres com endometriose.

As alteragGes da foliculogénese, presumidamente causa-
das pelo stress oxidativo, podem prejudicar a qualidade
dos odcitos e ser uma causa de subfertilidade. Saito et al
(2002) observaram que os niveis do marcador de stress
oxidativo 8-hidroxil-1-desoxiguanosina foram maiores em
pacientes com endometriose do que em pacientes com
infertilidade tubaria, masculina ou sem causa aparente.
Um aumento de seis vezes nos niveis de 8-hidroxil-1-
desoxiguanosina e de peroxido lipidico foi demonstrado
em endometriomas ovarianos comparado com tecido
endometrial normal.

Também foi demonstrado que o stress oxidativo pode
induzir dano ao DNA gendmico e mitocondrial (Aitken &
Krausz, 2001), o que leva a diminuigdo na fertilidade.

Endometriose e fungdo espermatica

A fungdo espermatica prejudicada tem sido implicada na
patogénese da infertilidade/endometriose, assim como na
toxicidade ao embrido e ao odcito. Novamente, os dados
da literatura sdo conflitantes. Um aumento da fagocitose
do esperma foi encontrado por alguns autores durante a
incubagdo de células peritoniais de mulheres com endo-
metriose (Jha et al., 1996). No entanto, outros ndo foram
capazes de comprovar tais achados (Awadalla et al., 1987).
Resultados de estudos in vitro de motilidade também sdo
variados (Burns & Schenken, 1999), embora o transporte
espermatico através das trompas pareca ndo ser diferente
em mulheres com endometriose leve e sem a doenga.

O aumento da geracdo de ERO pelos macréfagos ativa-
dos pode induzir fragmentagdo do DNA em células esper-
maticas. O efeito direto das ERO nos &cidos graxos poli-
insaturados da membrana celular causa a peroxidagao
lipidica, uma das mais destrutivas formas existentes de

oxidagdo (Van Langendonckt et al., 2002). A peroxidagao
lipidica causa varios efeitos indesejaveis, tais como aumen-
to na permeabilidade da membrana, perda da integridade
da membrana e inativagdo enzimatica no espermatozoéide
(Agarwal et al., 2006). Além disso, o stress oxidativo severo
pode levar a infertilidade através de seu impacto negativo
na reagdo acrossomal e na fusdo espermatozdide-odcito.
Os niveis elevados de TNF-a também tém efeitos adver-
sos na fungdo e na integridade espermatica. Dois mecanis-
mos foram propostos para explicar este efeito: (1) o TNF-a
poderia estimular a apoptose em células espermaticas e
(2) o TNF-a estimularia o espermatozdide a gerar ERO,
levando a peroxidacdo lipidica e diminuindo o potencial
espermatico de fertilizar um dvulo (Said et al., 2005).

A IL-6 elevada também pode contribuir para a subfertilida-
de devido aos seus efeitos na motilidade espermatica no
Utero. Parece que a IL-6 combinada ao seu receptor, ambos
presentes no fluido peritonial, associa-se a glicoproteina-
130 (gp130) expressada no esperma e acarreta diminui-
cdo da motilidade espermatica (Yoshida et al., 2004).

Endometriose e fertilizagao

Ha dados conflitantes no que diz respeito a relacao causal
entre a endometriose e os resultados da FIV (Harlow et
al., 1996; Pal et al., 1998; Simon et al., 1994). Pal et al
(1998) relataram uma reducdo significativa nas taxas de
fertilizacdo em estdgios III e IV de endometriose compa-
rado com estagios I e II. Por outro lado, Matson e Yovich
(1986) nao foram capazes de identificar um efeito signi-
ficativo nas taxas de fertilizagdo.

Uma explicagdo possivel para os piores resultados da FIV
em mulheres com endometriose é a qualidade compro-
metida do odcito, j@ que tem sido demonstrado que as
doadoras de o0dcitos com endometriose estabelecem
menores taxas de gravidez do que as doadoras sem a
doenca (Pellicer et al., 1995; Simon et al., 1994).

Um outro mecanismo envolve o efeito do fluido folicular
na interagdo dos gametas. O fluido folicular normal induz
reacao acrossomal e aumenta a ligagdo do espermatozdide
a zona pellcida. Qiao et al (1998) relataram que o fluido
peritonial obtido de mulheres com endometriose submeti-
das a fetilizagdo in vitro resultou em redugdo significativa
da ligacdo do espermatozdide a zona peltcida.

Os desfechos da reproducdo assistida em pacientes com
endometriomas também sdo controversos. Tanto em
ciclos naturais como estimulados por clomifeno, a ressec-
cdo prévia do endometrioma foi associada com menor
resposta folicular no ovario (Loh et al, 1999). Teorica-
mente, a cirurgia pode estar associada com remocao
inadvertida de tecido ovariano normal e dano causado
pela eletrocoagulagdo utilizada para hemostasia.

Alguns estudos nao mostraram diferengas nos resultados
da FIV em pacientes com endometriomas (Al-Azemi et
al., 2000). Em contraste, outros investigadores encon-
traram que mulheres com endometrioma tém numeros
diminuidos de foliculos pré-ovulatérios, menor taxa de
fertilizagdo e reducdo do numero de embriGes transfe-
ridos comparado com mulheres com infertilidade por
hidro-salpinge e aderéncias (Dlugi et al., 1989).

Endometriose e implantacao

A receptividade endometrial diminuida pode ser secun-
daria a maturagdo histoldgica atrasada ou a disturbios
bioquimicos (Lessey et al., 1994). Outro mecanismo
envolve a molécula de adesdo celular integrina avb3.
Lessey et al (1994) demonstraram que a expressao da
integrina avb3 esta aumentada no endométrio durante
a janela de implantagdo, mas estd reduzida ou ausente
em pacientes com endometriose. Também foi encontrado
que a desregulagdo de outros genes no endométrio de

JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodugdo Assistida | V. 13 | n°1 | n®2 | Abril-Maio-Junho / 2009



Endometriose e Infertilidade: Causa ou Consequéncia? - Kondo W., et al.

pacientes com endometriose pode levar a implantagdo
embrionaria prejudicada, embriotoxicidade, disfuncao
imune e apoptose durante a janela de implantagao.
Estudos com doagdo de odcitos comparando as taxas
de sucesso em mulheres sem doenga recebendo odci-
tos de mulheres com endometriose e em mulheres com
endometriose recebendo odcitos “normais” encontraram
que mulheres normais recebendo odécitos de pacientes
com endometriose tiveram menores taxas de sucesso,
podendo-se deduzir que a causa principal de subfertili-
dade em pacientes com endometriose deriva de odcitos
disfuncionais e ndo de odcitos alterados pelo ambiente.
Vérios estudos com doagdo de odcitos tém sido conduzi-
dos e dados conflitantes tém sido obtidos. Alguns estudos
mostraram que mulheres normais recebendo odcitos de
pacientes com endometriose tiveram menores taxas de
sucesso, enquanto que outros estudos nao encontraram
diferenca significativa (Navarro et al., 2003).

Endometriose e qualidade
oocitaria/embrionaria

O estudo com doagdo de odcitos é uma oportunidade Unica
para investigar os resultados reprodutivos em mulheres
com endometriose. Trata-se de uma opcdo terapéutica
para mulheres com infertilidade associada a endometrio-
se e insucessos repetidos com FIV. A avaliagao dos resul-
tados reprodutivos de mulheres com e sem endometriose
severa recebendo odcitos doados de mulheres saudaveis
é uma das formas de se tentar avaliar como a doencga
afeta a fertilidade.

Pellicer et al (1995) compararam trés grupos de mulheres
do seu programa de doagdo de odcitos: mulheres com
faléncia ovariana prematura (n=54), mulheres com baixa
resposta (n=77) e mulheres com endometriose (n=10).
Com um numero similar de embriGes em cada grupo, ndo
houve diferengas entre os grupos nas taxas de gravi-
dez por paciente e por ciclo e nas taxas de implanta-
cdo. Os autores também avaliaram os resultados de
acordo com a fonte de odcitos doados para comparar a
implantacdo de embrides de mulheres com infertilidade
por fator tubario, endometriose, distirbios ovulatoérios,
lagqueadura prévia e fator masculino. Ndo houve diferenga
nas taxas de gravidez por transferéncia; no entanto, as
taxas de implantagdo foram significativamente menores
em mulheres que receberam odcitos de mulheres com
endometriose. Em um estudo prospectivo, trés grupos
foram comparados: 44 doadoras e receptoras sem endo-
metriose, 14 doadoras com endometriose que doaram
odcitos para receptoras sem a doenca e 16 doadoras sem
endometriose que doaram o00citos para receptoras com
endometriose. O segundo grupo mostrou uma diminuigao
nas taxas de gravidez por transferéncia e nas taxas de
implantacdo, o que sugere que os embrides de mulheres
com endometriose apresentam uma capacidade reduzi-
da de implantagdo. Contraditoriamente, alguns estudos
prévios demonstraram que a endometriose ndo é deleté-
ria para a implantagdo (Simon et al., 1994; Sung et al.,
1997); entretanto, estes estudos foram retrospectivos e
ndo controlados com relagdo a origem dos odcitos.

Diaz et al (2000) conduziram um estudo em que os odci-
tos foram doados para mulheres com e sem endometrio-
se severa para confirmar ou rejeitar a hipétese de que o
ambiente endometrioal ndo afeta a fertilidade em mulhe-
res com endometriose severa. Vinte cinco receptoras de
od6citos com endometriose estagio 111 e IV e 33 receptoras
sem a doenca foram comparadas. As doadoras incluiram
dez mulheres que foram submetidas a FIV e 15 mulhe-
res jovens férteis que doaram odcitos voluntariamente.
O numero de odcitos doados, a taxa de fertilizagdo, o
nimero de embrides disponivel, o nimero de embriGes

transferidos e o nUmero médio de embrides de boa quali-
dade transferidos nao foram significativamente diferentes
entre os dois grupos. As taxas de gravidez, de implanta-
cdo e de aborto ndo foram afetadas pela endometriose
estagio III e IV quando comparado com o grupo controle.
A taxa de nascidos vivos foi igual.

CONSIDERACOES FINAIS

A endometriose é uma doenga enigmatica. Ainda ndo se
sabe se os estadios iniciais de endometriose sdo uma
causa de infertilidade ou se a endometriose é apenas
um achado incidental em mulheres com infertilidade sem
causa aparente. Também ndo se sabe se a subfertilida-
de nas mulheres com a doenga em estadios avancados
ocorre devido a alteragdes anatomicas ou fisioldgicas.
Os dados conflitantes existentes na literatura refletem
as limitagdes no desenho de varios estudos, que incluem
grupos heterogéneos de mulheres, doengas em estadios
diferentes, grupo controle composto por mulheres férteis
e sem endometriose, diferentes terapéuticas clinicas e
cirirgicas usadas para o tratamento da endometriose,
resultados variados de FIV estudados, falta de critérios
rigidos de inclusdo, e outros fatores que influenciam o
resultado da FIV em mulheres com endometriose. Estu-
dos randomizados e controlados com grupos comparaveis
de mulheres sdo necessarios para avaliar o real impacto
da endometriose na fertilidade e definir com exatiddo se
existe uma relagao causal entre as duas entidades.
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ABSTRACT

This paper presents spermatic feasibility after 17 years
of freezing. A young man affected by renal cancer sought
the sperm freezing service. After 17 years he asked for
disposal and signed an authorization term. The thawing
and the analysis of the material took place. The compari-
son of the findings showed an activity reduction from the
thawing to the fresh semen in 59,26%. Considering the
morphology, the thawing showed a reduction of 32,5%
in relation to the fresh semen. The spermatic motility
decreased 48% in relation to the fresh semen. The couple
(26 years old woman) held one intrauterine insemination
in 2009, obtaining success in the first attempt.

Keywords: cancer; sperm banking; spermatozoa.

RESUMO

Este trabalho apresenta viabilidade espermatica apds
17 anos de congelamento. Um paciente com diagndstico
de cancer renal procurou o servico de congelamento de
sémen. Apos 17 anos, ele procurou o servigo para descar-
te do material, assinando autorizacdo prévia. O descon-
gelamento e a andlise do material ocorreram em seguida.
A comparagao dos resultados mostrou uma redugdo da
atividade espermatica para o sémen fresco em 59,26%.
Considerando-se a morfologia, o descongelamento
mostrou uma redugdo de 32,5% em relagdo ao sémen
fresco. A motilidade espermatica diminuiu 48%. O casal
(mulher com 26 anos) realizou uma inseminagao intrau-
terina em 2009, obtendo éxito na primeira tentativa.

Palavras-chave: cancer, banco de sémen, espermatozoide.

INTRODUCTION

Semen freezing techniques present reports since the 18th
century through Spallanzani’s works in 1776 with obser-
vations on the survival of spermatozoa after freezing. It
is generally accepted, however, that Christopher Polge,
Andrey Smith and Alan Parkes were the first scientists
to demonstrate the possibility of using, in a reproduci-
ble way, the technology of semen cryopreservation. They
also demonstrated that glycerol had properties and parti-
cularities as a cryoprotectant (Polge et al., 1949).

The technological development of the semen cryopreser-
vation is grounded on the need of the survival of cells
of spermatogenic lineage for years and, many times,
for decades. Thus, the main objective is to cryopreserve

man’s fertilizing capacity in liquid nitrogen at the tempe-
rature of minus 196°C and to maintain its feasibility after
thawing. The addition of cryoprotector solutions dimini-
shes the damages caused to the cells, due to the forma-
tion of intracellular ice crystals. Among the most used
cryoprotectants are glycerol, dimethylsulfoxide and 1-2
propanediol (Donnelly et al. 2001).

Nowadays, several indications lead to the spread of the
human cryopreservation services. Among these indica-
tions, the freezing of samples prior to chemotherapy
and / or radiotherapy stand out. Therefore, the seminal
freezing should precede chemotherapic and radiotherapic
treatments as they usually cause aplasia in the germi-
native cells. The asynchrony of the reproductive activity
among patients who undergo assisted reproduction tech-
niques determines another indication with relative inci-
dence (Anger et al., 2003).

CASE REPORT

In February 1992, a 24 year-old man affected by
renal cancer sought the sperm freezing service, befo-
re the beginning of radiotherapy and chemotherapy.
The semen was mixed volume by volume and homo-
genized in solution containing 6% of glycerol and a
tampon solution containing (TES) N-tris (hydroxyme-
thyl) methyl-2- aminoethanol-sulphonic acid and TRIS
(hydroxymethyl) amino methane and warmed egg yolk.
The final solution was inserted in 0, 5 mL blades from
IMV® (France). Next, the blades were put in aluminum
racks. The solution was slowly cooled in a liquid nitro-
gen barrel at minus 80°C and stored in liquid nitrogen
at minus196°C. The cooling rate of the dry-shipper and
its period of useful time, established under laboratory
conditions, were respectively 25.7-30.8 -C/min (betwe-
en 0 and —60 -C) and 9 days after charging (Taitson et
al., 2008).

In May 2009, 17 years and two months after the free-
zing, the patient, now 41 years old, no longer needed
the maintenance of the frozen semen. After signing the
disposal authorization term, the blades were submitted
to room temperature for 10 minutes to be thawed.
The comparison of the findings from the fresh sample
results and the post-thawed showed an activity reduction
in 59,26%. Considering the morphology, the thawing
resulted in a reduction of 32,5% in relation to the fresh
semen while the spermatic motility (A+B) decreased
48% in relation to the fresh semen (Table 1).
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Table 1. Comparison between seminal parameters and
fresh semen and post-thawing. The thawing took place
after 17 years.

Parameter Fresh semen Thawing
Activity (%) 54 22
Morphology 40 27

(ovals,%)

A: 15%, B: 10%
C: 33%, D: 42%.

A: 04%, B: 08%

Motility C: 18%, D: 78%.

DISCUSSION

High-dose chemotherapy and radiotherapy have incre-
ased long-term survival of young patients with cancer.
Sometimes however, the price paid is both ovarian and
testis failure and sterility. It is important to detect who
are the patients at risk in order to verify when fertility
preservation is indicated. After conventional chemothera-
py, there are significant differences in ovarian and testis
failure rate according to patients’ age, the disease for
which patients were treated for and the drugs used. Bone
marrow transplantation in cancer patients almost inva-
riably induced ovarian failure, irrespective of patient age,
treatment protocol or administration of hormonal treat-
ment (Meirow, 2000; Taitson & Souza, 2008).

During the cryopreservation process, the cells go through
morphological alterations which can cause their death.
These alterations occur at the plasmatic membrane level
of the head and the intermediate piece of spermato-
zoa. Therefore, the preservation state of the spermatic
membranes is decisive for the success of cryopreserva-
tion. The success of this technique requires the cooling
rates to be situated, in general, between 10 and 50°C /
minute (Anger et al., 2003).

The recrystallization invariably occurs during thawing,
creating intracellular ice, which is lethal (the several small
ice crystals that exist are converted into few crystals,
though bigger, when the thawing is slow). For this reason,
a high rate of thawing is usually used in order to diminish
the level of recrystallization. When the thawing is rapid,
there is not enough time for the dehydrated cells to absorb
the quantity of water that was lost during freezing.

In March 2004, it was reported that a baby was born from
semen frozen for 21 years and sent to the in vitro fertili-
zation technique. In 2005, it was observed that semen of
two individuals was frozen for 21 and 28 years and both
sent to intrauterine insemination, resulting in the birth of
two babies (Horne et al., 2004; Feldschuh et al., 2005).
Rofeim and Gilbert (2005) evaluated the long-term
effects of cryopreservation on spermatozoa of men with
testicular cancer, lymphoma, and benign conditions. No
statistically significant decrease in semen parameters
was noted. Duration of follow-up was up to 5 years and
mean follow-up was 2 years.

Another study in 2005 evaluated 238 individual semen
samples collected from 34 patients (18 had cancer)
between 1976 and 1989. The maximum cryopreserved
sperm deposits took 21 years. All semen parameters
were worse than the fresh ones and semen motility loss
was 80%. The semen deterioration criteria were more
directly related to the initial freezing than to the length of
storage (Bolten et al., 2005).

Clarke et al (2006) studying six semen samples after
more than 28 years of storage in liquid nitrogen showed
recovery of human sperm motility and ability to interact

with the human zona pellucida. Normal acrossomic reac-
tion was established in 4 samples. They call attention to
semen cryopreservation prior to chemotherapy.

A recent study showed that only 27% of men who store
semen prior to cancer treatment used the samples in ten
years’ time. Another relevant point is the fact that many
of the patients that ask for semen cryopreservation are
young (mean age of 24). Consequently, it is likely for the
beginning of the formation of their family to be awaited
(Blackhall etal., 2002).

In the present study, the post-thawing spermatic findings
proved the spermatic feasibility of semen frozen for 17
years. The couple (26 years old woman) held one intrau-
terine insemination in 2009, obtaining success in the first
attempt. Despite the data in the literature suggesting
that the semen cryopreservation and thawing can lead to
damage in the seminal DNA in sterile men (Donnelly et
al., 2001), there is no data suggesting that the damage is
increased by the storage period.
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