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RESUMO

A infertilidade masculina representa 25% a 40% dos casais inférteis. Homens
com alteracdes seminais graves, ndo apresentavam possibilidade de proporcionar a
sua parceira uma gestacdo até o desenvolvimento da Injecao Intracitoplasmatica de
Espermatozoide, técnica esta que consiste na selecdo de um Unico espermatozoide
para fecundar cada o6cito. O objetivo deste trabalho consiste em relacionar a taxa
de fertilizagdo, clivagem, transferéncia e implantacdo embrionéaria, com o niumero de
nascidos vivos e através de compilacdo de dados avaliar o desenvolvimento
embrionario. Trata-se de uma pesquisa retrospectiva referentes ao ano de
2010/2011, onde foram aleatoriamente separados prontudrios de casais em idade
reprodutiva que apresentaram dificuldades em obter uma gestacao de forma natural,
sendo submetidos a Fertilizacdo in vitro, com a utilizacdo da técnica de ICSI.
Observou-se que os embrides de grau |, tem quantidade reduzida em relacdo aos
demais, encontrou-se um resultado de 60% de testes positivos e 40% de testes
negativos de gravidez, e constatou-se que deste total 15 nasceram vivos. Os
resultados indicam queda nas taxas de fertilizacdo apos os 32 anos de idade, e
sugerem a relacdo entre a idade dos pacientes e grau de exceléncia dos embrides,
demonstram que pode haver relacdo entre idade materna e paterna avancada e
fetos com anomalias. O desenvolvimento embrionario apresentou resultados
pertinentes aos dados encontrados na literatura, constatando que a técnica de ICSI
permite excelentes resultados, mesmo com as limitagdes de seus usuarios.
Descritores: Infertilidade, Reproducdo Humana Assistida, ICSI, Desenvolvimento
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ABSTRACT

Male infertility accounts for 25% to 40% of infertile couples. Men with severe
seminal changes, had no possibility to provide your partner a gestation until the
development of Intracytoplasmic Sperm Injection, a technique which consists in
selecting a single sperm to fertilize each oocyte. The objective of this work is to
relate the rate of fertilization, cleavage, embryo transfer and deployment, with the
number of live births and through this collection of data to evaluate embryonic
development. This is a retrospective study for the year 2010/2011, which were
randomly selected charts of couples of reproductive age who had difficulties in
obtaining a pregnancy naturally, being subjected to in vitro fertilization with the use of
ICSI . It was observed that the embryos of grade I, has diminished amount relative to
the other, met a score of 60% testing positive and 40% negative pregnancy tests,
and found that this total 15 were born alive. The results indicate a decrease in
fertilization rates after the age of 32, and suggest the relationship between patient
age and degree of excellence of embryos, demonstrate that a relationship between
advanced maternal and paternal age and fetal anomalies. The embryonic
development showed relevant results to literature data, noting that the ICSI technique
allows excellent results, even with the limitations of its users.

Descriptors: Infertility, Assisted Reproduction, ICSI, Embryo Development.

INTRODUCAO

Define-se por infertilidade a auséncia de gestacdo apds um ano de relacdes
sexuais, em casal sexualmente ativo e sem uso de métodos anticonceptivos
(Larsen, 2005). E segundo a Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia,
atualmente 10% a 15% dos casais sofrem de patologias relacionadas a infertilidade
(Febrasco, 2012).

Para alguns casais o desejo de ter um filho se torna inatingivel, na medida em
que as condicdes fisiologicas necesséarias para tal ndo se verificam em sua
integralidade. Tais situagdes sugerem alteracdes no sistema reprodutor e se
refletem dando origem a estados patolégicos de esterilidade ou infertilidade. Para
compreender a infertilidade se faz necessario analisar possiveis disturbios de ordem
reprodutiva e no sistema reprodutor identificar a origem do problema que esta

tornando inviavel a concepcéao (Figueiredo, 2005).
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A infertilidade masculina representa 25% a 40% dos casais inférteis, o que
justifica a avaliacdo obrigatoria do homem em casos de infertilidade, sendo a andlise
seminal um elemento primordial na tentativa de identificacdo da causa da
infertilidade (Menuri et al.,1998).

A presenca de vacuolo no espermatozoide pode corresponder a alteracdes do
DNA, prejudicando as taxas de fertilizacdo. Na Injecdo Intracitoplasmética de
Espermatozéide (ICSI) convencional é possivel a visualizacdo dos grandes
vacuolos, sendo que tamanhos variados de vacuolos séo relacionados a integridade
do DNA (Alberto, 2010).

A avaliacdo do homem infértil inicia-se pelo histérico clinico, seguido por
exames fisicos e principalmente exames laboratoriais. Muitas vezes, a causa da
infertilidade € considerada idiopatica, em uma propor¢cdo bastante elevada, 25%
(Adriano et al.,2012).

A infertilidade idiopética esta ligada a alteracdes no processo de maturacao
espermética, e também a presenca de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS). A
formacdo destas desempenha importante papel na reacdo acrossbmica e
capacitacdo espermatica. Defeitos na espermatogénese podem gerar niveis
elevados de EROS em sémen alterado, o que pode esclarecer o potencial diminuido
que os espermatozoides anormais tém de fertilizagéo (Anita, 2006).

O espermatozéide tem um processo dindmico de maturacdo. A
espermatogénese se da nos tubulos seminiferos, no epididimo ocorre a maturacéo e
s6 entdo o espermatozoéide adquiri capacidade de fertilizar (Moore, 1996). Portanto
homens com alteracdes graves, como epididimo obstruido, faléncia testicular,
criptozoospermia (baixa concentracdo de espermatozoide no sémen) e
espermatozoides sem poder fertilizante, ndo apresentavam possibilidade de
proporcionar a sua parceira uma gestacdo até o desenvolvimento da ICSI (Irvine,
1998).

A ICSI foi descrita no ano de 1992, e consiste na selecdo de um Uunico
espermatozoide para fecundar cada odcito, a técnica é hoje a mais utilizada quando
se trata de graves alteracdes seminais, pois tem a capacidade de ultrapassar as
barreiras do odcito e da membrana plasmatica (Palermo et al.,1992).

Para obter éxito na ICSI, faz-se a imobilizacdo do espermatozéide antes da
execucdo da técnica, que auxilia na taxa de fertilizacdo e gestacdo (Nagy et
al.,1995).
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A imobilizacdo do espermatozdide (reacdo dependente do sistema
complemento que é ativado durante o processo de interacdo das moléculas de
anticorpos com os antigenos da superficie dos espermatozdides) faz com que a
membrana do espermatozoide fique bastante permeavel, permitindo a exposi¢cao do
nacleo ao ooplasma, facilitando a unido do od6cito com o espermatozéide, e dando
origem a formacdo do pro-ndcleo masculino. Todo esse processo torna viavel a
extrusdo do segundo corpusculo polar, formando, entdo, o pro-nucleo feminino
(Palermo et al.,1996).

Na ICSI, um Unico espermatozéide € isolado e inserido diretamente no
ooplasma do od0cito. Para esse procedimento € utilizado um microscépio
diferenciado, no qual se acopla um sistema de micromanipuladores, que possuem
micropipetas, possibilitando a fixagdo do odcito, para que se insira o espermatozoide
no seu interior (Clinica Fertility, 2012).

O procedimento inicia-se com estimulacdo ovariana, onde séo indicados
agonistas de GNRH (Hormoénio liberador de Gonadotrofinas) para supressao da
atividade hormonal e gonadotrofina e estimulacdo da ovulacdo, com funcdo de
controlar o crescimento folicular. O monitoramento do crescimento folicular é
realizado através de ultra-som transvaginal e dosagens hormonais. Posteriormente,
0s odcitos sdo coletados, sob anestesia, orientado por um ultra-som transvaginal. O
material seminal é coletado no mesmo dia em que se efetua a coleta dos odcitos.
Para obter a amostra, o homem pode ser submetido a pequenos procedimentos
como aspiracdo do epididimo ou bidpsia testicular. A forma mais utilizada para
obtencdo da amostra € através de masturbacdo em sala equipada para este fim.
ApoOs estes procedimentos, a ICSI é executada. No dia seguinte realiza-se
verificacdo para confirmacdo ou ndo da fertilizacdo, identificada pela presenca de
dois pro-ndcleos. A transferéncia do embrido para o Utero € realizada trés dias apés
a fertilizacdo, e a confirmacéo da gravidez é realizada no décimo quinto dia apés a
transferéncia embrionaria através do BHCG (Beta Gonadotrofina Coriénica Humana)
(Alessandro, 2012).

Mesmo utilizando a técnica de ICSI, a fertilizacdo pode ndo ocorrer. Essa
porcentagem de insucesso pode ser significativa, variando de 30% a 60% (lritani,
1991). Isto justifica-se pela presenca de radicais livres no sémen, anormalidades
cromossOmicas, anomalias protéicas na superficie dos gametas ou na cromatina
(Dubey et al., 1997).
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ModificagBes bioquimicas e moleculares nos espermatozéides podem ser
mais relevantes do que a morfologia espermatica, o que explica alguns dos baixos
resultados pos ICSI (Sakkas et al., 1996).

Um embrido capaz de desencadear uma implantacdo e gestacdo normal é
fator determinante para bons resultados da técnica ICSI. Observa-se que a elevacéo
significativa nas taxas de gestacdo esta relacionada a embriées com alta qualidade
morfologica. Os aspectos mais relevantes a serem analisados para determinar a
qualidade do embrido sao trés, o tamanho e forma dos blastébmeros, a forma e
extensdo da fragmentacdo e quantidade de células em desenvolvimento prematuro.
Os embribes recebem uma classificagdo em relacdo a sua morfologia e aos
fragmentos que possam ter. Um embrido de grau | apresenta seus blastdbmeros
integros sem fragmentacédo, grau Il blastbmeros integros com pouca fragmentacao,
grau lll entre 25 e 50% de blastdmeros fragmentados e grau IV 50 a 75% dos
blastdmeros fragmentados (Anita, 2006).

Certas alteragbes na qualidade dos gametas podem refletir na deficiéncia do
desenvolvimento embrionario e nas taxas de implantacdo. Portanto técnicas, como a
ICSI tornam possivel a selecdo de gametas através da sua melhor morfologia,
agregando grandes beneficios a saude reprodutiva, aumentando significativamente
as taxas de gestacao (Fertilitat, 2012).

A procura por resultados mais eficientes nos tratamentos de fertilizacao "in
vitro" é continua, portanto, essa pesquisa justifica-se pela sua contribuicdo ao
tratamento da infertilidade, tanto fator masculino quanto conjugal, fornecendo
orientacdo a casais inférteis, e auxiliando profissionais da saude, na area de
Reproducdo Humana, na busca de aperfeicoamento, nos servicos de fertilizagao “in
vitro”.

O objetivo deste trabalho é relacionar a taxa de fertilizacdo, clivagem,
transferéncia e implantagcdo embrionaria, com o numero de nascidos vivos e através
de compilagdo de dados avaliar o desenvolvimento embrionario fazendo uso da

técnica de (ICSI).

METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pelo comité de ética das Faculdades Integradas do Brasil-
Unibrasil, tendo como parecer o numero 212.840 e a Reproducdo Humana como

sua area tematica.
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A pesquisa foi realizada em uma clinica de Reproducdo Humana Assistida
(RHA), localizada na cidade de Curitiba, Parana.

Trata-se de uma pesquisa retrospectiva de prontudrios, baseado na analise
de dados técnicos, onde foram aleatoriamente separados para analise 30
prontudrios de casais em idade reprodutiva que apresentaram dificuldades em obter
uma gestacdo de forma natural, sendo submetidos a Fertilizagdo in vitro, com a
utilizac@o da técnica de ICSI.

Foram analisados arquivos da clinica referentes ao ano de 2010/2011, com o
objetivo de avaliar a influéncia da técnica de ICSI nas taxas de fertilizacao, clivagem,
transferéncia, implantacéo, gestacdo e nascidos vivos, sendo que esses dados
foram utilizados exclusivamente para os propésitos da pesquisa.

Este trabalho foi desenvolvido de forma coerente com a lei 196/96, que
regulamenta as normas de pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com a
resolucdo 1.957/2010 do CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA que adota normas
éticas para utilizacdo das técnicas de reproducdo assistida e RDC 23 da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) que dispde sobre o regulamento técnico
para o funcionamento dos Bancos de Células e Tecidos Germinativos.

Os dados coletados foram processados e submetidos ha calculos como
média, moda, mediana e desvio-padrdo, também foi realizada analise exploratoria
no formato de tabela. O programa de computacao utilizado para o desenvolvimento
da pesquisa foi o Microsoft Excel 2010 que faz parte do pacote Microsoft Office
2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo foram analisados 30 ciclos de ICSI, onde a média de idade das
pacientes esta em torno de 34 anos, a mediana se situa por volta dos 33 anos e 0
desvio padrao é de 3,75, indicando que a maior parte dos pacientes (quase 2/3 dos
pacientes) tem entre 30 e 37 anos, esses dados tem base na analise de dados
técnicos e reprodutivos dos pacientes representados nos prontuarios, onde se
verificou o perfil morfolégico dos gametas e embrifes desses casais, ndo havendo
nenhum tipo de comparagdo entre as técnicas de reproducdo assistida, portanto,
ndo havendo necessidade de teste estatistico.

Observou-se a quantidade dos embribes inseminados e fertilizados para
cada intervalo de idade, ficando nitido que o percentual de embrides fertilizados

decresce conforme aumenta a faixa de idade das pacientes, e que entre 32 e 36
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anos de idade é o ponto culminante de odcitos inseminados, e que nessa mesma
faixa etaria o namero de odcitos fertilizados decresce muito. O desenvolvimento
embrionario € um processo complexo e dependente de fatores masculinos e
femininos. Estudos comprovam que uma baixa concentracdo espermatica,
motilidade ou morfologia podem originar taxas baixas de fertilizacdo pos ICSI, pois
algumas proteinas presentes no espermatozoéide (izumo e anti Desintegrina
Metaloproteinase) parecem exercer papel fundamental no processo de fertilizacéo
(Alberto, 2010).

Na literatura ha indicios de que a fragmentacéo do primeiro corpusculo polar
possa ser resultado do envelhecimento oocitario quando cultivado in vitro, tal fato
pode infuenciar de forma negativa os resultados de fertilizagdo. Da mesma forma, a
utilizacdo de protocolos diferentes de manipulacdo dos gametas e o intervalo de
tempo entre a captacdo oocitaria, desnudamento e realizacdo da injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoide podem ser os responsaveis pelo decréscimo
nas taxas de fertilizagdo, justificando assim os resultados encontrados (Maria
Cristina, 2008).

Os embrides recebem uma classificacdo em relacédo a sua morfologia e aos
seus fragmentos, nesse trabalho os embribes grau | e grau IV foram
percentualmente relacionados em cada faixa de idade. Ao observar o total de
embrides obtidos e seus respectivos graus, fica claro que os embrides de grau I, de
qualidade superior, tem quantidade reduzida em relacdo aos demais. A quantidade
de embrides cresce até a faixa de 32 a 36 anos, a partir dessa faixa de idade o
namero de embriées decresce muito.

Trabalhos cientificos comprovam a relacao direta entre qualidade embrionéria
e taxas de gestacao, raros sdo o0s casos de gestacdo efetiva utilizando embribes
altamente fragmentados (grau 1V), apesar de embrides de grau lll ou IV serem
capazes de iniciar uma gravidez, a chance de nascimento é muito baixa, esses
mesmos trabalhos cientificos alertam em relacdo a malformacdo de embrides de
grau Il e IV, o que se explica pela perda de proteinas reguladoras, desordens
cromossOmicas e indice aumentado de apoptose que eles possuem, sendo que o
comprometimento morfolégico desses embrides aumenta consideravelmente o
indice de aborto dos mesmos (Nilka et al., 2005). Os dados da tabela mostraram
justamente que a obtencédo de embrides de qualidade superior (grau |) é rara em

relacdo aos demais, e quando a idade das pacientes aumenta essa diferenca fica
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ainda maior, sendo que a partir dos 40 anos de idade os embrides grau | tornam-se
raros.

O resultado geral das taxas de gestacao foi de 18 testes (60%) positivos e 12
testes (40%) negativos em um total de 30 testes (100%), entre os 30 ciclos de ICSI
realizados foram transferidos um total de 72 embrides, sendo que deste total 15
nasceram vivos. A tabela mostra que por volta dos 35 anos de idade encontra-se o
nimero mais elevado de embrides transferidos e demonstra a tendéncia da
diminuicdo de nascidos vivos em relacdo a faixa de idade das pacientes.

A literatura diz que a idade materna superior a 35 anos é fator preponderante
para infertilidade, e que esse fato ocorre geralmente por perdas de fetos com
trissomias e euploidias, resultados de perda na qualidade do odcito. E quanto a
idade paterna avancada, ainda ha muitas discussdes, porém alguns estudos ja
mostraram haver relacdo entre idade paterna avancada e mutacdes autossémicas
dominantes (Acondroplasia, Sindrome de Apert e Marfan) (Marcia et al., 2008).

Nesse trabalho foram inseminados 232 odcitos, destes, 158 fertilizaram e 138
geraram embrides, dos quais 72 foram transferidos e o excedente foi congelado para
posterior uso, conforme opcéo do casal. A taxa de fertilizacdo mostrou-se maior nas
pacientes que tinham idade entre 32 e 35 anos de idade, e os embrides de
qualidade superior (grau I) foram obtidos em maior quantidade na faixa etaria entre
28 e 31 anos de idade, o numero de nascidos vivos foi superior em pacientes com
idade entre 28 e 35 anos de idade, conforme os dados da tabela.

A ICSI é uma técnica de grande contribuicdo ao tratamento da infertilidade,
tanto fator masculino quanto conjugal. O cultivo laboratorial de gametas e embrides
de qualidade é fundamental para bons resultados de gestacdo, sendo justamente
essa a eficiéncia desta técnica, onde os embrides sdo selecionados através de sua
melhor morfologia, tornando possivel um desenvolvimento embrionario adequado e

melhores resultados dos procedimentos de fertilizag&o "in vitro" (Anita, 2006).

TABELA 1- Resultados gerais obtidos no termino da pesquisa.
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i Nimerode | Idade Ngn;;izsde Nlé]n;;:;;je % |Embrioes [Embriges Embrioes |Embrioes| Embrioes | Nascidos
pacientes (fi] | media(xi) | i fertilizados | Graul | Graull | Graulll | GraulV |Transferidos|  vivos
inseminados | fertilizados
A 2 2 25,0 3 2% 2 ] b ] 12 4 0
B | g 29,5 63 i 66,67 g § b 16 A ;]
1 3 13 35 52 ol 66,30 5 18 14 2l A i
i e i] 173 8 2 6842 2 ] ] § i ]
40 4 1 41 4 ] 75,00 0 0 0 1 ] 0
Totd B [ @0 | 8| 5| 5| %] n | B
CONCLUSAO

A utilizacdo da Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides se mostrou
uma opc¢ao de técnica de reproducdo assistida bastante eficaz, tanto em casos de
infertilidade masculina quanto feminina. O desenvolvimento embrionério obteve
resultados pertinentes aos dados encontrados na literatura, com taxas de
fertilizacdo, clivagem, transferéncia, implantacdo embrionaria e nascidos vivos
dentro dos padrbes esperados, constatando que a técnica de ICSI permite

excelentes resultados, mesmo com as limitacfes de seus usuarios.
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