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INFORMAGOES GERAIS

1. O JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) é
publicagdo oficial da Sociedade Brasileira de Reprodugdo
Assistida (SBRA - www.sbra.com.br) e da Rede Latino-
americana de Reprodugdo Assistida (www.redlara.com)
para conteldos cientificos, com periodicidade trimestral.
E dirigido a especialistas e pesquisadores em saulde, par-
ticularmente ginecologistas, andrologistas, bidlogos, uro-
logistas e embriologistas. Sdo aceitos para avaliagdo estu-
dos basicos e clinicos nas areas de reprodugdo assistida,
infertilidade, genética reprodutiva, imunologia reproduti-
va, andrologia, microbiologia reprodutiva, laboratério em
reprodugdo assistida e endocrinologia ginecoldgica, sob a
forma de artigos originais, artigos de revisdo, artigos de
atualizacdo e relatos de caso (conforme detalhamento a
seguir). Os artigos podem ser submetidos nos idiomas por-
tugués, espanhol ou inglés. Autores interessados em tra-
duzir seu artigo para inglés podem solicitar um orgamento
de tradugdo ao J Bras Rep Assist.

2. Artigos submetidos ao JBRA Assisted Reproduction devem
ser inéditos, isto €, ndo devem ter sido publicados nem sub-
metidos para analise por outras revistas, no todo ou parcial-
mente. 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 Instrugbes para Autores do JBRA Assisted Reproduc-
tion incorporam as recomendagdes dos Uniform Require-
ments for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. A
versdo completa do texto esta disponivel em www.icmje.org.
Manuscritos que estiverem em desacordo com as instrugdes
aqui apresentadas serdo devolvidos para a incorporagao de
ajustes antes da avaliagdo pelo Conselho Editorial.

4. Todo artigo publicado no JBRA Assisted Reproduction
passa pelo processo de revisdo por especialistas (peer re-
view). Os artigos submetidos sdo primeiramente encami-
nhados aos editores 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 pertinente. Todo o processo é andni-
mo, ou seja, os revisores sdo cegos quanto a identidade dos
autores e seu local de origem e vice-versa. Apds a avaliagdo
do artigo pelos revisores, os artigos podem ser aceitos sem
modificagdes, recusados ou devolvidos aos autores com su-
gestdes de modificagdes, sendo que cada artigo pode retor-
nar varias vezes aos autores para esclarecimentos e modifi-
cagOes, sem que isso implique necessariamente a aceitagao
futura do trabalho.

5. O numero de autores de cada manuscrito fica limitado a
seis. O conceito de co-autoria implica contribuigdo substan-
cial na concepgdo e planejamento do trabalho, andlise e in-
terpretagao dos dados e redagdo ou revisdo critica do texto.
Contribuigdes 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 Organizagao Mundial
da Saude 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 de-
claragdo, assinada por todos os autores devera ser enviada
a revista, contendo as seguintes informagdes: a) o manus-
crito € original; b) o manuscrito ndo foi publicado nem sub-
metido a outra revista, nem o sera se vier a ser publicado
no JBRA Assisted Reproduction; 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) estdo sendo
informadas; e) foi obtida aprovagdao do estudo pelo comi-
té de ética da instituigdo a qual o trabalho estd vinculado

Instrugcdes para Autores

(para artigos que relatam dados de pesquisa experimental;
f) foi obtido consentimento informado dos pacientes inclu-
idos no estudo (quando aplicavel). As informagdes sobre a
aprovacgdo do estudo por comité de ética e a obtengdo de
consentimento informado também devem constar na segdo
Métodos do artigo.

8. Antes da publicagdo dos artigos aceitos, os autores cor-
respondentes receberdo, via e-mail, em arquivo PDF, o ar-
tigo editorado para aprovagdo. Nessa fase, as corregdes
devem limitar-se a erros tipograficos, sem alteragdo do
conteldo 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 ex-
perimentais ou observacionais de carater médico, bioldgi-
co, bioquimico e psicossocial e incluem andlise estatistica
descritiva e/ou inferéncias de dados proprios. Esses arti-
gos tém prioridade para publicagdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas secées Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussdo 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 andlise critica da literatura levantada e ndo ser confun-
didos com artigos de atualizagcdo. 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).
Artigos de atualizagdo ou opinido. Trabalhos que relatam
informacGes geralmente atuais sobre tema de interesse
para determinadas especialidades (por exemplo, uma nova
técnica ou método). Tém caracteristicas distintas de um ar-
tigo de revisdo, visto que ndo apresentam anadlise 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 descri-
tivos de um ou mais casos, explorando um método ou pro-
blema 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, Descricdo do caso e Discussdo ou equivalen-
tes), lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Cartas ao leitor. Cartas ao editor comentando, discutindo
ou criticando os artigos publicados no JBRA Assisted Repro-
duction serdo bem recebidas e publicadas desde que aceitas
pelo Conselho Editorial. Devem ser compostas de: titulo,
nome do autor, identificagdo da publicacdo que estd sendo
comentada e lista de referéncias (se houver). Recomenda-
se um maximo de 500 palavras, incluindo referéncias. Sem-
pre que possivel, uma resposta dos autores sera publicada
juntamente 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, espago simples, alinhados a es-
querda, iniciando cada segdo em pagina nova, na seguinte
ordem: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract
e keywords, texto, agradecimentos, lista de referéncias, ta-
belas, legendas de figuras e figuras. Todas as paginas de-
vem ser numeradas.
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Siglas devem ser definidas por extenso na primeira ocorréncia
no texto; apods 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 substéncia e o
fabricante podem ser informados entre parénteses.

A apresentacdo de unidades de medida deve seguir o siste-
ma internacional (SI).

Genes de animais devem ser apresentados em italico com ini-
cial maiuscula (exemplo: Sox2); genes de seres humanos tam-
bém devem ser apresentados em itdlico, porém com todas as
letras mailsculas (exemplo: SOX2). Proteinas devem seguir o
mesmo padrdo de mailsculas/mindsculas, porém sem italico.

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

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

- Nome da instituicdo onde o trabalho foi executado

- Informacgdes sobre auxilios recebidos sob a forma de fi-
nanciamento, equipamentos ou medicamentos

- Congressos onde o estudo foi apresentado

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

RESUMO E ABSTRACT

Todos os trabalhos devem apresentar um resumo em portu-
gués e um abstract em inglés. Trabalhos escritos em espa-
nhol devem apresentar, além do resumo no idioma original,
também um resumo em portugués e um abstract em inglés.
O conteldo dos textos deve ser idéntico, e ndo deve ultra-
passar 250 palavras. Para artigos originais, o resumo deve
ser estruturado como segue: Objetivo, Métodos, 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 resumo, e ndo de-
vem 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 secdo é dedicada a reconhecer o trabalho de pessoas
que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contri-
buicdo ndo justifica co-autoria, ou de pessoas ou institui-
¢Oes que tenham dado apoio material.

REFERENCIAS

No texto, as citacOes serdo identificadas entre parénteses,
pelo sobrenome do autor seguido do ano de publicagdo.
Exemplos: um autor (Steptoe, 1978), dois autores (Edwards
& Steptoe, 1980), mais de dois autores (Van Steirteghem
et al., 1988).

A lista de referéncias deve ser apresentada em ordem alfa-
bética (Ultimo sobrenome de cada autor seguido das duas
primeiras iniciais), e ndo deve ser numerada. Trabalhos do
mesmo autor devem ser ordenados cronologicamente; tra-
balhos de mesmo autor e ano devem ser identificados com
letras apos o ano (2000a, 2000b, etc.). A apresentacdo das
referéncias seguird os modelos propostos nos Uniform Re-
quirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals (ver exemplos a seguir). Todas as referéncias citadas
na lista devem ser mencionadas no texto e vice-versa.

1. Artigo de peridédico

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.
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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 eletrdnica

AboodS. Qualityimprovementinitiativein nursinghomes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [revista eletrdnica].
2002 Jun [citado 2002 ago 12];102(6):[aproximadamente 3
p.]. Disponivel em: http://www.nursingworld.org/AJN/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
interventions: a meta-analysis of behavioral change out-
comes. J Med Internet Res. 2004;6(4):e40. Disponivel em:
http://www.jmir.org/2004/4/e40/. Acessado: 29/11/2004.

6. Site

Oncolink [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 horizon-
tais, e cada dado devera constar em uma célula indepen-
dente. ExplicagOes sobre itens das tabelas devem ser apre-
sentadas em notas de rodapé identificadas pelos seguintes
simbolos, nesta seqliéncia: *,t, %, §, || 9,**,11,++.

Figuras em geral (graficos, fotografias, etc.) serdo publicadas
em preto e branco. Despesas com a eventual reprodugdo de
fotografias em cor serdo de responsabilidade do autor.
Figuras podem ser submetidas eletronicamente, nas ex-
tensdes .jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi
(para possibilitar uma impressao nitida), ou por correio (ver
instrugdes 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, o nd-
mero da figura e uma seta indicando o lado para cima.
Fotografias escaneadas ndo serdo aceitas; fotografias em
papel devem ser encaminhadas pelo correio. Fotografias de
pacientes ndo devem permitir sua identificagao.

Graficos devem ser apresentados somente em duas dimensdes.
Figuras ja publicadas e incluidas em artigos submetidos de-
vem indicar a fonte original na legenda e devem ser acom-
panhadas por uma carta de permissdo do detentor dos di-
reitos (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 (exclusiva-
mente graficos 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 cépias do tex-
to e figuras devem ser enviadas para o enderecgo a seguir:

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

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, RJ

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br



GENERAL INFORMATION

1. JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) is the
official publication by both the Brazilian Society of Assisted
Reproduction (SBRA - www.sbra.com.br) and the Latin
America Network of Assisted Reproduction (www.redlara.
com) destined to scientific-based and quarterly issued papers.
It is designated to specialists and researchers in the health
area, in particular to gynecologists, andrologists, biologists,
urologists and embryologists. Basic and clinical studies in
the areas of assisted reproduction, infertility, reproductive
genetics, reproductive immunology, andrology, reproductive
microbiology, laboratory in assisted reproduction and
gynecological endocrinology will be accepted for evaluation
in the form of original articles, reviews, update articles and
case reports (as detailed below). Articles may be submitted in
Portuguese, Spanish or English. Authors interested in having
their articles translated into English may request an estimate
at J Bras Rep Assist.

2. Papers submitted to JBRA Assisted Reproduction must be
original, that is, they cannot have been either published or
submitted for analysis by other journals, partially or in the
whole. In cases where the illustrations have been published
previously, an authorization must be granted and the source
cited. Once published, the copyright of the articles belongs
to SBRA.

3. The Instructions for Authors by JBRA Assisted Reproduction
is comprised of the recommendations given by the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals. The complete version of the text is available at www.
icmje.org. Manuscripts not in accordance with the instructions
presented herein will be returned for modifications to be
made before the Editorial Board has evaluated them.

4. Every article published in JBRA Assisted Reproduction
undergoes a review process by specialists (peer review).
Submitted articles are primarily sent to editors for an initial
evaluation as to the scope of the work and the editorial
demands of the journal. In case of a positive evaluation,
the article is then sent to two reviewers specialized in the
appropriate area. Every process is anonymous, that is,
reviewers are not aware of author’s identity and place
of origin and vice versa. After the articles are evaluated
by reviewers, they can be accepted without alterations,
refused or returned to authors along with suggestions for
modifications. Each article may return to its author several
times for clarification and alteration, without necessarily
meaning a future acceptance of the article.

5. The number of authors for each manuscript is limited to six.
The co-authorship concept connotes substantial contribution
in the creation and planning of the paper, analysis and
interpretation of data not to mention the writing and critical
revision of the text. Significant contributions given to the
study which do not fit these criteria may be cited in the
acknowledgements section.

6. Clinical trials articles should be registered in the Clinical
Trials Registry validated by the criteria established by the
World Health Organization and by the International Committee
of Medical Journal Editors (for instance, www.actr.org.au,
www.clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/
index/htm and www.trialregister.nl). The study identification
number shall be presented at the end of the abstract.

7. For texts accepted for publication, a statement signed by
all authors shall be sent to the journal, including the following
information: a) the manuscript is original; b) the manuscript
has not been previously published nor submitted to any other
journal, and will not be published in case it is accepted by
JBRA Assisted Reproduction; c) all authors have actively
taken part in the preparation of the study and have approved
of the final version of the text; d) situations on potential
conflict of interests (either financial or of any other nature)
are being informed; e) an approval of the study by the Ethics
Committee of the institution to which the paper is linked
was obtained (for articles reporting experimental research
data; f) an informed consent by the patients included in the

Instructions for Authors

study was obtained (when applicable) . All information on
the approval of the study by the Ethics Committee and the
possession of an informed consent should also be mentioned
in the Methods section of the article.

8. Before the publication of accepted articles, the
corresponding authors will receive the published article via
e-mail attachment in a PDF archive for approval. At this
point, corrections should be limited to typographic mistakes,
without altering the content of the study. Authors should
return approved papers by e-mail or fax 48 hours after
receiving the message.

TYPES OF PUBLISHED ARTICLES

Original articles. Pieces of work resulting from scientific
research presenting original data about experimental or
observational aspects of medical, biological, biochemical and
psychosocial character and including descriptive statistical
analysis and/or inferences of own data. These articles have
priority for publication. They must be composed of: title
page, resumo e palavras-chave (in Portuguese )abstract and
keywords, text (divided in Introduction, Methods, Results,
Discussion or equivalent, Conclusion), acknowledgments (if
applicable), references (40 at the most), tables (if available)
figure legends (if available) and figures (if available).
Reviews. Papers whose aim is to summarize, analyze,
evaluate or synthesize investigative papers already published
in scientific journals. They must include a synthesis and
critical analysis of the researched literature and cannot be
confused with update articles. They must be composed
of: title page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ),
abstract and keywords, text, references, tables (if available)
,figure legends (if available) and figures (if available).
Update or opinion articles. Papers reporting usually current
information on themes of interest to certain specialties
(such as a new technique or method). They have different
characteristics from reviews , since they do not display critical
analysis of the literature. They must be composed of: title
page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ), abstract
and keywords, text, references, tables (if available) ,figure
legends (if available) and figures (if available).

Case reports. Articles representing descriptive data of one
or more cases, exploiting a method or problem through
example(s). The selected cases should be of great interest,
with unusual disease or evolution or submitted to unexpected
or alternative treatments. They may involve humans
or animals and should present the studied individual’s
characteristics (gender, age, etc.). They must be composed
of: title page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ),
abstract and keywords, text (divided in: Introduction, Case
Description and Discussion or equivalent ), references, figure
legends (if available) and figures (if available).

Letters to the reader. Letters to the editor commenting,
discussing or criticizing articles published in JBRA Assisted
Reproduction will be welcome and published as long as they
are accepted by the Editorial Board. They must be composed
of: title, name of author, identification of the publication
being commented on and references (if available). It is
recommended to include 500 words at the most, references
inclusive. Whenever possible, a reply by the authors will be
published alongside with the letter.

PREPARATION OF ORIGINAL PAPERS

Preferably use Microsoft Word® processor. Papers should be
typed in Times New Roman font sized 12, single-spaced and
aligned to the left. Every section should be started on a new
page in the following order: title page, resumo e palavras-
chave ( in Portuguese ), abstract and keywords, text,
acknowledgements, references, tables, figure legends and
figures. All of the pages should be numbered consecutively.
Abbreviations should be spelled out in the first mention in the
text; and after the first appearance, only the abbreviation
should be used. In the abstract, the use of abbreviations
should be avoided.

Chemicals should be presented by their generic name.
If relevant, commercial name of the substance and the
manufacturer’s name may be informed in parentheses.
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The presentation of units of measurements should follow the
International System (IS).

Genes of animals should be presented in italics with capital
letter initials (example: Sox2); genes of human beings should
also be presented in italics; however, with all capital letters
(example: SOX2). Proteins should follow the same pattern:
capital/small, without italics, though.

TITLE PAGE

The title page should carry the following information:

- Concise and comprehensive title, representing the content
of the article, both in Portuguese and English

- Short running head (no more than 40 characters including
letters and spaces)

- Authors’ names

- Authors’ institutional affiliation, showing department/unit,
institution and geographic region

- Name of the institution where the work was carried

- Information about support given in the form of loan,
equipment or drugs

- Congresses where the study was presented

- Name, mailing address, telephone and fax numbers, and
e-mail address of the corresponding author

RESUMO AND ABSTRACT

All articles should present an abstract both in Portuguese
and in English. Papers written in Spanish should present,
besides their abstracts in the original language, one abstract
in Portuguese and another one in English. The content of
both texts should be identical, and should not exceed 250
words. For original articles, the abstract should be structured
as follows: Objective, Methods, Results and Conclusion. For
case reports, reviews and update articles, the abstract should
not be structured. The use of abbreviations should be avoided
in the abstract, and references should not be cited.

Right after the resumo/abstract/resumen, three to six
keywords belonging to the list of Health Sciences Descriptors

(http://decs.bvs.br) should be presented.
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should not be numbered. Papers by the same author should
be chronologically organized; papers by the same author in
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TABLES AND FIGURES

Tables and figures (graphs, photographs, etc.) should be
numbered in Arabic numerals according to the order in which
they appear in the text and should have individual legends,
presented at the end of the paper. Each table and figure
should be submitted on a separate sheet of paper.

In the tables, use horizontal lines only, and each piece of
information should be in an independent cell. Explanations
about items in the tables should be presented in footnotes
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§, [I,9,%%,T1,++.

Figures in general (graphs, photographs, etc.) will be
published in black and white. Expenses due to the eventual
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.gif or .tif, with @ minimum resolution of 300 dpi (in order to
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Figures previously published and included in submitted
articles should include the original source in the legend
and should be accompanied by a permission letter from the
copyright’s holder (publisher or journal).
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Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, R]

Fone: (55)(21) 2430.9060

Fax: (55)(21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br



INFORMACIONES GENERALES

1. El JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod)
és una publicacion oficial de la Sociedad Brasilefia de
Reproduccion Asistida (SBRA — www.sbra.com.br) y de la Red
Latinoamericana de Reproduccion Asistida (www.redlara.com)
para contenidos cientificos, con periodicidad cuatrimestral.
Es dirigido a especialistas e investigadores en salud,
particularmente ginecdlogos, andrélogos, bidlogos, urdlogos
y embridlogos. Se recibe para evaluacion estudios basicos
y clinicos en los siguientes areas: reproduccion asistida,
infertilidad, genética reproductiva, inmunologia reproductiva,
andrologia, microbiologia reproductiva, laboratorio en
reproduccién asistida y endocrinologia ginecoldgica, bajo la
forma de articulos originales, de revisidn, de actualizacion
y relatos de caso (conforme detallamos a continuacién). Se
reciben articulos en portugués, espafiol o inglés. Autores
interesados en traducir sus articulos al inglés pueden solicitar
un presupuesto de traduccion al J Bras Rep Assist.

2. Articulos sometidos al JBRA Assisted Reproduction deben
ser inéditos, o sea, no deben haber sido publicados ni
sometidos para analisis por otras revistas, en su totalidad o
parcialmente. En casos de imagenes ya publicadas, se debe
obtener autorizacién y nombrar la fuente. Una vez que su
articulo(s) haya(n) sido publicado(s), pasa(n) a ser propiedad
de la SBRA.

3. Las Instrucciones para Autores del JBRA Assisted
Reproduction incorporan las recomendaciones de los Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals. La versién completa del texto estd disponible
en www.icmje.org. Manuscritos que no estén conforme
las instrucciones aqui presentadas seran devueltos para
la incorporacién de ajustes antes de la evaluacion por el
Consejo Editorial.

4. Todo articulo publicado en el JBRA Assisted Reproduction
pasa por un proceso de revisidn por especialistas (peer
review). Los articulos sometidos son primeramente enviados
a los editores para una evaluacion inicial respecto al objetivo
del trabajo y a las exigencias editoriales del JBRA. Si la
evaluacion es positiva, el articulo es enviado a dos revisores
especialistas del area pertinente. Todo el proceso es anénimo,
0 sea, los revisores desconocen la identidad de los autores
y su local de origen y viceversa. Después de la evaluacion
del articulo por los revisores, se puede: a-aceptar el articulo
sin modificaciones, b-rechazar el articulo, c-devolverlo a
los autores con sugerencias de modificaciones; en el Gltimo
caso, un articulo puede regresar varias veces a sus autores
para aclaraciones y modificaciones, sin que eso implique
necesariamente la aceptacion futura del trabajo.

5. Se limita a seis el nimero de autores de cada manuscrito.
El concepto de coautoria implica contribucién substancial
en la concepcion y planeamiento del trabajo, analisis e
interpretacion de los datos y redaccion o revision critica del
texto. Contribuciones significativas hechas al estudio, pero
que no se cuadran en esos criterios, pueden ser descritas en
la seccion de agradecimientos.

6. Articulos de investigaciones clinicas (clinical trials) deben
ser registrados en uno de los Registros de Ensayos Clinicos
validados por los criterios establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud y por el International Committee of
Medical Journal Editors (por ejemplo, www.actr.org.au, www.
clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/
index/htm y www.trialregister.nl). El nimero de identificacion
del estudio debera ser presentado al final del resumen.

7. Caso se acepte su trabajo para publicacion, débese enviar
al JBRA una declaracion firmada por todos los autores, con
la siguiente informacion: a) el manuscrito es original; b)
el manuscrito no fue publicado ni sometido a otra revista,
ni sera, en el caso de su publicacién por el JBRA Assisted
Reproduction; c) todos los autores participaron activamente
en la elaboracion del estudio y aprobaron la version final
del texto; d) situaciones de potencial conflicto de interés
(financiero o de otra naturaleza) seran informadas; e) se

Instrucciones para Autores

obtuvo aprobaciéon del estudio por el comité de ética de la
institucion a la cual el trabajo esta vinculado (para articulos
que relatan datos de pesquisa experimental); f) se obtuvo
consentimiento informado de los pacientes incluidos en el estudio
(cuando se aplica). Se debe informar en la seccion Métodos del
articulo los datos sobre la aprobacién del estudio por el comité
de ética y la obtencion de consentimiento informado.

8. Antes de la publicacién de los articulos aprobados, los
autores correspondientes recibiran, por e-mail, en documento
PDF, el articulo listo para publicacién, para aprobacién. En esta
etapa, las correcciones deben limitarse a errores tipograficos,
sin cambios de contenido del estudio. Los autores deberan
devolver las pruebas aprobadas por e-mail o fax antes de 48
horas después de haberlo recibido.

TIPOS DE ARTICULOS PUBLICADOS

Articulos originales. Trabajos resultantes de pesquisa
cientifica que presentan datos originales sobre aspectos
experimentales u observacionales de caracter médico,
biolégico, bioquimico y psicosocial e incluyen anélisis
estadistica descriptiva y/o inferencias de datos propios. Estos
articulos tienen prioridad para publicacion. Deben contener:
hoja frontal, resumen y palabras-llave, abstract y keywords,
texto (dividido en las secciones Introducciéon, Métodos,
Resultados, Discusion o equivalentes, Conclusiones),
agradecimientos (si se aplica), listado de referencias (maximo
de 40), tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si hay) e
imagenes (si hay).

Articulos de revision. Trabajos que tienen por objetivo
resumir, analizar, evaluar o sintetizar trabajos de investigacion
ya publicados en revistas cientificas. Deben incluir sintesis y
analisis critica de la literatura levantada y no ser confundidos
con articulos de actualizacion. Deben contener: hoja frontal,
resumen y palabras-llave, abstract y keywords, texto, listado
de referencias, tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si
hay) e imagenes (si hay).

Articulos de actualizacion u opinién. Trabajos que
reportan informaciones generalmente actuales sobre tema de
interés para determinadas especialidades (por ejemplo, una
nueva técnica o método). Tienen caracteristicas diferentes de
un articulo de revisidn, pues no presenta analisis critica de la
literatura. Deben contener: hoja frontal, resumen y palabras-
llave, abstract y keywords, texto, listado de referencias,
tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si hay) e imagenes
(si hay).

Relatos de caso. Articulos que representan datos descriptivos
de uno o mas casos, explorando un método o problema a
través de ejemplo(s). Los casos elegidos deben ser de gran
interés, con enfermedad o evolucion anormal o sometidos
a tratamientos inusitados o alternativos. Pueden involucrar
humanos o animales y deben presentar las caracteristicas del
individuo en estudio (sexo, edad, etc.). Deben contener: hoja
frontal, resumen y palabras-llave, abstract y keywords, texto
(dividido en las sesiones Introduccion, Descripcidn del caso y
Discusion o equivalentes), listado de referencias, notas al pié
de imagenes (si hay) e imagenes (si hay).

Cartas al lector. Con gusto recibiremos cartas al editor
comentando, discutiendo o criticando los articulos publicados
en el JBRA Assisted Reproduction; estas seran publicadas
desde que el Consejo Editorial las apruebe. Deben contener:
titulo, nombre del autor, identificacion de la publicacion que
se comenta y listado de referencias (si hay). Recomendase
un maximo de 500 palabras, incluyendo referencias. Siempre
que posible, se publicara una respuesta de los autores junto
a la carta.

PREPARO DE LOS ORIGINALES

Utilice preferentemente Microsoft Word®. Los trabajos deben
ser tecleados en Times New Roman tamafio 12, espacio
sencillo, alineados a la izquierda, iniciando cada seccién en
pagina nueva, en el siguiente orden: hoja frontal, resumen y
palabras-llave, abstract y keywords, texto, agradecimientos,
listado de referencias, tablas, notas al pié de imagenes e
imagenes. Todas las paginas deben de ser numeradas.

Siglas deben ser definidas por extenso en la primera
ocurrencia en el texto; después de la primera ocurrencia,
solamente la sigla debera ser utilizada. En el resumen, el uso

JBRA Assist. Reprod. | V. 14 | n°1 | January-February-March / 2010

9



10

de siglas debe ser evitado.

Substancias deben ser presentadas utilizando su nombre
genérico. Si es relevante, el nombre comercial de la substancia
y el fabricante pueden ser informados entre paréntesis.

La presentacion de unidades de medida debe seguir el
sistema internacional (SI).

Genes de animales deben ser presentados en itdlico con
inicial mayuscula (ejemplo: Sox2); genes de seres humanos
también deben ser presentados en itdlico, pero con todas las
letras mayuUsculas (ejemplo: SOX2). Proteinas deben seguir
el mismo patrén de mayUsculas / minusculas, pero sin itélico.

HOJA FRONTAL

La hoja frontal debe contener:

- Titulo conciso y explicativo, representando el contenido del
trabajo, en portugués e inglés. (no seria: portugués, inglés y espafiol &)
- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres).

- Nombres de los autores.

- Afiliacion de los autores, indicando departamento/unidad,
institucion y region geografica.

- Nombre de la institucion donde el trabajo fue ejecutado.

- Informaciones sobre ayudas recibidas bajo la forma de
financiamiento, equipamientos o medicamentos.

- Congresos donde el estudio fue presentado.

- Nombre, direccién, teléfono, fax y e-mail del autor
correspondiente.

RESUMEN Y ABSTRACT

Todos los trabajos deben presentar un resumen en portugués
y un abstract en inglés. Trabajos escritos en espafiol deben
presentar, ademds del resumen en su idioma original,
también un resumen en portugués y un abstract en inglés.
El contenido de los textos debe ser idéntico, y no debe
sobrepasar 250 palabras. Para articulos originales, el resumen
debe ser estructurado como detallamos a continuacién:
Objetivo, Métodos, Resultados y Conclusiones. Para relatos
de caso, articulos de revisidn y articulos de actualizacion, el
resumen no debe ser estructurado. Débese evitar el uso de
abreviaciones en el resumen, y no deben ser mencionadas
referencias.

Luego después del resumo/abstract/resumen, deberan ser
presentadas de tres a seis palabras-llave que sean integrantes
de la lista de Descriptores en Ciencias de la Salud (http://
decs.bvs.br).
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En el texto, las citaciones seran identificadas entre paréntesis,
por el apellido del autor seguido del afio de publicacion.
Ejemplos: un autor (Steptoe, 1978), dos autores (Edwards
& Steptoe, 1980), mas de dos autores (Van Steirteghem et
al., 1988).

El listado de referencias debe ser presentado en orden
alfabética (Ultimo apellido de cada autor seguido de las
dos primeras iniciales), y no debe ser numerada. Trabajos
del mismo autor deben ser ordenados cronoldgicamente;
trabajos del mismo autor y aflo deben ser identificados con
letras después el afo (2000a, 2000b, etc.). La presentacion
de las referencias seguird los modelos propuestos en
los Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals (ver ejemplos a continuacion). Todas las
referencias citadas en la lista deben ser mencionadas en el
texto y viceversa.
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Tablas y figuras

Tablas y figuras (graficos, fotografias, etc.) deben ser
numeradas en arabigo conforme el orden que aparezca en el
texto y deben tener explicaciones individuales, presentadas
al final del trabajo. Cada tabla y figura debe ser sometida en
hoja separada.

En las tablas, deben ser utilizadas solamente lineas
horizontales, y cada dato deberd de tener una celda
independiente. Explicaciones sobre items de las tablas
deben ser presentadas en notas de rodapié identificadas
por los siguientes simbolos, en esa secuencia: *,t, #, §,
Illﬂl**l-r‘rl:ti'

Figuras en general (graficos, fotografias, etc.) serén publicadas
en negro y blanco. Gastos con eventual reproduccién de
fotografias en color seran de responsabilidad del autor.
Figuras pueden ser sometidas electronicamente, en las
extensiones .jpg, .gif ou .tif, con resolucién minima de 300
dpi (para hacer posible una impresién nitida), o por correo
(ver instrucciones de envio mas adelante). Todas las figuras
enviadas por correo deben ser identificadas en el anverso
con el uso de etiqueta que contenga el nombre del primero
autor, el nimero de la figura y una flecha que indique el lado
para arriba.

No se aceptan fotografias escaneados; fotografias en papel
deben ser enviadas por correo. Fotografias de pacientes no
deben permitir su identificacion.

Graficos deben ser presentados solamente en dos dimensiones.
Figuras ya publicadas e incluidas en articulos sometidos
deben indicar la fuente original en la explicacién y deben
venir con una carta de permiso del duefio de los derechos
(editora o revista).

ENVIO DE ARTICULOS

Los articulos deben ser sometidos preferentemente por e-mail
(jornalsbra@cmb.com.br). Texto y figuras deben ser enviadas
como un adjunto al mensaje. Figuras (exclusivamente
graficos y fotografias digitales) pueden ser enviadas en las
extensiones .jpg, .gif ou .tif, con resolucién minima de 300
dpi y tamafio maximo total (del conjunto de figuras) de 3 MB.
Si el envio por e-mail no es posible, dos copias del texto y
figuras deben ser enviadas para la siguiente direccion:

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, RJ]

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br
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Editorial

Todos para Fortaleza!

Fortaleza sediara o XIV Congresso Brasileiro de Reproducdo Assistida de 25 a 28 de agosto de 2010. H& mais ou menos um
ano o comité executivo vem se reunindo no sentido de proporcionar a todos os colegas esterileutas do Brasil conferéncias,
palestras e sessOes interativas até que os assuntos abordados estejam bastante esclarecidos. Dois cursos pré-congresso,
um teorico pratico de vitrificacdo e outro de PGD estdo programados e ocorrerdo em ambiente universitario.

Ja temos atualmente confirmagédo de presenga dos seguintes professores: Renato Fanchin, Diretor da Divisdo de Medicina
Reprodutiva da Universidade de Paris; Sergio Reis, Diretor do Instituto Valenciano de Infertilidade em Lisboa e o professor
Celso Silva, que é Diretor da Divisdo de Endocrinologia e Infertilidade da Universidade do Sul da Flérida.

Além do programa cientifico que avaliamos de bom nivel, a cidade oferece iniUmeras atragdes turisticas, e os congressistas
e convidados terdo a oportunidade de uma confraternizacdo saudavel durante toda a programacdo social que esta muito
elaborada.

Fortaleza, de bragos abertos, espera que este encontro seja inesquecivel do ponto de vista cientifico e social.

Um abraco a todos e nos veremos em breve
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Avaliacao da fertilidade em homens obesos tratados ou nao
com a cirurgia de Bypass gastrico em Y de Roux: Resultados
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RESUMO

A prevaléncia da obesidade tem aumentado rapidamen-
te em varios paises. Muitos estudos tém mostrado que
as alteragbes hormonais em obesos influenciam a ferti-
lidade. Este trabalho teve como objetivo avaliar, através
de analises seminais, a fertilidade de 3 homens obesos
(grupo A), de um obeso que realizou a cirurgia de bypass
gastrico em Y de Roux (grupo B) e de controles (grupo C).
Os parametros seminais de concentracdo/ml e concentra-
cdo total de espermatozdides, de volume e de morfolo-
gia normal no sémen de 3 pacientes do grupo A apre-
sentaram valores inferiores aos encontrados no grupo
C. A motilidade total ndo é significativamente diferente,
porém analisando os subgrupos, verificou-se uma quan-
tidade menor de espermatozdides rapidos e direcionais
(tipos A e B) no grupo A. Os resultados do espermocito-
grama do individuo pos-cirurgia mostraram normozoos-
permia. Verificou-se também que os parametros volume,
vitalidade e morfologia espermatica estavam normaliza-
dos, quando comparados a individuos do grupo A. Esses
resultados preliminares sugerem que as proprias altera-
¢Oes provocadas pela obesidade seriam o principal fator
causador da infertilidade nos individuos analisados e a
cirurgia de bypass gastrico em Y de Roux ndo afetaria os
parametros seminais do individuo.

Palavras-Chave: Obesidade; Infertilidade; Espermoci-
tograma; Espermatogénese.

ABSTRACT

Obesity has been increasing in many countries. Several
studies have reported that fertility is clearly affected by
hormonal changes in obese individuals. The objective of
this study was to assess the fertility status based on sper-
mograms of three obese men (group A), one obese man
who had undergone the Roux-en-Y gastric bypass surgery
(group B) and a control group (group C). There was a
decrease in sperm concentration and total sperm count
in patients in group A, when compared to the control
group C. A decrease in volume and normal morphology
in group A was also observed. However, motility was not

altered significantly, but in the subgroups a decrease in
the relative count of progressive and rapid (Types A and
B) motile sperm was noted in group A. Results of the
spermocytogram of the individual that underwent gastric
surgery showed normozoospermy, the semen volume,
sperm morphology and viability presented normal values,
which were superior when compared to those in group
A. These preliminary results suggest that obesity-rela-
ted physiological alterations are the main factors leading
to infertility in the subjects analyzed and the Roux-en-Y
gastric bypass surgery does not affect the individual s
fertility status.

Keywords: Obesity; Infertility; Spermogram; Sperma-
togenesis.

INTRODUGAO

A prevaléncia da obesidade tem aumentado rapidamente
em varios paises (Prentice, 2006). Sabe-se que o sobre-
peso e a obesidade estdo associados ao aumento da inci-
déncia de doencgas cardiovasculares, diabetes mellitus
tipo 2, hipertensao e dislipidemia, entre outras condicdes
(Must et al., 1999). A obesidade também estd associada
a varias alteragbes do sistema enddcrino, sendo as alte-
racGes nos hormonios sexuais determinantes dos proble-
mas de fertilidade gerados em obesos de ambos os sexos
(Pasquali, 2006).

Nos homens obesos, a informacao a respeito dos meca-
nismos bdsicos envolvidos nos problemas de fertilida-
de é relativamente escassa e recente. A existéncia de
subfertilidade em homens obesos (Sallmen et al., 2006)
tem sido relacionada a disfuncdo erétil e as alteracdes
na espermatogénese reveladas a partir de analises semi-
nais (Hammoud et al., 2006; Hofny et al., 2009). Outros
pesquisadores compararam casais com diferentes indices
de massa corporal (IMC) e comprovaram que 0s casais
obesos e com sobrepeso apresentavam problemas de
fertilidade que aumentavam significativamente o tempo
necessario para engravidar (Ramlau-Hansen et al., 2007;
Law et al., 2007; Nguyen et al., 2007). Sabe-se também,
que o sobrepeso e a obesidade interferem de forma dele-
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téria nos tratamentos de reprodugdo assistida (Nichols et
al., 2003; Fedorcsak et al., 2004).

Existem varios métodos para o tratamento da obesida-
de. Um método ndo convencional é a cirurgia do bypass
gastrico em Y de Roux. Este procedimento consiste na
criagdo de um pequeno reservatoério gastrico, excluindo o
restante do estdmago do transito alimentar (Faria et al.,
2002). Esta técnica causa uma drastica reducdo na absor-
gao de nutrientes e conseqlientemente uma redugao de
peso. Recentemente foi constatado que um possivel efei-
to colateral dessa cirurgia seria uma parada no processo
de espermatogénese, verificada através da constatagdo
de azoospermia na amostra seminal e na bidpsia testicu-
lar de pacientes de uma clinica de reproducdo assistida
humana (Frega et al., 2005).

A partir destas observagdes, o presente trabalho teve
como objetivo analisar e comparar parametros seminais
de trés homens obesos, um individuo obeso que realizou
a cirurgia de bypass gastrico em Y de Roux e controles de
peso corporal normal.

METODOS

As observagbes foram realizadas em 3 grupos de indi-
viduos: o Grupo experimental A foi composto por um
paciente obeso que realizou a cirurgia de bypass gastri-
co em Y de Roux ha 10 anos, encaminhado pelo Grupo
de Estudos da Cirurgia da Obesidade Mdrbida (GECOM,
Porto Alegre, Brasil). O Grupo B foi constituido por 3
obesos masculinos, pacientes do Centro de Pesquisa e
Reprodugdo Humana Nilo Frantz (CPRHNF, Porto Alegre,
Brasil) e o Grupo C (controle) foi composto de amostras
aleatdrias seminais (consideradas normais de acordo
com a Organizagdo Mundial de Saude - OMS), de casais
inférteis do CPRHNF, cuja causa de infertilidade foi algum
fator unicamente feminino bem definido pelo médico. As
amostras foram processadas sob as mesmas condigdes
para todos os grupos. A altura e o peso dos pacientes
foram verificados e seus IMCs foram calculados em kg/
m2. Os pacientes dos grupos A, B e C concordaram em
participar do estudo apds assinar um termo de consenti-
mento esclarecendo o objetivo do trabalho e responder a
um questionario para a obtengdo de informagGes sobre o
histdrico do paciente (tais como idade, consumo de cigar-
ro, consumo de alcool, etc), que pudessem influenciar os
resultados da pesquisa.

As analises seminais de todos os pacientes foram realiza-
das no CPRHNF pelo mesmo analista.

Os espermocitogramas consistiram de uma analise fisico-
quimica (volume, pH, aspecto, cor, tempo de liquefagdo,
viscosidade), uma contagem de espermatozoéides, uma
analise da motilidade (A- direcionais rapidos, B- direcio-
nais lentos, C- ndo direcionais e D- imdveis), da viabilida-
de espermatica e da morfologia conforme padrao restrito
de Tygerberg (Krtiger et al, 1986; 1988). O numero total
de espermatozdides normais e moveis (NMS) foi calcu-
lado para cada uma das amostras a baseado na férmula
descrita por Kort et al (2006): volume X concentragdo X
% de espermatozdides moéveis tipo A + B X % de morfo-
logia normal. Este indice mostra o nimero total de esper-
matozdides normais com motilidade normal para cada
amostra seminal.

Os questionarios dos pacientes foram analisados por
comparagdes qualitativas entre os grupos. Devido ao
numero limitado de individuos da pesquisa ndo foi possi-
vel aplicar qualquer teste estatistico. Entretanto, foi feita
uma comparagdo qualitativa analisando-se individuos
dos diferentes grupos que possuiam IMC semelhante e
mesmo periodo de abstinéncia antes da coleta. Em um
trabalho anterior (Rivaroli et al, aceito) mostramos que o
periodo de abstinéncia afeta significativamente diferentes
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parametros do espermocitograma. Os resultados preli-
minares aqui apresentados constituirdo parte do primeiro
estudo do género a ser realizado com a populacdo de
homens obesos do Rio Grande do Sul.

RESULTADOS

No grupo A, o paciente M. A., 44 anos, comerciario, reali-
Zou a cirurgia de bypass gastrico em Y de Roux em janei-
ro de 1998. No periodo apresentava um IMC= 67,43.
Atualmente, 10 anos apds a realizacdo da cirurgia, o
paciente apresenta um IMC= 35,12. O paciente relatou
nunca ter contraido ou tratado qualquer doencga genital.
O paciente possui nivel superior, ndo fuma e ndo ingere
bebidas alcodlicas, relatando que apenas seu pai fumava
em casa. Na Tabela 1 estdo representados os resultados
das analises de seu espermocitograma.

A comparacao dos resultados referentes ao espermocito-
grama do obeso operado com um obeso que apresenta
o IMC semelhante, e 0 mesmo periodo de abstinéncia,
evidencia paréametros fisico-quimicos normais e algo
superiores em alguns parametros no paciente operado.
Entretanto, a concentragdo de espermatozoides moveis
rapidos e direcionais (Tipos A + B) mostra um valor infe-
rior em relagdo ao individuo ndo operado e a morfolo-
gia espermatica normal ndo estad dentro dos padrdes de
normalidade em ambos os individuos. Estes resultados
acarretaram em um valor final do NMS semelhante para
os dois individuos. Os dois pacientes apresentavam um
IMC semelhante, sendo classificados como obesos do tipo
2 de acordo com a OMS, havendo, entretanto, uma dife-
renca de idade de 17 anos entre eles.

Além da comparagdo entre um paciente obeso e o pacien-
te submetido a cirurgia, também foram feitas analises
comparativas pareadas entre trés pacientes obesos
(grupo B) e trés pacientes do grupo controle (grupo C),
com periodos de abstinéncia sexual semelhantes entre si,
a fim de verificar o efeito exclusivo da obesidade sobre os
parametros seminais. A Tabela 2 mostra as comparagoes
da analise seminal destes pacientes

De acordo com a analise da Tabela 2, pode-se perceber
que os valores de volume, concentragao, motilidade (Tipos
A + B), morfologia normal e NMS foram em geral, superio-
res no grupo controle em comparagdo ao grupo de pacien-
tes obesos. Nenhum paciente obeso apresentou o valor
de volume seminal (2 ml) considerado normal pela OMS.
Analisando os questionarios respondidos pelos pacientes
pode-se perceber que 3 dos 4 individuos obesos apre-
sentavam nivel superior. Nenhum deles havia fumado no
Ultimo més, e as mdes dos mesmos também ndo fuma-
ram durante a gestacdao. Apenas dois desses pacientes
apresentavam pai que fumava. Dois pacientes obesos
ndo operados ingeriram alcool em quantidade superior a
3 litros na ultima semana da pesquisa.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram parametros seminais fisico-
quimicos normais em um paciente obeso submetido
previamente a cirurgia do bypass gastrico em Y de Roux.
Entretanto, a motilidade inferior ao paciente de mesmo
indice de massa corporal, obeso ndo operado. Nossas
observacGes sobre o paciente operado contrariam os
resultados apresentados por Frega et al. (2005), onde
foi constatada azoospermia em trés pacientes apds o
procedimento cirdrgico. Entretanto, um ponto importan-
te a ser ressaltado é a diferenga de tempo apds a cirur-
gia em que as analises foram realizadas. No presente
estudo foram analisados os parametros seminais de um
paciente 10 anos apds a cirurgia. No estudo de Frega
et al., (2005) os pacientes foram analisados em um
periodo de 1 ano + 6 meses apds a cirurgia. Este fato
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Tabela 1 - Espermocitogramas (grupo A + grupo B)

Pacientes *A 1 *B 3
Abstinéncia (dias) 2 2
Volume (ml) 2,5 1,8
Viscosidade normal +++
Cor Br. Pérola Br. Pérola
Aspecto Opalescente Opalescente
Tempo Liquefagdo (min) 20 40

pH 8 7,8
Concentragao/ml 41 50
Motilidade Total (%) 59 70

A + B (%) 22 40

C (%) 37 30
Viabilidade (%) 58,5 56,6
Morfologia Normal (%) 10 7
NMS 2,25 x 108 2,52 x 108
IMC 35,12 38,06
Idade (anos) 44 27

*A paciente obeso M. A. amostra seminal 10 anos apo6s a cirurgia de
bypass gastrico em Y de Roux.

*B paciente controle obeso: para efeitos de comparagéao foi utilizado
este paciente por apresentar o mesmo periodo de abstinéncia e o
IMC mais proximo ao paciente submetido a cirurgia.

pode sugerir que, um periodo de tempo pos-cirurgico
mais longo seja necessario para restaurar os parametros
seminais, pela normalizacdo da espermatogénese. Infe-
lizmente, estudos desse tipo sdo escassos na literatura
e ndo existem dados que permitam uma analise compa-
rativa com nossas observagoes.

Comparando a amostra seminal do paciente obeso opera-
do (grupo A) com um paciente do grupo B com indice de
massa corporal equivalente e o mesmo periodo de absti-
néncia sexual, observamos que os parametros seminais
de morfologia, vitalidade e volume sdo semelhantes nos
dois pacientes. O volume e a morfologia sdo parametros
importantes, pois ambos interferem no NMS e ambos os
pacientes apresentaram um NMS semelhante. Apesar de
ndo ter sido realizada analise estatistica desses dados,
pelo numero reduzido de individuos participantes é possi-
vel mostrar que a cirurgia do bypass gastrico em Y de
Roux nao causa infertilidade, o que pode ser observado
ao menos no caso estudado no presente trabalho, dez
anos apds a cirurgia.

Tabela 2 - Espermocitogramas (grupo B + grupo C)

Nossos resultados sobre concentracao em milhdes por
ml, motilidade e morfologia espermatica normal, em
geral inferiores nos pacientes obesos (grupo B) concor-
dam com a literatura recente (Jensen et al., 2004; Kort
et al, 2006; Hofny et al, 2009). Entretanto, no presente
estudo, também se pdde constatar que o volume semi-
nal foi consistentemente inferior nos pacientes obesos,
quando comparados com um controle de mesmo perio-
do de abstinéncia sexual. A motilidade espermatica total
ndo aparece alterada em todos os individuos obesos
quando comparados com um controle de mesmo periodo
de abstinéncia sexual, porém analisando os subgrupos,
pode-se perceber sempre uma menor concentracao de
espermatozoides rapidos e direcionais (tipos A + B) nos
individuos obesos, quando comparados com os controles
de mesmo periodo de abstinéncia sexual.

AlteracGes da espermatogénese causadas pela diminui-
cdo da globulina ligadora de hormdnios sexuais (sex
hormone-binding globulin — SHBG) e da testosterona,
além do aumento nos niveis de estrogénio também ja
foram relatados em pacientes obesos (Jensen et al.,
2004). Os niveis de SHBG e testosterona total sdo ambos
inversamente correlacionados com o IMC e com os niveis
de insulina (Osuna et al., 2006; Tsai et al., 2004). Os
niveis elevados de estrégenos em obesos provocam uma
possivel supressdo do eixo hipotalamo-hipdfise-gonadas
(Strain et al., 1982). A elevagdo dos niveis de estrégenos
deve-se a conversdo da testosterona a estradiol pela enzi-
ma aromatase citocromo P450 presente em altas concen-
tragdes nos adipdcitos (Simpson, 2004). O aumento no
estradiol exerce um efeito de feedback negativo sobre a
glandula hipdfise, provocando uma parada na esperma-
togénese, pois reduz a produgdo de LH e FSH afetando as
células de Leydig (produtoras de testosterona) e as célu-
las de Sertoli (envolvidas no processo de maturagao dos
espermatozoides) (Roth et al., 2008). Estas alteragdes
enddcrinas ocasionam um hipogonadismo hipogonado-
trépico (HH) e o aumento da prevaléncia de HH esta dire-
tamente correlacionado ao aumento do IMC. A relagao
entre obesidade e HH é a forma mais comum capaz de
causar redugdes na concentragao de testosterona, sendo
mais freqliente na testosterona total e ndo provocando
diminuigdo significativa da testosterona livre. Os sinto-
mas mais comuns de pacientes com HH sdo a diminui-
gdo da libido e a disfungdo erétil (Hofstra et al., 2008).
Assim, os niveis diminuidos de testosterona em obesos
masculinos ocorrem devido a diminuicdo da sintese da
testosterona, inibigdo da sintese de SHBG e a diminuigdo

Pacientes B1 C1 B2 c2 B3 C3
Abstinéncia (dias) 7 7 12 hrs 12hrs 2 2
Volume (ml) 0,6 4,5 1,3 1,8 1,8 2,1
Viscosidade normal normal normal normal normal normal
Cor br.pér. br. pér. br.pér. br.pér. br.pér. br.pér.
Aspecto opalesc. opalesc. opalesc. opalesc. opalesc. opalesc.
Tempo Liquefagdo (min) 20 30 30 20 40 20
pH 8 8 8 8 7,8 8
Concentragdo/ml (x106) 28 65 80 55 50 82
Motilidade Total (%) 18 54 70 71 70 61

A + B (%) 9 40 50 65 40 50
Viabilidade (%) 54,8 52,17 70 72,4 56,6 58,9
Morfologia Normal (%) 5 8 6 17 7 7
NMS (x10°) 0,076 9,36 3,12 10,93 2,52 6,02
IMC 52,57 20<x<30 48,31 20<x<30 38,06 20<x<30
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da secrecdo gonadotrdpica (Pasquali et al., 1995). Soma-
dos, esses fatores acabam resultando em um aumento do
risco de infertilidade (Kasturi et al., 2008).

Kort et al. (2006) analisaram a relacao entre o IMC, os
parametros seminais e a cromatina dos espermatozoides
de 520 homens inférteis. A cromatina dos espermatozoi-
des foi analisada pelo indice de fragmentacdao de DNA.
Os resultados mostraram um aumento na fragmentagao
do DNA diretamente relacionado ao aumento do IMC em
obesos e individuos com sobrepeso. O aumento do IMC
também esteve correlacionado a uma diminuicdo do NMS
(Jensen et al., 2004).

Por outro lado, sabe-se que o envelhecimento acarre-
ta uma diminuigdo no volume seminal, na motilidade e
na concentragdo de espermatozdides (Ford et al., 2000;
Eskenazi et al., 2003). Levando-se em consideracdo a
diferenca de 17 anos entre o paciente submetido a cirur-
gia e o paciente obeso com IMC semelhante selecionado
para a comparacdo de valores verifica-se uma melhora
ainda mais significativa no valor do NMS do individuo que
realizou a cirurgia (mais velho) visto que seus valores de
qualidade seminal estdo proximos aos do paciente obeso
ndo-operado (mais jovem). Novamente, mesmo sem ter
sido realizada qualquer andlise estatistica, o presente
resultado sugere que a cirurgia do bypass gastrico em
Y de Roux ndo causa azoospermia, pelo menos apds um
periodo pés-cirurgico prolongado (diversos anos).

O estilo de vida e outros fatores ambientais também estdo
relacionados a qualidade seminal. Sabe-se que existe um
aumento da subfertilidade em homens obesos e uma
diminuicdo da qualidade do sémen em homens obesos
sedentarios. Isso ocorre devido a elevacdo da tempera-
tura escrotal provocada pelo sedentarismo (Magnusdottir
et al., 2005). Analisando o estilo de vida do paciente que
realizou a cirurgia e do paciente obeso sem cirurgia de
IMS semelhante, percebe-se que ambos ndo fumavam
e nem ingeriam bebidas alcodlicas, comportamento que
pode ter contribuido para os bons resultados observa-
dos em suas analises seminais. Por outro lado, a elevada
quantidade de alcool ingerida pelos outros dois pacientes
obesos pode ter contribuido de forma deletéria na quali-
dade seminal destes individuos.

CONCLUSAO

Diversos trabalhos, incluindo o presente estudo demons-
tram que a obesidade provoca efeitos nocivos a fertilida-
de do individuo, tanto em homens quanto em mulheres.
Atualmente, os possiveis efeitos da obesidade sobre a
fertilidade masculina vém sendo investigados através da
correlagdo entre o aumento do IMC e a diminuigdo da
qualidade seminal. A perda de peso sempre foi a melhor
escolha para a melhoria da saide. A analise seminal de um
paciente obeso submetido a cirurgia de redugdo estomacal
revelou valores de normozoospérmia. Esse achado contra-
ria os dados apresentados na literatura anteriormente
(Frega et al. 2005) e sugere ndo haver um efeito deletério
da cirurgia na producdo de espermatozodides. O presente
resultado pode ser explicado, possivelmente pelo prolon-
gado periodo de tempo pds-cirirgico em que a analise foi
realizada (10 anos). Talvez um periodo de tempo maior
seja necessario para restaurar e normalizar a esperma-
togénese. Assim, os resultados desta pesquisa sugerem
que os principais fatores causadores de infertilidade em
homens obesos seriam as proprias alteracdes provocadas
pela obesidade e que a reducdo de peso provocada pela
cirurgia de bypass gastrico em Y de Roux seria benéfica
para a restauragao da fertilidade masculina. Entretanto, o
pequeno nimero de publicagdes sobre o tema e a ausén-
cia completa deste tipo de anadlise em homens obesos
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brasileiros dificulta profundamente a discussao dos resul-
tados. Assim, o presente trabalho enfatiza o fato de que
mais estudos sdo necessarios para que se possa ter uma
idéia concreta sobre os efeitos da obesidade e da redugdo
estomacal cirdrgica sobre a fertilidade masculina.
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RESUMO ABSTRACT

Objetivo: Realizar estudo comparativo entre a injegao Objective: To develop a comparative study among
intracitoplasmatica de espermatozoides morfologicamen- intracytoplasmic morphologically selected sperm
te selecionados (IMSI), e a injecdo intracitoplasmatica injection (IMSI) and conventional intracytoplasmic
de espermatozoéides convencional (ICSI), avaliando-se sperm injection (ICSI), assessing the efficacy of both
a eficacia das mesmas quanto as taxas de fertilizagdo, in fertilization rates, cleavage and embryo quality.
clivagem e qualidade embrionarias. Métodos: Foram Methods: 36 cycles of intracytoplasmic sperm injec-
analisados 36 ciclos de injegdo intracitoplasmatica. tion have been analyzed. In these cycles were obtai-
Nestes ciclos, foram obtidos 603 oocitos maduros (MII), ned 603 mature oocytes (MII), which were injected
que foram injetados com espermatozdides selecionados with sperm selected by two different techniques. The
por duas diferentes técnicas. Os oocitos obtidos de cada oocytes obtained of each patient were divided into
paciente foram divididos em dois grupos (A e B). No grupo two groups (A and B). In group A (302 oocytes), were
A (302 oocitos), foi utilizado, para avaliar a morfologia employed, to assess the morphology of sperm to be
dos espermatozdides a serem injetados, um equipamen- injected, the conventional equipment that provides
to convencional, que propicia um aumento de 400X (ICSI optic magnification of 400 X (conventional ICSI). In
convencional). No grupo B (301 oocitos), foi utilizado, para group B (301 oocytes), were employed an equip-
a selecdo dos espermatozodides, um equipamento, que ment that provides an optic magnification of 6800X,
permite um aumento de 6800X, (IMSI). Depois de reali- (IMSI). After embryo culture was performed, fertili-
zado o cultivo embrionéario, foram avaliadas as taxas de zation rates, cleavage and embryo quality until day
fertilizacdo, clivagem e a qualidade embrionaria até o dia 3, on each group, were analyzed. Results: The total
3, em cada grupo. Resultados: A taxa de fertilizagdo total fertilization rate in group A was 78,81%, and in group
no grupo A foi de 78,81%, e no grupo B 81,06%.A taxa B, 81,06%. The cleavage rate in group A was 97,29%
de clivagem do grupo A foi 97,29%, e no grupo B 96,41%. , and in group B, 96,41%. The percentage of good
O percentual de embrides de boa qualidade (grau I e II), quality embryos (grade I e II), in day 2, in group A
no dia 2, no grupo A foi 79,53% e no grupo B 78,13%. was 79,53% and in group B, 78,13%. The percentage
O percentual de embrides de boa qualidade no dia 3, no of good quality embryos on day 3, in group A was
grupo A foi 77,41% e no grupo B 78,81%. Conclusdo: 77,41% and in group B 78,81%. Conclusion: There
Nao se evidenciou diferengas significativas nas taxas de were no significant difference in fertilization rates,
fertilizacdo, clivagem e qualidade embrionaria até o dia 3, cleavage and embryo quality to day 3, comparing
comparando-se os dois métodos de selecdo espermatica. these two methods of sperm selection.
Palavras-chave: ICSI, IMSI, qualidade embrionéaria, Key Words: ICSI, IMSI, embryo quality, sperm
morfologia espermatica. morphology.
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INTRODUCAO

A primeira grande revolugdo no campo da reprodugao
humana ocorreu a partir da divulgagdo do nascimento
da primeira crianca gerada por técnica de fertilizagdo
“in vitro” (Steptoe & Edwards, 1978). Tal acontecimento
gerou um grande incremento, tanto na utilizagdo, quanto
na pesquisa de novas técnicas e tecnologias a serem apli-
cadas no campo de reproducdo assistida, com o objetivo
de solucionar problemas de infertilidade, até entdo, sem
nenhuma expectativa de resolucao.

Posteriormente foi demonstrada (Krueger et al., 1988) a
influencia da morfologia espermatica, nos resultados, em
ciclos de fertilizagao “in vitro”, constatando o aumento
nas taxas de gestagdo, quando eram utilizados esperma-
tozdides oriundos de homens com avaliagbes da quali-
dade do sémen dentro da normalidade, em compara-
¢do com ciclos em que havia alteragdes morfoldgicas no
sémen utilizado.

A segunda grande revolugdo, no campo da reprodu-
¢do humana, especialmente em relagdo a infertilidade
masculina, foi provocada pelo desenvolvimento de uma
nova técnica de fertilizagdo “in vitro”, a injecdo intracito-
plasmatica de espermatozdides (Van Steirteghem et al.,
1993). Tal técnica consiste na micro injegdo de um Unico
espermatozoide, selecionado morfologicamente, através
de um sistema optico que propiciava originalmente, um
aumento de 400X.

Demonstrou-se posteriormente que, individuos com
morfologia seminal normal, que realizavam procedimen-
tos de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides,
apresentavam resultados superiores quando comparados
a individuos que apresentavam alteragdes na morfologia
seminal (Mansour et al., 1995).

Entretanto, um ano depois, , publicaram-se dados de 354
ciclos de injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides,
ndo encontrando aumento nas taxas de gestagao correla-
cionadas com melhor morfologia espermatica (Slavander
et al., 1996). Criou-se assim, a necessidade da realizagao
de um maior nimero de trabalhos sobre o tema, para se
chegar a uma posicdo mais definitiva e contundente.

A importancia da morfologia da cabeca dos espermato-
zo6ides, em relagdo aos resultados de gravidez, em ciclos
de injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI)
foi demonstrada (Tasdemir et al., 1997). Estes autores
constataram que a micro injecdo de espermatozdides
com alteragGes morfoldgicas na cabeca, avaliadas por
sistema Optico convencional, que propiciava um aumento
de 400x na imagem dos espermatozdides, diminuiam as
taxas de gestagao, em comparagao com ciclos em que se
utilizavam espermatozoéides com morfologia normal.
Bartoov et al. (2002) publicaram trabalho pioneiro,
demonstrando um novo método de avaliagdo da morfo-
logia espermatica, para a selecdo dos espermatozoides a
serem utilizados em procedimentos de injegao Intracito-
plasmatica. Tal método consiste na visualizagdo e selegdo
morfoldgica dos espermatozdides, através da utilizagdo de
um equipamento constituido por um microscopio de alta
resolucdo, equipado com um sistema 6ptico que permi-
te uma excepcional visualizagdo, de todas as estruturas
do espermatozdide, com um aumento que pode atingir,
dependendo da configuragdo de cada equipamento, entre
6000x e 12000x. Com a utilizagao de tal equipamento, os
autores demonstraram um aumento nas taxas de implan-
tacdo embrionarias e de gestagdo, em comparacdao com
a utilizacdo de espermatozéides selecionados morfologi-
camente por equipamentos Opticos convencionais. Este
equipamento permite uma visualizacdo do espermato-
z6ide em tempo real, ou seja, analisando todas as suas
estruturas, especialmente seu ndcleo, com o mesmo se
movendo, permitindo-se assim, a escolha do espermato-
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z6ide morfologicamente mais adequado, técnica denomi-
nada pelos autores de IMSI.

Posteriormente, divulgou-se trabalho (Berkovitz &
Bartoov,2005), com um maior numero de casos,
demonstrando que a utilizacdo de espermatozdides
morfologicamente selecionados, aumentava as taxas de
gestagdo, assim como, diminuiam as taxas de abortamen-
tos. Também foi demonstrado, no mesmo estudo, que a
utilizacdo de espermatozodides sem nenhuma alteragdo
nuclear, em comparagdo com a utilizacdo de espermato-
z6ides com alguma alteracdo nuclear (somente realizada
em casos de auséncia de espermatozdides com morfo-
logia nuclear normal), trazia vantagens, em termos de
resultados, quanto as taxas de gestacdo e abortamentos.
Avaliando-se os principais trabalhos publicados sobre
o tema, tem-se a clara impressao de que a morfologia
espermatica tem uma influencia direta no sucesso dos
procedimentos de fertilizagdo “in vitro” com injecdo
Intracitoplasmatica de espermatozodides. Os trabalhos
referidos nesta revisao sugerem fortemente que a melhor
selecdo dos espermatozdides é realizada com o equipa-
mento que permite um aumento maior da imagem. Nosso
trabalho, prospectivo e randomizado, tendo como Unica
variavel o método de selegdo dos espermatozdides a
serem empregados, convencional ou com maior magnifi-
cagao, pretende demonstrar se existe melhoria nas taxas
de fertilizacdo, de clivagem, e na qualidade embrionaria,
com a utilizagdo de uma selegao mais acurada dos esper-
matozdides.

METODOS

Pacientes:

Este estudo foi realizado no periodo de Abril a Julho de
2009, na Genesis - Clinica de Reprodugdao Humana, Passo
Fundo, RS, Brasil. O estudo foi aprovado pelo comité de
ética da Universidade de Passo Fundo, Rs e CONEP FR -
210112.

. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento
livre esclarecido, concordando com a utilizagdo dos dados
de seus tratamentos para publicacdo de trabalhos cientifi-
cos. Trata-se de um trabalho prospectivo e randomizado,
tendo sido incluidos neste estudo, 36 casais com infertili-
dade, independente do fator causal. A fim de avaliar mais
diretamente o método de selecdo dos espermatozdides
e sua influencia nas taxas de fertilizagdo, clivagem e
qualidade embrionarias, foram utilizados somente ciclos
em que os espermatozoéides foram oriundos do ejacula-
do. Também se excluiram do estudo os ciclos em que
a puncdo folicular tenha recuperado um numero infe-
rior a 10 oocitos maduros (MII), aptos a serem utilizados
nos procedimentos de injecdo intracitoplasmatica, o que
tecnicamente facilitou a realizagdo do trabalho.

Estimulacdo ovariana e recuperacao oocitaria:
O bloqueio hipofisario foi atingido com a utilizagdo do
analogo agonista do Hormonio Liberador de Gonadotrofi-
nas (Gonadotrophin Realising Hormone - GnRH, Lupron
Kit™, Abbott S.A, Paris, Franca), seguido por hiperesti-
mulagdo ovariana controlada, com a administragao de
Hormoénio Foliculo Estimulante recombinante (Recom-
binant Follicular Stimulating Hormone - rFSH, Gonal-
F™, Serono, Genebra, Suica), em dose inicial de 150UI,
com ajustes de doses de acordo com a resposta de cada
paciente. A indugdo da ovulagdo foi acompanhada pela
realizagao de ultra-sonografias transvaginais seriadas e
dosagens séricas de estradiol, conforme a necessidade
de cada caso. Quando o foliculo dominante atingiu 18mm
ou pelo menos dois foliculos atingiram de 16 a 18mm de
didmetro, foram administrados 250ug de Gonadotrofina
Cori6nica Humana recombinante (Recombinant Human
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Corionic Gonadotrophin - rhCG, Ovidrel™, Serono, Gene-
bra, Suica) para maturacgdo folicular final. A puncao foli-
cular foi realizada de 34 a 36 horas apos a administragao
do rhCG. Os oocitos recuperados foram incubados em
micro-gotas de Fluido de Tuba Uterina Humano (Human
Tubal Fluid = HTF, Irvine, EUA), suplementado com 10%
de Albumina Sérica Humana (Human Seric Albumin -
HSA, Irvine, EUA), ndo tamponado, cobertas com dleo
mineral (Oil for Embryo Culture - Irvine, EUA) previa-
mente equilibrado em ph e temperatura. Apos o cultivo
inicial de 4 a 6 horas, os oocitos foram expostos a uma
solugdo contendo hialuronidase (gotas de 150uL de meio
de cultivo Hepes tamponado, contendo 80UI/mL de hialu-
ronidase - Irvine, EUA) por 30 segundos. Posteriormen-
te, foi realizada a retirada total das células do comple-
X0 cumulus-corona mecanicamente, por intermédio de
sucessivas pipetagens, utilizando-se pipetas Pasteur
de diametros decrescentes. Apos denudados, os oocitos
foram numerados progressivamente, e cultivados sepa-
radamente, sendo assim possivel acompanhar o desen-
volvimento individualizado de cada oocito, durante todo
o processo de fertilizacdo e de cultivo embrionario. As
amostras de sémen de cada casal foram todas coletadas
por masturbagdo, uma vez que somente utilizamos para
o trabalho, casos com sémen do ejaculado.

Divisao dos oocitos para a injecao
intracitoplasmatica:

Em todos os ciclos, os oocitos MII obtidos foram divididos
em dois grupos (A e B), sendo que cada grupo continha
um numero muito aproximado de oocitos. Os oocitos do
grupo A foram destinados a serem micro injetados com
espermatozdides selecionados morfologicamente por um
equipamento dptico convencional, utilizando um micros-
copio invertido da marca Nikon Eclipse 300, com objetiva
de 40X e ocular de 10X, proporcionando um aumento na
imagem de 400x (ICSI). Os oocitos do grupo B foram
destinados a serem micro injetados com espermato-
zbides selecionados morfologicamente através de outro
sistema, utilizando um microscopio invertido da marca
Nikon TE 2000, equipado com 6pticas Nomarski DIC, com
objetiva de imersdo de 100x, conforme técnica descrita
por Bartoov e cols. (2003), onde as imagens sao captu-
radas por uma color video cdmera Sony DXC 950 P e um
monitor de video Sony Trinitron 14 polegadas, o que nos
possibilita a visualizagdo da imagem, com um aumento de
6800x (IMSI). O principal critério morfoldgico utilizado para
a selecdo dos espermatozoéides em maior aumento foi a
completa normalidade do nucleo, evidenciada pela auséncia
de vacuolos em seu interior. No equipamento convencional,
esta caracteristica ndo pode ser verificada, uma vez que
em um aumento de 400x, somente podem ser visualiza-
dos vacuolos volumosos, ndo se podendo, de forma segura,
excluir a presenca de pequenos vacuolos.

Esta randomizagdo nos permitiu uma divisdo da amostra
uniforme, tendo-se como Unica variavel, o método de sele-
cao dos espermatozodides para a micro injecdo (grupo A ou
B), uma vez que o processo de injegdo intracitoplasmatica
seguiu a mesma técnica, em todos os oocitos. O tempo

Injecao intracitoplasmatica de
espermatozoides e cultivo embrionario:

A injecdo intracitoplasmatica foi realizada de acordo com
a técnica padrdo descrita por Palermo e cols, (1992).
Todos os procedimentos da micro injegdo foram realizados
pelo mesmo embriologista. Os oocitos do grupo A foram
colocados em uma placa prépria para o procedimento de
injecdo intracitoplasmatica, contendo micro gotas com
espermatozoides a serem selecionados morfologica-

mente com um aumento de 400x. Os oocitos do grupo
B foram colocados em placa semelhante contendo micro
gotas com espermatozdides previamente selecionados
com um aumento de 6800x. As placas contendo esper-
matozdides dos dois grupos foram mantidas sempre em
idénticas condicGes durante seu manuseio, eliminando-se
assim qualquer possibilidade de que o tempo gasto pelo
operador para a selecdo dos espermatozoéides pudesse
influenciar nos resultados. Depois de terminada a micro
injecdo, os oocitos de cada grupo foram colocados em
placas de cultivo distintas, em gotas numeradas de Flui-
do de Tuba Uterina Humano (Human Tubal Fluid — HTF,
Irvine, EUA), suplementado com 10% de Albumina Sérica
Humana (Human Seric Albumin - HSA, Irvine, EUA), ndo
tamponado, cobertas com 6leo mineral (Oil for Embryo
Culture - Irvine, EUA), previamente equilibrado em pH
e temperatura, e levados a uma incubadora de CO2, que
mantém um ambiente de cultivo, em uma temperatura
de 37 graus centigrados, com uma concentracdao de CO2
de 6%. Apos 16 a 18 horas em cultivo, a fertilizagdo foi
verificada pela presenca de dois pro-nucleos distintos.
Em seguida, os oocitos fertilizados, foram novamente
colocados em cultivo, sob mesmas condigdes, e aproxi-
madamente 24 horas da verificagdo da fertilizagdo, foram
novamente examinados, para a presenca da clivagem e
avaliagdo da qualidade embrionaria, seguindo critérios
morfoldgicos (Veeck, 1991), através de parametros como
numero e simetria de blastdémeros, e grau de fragmenta-
cdo embrionaria. Nos casos em que o cultivo embrionario
foi prolongado por mais 24 horas, também em condicdes
idénticas de cultivo, a analise da qualidade embrionaria
foi novamente realizada, seguindo os mesmos critérios.
Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o test
t de student’s, considerando-se valores significativos
quando o p-valeu < 0,05 entre as variaveis.

RESULTADOS

Foram analisados um total de 36 ciclos de fertilizagdo
"in vitro” com foliculo aspiracdo, tendo sido recuperados
de tais procedimentos um total de 603 oocitos madu-
ros (MII), aptos a serem utilizados em procedimentos de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoéides. Os ooci-
tos recuperados de cada paciente foram divididos em dois
grupos, (A e B). Fizeram parte do grupo A, somando-se
todas as pacientes, um total de 302 oocitos, e do grupo
B, um total de 301 oocitos.. Os dados da evolucao da
fertilizacdo e do desenvolvimento embrionario em ambos
0s grupos sdo apontados na tabela I.

A taxa de fertilizacdo total no grupo A foi de 78,81% em
comparagdo com o grupo B que foi de 81,06%. A taxa
de fertilizagdo normal foi de 73,18% para o grupo A e
74,09% para o grupo B. A taxa de fertilizagdo anormal
no grupo A foi de 7,28% e no B foi de 7,64%. A Taxa de
oocitos ndo fertilizados foi de 10,93% para o grupo a e
11,63% para o grupo B. A taxa de clivagem no grupo A
foi de 97,29% e no grupo B foi de 96,41%. O percentual
de embrides de boa qualidade ( grau I e grau II ), no dia
2 no grupo A foi de 79,53% e no grupo B foi de 78,13%.
O percentual de embrides de boa qualidade no dia 3
no grupo A foi de 77,41% e no grupo B foi de 78,81%.
Avaliando-se os dados acima descritos, concluimos que o
método de selecdo dos espermatozdides para micro inje-
¢do ndo influenciou o desenvolvimento embrionario, em
nenhuma de suas etapas, até o dia 3.

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi demonstrar se a selegao
morfoldégica de espermatozdides para serem utilizados
em procedimentos de injecdo intracitoplasmatica, atra-
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Tabela I. Evolugdo do desenvolvimento embrionario ocorrido comparando-se as duas técnicas de selegdo de espermatozoides

para injegdo intracitoplasmatica.

Grupo A - 400x (ICSI) Grupo B - 6800x (IMSI) P
Numero de Oocitos Inseminados 302 301 0,422
Taxa de Fertilizagdo Total (;:?é?;g;) (§i4’1[/)§g)/;) 0,308
Taxa de Fertilizacdo Normal (27235?;/3) (27%928/‘1) 0,430
Taxa de Fertilizagdo Anormal (27538/;) (2@%2)/;) 0,432
Taxa de Auséncia de Fertilizagdo (1303’/%3602’) (13%5’/63%0{0) 0,381
Taxa de Clivagem Embrionéria (31752;/‘1) (29165/1%2/2) 0,500
Embrides de Boa Qualidade D2 (1779522/2) (Zgé}i/;) 0,414
Embrides de Boa Qualidade D3 (;27‘;1202’) (7983’/8111°§’) 0,412

vés de um sistema dptico mais potente, o qual nos permi-
te uma visualizacdo mais detalhada, em comparagdo com
o método tradicionalmente utilizado, teria influencia nas
etapas iniciais do desenvolvimento embrionario. A quali-
dade dos espermatozdides utilizados para procedimen-
tos de injecdo intracitoplasmatica exerce um papel muito
importante durante o processo de fertilizagdo (Swann
et al.,, 2006; Saunders et al., 2007). A viabilidade dos
embrides utilizados para transferéncias depende da
qualidade bioldgica dos gametas envolvidos no processo
de fertilizagdo. Os efeitos paternos, tanto precoces quan-
to tardios, tem sido apontados como parte importante
em falhas repetidas em tentativas de técnicas de repro-
ducdo assistida, assim como o desenvolvimento embrio-
nario pode ser comprometido por deficiéncias no geno-
ma nuclear espermatico ou por fatores citoplasmaticos
derivados dos espermatozdides (Benchaib et al., 2003;
Tesarik, 2005). Estudos recentes tem demonstrado um
melhor desenvolvimento embrionario ate o estagio de
blastocisto quando se utilizam espermatozdides morfo-
logicamente selecionados (Zech et al., 2007; Zech et al.,
2007; Cassuto et al., 2007). Tem-se também demonstra-
do um aumento nas taxas de gestagdo (Bartoov et al.,
2003; Junca et al., 2004; Berkovitz et al., 2008) , quando
utilizados espermatozéides morfologicamente selecio-
nados nos procedimentos de injegdo intracitoplasmati-
ca, em presenca de alteracGes morfoldgicas seminais.
Aparentemente, a utilizacdo de espermatozdides selecio-
nados morfologicamente em procedimentos de injecdo
intracitoplasmatica também aumentaria a possibilidade
do nascimento de um maior numero de criancas sauda-
veis em comparagdo com a técnica de ICSI convencional
(Berkovitz et al., 2007). Todos estes dados nos levam a
concluir que a utilizacdo de espermatozdides morfologica-
mente selecionados, com caracteristicas nucleares mais
adequadas, especialmente nos casos de alteracdes semi-
nais importantes, terdo um impacto positivo tanto nas
taxas de formagdo de blastocistos quanto nas taxas de
gestacao, assim como na diminuicdo nas taxas de abor-
tamento (Bartoov et al., 2003; Oliveira, 2007), em ciclos
de FIV com injegdo intracitoplasmatica. Entretanto, nosso
trabalho demonstrou que a utilizacdo de espermatozdides
morfologicamente selecionados (IMSI) em comparagao
com a selecdo morfoldgica tradicional (ICSI), ndo teve
nenhuma influencia nas taxas de fertilizacdo, clivagem
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embriondria e no desenvolvimento embrionario até o
dia 3. Tal achado se deve provavelmente ao fato de que,
na selecdo pela técnica de IMSI, se evita a utilizagdo de
espermatozdides com vacuolos, os quais ndo conseguem
ser evidenciados pela ICSI convencional. A presenga de
vacuolos na cabeca dos espermatozodides esta correlacio-
nada com a presenga de um maior grau de DNA frag-
mentacdo, fato determinante do efeito adverso paterno
tardio nas fases mais avancadas do desenvolvimento
embrionario (Tesarik, 2004), fato que determina um
pior prognostico em tratamentos de reprodugdo assisti-
da ( Berkovitz et al., 2006). Esta seria a explicacdo para
o fato de os embrides oriundos da utilizagdo de esper-
matozoides morfologicamente selecionados terem uma
evolucdo e morfologia iniciais muito semelhante aos
embrides oriundos de espermatozodides selecionados
pela técnica tradicional, uma vez que o efeito paterno
tardio relacionado a fragmentacao de DNA se manifesta
nas fases mais tardias do desenvolvimento embriona-
rio. Tal afirmativa fica reforgada pelo fato de os embri-
oes oriundos da IMSI terem um melhor desenvolvimen-
to até o estagio de blastocisto, assim como melhores
taxas de implantacdo e menores taxas de abortamento,
em comparacdo com os embrides da ICSI convencional,
provavelmente devido ao fato de os embrides resul-
tantes da IMSI terem sido fertilizados com esperma-
tozoides com menos vacuolos, consequentemente com
menor grau de DNA fragmentacdo. Concluimos que, a
utilizagdo de espermatozoides morfologicamente sele-
cionados (IMSI) nos procedimentos de injegdo intraci-
toplasmatica, em comparagdo com a técnica de sele-
gao convencional (ICSI), ndo apresenta melhora no
desenvolvimento embrionario até o dia 3, apesar de
existirem claras evidencias de que melhore as taxas de
formagdo de blastocistos, de implantagdo e acarretar
uma diminuicdo nas taxas de abortamento.
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Idade da mulher e resposta ovariana em ciclos de ICSI

Woman'’s age and ovarian response in ICSI cycles
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RESUMO

Objetivos: Correlacionar idade feminina e resposta
ovariana em técnicas de reprodugdo assistida (TRA),
e identificar diferencas entre grupos etarios distintos.
Métodos: Analisaram-se retrospectivamente 226 ciclos
de TRA. Foram incluidas pacientes com ambos os ovarios,
submetidas a indugdo com FSH recombinante e injegdo
intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI). Endocri-
nopatias, doencas genéticas e/ou endometriose foram
critérios de exclusdo. A casuistica foi de 107 pacientes.
A resposta ovariana foi avaliada pelo desenvolvimento
folicular e o nimero de odcitos aspirados. Resultados:
Observamos correlagdes negativas significativas entre
idade e foliculos = 14 mm (r = -0,3733), foliculos = 18
mm (r = -0,4248), odcitos totais (r = -0,3994) e o0dci-
tos maduros (r = -0,4237) (p < 0,0001). A contagem
de foliculos = 14 mm no dia da hCG foi a Unica variavel
significativamente distinta entre os grupos com idade <
35 anos (12,86 = 5,03), de 36 a 40 anos (10,0 £ 4,49) e
> 41 anos (6,4 = ,66) (p < 0,0001). As demais variaveis
de resposta foram significativamente maiores em mulhe-
res com < 35 anos em relagdo a mulheres mais velhas.
Conclusoes: A idade da paciente apresentou correlagoes
negativas significativas com a resposta ovariana ao esti-
mulo para ICSI e o grupo etario com idade < 35 anos
apresentou resposta ovariana significativamente mais
favoravel quando comparada a grupos de idade mais
avancgada.

Palavras-chave: Idade; Infertilidade; ICSI; Resposta
Ovariana; Reprodugdo Assistida; Gestagao.

ABSTRACT
Objective: To correlate age of infertile women and
ovarian response in assisted reproduction techniques
(ART), and to identify differences between distinct age
groups. Methods: We retrospectively evaluated 226
cycles of ART. Inclusion criteria were the presence of
both ovaries, patients submitted to ovulation induction
with recombinant FSH, and intracytoplasmic sperm injec-
tion (ICSI). Endocrine and/or genetic diseases, and/or
endometriosis were exclusion criteria. Final population of
the study included 107 patients. Ovarian response was
evaluated by follicular development and the number of
oocytes yielded. Results: Significant negative corre-
lations were found between age and ovarian follicles
14 mm (r = -0,3733), ovarian follicles = 18 mm (r

v

-0,4248), total of oocytes yielded (r = -0,3994) mature
ones (r = -0,4237) (p < 0,0001). The ovarian follicles
> 14 mm count in the day of hCG administration was
the only variable which significantly differed between
groups with < 35 years (12,86 = 5,03), 36 to 40 years
(10,0 £ 4,49) and = 41 years of age (6,4 £ ,66) (p <
0,0001). Other variables of ovarian response were signi-
ficantly different between patients < 35 years of age and
older women. Conclusions: Women'’s age is significan-
tly correlated with ovarian response to stimulus for ICSI
cycles and the group < 35 years of age presented with
significantly more favorable results when compared with
older patients.

Keywords: Age; Infertility; ICSI; Ovarian Response;
Assisted Reproduction; Pregnancy.

INTRODUGAO

Por motivos diversos, é nitida a tendéncia da mulher
moderna de postergar a maternidade (Leridon, 1998),
especialmente nos paises desenvolvidos, onde se esti-
ma que 0s nascimentos em mulheres com idade igual ou
superior a 35 anos correspondam a mais 25% dos even-
tos até o fim da década atual (te Velde & Pearson, 2002).
Conquanto seja um reflexo da equidade sdcio-econémica
entre os géneros, o adiamento da maternidade transcor-
re a revelia da perda progressiva da populagdo folicu-
lar ovariana e da qualidade dos odcitos ao longo da vida
reprodutiva (Gougeon, 1996; te Velde & Pearson, 2002;
Van Rooij et al, 2003), marcadamente apo6s os 30 anos
de idade (Abreu et al, 2006). Nota-se, assim, aumen-
to progressivo dos casos de infertilidade e a procura por
servigos de reprodugdo assistida.

Embora a redugao do potencial reprodutivo sabidamente
ocorra em ambiente gonadal, grande parcela das mulhe-
res com 30 a 40 anos de idade permanece com ciclos
menstruais aparentemente normais (te Velde & Pearson,
2002) e testes de avaliagdo do aparelho funcional ovaria-
no ndo sao suficientemente eficazes para a quantificagao
ou a qualificagdo da reserva funcional ovariana (Broek-
mans et al, 2006; Carvalho et al, 2008).

E nesse contexto que a idade assume o papel de marca-
dor do potencial reprodutivo feminino e um dos principais
elementos da anamnese em medicina reprodutiva. Ha na
literatura internacional inimeros estudos demonstrando
a interferéncia do fator idade sobre as taxas de fecun-
didade em varias populagdes em todo o mundo (ARSM,
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Tabela 1. Caracterizacdo da amostra e dos ciclos de indugdo, de acordo com os grupos etarios.

< 35 anos 36 a 40 anos > 41 anos p
Idade (anos) 31,95 £ 2,65 2P 37,77 £ 1,44 &< 42,2 £ 1,21 b¢ < 0,0001
Dose de FSHr (UI) 2310 + 588,5 9 2673 + 412,6 ¢f 3292 + 844,4 f < 0,0001
Tempo de estimulagdo (dias) 9,32 £1,39 9,09 £ 1,15 9,67 £ 1,34 NS

Legenda: Todos os dados expressos como média + desvio-padréo. Analise estatistica: a, b, e = p < 0,001; f=p < 0,01; ¢, d = p < 0,05. Para
a variavel Tempo de estimulagédo foi realizado teste de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunns; para as demais varidveis, One-way ANOVA, com

pds-teste de Tukey.

Tabela 2. Variadveis da resposta ovariana ao estimulo gonadotréfico exdgeno para ciclos de ICSI, de acordo com os grupos etarios.

Variavel < 35 anos 36 a 40 anos > 41 anos p
Foliculos = 14 mm 12,86 + 5,03 ¢ 10,0 £ 4,49 ¢f 6,4 £ ,66 ¢f < 0,0001
Foliculos = 18 mm 7,38 £ 3,55 9h 5,34 + 3,329 3,6 +1,68" < 0,0001
Odcitos 12,93 £ 6,871 9,09 + 5,93 6,07 = 3,451 < 0,001
Odcitos maduros 9,81 £ 5,67 %! 6,26 £ 5,09 ¢ 4,2 + 3,3 < 0,0001

Legenda: a, b, e, h,j, I,n=p <0,001; k,0=p<0,01;cd,fg, i m=p < 0,05. Para as varidveis Foliculos = 18 mm, Odcitos e Odcitos madu-
ros foi realizado teste de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunns; para a variavel Foliculos > 14 mm, One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey.
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Figura 1. Correlagdes entre idade e as varidveis da resposta ovariana.

2008), superando a dosagem sérica de marcadores clas-
sicamente utilizados na predigao das taxas de implanta-
c¢do e abortamentos (Toner, 2003a; Toner, 2003b; Luna
et al, 2007).

Constituindo a idade da mulher infértil importante vari-
avel a ser considerada na elaboragdo de protocolos
individualizados de estimulagao ovariana, este estudo
pretendeu correlaciona-la as diferentes modalidades da
resposta gonadal em ciclos de reprodugdo assistida, e
identificar diferengas entre grupos etarios distintos.

METODOS

Analisaram-se retrospectivamente 226 ciclos consecuti-
vos de estimulagdo ovariana para técnicas de reprodu-
gao assistida (TRA) de alta complexidade, realizados na
Genesis - Centro de Assisténcia em Reproducdo Humana,
entre janeiro de 2006 e dezembro de 2007. Os critérios
de inclusao no estudo foram: (1) presenca de ambos os
ovarios; (2) indugdo exclusiva com folitropina recom-
binante (FSHr) em protocolo longo de inibigdo do eixo
hipotalamo-hipoéfise-ovariano com analogo agonista
do hormonio liberador de gonadotrofinas (aGnRH); (3)
fertilizagdo in vitro com injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI); (4) auséncia de doencas com
possivel efeito deletério sobre o potencial reprodutivo
(disfungdes tireoidianas, hiperprolactinemia, anovulagdo

Idade versus Ma resposta ovariana
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Figura 2. Curvas Receiver Operator Characteristic (ROC) representando
a capacidade da varidvel idade da mulher na predicdo de ma resposta
ovariana, utilizando como critérios a existéncia de menos de 4 foliculos
dominantes no dia de administragdo da hCG exdgena, de menos de 4 odci-
tos aspirados no total ou menos de 4 odcitos maduros aspirados.

hiperandrogénica e disturbios do metabolismo glicidico,
doencas genéticas e endometriose). Resultados de ciclos
repetidos de uma mesma paciente no periodo estudado
foram excluidos do estudo, tendo-se considerado apenas
o primeiro ciclo realizado. Compuseram a casuistica final
107 pacientes, assim distribuidas: 57 pacientes com
idade < 35 anos (Grupo I); 35 pacientes com idade de
36 a 40 anos (Grupo II); e 15 pacientes com idade >
40 anos (Grupo III). Quanto as causas de infertilidade
computaram-se: 47,7% com fator masculino exclusivo;
23,4% com fator canalicular exclusivo; 20,6% com infer-
tilidade sem causa aparente; e 8,4% com fator canalicu-
lar e fator masculino associados.

Todas as pacientes foram submetidas a inibigdo hipofisa-
ria pela administracdo subcuténea didria de acetato de
leuprolida (Lupron® - Abbott), iniciada na fase médio-
luteal do ciclo menstrual antecedente ao ciclo de trata-
mento. Apds a ocorréncia do fluxo menstrual, a estimu-
lagdo ovariana foi iniciada com doses subcutaneas diarias
de folitrofina recombinante (Gonal-F® - Serono - ou
Puregon® - Organon), nas doses de 150 UI a 225 UI
para pacientes com < 35 anos e de 225 a 300 UI para >
35 anos. A monitoragdo do crescimento folicular foi reali-
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zada por via ultrassonografica, com aparelho Voluson
730 Expert (GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA),
com sonda endovaginal na frequéncia de 5,0 a 9,0
Mhz, e as doses foram reajustadas de maneira individu-
alizada a partir do sétimo dia de tratamento. A indugdo
da ovulacdo foi feita pela administracdo subcutanea de
gonadotrofina coridnica recombinante (hCG: Ovidrel®
- Serono- ou Choragon® - Ferring), em dose Unica,
quando pelo menos trés foliculos monitorados atingi-
ram diametro médio = 18 mm; a aspiracdo folicular para
captacdo oocitaria foi realizada de 34 a 36 horas apods a
administragdo da hCG. A resposta ovariana ao estimulo
exdgeno foi avaliada por: (1) nimero de foliculos com
didametro médio = 14 mm no dia de administracdo da
hCG; (2) nimero de foliculos com didmetro médio > 18
mm (dominantes) no dia de administracdo da hCG; (3)
numero total de odcitos aspirados; e (4) nimero de odci-
tos morfologicamente maduros aspirados.

As pacientes foram submetidas a ICSI, realizada exclu-
sivamente em odcitos morfologicamente maduros, com
a fertilizagdo verificada ap6s 14 a 20 horas. O desen-
volvimento pré-embrionario foi regularmente avaliado e
foram classificados como adequados para transferéncia
os de graus I e II segundo os critérios descritos por Veeck
(1999). Submeteram-se a transferéncia embrionaria 88
pacientes. Sete pacientes tiveram todos os seus embri-
Oes criopreservados para posterior transferéncia, sendo
cinco por risco elevado de desenvolverem a sindrome
de hiperestimulo ovariano e duas por desenvolvimento
endometrial considerado insuficiente para a implantagdo
(espessura < 7,0 mm); trés ciclos foram cancelados por
ma resposta ovariana, seis por auséncia de clivagem pré-
embrionaria e trés por degeneragdo pré-embrionaria.

As transferéncias embrionarias (TE) foram realizadas no
segundo ou terceiro dia, em nimero maximo de quatro
embrides por paciente. A suplementacdo da fase IUtea
iniciada no dia da aspiracao folicular foi mantida para
todas as pacientes até a dosagem sérica de B-hCG, no
120 dia apds a TE, com gel intravaginal de progesterona
a 8% (Crinone® - Merck Serono) e estradiol via oral na
dose diaria de 6 mg, associados ou ndo ao acido acetil-
salicilico na dose oral de 100 mg por dia.

Analise estatistica

Utilizando o software GraphPad Prism 5,00 (GraphPad
Software, Inc, 2007), foram calculados os coeficientes de
correlagdo entre idade e varidveis de resposta ovariana,
e as comparagdes entre os grupos etarios foram analisa-
das pelos testes de Kruskal-Wallis e One-way ANOVA. A
capacidade da idade para predigdo da ocorréncia de ma
resposta ovariana e de gestagao foi aferida a partir do
tracado de curvas tipo Receiver Operating Characteris-
tic (ROC), a partir das quais se estabeleceram as areas
sob as curvas (ROC-AUC), valores de corte, sensibilida-
de e especificidade. Para tanto, utilizou-se o programa
MedCalc versao 9.3.7.0 (2007), considerando-se ROC-
AUC = 1,0 resultado da perfeita capacidade do teste para
predizer a ocorréncia de ma resposta e gestagdo, e ROC-
AUC = 0,5 resultado da auséncia completa de tal capaci-
dade discriminatéria.

RESULTADOS

As médias de idade, dose de FSH recombinante adminis-
trada e duragdo de estimulagdo para o trés grupos estdo
demonstradas na Tabela 1.

A contagem de foliculos = 14 mm no dia da hCG foi a
Unica variavel significativamente distinta entre os grupos
com idade < 35 anos (12,86 £ 5,03), de 36 a 40 anos
(10,0 £ 4,49) e = 41 anos (6,4 £ ,66) (p < 0,0001). As
contagens de foliculos = 18 mm, odcitos totais e odcitos
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maduros foram significativamente maiores em mulheres
com < 35 anos, mas nao foram diferentes entre mulheres
com 36 a 40 anos e 41 anos ou mais (Tabela 2).
Observamos correlagdes negativas significativas entre
idade e foliculos = 14 mm no dia de administracdo da hCG
(r = -0,3733; p < 0,0001), foliculos = 18 mm no dia de
administragdo da hCG (r = -0,4248; p < 0,0001), odci-
tos totais aspirados (r = -0,3994; p < 0,0001) e odcitos
maduros aspirados (r = -0,4237; p < 0,0001) (Figura 1).
A idade foi significativamente capaz de predizer a ocor-
réncia de ma resposta ovariana, tanto para niumero de
foliculos dominantes no dia de administracdo da hCG
inferior a quatro (ROC-AUC = 0,679; p < 0,01), quanto
para numero total de odcitos aspirados inferior a quatro
(ROC-AUC = 0,676; p < 0,05) e odcitos morfologica-
mente maduros aspirados (ROC-AUC = 0,667; p < 0,05)
(Figura 2). Das 88 pacientes submetidas a transferéncia
embrionaria, 32 (36,4%) apresentaram teste gestacional
positivo apds 12 dias e ndo houve diferencas significati-
vas entre as faixas etdrias estudadas.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo reforcaram evidéncias prévias
de que a resposta ovariana ao estimulo gonadotrofi-
co exdgeno em ciclos de TRA guarda relagdo significa-
tiva com a idade da mulher; ainda, demonstraram que
a idade da mulher apresenta significativa capacidade de
predizer a ocorréncia de ma resposta folicular e gestacao
em ciclos de ICSI, embora com menor expressividade.
Conquanto possam apresentar esteroidogénese normal
e ciclos menstruais regulares, a literatura sugere que
o desenvolvimento folicular esteja comprometido em
mulheres com idade avangada. Os dados de Gomes et al.
apontam para a idade de 40 ou mais anos como sendo
determinante de resultados menos satisfatérios em TRA
de alta complexidade, com numero de odcitos aspirados
e testes gestacionais positivos significativamente inferio-
res aos encontrados para a populagao de mulheres mais
jovens (Gomes et al, 2009). Nessa populagdo, defici-
éncias de fatores de crescimento insulina-/ike (IGF) I e
II, e mesmo do hormdnio luteinizante enddgeno, foram
aventados como explicacdo para o fendmeno (Santoro et
al, 2003), mas ha indicios de que é a reduzida qualida-
de oocitaria a verdadeira explicagdo para tanto: estudos
prévios demonstraram taxas de gestacao clinica e parto
semelhantes entre mulheres com mais de 40 anos que
receberam odcitos de mulheres jovens e as doadoras, em
ciclos de TRA (Navot et al, 1991; Navot et al 1994).

A idade tem sido considerada marcador propedéutico
superior a dosagem do FSH basal na avaliagdo preditiva
da ocorréncia de gestacdo (Toner et al, 2003a; Toner et
al, 2003b; Toner et al, 2004; van Rooij et al, 2004a; van
Rooij et al, 2004b) e abortamentos (Toner et al, 2004).
Dados recentes demonstraram que mulheres com idade
inferior a 35 anos com FSH basal elevado apresentaram
taxas de gestagdo significativamente superiores as de
mulheres mais velhas com niveis normais da gonadotro-
fina (Luna et al, 2007), respaldando a predominancia do
fator idade sobre o perfil gonadotréfico, em se tratan-
do do potencial reprodutivo, documentada em estudos
prévios (Abdalla et al, 2004; van Rooij et al, 2004). Abreu
et al foram ainda mais rigorosos ao observar taxas de
gestacao significativamente inferiores a partir dos 30
anos de idade em mais de mil mulheres submetidas a
TRA de alta complexidade, embora sem aumento das
taxas de abortamento (Abreu et al, 2006).

Ainda que a importancia da idade seja marcante na lite-
ratura especializada, Roest et al. demonstraram que o
sucesso em ciclos de fertilizagdo in vitro estd melhor
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relacionado a qualidade da resposta ao estimulo que a
idade da mulher (Roest et al., 1996). Em estudo prévio
(Carvalho et al, 2009), demonstramos algum potencial
da contagem de foliculos dominante no dia da adminis-
tracdo do hCG e de odcitos totais aspirados na predicao
de gestacdao em ciclos de ICSI, mas ndo identificamos
tal propriedade neste estudo, mantendo-se a lacuna do
conhecimento.

Concluindo, nossos dados realgam a importancia da idade
da mulher como elemento fundamental para avaliagao
progndstica em ciclos de reproducdo assistida de alta
complexidade, e reforcam a sugestdo de que a respos-
ta ovariana seja progressivamente reduzida apds os 35
anos de idade, devendo a paciente de idade superior ser
alertada quanto ao efeito deletério potencial desta sobre
os resultados do tratamento indicado.
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RESUMO INTRODUCAO
Objetivo: Descrever nossa experiéncia no manejo ambu- A Sindrome de Hiperestimulo Ovariano (SHO) é uma
latorial de Sindrome de Hiperestimulo Ovariano (SHO) condigdo iatrogénica séria que pode ser fatal em pacien-
severa através do uso de paracentese transvaginal. Méto- tes submetidas a inducdo da ovulagdo em ciclos de
dos: Entre abril de 2007 a julho de 2009, em 10 ciclos reproducdo assistida (Hudlleston et al., 2008). Esta
de hiperestimulagdo severa, foi realizado o procedimento geralmente relacionada ao uso de gonadotrofinas exdge-
de paracentese via vaginal. Os dados foram analisados nas, embora possa acontecer com 0 uso de citrato de
retrospectivamente. Resultados: A mediana de paracen- clomifeno (Whelan III e Vlahos, 2000) e hormonio libe-
teses realizadas por paciente foi 2 (1-2,25), sendo que rador das gonadotrofinas (GnRH) (ASRM, 2006), ou ate
uma paciente realizou 7 paracenteses. O volume médio mesmo espontaneamente durante a gestagao (Soares et
de ascite retirado por paciente foi de 1807 + 805 ml. al., 2008) em situagdes onde ha produgdo suprafisiologi-
Estando as pacientes estaveis hemodinamicamente, ndo ca de gonadorofina coriénica humana (hCG), como nos
houve limite na quantidade de liquido retirado por puncdo casos de gestacdo molar ou multipla (Kaiser, 2003). A
nem do numero de repetigdes do procedimento. N&o tive- fisiopatologia da SHO estd relacionada a um aumento
mos nenhuma complicagdo relacionada ao procedimen- na capilaridade vascular mediada por fatores inflama-
to e nenhuma paciente precisou internagao hospitalar. torios, angiogénicos e vasodilatadores liberados pelos
Conclusdo: a paracentese vaginal ambulatorial é uma ovarios estimulados que incluem interleucinas, renina e
medida eficaz e segura nos casos de ascite, acompanha- pro-renina, angiotensina e fator de crescimento vascu-
do ou ndo de hidrotérax, no manejo da SHO grave. lar endotelial (VEFG). Isso resulta em extravasamento de
fluido intravascular para o compartimento extravascular
Palavras-chave: sindrome da hiperestimulagdo ovaria- ocasionando hemoconcentragdo, disturbios hidroeletroli-
na, paracentese transvaginal, fertilizagdo in-vitro ticos, edema, oliguria e acimulo de liquido em cavidades
como abddémen, pleura e pericardio (Smith et al, 2008).
ABSTRACT Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da
Objective: To describe our experience in managing severe SHO estdo a idade jovem, o baixo peso, o rapido aumen-
Ovarian Hyperstimulation Syndrome (OHSS) with outpa- to dos niveis de estradiol, o tamanho e nimero dos foli-
tient transvaginal paracentesis. Methods: From April 2007 culos estimulados, o nimero de odcitos puncionados e
to July 2009, in 10 hyperstimulation cycles, transvaginal a evidéncia de sindrome dos ovarios policisticos (SOP).
paracentesis was performed. The data was retrospectively Alem disso, pacientes com histéria prévia de SHO estao
analyzed. Results: The median of paracentesis performed sob risco de recorréncia num proximo ciclo de indugdo
by patient was 2 (1-2,25), considering that one patient (Whelan e Vlahos, 2000). Protocolos que utilizam hCG
conducted 7 paracentesis. The average volume of asci- para suporte de fase litea também aumentam o risco
tis withdrawn per patient was 1807 £+ 805 ml. Being the (Grossman et al., 2009). A gestagdo aumenta a duragao
patients hemodynamically stable, there was no limit on the e a severidade dos sintomas da SHO (ASRM, 2006).
amount of liquid retrieved or in the number of procedures. N3o ha um consenso no tratamento da SHO no que diz
There were no complications related to the procedure and respeito a hospitalizagdo. Alguns autores preconizam
none of the patients required hospitalization. Conclusion: tratamento hospitalar para todas as pacientes com SHO
The outpatient transvaginal paracentesis is an effective and severa (Whelan e Vlahos, 2000). Outros preconizam
secure measure in case of ascitis, accompanied or not by tratamento ambulatorial rigoroso e paracentese vaginal
hydrothorax, in the management of severe OHSS. mesmo para casos graves (Smith et al, 2008). O objeti-
vo deste trabalho é mostrar nossa experiéncia utilizando
Key Words: ovarian hyperstimulation syndrome, trans- paracentese vaginal nos casos de SHO severa com mane-
vaginal paracentesis, in vitro fertilization jo ambulatorial.
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MATERIAIS E METODOS

No periodo de dois anos (2007 a 2009), foi realizada para-
centese vaginal em 10 ciclos de hiperestimulacdo severa.
Apesar de termos apenas um caso de sindrome dos ovarios
policisticos, a aparéncia policistica dos ovarios esteve
presente em 80% dos casos. O protocolo longo com agonis-
tas do GnRH foi utilizado em 9 ciclos, e em um ciclo foi utili-
zado o protocolo com antagonistas. Os critérios de severi-
dade incluem pacientes com dor ou desconforto abdominal,
vOmitos e ascite clinicamente evidente e/ou dificuldade
respiratoria, critérios esses que estdo de acordo com a
classificagdo de Golan (Golan et al., 1989). As pacientes
submetidas a paracentese via vaginal estiveram em contato
didrio com seu medico através do telefone e foram instru-
idas a observar piora dos sintomas como dor abdominal,
vomitos e dificuldade respiratéria. Caso houvesse piora dos
sintomas, a paciente teria prontamente uma consulta agen-
dada com seu medico para solicitagdo de exames laborato-
riais, exame fisico e ecografia transvaginal.

A paracentese vaginal foi realizada com a paciente em posi-
cdo de litotomia, na mesma sala cirtrgica onde séo realiza-
das as pungoes de odcitos. O procedimento foi precedido de
anestesia local com xilocaina, sem vasoconstritor. A para-
centese foi guiada por ultrasonografia utilizando-se agulha
17 Gauge acoplada ao transdutor e seringa de 100 ml para
drenagem da ascite. Nao houve limite de volume e a drena-
gem era realizada ate haver o minimo de liquido de ascite
na cavidade abdominal verificado por ecografia, sem preju-
izo ou dano de estruturas abdominais adjacentes.

RESULTADOS

O desencadeamento da SHO foi precoce em 8 ciclos e tardio
em 2 ciclos. As queixas de dor, dispnéia e nausea foram as
mais prevalentes, em 90%, 80% e 80%, respectivamen-
te. A média de idade foi de 28 £ 6 anos. A mediana de
odcitos captados foi de 17 (14-26). A mediana de para-
centeses realizadas por paciente foi 2 (1-2,25), sendo que
uma paciente realizou 7 paracenteses num mesmo ciclo. O
volume médio de ascite retirado por paciente foi de 1807
+ 805 ml. Nenhuma paciente necessitou de hospitalizacdo.

DISCUSSAO

A SHO continua sendo uma das condicGes mais sérias
dentro dos tratamentos de reproducdo assistida (Lee et
al., 2008). O médico deve estar atento a essa compli-
cacdo, visto que é uma condicdo grave que pode levar
a paciente a morte. Os profissionais de salude envolvi-
dos na prescricdo de medicagdes como as gonadotrofinas
devem estar familiarizados com as estratégias de preven-
cao e tratamento da SHO (Whelan e Vlahos, 2000).

O manejo ambulatorial das pacientes com SHO severa
através de paracentese vaginal vem ganhando adeptos
na literatura. Estudo realizado por Smith et al mostrou
uma das maiores séries de pacientes com SHO trata-
das com paracentese transvaginal ambulatorialmente. A
partir de 2002 esses pesquisadores iniciaram o uso deste
procedimento, e entre 2002 e 2007 foram realizadas 146
paracenteses transvaginais em 96 pacientes. Nao houve
nenhuma complicacdo relacionada ao procedimento.
Foi observado um decréscimo clinicamente significativo
no numero de hospitalizagbes dessas pacientes quan-
do comparado com pacientes com SHO nos trés anos
anteriores (Smith et al, 2008). Alem disso, o manejo
ambulatorial das pacientes tem se mostrado custo-efeti-
vo, sendo que multiplas paracenteses transvaginais sdo
usadas alternativamente a hospitalizagdo em pacientes
que preenchem os critério para SHO moderada e severa
(Grossman et al., 2009).

A paracentese transvaginal guiada por ecografia é a
primeira escolha na maioria das pacientes. O procedi-
mento pode ser repetido em um a dois dias se houver
novo acumulo de fluido em pacientes sintomaticas com
SHO moderada ou severa (Grossman et al., 2009).

A paracentese melhora a sintomatologia da SHO a medi-
da que diminui a pressao intra-abdominal, aumenta o
retorno venoso e aumenta a perfusao renal pela descom-
pressao das estruturas abdominais. Os sintomas pulmo-
nares, incluindo severo comprometimento respiratorio,
melhoram apos o procedimento (Grossman et al., 2009).
Alem disso, tem sido proposto que a paracentese melhora
as condigdes da SHO pela remocao direta de substancias
inflamatorias, vasodilatadoras e angiogénicas liberadas
pelos ovarios estimulados (Smith et al, 2008). Nenhum
efeito adverso na gestagao tem sido atribuido a paracen-
tese, e a mesma pode ser ate benéfica por proporcionar
aumento da perfusdo uterina (Grossman et al., 2009).
Nossa amostra, embora pequena, ndao mostrou complica-
¢des em nenhuma das sete pacientes submetidas a para-
centese transvaginal. Nao houve infecgdo ascendente da
pelve causada pelo procedimento, nem dano a estruturas
como vasos sanguineos ou alcas intestinais. Além disso,
nenhuma das pacientes necessitou hospitalizacdao e pode
ser tratada ambulatorialmente de forma rigorosa, mesmo
nos casos mais graves, O que proporciona um maior
conforto e menor custo. Nao houve necessidade de uso
de albumina EV para aumento de volume intravascular,
uma medida ainda controversa na literatura.

A paracentese vaginal é de facil execugdo, bem tolera-
da, e com menor risco de lesGes de algas intestinais em
relagdo a via abdominal. Ndo ha limite na quantidade de
liquido retirado por puncdo nem do nimero de repeticdes
do procedimento se a paciente estiver estavel hemodi-
namicamente. Assim, nesta série de casos, a paracen-
tese vaginal ambulatorial mostrou-se uma medida eficaz
e segura nos casos de ascite no manejo da SHO grave,
evitando-se a hospitalizagdo das pacientes.
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RESUMO

Tendenciosidades, viéses ou bias € a introducdo sistemati-
ca de erro em uma amostragem ou teste, por selecionar ou
encorajar um resultado ou resposta em detrimento de outras.
Outra visdo do tema descreve um desvio da estimativa do
valor estatistico esperado, da quantidade que o teste estimou.
Ou ainda um grupo de pessoas ou coisas contendo mais
espécies do que o normal, portanto ndo dando resultados
justos ou acurados.

E um termo que refere qudo longe a média estatistica se
encontra do parametro que o teste estatistico esta esti-
mando. E o erro que surge quando se esta estimando.
Internacionalmente conhecido como bias é termo usado
para descrever diferengas entre o encontrado na pesqui-
sa e a verdade.

“Qualquer efeito em qualquer estdgio da investigacao
ou inferéncia tendendo a produzir resultados diferentes
sistematicamente dos valores verdadeiros (para distin-
guir de erro randémico)”

Pode-se citar como exemplo de bias: bias de selegao
de saudaveis, bias de complidncia, bias de vigilancia ou
supervisdo, de sobrevivéncia ou selecdo natural.

O ensaio clinico randomizado duplo cego em trabalhos de
intervengdo é um bom exemplo de tentativa de reduzir bias.

Palavras-chave: bias, tendenciosidades, viéses.

ABSTRACT

Bias or tendentiousness is a introduction of systematic
error to a sample or test, by selecting or encouraging
results or answer in prejudice or preference of other.

In other point of view is a deviation of the expected value
of a statistical estimate form the quantity it estimates.

A group of person or things containing of one kind than
normal, therefore not giving far or accurate results.

It's a term that define how far the statistical average is
from the statistical calculated test parameter. This error
appear when somebody is estimating..

This term is internationally knowed as bias. It is used
to describe differece between the founded and the true.
“Any effect in any stage of investigation or inference that
tends to produce systematically differente results from
the true (to distinguish from random error).”

Some samples of bias: healthy selection bias, complian-
ce selection bias, vigilance or diligence bias, survivor or
natural bias.

The double blind randomized clinical trial investigations is
a good sample of how to reduce bias.

Keywords: bias, tendentiousness, unaccuracy.

INTRODUCAO

O tema tendenciosidade (bias em inglés) tem sido motivo
frequente de estudo. Em 2008 a European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) incluiu na progra-
magao do congresso anual o curso “From evidence to clini-

cal practice: the role of clinical guidelines” (ESHRE, 2008),
quando o Prof Cindy Farquhar abordou o tema “Evidence
Based Medicine”, incluindo o tema bias. Este autor descreve
alguns mecanismos para reducdo deste viés:

Como reduzir a tendenciosidade (bias)

e Procurar estudos ndo publicados (ha tendéncia em
ndo publicar resultado negativos, além de pressao da
indUstria farmacéutica).

Nao fazer restricao de idiomas.

Aumentar o poder do teste estatistico

Realizar duas revisdes independentes sobre o tema:
.Cuidado com os critérios de inclusdo
2.Verificar a qualidade do estudo
3.Cuidado com a entrada de dados

- e o o

Poucos trabalhos preocupam em aumentar o poder do
teste estatistico. Pacotes de estatistica como o PASW
(2008) fazem este trabalho entretando tem custo
elevado. Existem bons pacotes de estatistica que sdo
gratuitos como o BioEstat (Ayres, 2007) e EZ Analyze
(Poynton, 2007) mas tratam superficialmente do tema.
Alguns cuidados simples como aumento do tamanho da
amostra pode aumentar o poder do teste. Os softwa-
res acima mencionados calculam o tamanho de “"n” em
diversas situacoes.

H& sempre a possibilidade de haver tendenciosidade
em entrevistas porque os entrevistadores sao seres
humanos e ndo maquinas porisso a maneira de entre-
vistar pode afetar a resposta dos entrevistados. Se
o entrevistador for Unico a tendenciosidade pode ser
consistente e passar desapercebida mas se um time
é usado a bias pode se revelar na analise de dados
(Bell, 2005).

DEFINICOES

1 - Erro sistematico introduzido em uma amostragem
ou teste, por selecionar ou encorajar um resultado ou
resposta em detrimento de outras (Merriam-Webster
Dictionary, 2009)

Desvio da estimativa do valor estatistico esperado, da
quantidade que o teste estimou (Merriam-Webster Dic-
tionary, 2009).

Um grupo de pessoas ou coisas contendo mais espécies
do que o normal, portanto ndo dando resultados justos
ou acurados (Oxford OALD7 dictionary, 2006)

2 - E um termo que refere qudo longe a média estatis-
tica se encontra do pardmetro que o teste estatistico
estd estimando. E o erro que surge quando se esta
estimando.

Bias é um termo usado para descrever diferengas entre
0 encontrado na pesquisa e a verdade.

3 - “Qualquer efeito em qualquer estagio da investiga-
cdo ou inferéncia tendendo a produzir resultados dife-
rentes sistematicamente dos valores verdadeiros (para
distinguir de erro randémico)”
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CONSIDERACOES
Qual é o significado de viés (bias) no contexto de pesquisa ?
Os trés mais importantes tipos de bias em pesquisa epi-
demioldgica.
Prevenindo ou lidando com bias em pesquisa.
Exemplo:
Risco da fumaga do diesel causar Ca de pulmdo em mi-
neiros trabalhando em cavernas.
Faz-se uma pesquisa e encontra-se que mineiros sob uso
de fumaca de diesel estd sob risco de Ca de pulméo.
Pode-se concluir que o ambiente sob o solo é maléfico
para o homem ? Antes desta conclusdo vejamos alguns
aspectos das tendenciosidades.
Classificacdo das tendenciosidades

o Viés de selecao (selection bias)

« Fatores confundentes (confound factors)

¢ Viés de medidas (measurement bias)

As varias facetas do viés
Bias de selecao de saudaveis
Mais saudavel = melhores habitos = melhores resultados
Bias de complidancia (quiescéncia, submissdo)
Melhor aderéncia ao tratamento = mais saudavel = me-
lhores resultados
Bias de vigilancia / supervisao
Vé doutor mais frequentemente = melhores resultados.
Bias de sobrevivéncia, selegdao natural
Exemplo dos mineiros trabalhando em subterraneos Con-
tinua tratamento = melhor saide = melhores resultados.
Em um estudo ideal deveriamos ter dois grupos idénticos
de mineiros: um exposto ao ambiente subterraneo e ou-
tro ndo exposto.
Portanto cada grupo deveria conter o mesmo nimero de
fumantes e pessoas com outros fatores conhecidos e des-
conhecidos causadores de Ca de pulmao.
Assim qualquer diferenca encontrada na taxa de cancer
pulmonar deveria ser causada pela exposicdao ao ambien-
te subterraneo com fumaca de diesel.
Viés (Bias) de selegao e fator de confusdo
Bias ocorre quando os grupos expostos e ndo expostos
tem diferentes riscos de desenvolver o fator em estudo (ou
a doenca) por razoes outras além do fator de exposicao
Isso ocorre devido a bias de selegao ou confundentes.
Exemplo: mais fumantes entre os trabalhadores nas minas.
Fatores de confusdo (Confounding)

DEFINICAO

Situagdo na qual a medida do efeito da exposigdo em
uma doenca é distorcido em decorréncia da associacdo
do fator em estudo com outros fatores que influenciam o
resultado. Estes fatores sao chamados:

Fatores confundentes (confounders).

Variaveis confundidoras (confound variables)

Uma variavel serad confundidora se:

E um fator independente de risco ou causa da doenca.

Estad distribuida desigualmente entre expostos e ndo
expostos.

N&o estd no caminho causal entre a exposicdo e a doenga.

Exemplo:

No exemplo dos trabalhadores nas minas

Fumar é um risco independente e causa de doenga (can-
cer de pulmao).

Mais trabalhadores das minas fumavam (fumar esta distri-
buido desigualmente entre os expostos e ndo expostos).
Fumar ndo estd no caminho causal entre exposicdo e doenca.
Como controlar fatores confundentes

1 - Restrigdo (limitar o estudo a grupos ou pessoas com
apenas um nivel de confundentes potenciais, se possivel)
2- Distribuir (alocar) de forma estratificada dentro do
grupo de risco.

Pareamento em ensaios clinicos randomizados.

3 - Randomizagéo.

Viés de selecao

Uma distorcao na medida da frequéncia ou efeito que:
Resulta do modo com o qual os objetos sdo selecionados
da populagao estudada para o grupo de objetos do qual
os dados do estudo foram obtidos.

Tendenciosidades (viéses) - Approbato M., et all.

Fontes de viés de selecdo

Selegdo inapropriada de objetos de estudo da populagdo.
Distribuicdo ndo randomizada da exposicdo aos objetos
/ pessoas.

Omissdo de objetos de estudo da analise.

1 - Selegao inapropriada dos objetos de estudo da
populagao.

Selegdo ndo randomizada de objetos ou pessoas da mes-
ma populacdo

Selecdo de objetos ou pessoas de populagdes estudo di-
ferentes ou doentes.

Falha na alocagdo ou pessoas hesitantes (ndo desejosas)
de participar

Perda de pessoas do estudo em decorréncia de ja esta-
rem saudaveis (estudos de sobrevivéncia)

2 - Distribuicdo nao randomizada da exposicdo aos
objetos / pessoas expostas.

- Uso de métodos de alocagdo ndo randomizados. e.g.
alocacdo por preferéncia pessoal do clinico.

- Reagrupar os individuos apo6s a randomizagéo.
Minimizando viés de selegao

Usar alocagdo randomizada (RCTs)

Viés de medidas

Medida inacurada das varidveis pode levar a viés (bias).
Fontes de bias de medidas:

Erro do objeto - Individuo escolhido de forma equi-
vocada, por recall de exposicdoes no passado.

Erro de instrumento - Equipamento nao calibrado,
instrumento informa de forma errada.

Erro do observador - Erro de uso do instrumento ou
no registro dos dados.

Tipos de erros de medidas
Erros ndo diferenciais
A inacuracia das medidas sdo iguais entre os subgrupos.
Conduzira a viés de ndo encontrar efeito.
Erros diferenciais
A inacurdacia das medidas sdo diferentes entre os subgrupos.
Conduzira a viés em direcdo ou contra “Nao efeito”.
Minimizando os viés de medidas
. Usar ferramentas confidveis para medir os ob-
jetos do estudo
e Treinar staff e monitores para o uso de ferra-
mentas de pesquisa
. Checagem regular das ferramentas de pesquisa
. Estudo “cego” dos objetos.
. Em estudo Caso Controle ndo informar qual é a
hipdtese.
. Considerar estudo piloto para validar e verificar
a confiabilidade das medidas.
Observacao:
“Nenhum estudo é definitivo pois é improvavel que se
consiga rastrear todas as fontes conhecidas e desconhe-
cidas de bias”".
Correspondéncia:
Av 52 Radial, 131 Apto 103 Setor Pedro Ludovico, Goiania,
Go. CEP 74823-030
55-62-99792255 email approbato.m@hotmail.com
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A aplicacao de técnicas de analise do metaboloma na
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Techniques analysis of metabolomics - application in Human Assisted

Reproduction
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RESUMO

As baixas taxas de implantacdo de embrides de
pacientes acometidos na Reprodugdo Humana Assisti-
da (RHA), encontrados na literatura mundial, nos leva
a uma necessidade de técnicas mais avancadas como
a do metaboloma, para que haja uma melhor selegdo
embrionaria, combinando com um preparo endome-
trial correto para que a receptividade deste embridao
tenha sucesso. A inabilidade de avaliar adequadamen-
te o potencial reprodutivo de embrides individualmen-
te, bem como as altas taxas de gravidez multiplas nos
leva a um estudo profundo de uma determinagao rapi-
da e ndo invasiva do potencial reprodutivo do embrido
antes de sua transferéncia. A analise do metabolo-
ma pode ser determinada através da impressdo digi-
tal metabdlica, distinguindo biomarcadores especifi-
cos do meio de cultura contendo secregdao de alguns
metabolitos derivados da fungdo bioldgica expressado
por proteinas, onde se encontra um possivel embrido
viavel. Ha grandes interesses na introducdo de estra-
tégias especificas de analise na espectroscopia, pois
esta possui caracteristicas de rapidez e exatiddo de
praticavel aplicagdo clinica.

Palavras chave: técnicas reprodutivas assistidas, meta-
boloma, implantagdo do embrido.

ABSTRACT

Low implantation rates of patients involved in human
assisted reproduction, found in world wide literature,
leads us to a need of more advanced techniques as
metabolomics, in order to select a better embryo, added
to an ideal endometrial preparation leading to a success-
ful implantation. Due to inability of adequate individually
embryo evaluation, as well as the high multiple pregnancy
rates lead us to a need, a study of a fast and non-invasive
determination of the reproductive potential of the embryo
before its transference. Metabolomics analysis could be
determined through the metabolic fingerprint, distin-
guishing specific biomarkers from culture media contents
of some metabolites derived from the biological function
expressed by proteins, from a possible viable embryo. It
has great interest in introduction of specific strategies of
analysis in the spectroscopy, therefore its characteristics
of fast and exactness of practical clinical application.

Keywords: reproductive techniques, metabolomics,
embryo implantation.

INTRODUGAO

As baixas taxas de implantacao de embrides no endo-
métrio de pacientes submetidos a procedimentos na
Reprodugdo Humana Assistida (RHA), é uma realida-
de. Devido a isto, aumenta-se o niumero de embrides
transferidos, o que leva a um aumento na taxa de
natalidade multipla, parto prematuro e baixo peso dos
bebés ao nascimento. Dados encontrados na literatu-
ra mundial indicam uma necessidade de técnicas mais
avangadas para melhor selegdo embrionaria, bem como
um preparo endometrial correto para que a nidagao dos
embrides tenha sucesso (Bromer et al., 2008).
Justifica-se a analise do metaboloma, onde consiste
quantificar a proteina ubiquitina nos meios de cultura
gastos pelo embrido. Esta proteina distingue embri-
O0es com maior quantidade de marcadores celulares de
degradacgdo, para que ocorra uma nidagao com sucesso
ao endométrio materno.

Este estudo visa abordar técnicas avancadas na RHA,
enfatizando o metaboloma, através de analise de publi-
cagdes a partir de 2006, por intermédio de buscas
sistematicas utilizando principalmente banco de dados
eletronicos e acervo bibliografico disponivel em revis-
tas especificas.

IMPLANTACZ\O EMBI{IONARIA

E TAXAS DE GESTACAO

A implantagdo é um fenémeno que envolve uma intera-
cdo entre o embrido e o endométrio materno. Durante o
ciclo menstrual, ha um periodo curto e bem determinado,
no qual a interagdo materno-embrionaria é ideal, permi-
tindo a ades&o e a invasdo do blastocisto no endométrio
secretor preparado pela progesterona. Esse periodo é
chamado janela de nidagdo ou janela de implantagao, no
qual ocorrem alteragdes na morfologia epitelial endome-
trial, caracterizadas pelo aparecimento de projecdes de
membrana chamadas pindpodes. A expressdo de fatores
de crescimento e citoquinas, tem um papel importante
no fendmeno da implantagdo, e funcionam como biomar-
cadores da implantagdo embrionaria. A compreensdo da
funcdo desses biomarcadores é importante para diagnos-
ticar a viabilidade embrionaria (Cavagna et al., 2006).
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O endométrio humano é bastante seletivo quanto a
implantagdo do embrido e assim, este deve ser realizado
dentro do periodo do ciclo feminino compreendido entre
0 199 e 219 dia no ciclo natural, sendo que nos ciclos
induzidos este periodo é mais precoce. Com o aumento
da idade, a fecundidade natural e as taxas de gestagao
sdo reduzidas mesmo na reprodugao humana assistida.
Este declinio ocorre a partir dos 30 anos e ja aos 40 anos
reduz a 50% a taxa de gestagao (Bromer et al., 2008).
O fator preponderante para esta reducdo de fertilidade
€ a queda da qualidade oocitaria. Estudos apontam que
mulheres receptoras de 6vulos de doadoras jovens, tém
a mesma taxa de gestacdo clinica e de parto que as
mulheres jovens. Este fator é considerado um marca-
dor indireto na reprodugdao humana. Entre os testes para
avaliar a reserva ovariana de cada mulher, empregam-
se os marcadores bioquimicos, os métodos de imagem
e os testes dinamicos. Os marcadores bioquimicos séo
o hormonio foliculo estimulante (FSH), estradiol, inibina
A e B e horménio anti-mulleriano (AMH); os marcado-
res de imagem sdo a contagem de foliculos antrais e
volume ovariano total. Os testes dinamicos por sua vez,
sdo testes apds estimulo com clomifeno e resposta ao
estradiol e inibina apds estimulos com FSH ou agonista
do GnRH (horménio liberador de gonodatrofinas) (Abreu
et al., 2006).

Desta forma, os testes para analise da reserva ovaria-
na, quando isolados, nao devem ser supervalorizados
porque ndo sdo de diagndstico preciso. Ou seja, seu uso
deve ser cauteloso e feito sempre conjuntamente com
a idade, pois mulheres acima de 35 anos com a taxa
de FSH moderadamente elevada (10-20 UI/L) ainda
apresentam taxas de gestacdo satisfatérias, apesar de
apresentarem maior risco de cancelamento de ciclos de
estimulagdo ovariana (Abreu et al., 2006).

A selegao do embrido com maiores chances de implan-
tacdo e gestacdo € um ponto critico para o sucesso das
técnicas de RHA, principalmente devido a tendéncia
mundial de transferir um embrido por ciclo. Diversos
métodos vém sendo propostos sem que exista ainda um
consenso mundial sobre qual deles, isoladamente, seria
o de maior poder progndstico de implantacdo e gestagédo
(Bos-Mikich et al., 2007).

Métodos qualitativos avaliam caracteristicas morfologi-
cas, desde o estagio de zigoto até o de blastocisto. Por
outro lado, critérios fisioldgicos indiretos de viabilida-
de embrionaria, como a dindmica dos prontcleos e das
divisGes celulares e o inicio da compactagdo tém recebi-
do cada vez mais credibilidade (Bos-Mikich et al., 2007).

METABOLOMA

O metaboloma é usado para se referir ao conjunto de
todos os metabdlitos que sdo produzidos e/ou modi-
ficados por um organismo. Os metabdlitos por sua
vez, regulam a atividade das proteinas, o processo de
transcricdo e traducdo, além de servirem de substratos
para sintese de DNA e RNA, e modificagdo de protei-
nas e lipideos. Portanto, os metabdlitos sdo os produ-
tos finais do metabolismo celular desempenhando um
papel muito importante na conexdo de diferentes vias
metabdlicas, que operam dentro de uma célula viva.
O nivel é determinado pela concentragéo e proprieda-
des das enzimas, sendo assim uma fungdo do siste-
ma complexo regulatdério dentro das células (Silas &
Gombert, 2006).

A identificacdo do nivel dos metabdlitos é desse modo,

JBRA Assist. Reprod. | V. 14 | n°1 | January-February-March / 2010

um complemento fundamental na determinacdao da
fungdo génica. O metaboloma de uma célula ou tecido
tem a capacidade de responder rapidamente a qual-
quer alteragdo ambiental e ou genética, sendo inclusi-
ve capaz de caracterizar mutacgoes ditas silenciosas. O
que todos os cientistas procuram é o exame ideal, que
forneca o perfil metabdlico do paciente, com todas as
analises feitas de uma sé vez onde cada pessoa poderia
ser avaliada como um todo (Silas & Gombert, 2006).
Na reprodugdo humana assistida, isso é possivel
parcialmente visto que as técnicas reprodutivas ajuda-
das (TRA) sdo cada dia mais populares, pois é atra-
vés delas que é possivel observar as fases iniciais do
desenvolvimento embrionario (Silas & Gombert, 2006).
Em procedimentos anteriores, a morfologia e frag-
mentacdo eram avaliadas no embrido, hoje através da
tecnologia de deteccdo pelo perfilamento metabolomi-
co do embrido, pode ser realizada a bioespectroscopia
baseada em Raman, a qual oferece um grande poten-
cial para avaliagdo nao invasora do processo reproduti-
vo embrionario, antes de sua implantacdo, melhorando
assim a habilidade dos embriologistas de determinar
o potencial reprodutivo dos embrides individualmente
(Nagy et al., 2008).

No perfilamento metabol6mico estdo inclusos a avalia-
cdo da glicose, lactato, piruvato e o metabolismo do
acido aminado, enquanto que no perfilamento proted-
mico é realizada a avaliagdo do consumo de oxigénio.
Estudos recentes mostram que o perfilamento meta-
boldmico de meios de cultura dos embriGes permi-
te avaliar diferentes concentracdes de proteinas, em
determinados dias, associadas com a fragmentagdo e
morfologia embrionaria (Bromer et al., 2008).

Esta avaliacdo biotecnoldgica visa distinguir biomar-
cadores especificos pela avaliacdo de modificacdes na
composigdo quimica do meio de cultura, usando uma
aproximacdo infravermelha rapida da espectroscopia
(NIR). O NIR analisa separadamente o algoritmo gené-
tico seletivo do comprimento de onda, determinando
as regides do material genético do embrido que sera
implantado no Utero (Sakkas et al., 2008).

Para que ocorra a ativagdo do genoma embrionario,
depende de uma complexa série de eventos, como a
transcricdo através de ondas até atingir o estagio de
2 células (ativacdo do genoma) e apos no estagio de
4 células (diferenciacdo) com as mudancas na estrutu-
ra nuclear, juntamente com o conteldo citoplasmatico
que regulamenta estas ondas de atividade transcricio-
nal. Portanto, uma vez que o genoma embrionario foi
ativado, genes especificos e proteinas sdo expressos
de acordo com o tempo de desenvolvimento. Assim,
embrides com um genoma funcional e proteoma corre-
tamente ativado tem um potencial mais elevado de
viabilidade (Mandy et al., 2006).

Mandy et al em 2006 revela que na analise do secre-
toma de embrides em desenvolvimento e degeneragdo
durante a mesma fase de desenvolvimento, indicam uma
diferencga significativa na expressao de um biomarcador
protéico com 8,5kDa. Os embrides em desenvolvimen-
to apresentaram alta expressdo do biomarcador protéi-
co de 8,5kDa, e embrides em estado de degeneragao
exibiram uma relativa auséncia da proteina. Esses dados
sugerem que a proteina cujo peso molecular é de 8,5kDa
“ubiquitina” esta correlacionada com o desenvolvimento
do embrido em curso. No entanto, hd uma possibilidade
remota que os embrides nao liberadores desta protease



possam degradar a proteina. Este biomarcador protéico
analisado no quinto dia de desenvolvimento foi abundan-
temente encontrado.

Outros estudos realizados por Mandy et al, 2006 investi-
gando a ubiquitina durante o desenvolvimento de embri-
0es humanos, tem sugerido que a participacdo da protei-
na no processo de implantacdo é provavelmente, através
do controle das atividades das principais moléculas de
sinalizacdo. Portanto, é concebivel que a quantificacdo da
ubiquitina sé pode ser correlacionada com a competén-
cia no desenvolvimento dos embrides, mas também esta
ligada ao potencial de implantacdo materno-embrionario
e sua viabilidade.

ANALISE

A andlise do metaboloma pode ser determinada atra-
vés da impressdo digital metabdlica, investigando o
meio de cultura onde se encontra um possivel embrido
vidvel. A investigagdo ideal na selecdo dos embriGes
para transferéncia deve ser minimamente invasiva, o
que justifica a analise do meio de cultura para medir os
componentes liberados pelo embrido (Posillico, 2007).
Os indices de viabilidade do potencial reprodutivo do
embrido devem ser calculados para cada amostra, ou
seja, cada embrido analisado. Tanto a sensibilidade
como a especificidade de predigdo sao calculados de
modo que o perfil metabolémico dos meios de cultura,
bem como a viabilidade embrionaria sejam demons-
tradas em um grafico individualmente (Sakkas et al.,
2008).

Os resultados na aplicagdo da SELDI-TOFMS (Surfa-
ce-enhanced laser desorption and ionization time-of-
light mass espectrometry), espectometria de massa
por ionizacdo a laser confirma os dados de secrecgdo
do blastocisto no meio de cultura do 5° ao 6° dia de
desenvolvimento onde a proteina ubiquitina se encon-
tra relativamente aumentada. E provavel que mais de
uma proteina esteja envolvida neste desenvolvimento,
portanto estes biomarcadores devem ser investigados
com a finalidade de um diagndstico clinico conhecido
(Magli et al., 2009).

Por sua vez, a espectroscopia de Raman quando apli-
cada, permite uma avaliagdo simultanea de um grande
numero de analises do meio, rendendo um perfil mais
proximo a escala inteira dos metabdlitos secretados. O
diagndstico de exatiddo para a falha na implantacdo ou
diagndstico de predicdo na implantacdo de embrides
transferidos era maior que 80% (Magli et al., 2009).
Em estudo realizado por Magli e colaboradores, em
2009 a espectroscopia de Raman previu a sensibilidade
de 86% e especificidade de 76,5%, enquanto a NIR
forneceu uma sensibilidade de 75% e especificidade de
83,3%, concluindo assim que as duas metodologias se
completam com a correlacdo da bioinformatica, indi-
cando melhores resultados positivos na gravidez (Seli
et al., 2007).

Em pesquisa realizada pela espectroscopia de NIR
(Vergowu et al., 2008) com 333 pacientes programa-
dos para a fecundacgdo através da FIV, foram seleciona-
dos e implantados baseados em critérios morfoldgicos,
embrides nos dias 2 e 3. Como resultado se obteve
uma regressdo logistica dos fatores correlacionados
aos resultados da gravidez, mostrando que a idade
materna, a porcentagem da fragmentacgdo e a viabilida-
de relativa demonstraram estar relacionadas. A exati-
ddo na avaliagdo de embrides vidveis no terceiro dia

A analise do metaboloma na RHA - Grundmann C., et al.

pelo perfilamento metabol6mico era 53,6% e a exati-
ddo da selecdo morfoldgica era 38,5%. Além disso, o
valor preditivo positivo do perfilamento metabol6mico
era 0,365% e o valor preditivo negativo era 0,830%.
Concluindo que o perfilamento metaboldmico de NIR
nos meios de cultura esgotados pelo embrido distingue
embrides vidveis dos ndo viadveis para a reproducgdo
(Scott et al., 2008).

CONCLUSAO

Através do estudo com marcadores bioquimicos especifi-
cos pode se evidenciar que a selegdo mais apurada dos
embrides aumenta a eficiéncia da FIV, visto que possi-
bilita melhores resultados na transferéncia de um unico
embrido, proporcionando ainda um aumento na taxa de
implantacdo embrionaria.

Esta andlise pode ser realizada de diversas maneiras, ou
seja diversas técnicas através de aparelhos de diagnds-
tico como NIR, SELDI-TOFMS, Raman e outros, que de
acordo com analises encontradas na literatura, demons-
tram picos da proteina ubiquitina, cujo peso molecu-
lar é de 8,5Kda indicando uma possivel sinalizagdo da
degradagao celular em embrides com maior chance de
viabilidade.

Com os avangos da tecnologia e estudos frequentes,
espera-se que a RHA tenha uma maior precisao em seus
procedimentos e resultados.

De acordo com as consideragGes apontadas pelos auto-
res citados neste estudo, observa-se que os métodos ndo
invasivos, e em especial a analise do metaboloma, sdo
Uteis para a obtengdo de melhores resultados na RHA,
aumentando a taxa de implantagdo bem como diminuin-
do a probabilidade de gravidez gemelar, parto prematuro
e baixo peso dos bebés ao nascimento.
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Os Direitos dos Homossexuais e
a Reproducao Humana Assistida

Deborah Ciocci!, Edson Borges Junior 2

!Tribunal de Justica de Sao Paulo
2FERTILITY - Centro de Fertilizagdo Assistida

O desenvolvimento cientifico e as conquistas da medi-
cina sempre fizeram a humanidade refletir. A Historia
muito contribuiu para isso com as experiéncias genéti-
cas. Reproducdo Humana Assistida é matéria que causa
perplexidade e comogdo, em face dos avancos e da revo-
lugdo dos conceitos de paternidade, com o fim do fatalis-
mo bioldgico da reproducdo na descendéncia do homem,
além da separagdo entre sexualidade e procriagédo.
Entretanto, o medo nao pode paralisar o desenvolvi-
mento, tampouco ditar regras restritivas a utilizacdo das
técnicas médicas, pois o Direito ndo pode servir de brago-
forte da moral. Imprescindivel que se imprima ao Direito
seu carater laico.

A Medicina Reprodutiva no Brasil é muito evoluida e ndo
perde para nenhum outro pais em tecnologia e resulta-
dos. Situagdes novas devem ser pensadas para continu-
armos acompanhando o mundo, sem ficar para tras.
Embora a lei brasileira seja omissa a respeito de muitos
dos fatos da vida, queiramos ou nao, eles rompem as
portas da justica e pedem solugdo. E o que se diz do casal
homossexual que tenta registrar os filhos com duas maes
em Sao Paulo.

O Direito a procriagcdo é assegurado a todos constitu-
cionalmente, sem distingao. E certo que a omissao da
Constituicdo no tratamento de entidade familiar forma-
da por pessoas do mesmo sexo pode ser considera-
da, em principio, um obstaculo, pois se limita a dizer
expressamente que a familia é formada pelo casamento,
bem como pela unido estavel entre homem e mulher. No
entanto, a prépria Constituicdo eleva a entidade familiar
a comunidade formada por qualquer um dos pais e seus
descendentes.

O aparente obstaculo ja foi quebrado pelos nossos Tribu-
nais Superiores!, que reconhecem as unidoes homoafeti-
vas como entidade familiar, até porque as normas cons-
titucionais dirigem-se a todas as pessoas, reconhecida
a igualdade sem distingao de raga, sexo, cor ou cren-
ca religiosa. Os direitos e garantias da Constituicdo nao

1 RIO GRANDE DO SUL. Tribunal de Justica. Agravo de Instrumento
n.° 599075496. OitavaCamara Civel, Relator Desembargador Breno
Moreira Mussi. Julgado em: 17.06.99. Disponivelem:www.tj.rs.gov.
brsite_php/jprud/rpesq.php?pg=2; RIO GRANDE DO SUL. Tribunal de
Justica. Apelagdo Civel N° 70002355204, SétimaCamara Civel, Rela-
tor: Desembargador Sérgio Fernando De Vasconcellos Chaves, Julgado
em11/04/01. Disponivel em:www.tj.rs.gov.brsite_php/jprud/rpesq.
php?pg=2;

RIO GRANDE DO SUL. Tribunal de Justica.Apelagdo Civel N° 70001388982,
SétimaCamara Civel, Relator: Desembargador José Carlos Teixeira
Giorgis, Julgado em 14/03/01;Disponivel em:www.tj.rs.gov.brsite_
php/jprud/rpesq.php?pg=2>.

RIO GRANDE DO SUL. Tribunal de Justica. Embargos Infringentes n.©
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Fernando de Vasconcellos Chaves, Julgadoem 09.05.03. Disponivel
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excluem outros decorrentes do regime e dos principios
por ela adotados; por isso, toda interpretagao cons-
titucional a respeito das novas familias deve ser inclu-
siva, para protecao de todas as pessoas, de modo que
ninguém seja excluido.

A entidade familiar homoafetiva deve ter seus membros
protegidos, pois a base do Estado democratico de Direito
em que vivemos é a dignidade humana, que ndo admite
a exclusdo. Desde 2001, muitas decisdes judiciais nesse
sentido foram proferidas, ainda que muitas vezes perme-
adas por preconceitos. Até o INSS, através da Instrucao
Normativa 25/2000, estabeleceu os critérios para reco-
nhecer como dependentes os companheiros em unides
homoafetivas. Outras tantas foram as decisdes a respeito
da adogdo por casais homossexuais no Pais, tendo em
vista que a homossexualidade ndo incompatibiliza qual-
quer pessoa com o ato de adotar.

A capacidade humana para constituir vinculos nada tem
a ver com a orientagdo sexual de cada um. Ndo ha estu-
do ou pesquisa cientifica que demonstre desvantagem
para a crianga criada por homossexual, nem por um casal
do mesmo sexo. A importancia dos papéis masculinos e
femininos na formagdo da personalidade infantil também
ndo é dbice a paternidade por casais do mesmo sexo,
pois sdo os papéis e as referéncias masculinas e femini-
nas que importam e ndao o sexo nem a orientagdo sexual
das pessoas que fornecem tais referéncias.

Assim, ndo se discute a legalidade dos tratamentos. No
caso especifico das duas mulheres que pretendem regis-
trar seus gémeos, devera ser enfrentada ainda a questdo
registraria.

O assunto é mais complexo, porque envolve material
genético de uma das mulheres, sendo a outra a gestante
(cessdo temporaria de Utero). Em principio, o tratamento
parece ferir a Resolugdao do Conselho Federal de Medi-
cina (Resolugdo n° 1.352/92), que impede a doacdo de
gametas entre pessoas conhecidas e impde o anonimato
entre doadores e receptores de material genético para
sua validade.

No entanto, ao contrario da comercializacdo de game-

tas que deve continuar proibida, porque inconstitucional
e ilicita, a utilizacdo do évulo de uma das mulheres para
implantacdo na outra deve ser aceita e a proibicdo do
Conselho, revista ou interpretada de modo diverso; isto
porque, ambas sdo as proprias pacientes e esta é uma
forma de alcangar o direito, tdo preso a descendéncia
genética.
A Lei de Registros Publicos ndo proibe expressamente
o registro de nascimento com dois pais ou duas maes.
Quando ocorre adogdo e assim ja foi decidido em Sao

Paulo mais de uma vez, possivel o registro desta forma.
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Evidente que para os casos de criangas nascidas de
Reprodugdo Humana Assistida devera ocorrer igualmen-
te, porque a lei deve ser enfocada e aplicada visando o
melhor interesse da crianga e com enfoque constitucional.
Os requisitos formais do registro de nascimento, inscritos
no artigo 54, item 7 da Lei de Registros Publicos, ndo
incluem nomes de pai e mde de sexos bioldgicos diver-
sos nem ha proibicdo para registro com dois pais ou
duas mdes quando este for o caso. Deve constar apenas
a mengdo aos nomes dos respectivos genitores e avos
sem a designacgao de origem paterna ou materna.

Tal interpretagdo se compatibiliza com o artigo 6° do
Estatuto da Crianga e do Adolescente, pois os fins sociais,
0 bem comum e a condigdo peculiar da crianga norteiam
a busca da solugdo, assim como a protegdo a entidade
familiar e o reconhecimento de sua existéncia, que nao
pode ter conteudo discriminatorio.

Superados os preconceitos que afetam as novas realida-
des, para aplicam-se os principios constitucionais, além
da contemporanea modelagem das entidades familiares
em sistema aberto cimentado em regras de inclusao.
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Gravidez e nascimento apds tratamento
por acupuntura em um paciente azoospérmico.

Pregnancy and birth after acupuncture treatment

in an azoospermic patient.

Link CA!, Costa CLM?, Pozzer M?!, Sartori N, Bos-Mikich A2.
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RESUMO

O emprego da acupuntura associada as Tecnologias de
Reprodugdo Assistida (RA) para o tratamento da infertili-
dade masculina ndo é uma pratica convencional entre os
profissionais que se dedicam a medicina reprodutiva. Este
relato de caso descreve a ocorréncia de uma gestacdo e
nascimento apdés o emprego bem sucedido da acupun-
tura (ACP) para o tratamento da infertilidade masculina
em um paciente azoospérmico. O paciente submeteu-se
a 11 sessbes de ACP durante um periodo de trés meses.
Apos o tratamento foi detectada a presenca de esperma-
tozdides suficientes no ejaculado para realizagdo da ICSI.
Foram obtidos seis embrides, dos quais dois foram trans-
feridos resultando em uma gestacdo Unica e nascimento
de um bebe sadio.

Palavras-chave: Acupuntura, azoospermia, gestacdo,
nascimento.

ABSTRACT

The use of acupuncture together with to Assisted Repro-
duction Technologies (ART) is not a common practi-
ce among fertility consultants. The present case report
describes a pregnancy and a birth after the successful
use of acupuncture for the treatment of male infertility
in an azoospermic patient. The patient received a total
of 11 treatments for a period of three months. After the
treatment, enough spermatozoa for ICSI were detected
in his ejaculate. Six embryos were generated of which
two were transferred resulting in a single pregnancy and
the birth of a healthy baby.

Keywords: Acupuncture, azoospermy, pregnancy, birth.

INTRODUCAO

A infertilidade por causa masculina constitui cerca da
metade dos casos de infertilidade conjugal. Em 15-24%
dos casos, ela ndo tem uma etiologia aparente, sendo
que a maioria destes pacientes apresenta uma baixa
concentragdo e motilidade espermatica ou até mesmo
azoospermia. Neste Ultimo caso, o tratamento mais
usual é a extracdo de espermatozodides dos epididimos
ou testiculos, para subseqlente inseminagdo por inje-
cdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Este
tratamento, apesar de apresentar comprovada eficién-
cia quando realizado por pessoal experiente, ndo repre-

senta uma opgdo atraente para a maioria dos pacientes
em fungao do desconforto e trauma locais gerados pela
intervengao.

A acupuntura (ACP) é um ramo da medicina tradicio-
nal chinesa e um método de tratamento considera-
do complementar de acordo com a nova terminologia
da Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 1999). Este
método de tratamento oriental vem apresentando cres-
cente interesse e aplicagbes como uma metodologia
coadjuvante em tratamentos classicos de RA. Apesar
de ndo haver ainda um consenso sobre seus resultados
como uma terapia associada aos tratamentos de repro-
dugdo assistida, ela tem sido empregada com sucesso
em alguns casos de subfertilidade feminina e masculina,
ja ha algumas décadas.

O presente relato de caso descreve o resultado bem
sucedido do emprego da acupuntura na reversao de um
quadro de azoospermia, o que possibilitou uma gravidez
e 0 nascimento de um bebé sadio, apds ICSI.

DESCRICAO DO CASO

O casal AVP e JT, ambos com 33 anos, procurou o
nosso servigo por infertilidade primdaria em dezembro
de 2007. O paciente apresentou um exame de cerca
de um ano atras com 1 x10° de espermatozoides/ml
seguido de dois outros espermocitogramas acusando
azoospermia. Estes Ultimos resultados foram confirma-
dos durante a investigagdo em nosso centro. Exames
complementares mostraram cariétipo normal e testicu-
los simétricos, com contornos regulares e epididimos de
aspecto normal. Uma bidpsia testicular acusou atrofia
de tubulos seminiferos com auséncia de células germi-
nativas em maturagdo na maioria dos tubulos e fibrose
peritubular e focal com aumento do numero de células
de Leydig. A andlise hormonal revelou ainda aumen-
to na concentragdo dos hormonios foliculo estimulante
(30.40 UI/ml) e luteinizante (13.60 UI/ml). Como uma
opgao de tratamento foi sugerido ao casal a acupun-
tura. O paciente foi submetido a 11 sessdes de ACP
nos pontos 1G4, VB34, E36, BP6 e BP10, F3, C7, R3
e R6 Ren 12, Ren 4, Ren6, P7 e Yintang em intervalos
variados de 9 a 23 dias entre os meses de setembro e
novembro de 2008. Apds oito ciclos de ACP foi realizado
um novo espermocitograma, o qual revelou a presen-
ga de 800mil espermatozdides/ml (3.1 x10° no total
do ejaculado). Este resultado nos permitiu iniciar ciclos
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de fertilizacdo assistida por ICSI. Na primeira tentati-
va foram obtidos sete embrides, mas nenhum embrido
foi transferido, pois a paciente apresentou sintomas de
hiper estimulo. Seus embrides foram criopreservados e
transferidos em um ciclo posterior, que nao resultou em
gestacdo. Na segunda tentativa realizada sete meses
apos foram gerados seis embrides, dos quais dois de
oito células e grau 1 foram transferidos no 3° dia. Os
demais embrides, todos de grau 2 foram criopreserva-
dos. Decorridos 14 dias da transferéncia embrionaria
foi solicitado um exame de B-hCG plasmatico, o qual se
revelou positivo. A gestagdo transcorreu sem quaisquer
complicagdes resultando no nascimento de um bebe de
35 semanas e pesando 2.460 kg em 22 de julho do
corrente ano.

DISCUSSAO

Este caso de gravidez e nascimento, apds reversdo
do quadro de azoospermia por ACP sugere que esta
técnica da medicina tradicional chinesa associada aos
tratamentos de RA convencionais pode vir a represen-
tar uma opgao valida de terapia em ciclos de ICSI que
envolvam pacientes azoospérmicos.

O emprego da ACP associada a ciclos de RA vem sendo
reportado por diversos grupos, sem haver um consen-
so, quanto ao real efeito benéfico da técnica nas taxas
de implantacdo e gestacao (Domar 2006; Myers 2006;
Manheimer et al.,, 2008; Ng et al.,, 2008). Na infer-
tilidade feminina seus efeitos positivos parecem ser
mediados por peptideos opidides no SNC, especialmen-
te a beta-endorfina (Chang et al., 2002). Estes neuro-
peptideos, através de seus efeitos no GnRH afetariam
a secrecao de gonadotrofinas e conseqliientemente o
ciclo menstrual e o endométrio.

Pelo lado masculino, também parece ndo existir evidén-
cias suficientes na literatura, que provem os efeitos
benéficos da ACP na infertilidade masculina sendo a
maioria das publicagdes relatos de casos isolados ou
estudos com pequeno numero amostral (Ng et al.,
2008). Entretanto, apesar desta deficiéncia, casos bem
sucedidos do emprego desta técnica oriental para o
tratamento de homens inférteis ja sdo conhecidos ha
mais de duas décadas. Riegler et al. (1984) demons-
traram haver uma melhora significativa na qualida-
de seminal em uma série de 28 pacientes subférteis
submetidos a 10 sessGes de ACP por trés semanas.
Estes resultados foram corroborados em um estudo
perspectivo controlado posterior, em que pacientes
subférteis foram também submetidos a 10 sessGes de
ACP por cinco semanas (Siterman et al., 1997). Este
ultimo estudo ainda demonstrou, através de analises
de ultraestrutura, que havia uma grande correlagao
entre a motilidade espermatica melhorada apds as
sessOes de ACP e a integridade axonal. Recentemente,
0 mesmo grupo de pesquisadores revelou que a melho-
ra nos parametros seminais apés a ACP estad associa-
da a uma queda significativa na temperatura escrotal
(Siterman et al., 2009). Foi observado também, que
a eletroacupuntura realizada em pontos abdominais
especificos altera o fluxo sangiineo testicular (Fu et
al., 2008), o que pode estar influenciando de forma
benéfica a espermatogénese. Para casos de infertili-
dade masculina por causa imunoldgica, a terapia da
ACP combinada com ervas demonstrou efeitos terapéu-
ticos evidentes, possivelmente a partir da regulagao
da produgdo de anticorpos anti-espermatozdides e por
aumentar a imunidade do paciente (Fu et al., 2005).
Ja a aplicagdo da ACP para infertilidade masculina idio-
patica ndo pareceu surtir um efeito significativamente
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positivo nos parametros seminais (Zhang et al., 2002)
provavelmente devido a grande gama de causas que
levaram a infertilidade dos pacientes tratados pela ACP
dentro de um protocolo padrao.

No Brasil, a literatura sobre o emprego de ACP no trata-
mento da infertilidade masculina é bastante escassa
(Gurfinkel, 2004) havendo a descricdo de um caso de
gestacdo apds tratamento por ACP em um paciente
azoospérmico (SBRA, Curitiba, 2009) e a nosso conhe-
cimento, este é o primeiro relato de um nascimento
apos tratamento por acupuntura para reversdao da
azoospermia. Estes resultados e os descritos na lite-
ratura internacional indicam que a azoospermia é uma
condigdo com diferentes etiologias, algumas das quais
passiveis de reversdo pela ACP. Assim sendo, acredi-
tamos que esta técnica pode ser oferecida como uma
primeira opcdo de tratamento ao paciente azoospér-
mico, preferencialmente quando houver o historico e
a confirmagdo de espermatogénese por exames labo-
ratoriais anteriores. Ainda, o emprego da ACP pode vir
a ser empregada também para pacientes com parame-
tros seminais alterados de forma a melhorar o ambien-
te testicular e favorecer o processo da espermatogéne-
se aumentando as chances de fertilizacdo e gestagdo
naturais do casal.
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