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Pode a performance no teste de penetracao
dos espermatozoides na clara do ovo
predizer a fertilizacao de oocitos em cultura?
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Resumo

Esse estudo testou a hipétese de que o
teste de penetracao dos espermatozéides na
clara do ovo (TPECO) pode identificar uma
populag@o masculina com maior probabilida-
de de fertilizar oécitos em cultura. O TPECO
foi executado num total de 70 amostras de
esperma durante a investigacao prévio ao
programa de fertilizag@o “in vitro” (FIV). Um
volume de 5 ml de clara de ovo foi obtido por
aspiracao e o pH ajustado entre 7,0 e 7,5
com tampéao Hepes. Em seguida, um capilar
plano foi preenchido com clara de ovo, selado
na parte superior e verticalmente colocado
em contacto com 200 pl de uma amostra de
sémen liquefeito. A mistura foi incubada na
temperatura de 37 °C por 90 minutos. O TPE-
CO foi considerado normal quando o esper-
matozéides vanguardeiro atingiu uma distan-
cia > 30 mm. Posteriormente, os 70 pacientes
e suas esposas participaram do programa de
FIV. O nivel médio de clivagem embrionaria
foi de 68 * 33,65. A sensitividade do TPECO
foi de 0,62 e a especificidade de 0,85, o valor
preditivo do teste anormal de 0,35, e o valor
preditivo do teste normal de 0,95 -quando
usado para avaliar a abilidade da populacao
masculina para formar embrides. A eficacia
(0,73) foi préoxima da obtida com a analise
morfolégica dos espermatozéides (0,79). Por

outro lado, quando diferentes parametros do
sémen (concentrac@o, morfologia e motilida-
de) e o TPECO foram comparados em termos
de poder de identificar populacoes com 2 50
% ou < 50 % de niveis de clivagem embriona-
ria, somente a morfologia e o TPECO mos-
traram uma significativa correlagao (p < 0,05)
com as taxas posteriores de clivagem embrio-
naria. Em conclusao, o TPECO pode identifi-
car uma populag@o masculina com maior pro-
babilidade de fertilizar oécitos em cultura.

Palavras chaves: previsao de fertilizacao de obcitos. es-
permatozéides, teste de penetracao na clara do ovo.

Summary

The present study was carried out to test
the hypothesis that the sperm (S) egg white
(EW) penetration test (PT) can identify a male
population likely to fertilize oocytes in cultu-
re. The sperm egg white penetration test
(SEWPT) was applied to a total of 70 sperm
samples during investigation preceding a
program of in vitro fertilization (IVF). A 5 ml
EW volume was obtained by aspiration and
pH was adjusted to 7.0 to 7.5 with Hepes
buffer. A plane capillary was then filled with
EW, sealed at the upper end and vertically
placed in contact with a 200 pl liquefied
sperm sample. The mixture was incubated at
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37 °C for 90 minutes. The SEWPT was consi-
dered normal when vanguard sperm covered
a distance = 30 mm. The 70 patients and
their wifes then participated in the IVF pro-
gram. The mean embryo cleavage rate was
68 + 33.65. The sensitivity of the SEWPT
was 0.62 and specificity 0.85, the predictive
value of the anormal test was 0.35, and the
predictive value of the normal test 0.95 when
used to evaluate the ability of a male popula-
tion to form embryos. Efficacy (0.73) was clo-
se to that obtained by analysis of sperm
morphology (0.79). When different semen pa-
rameters (concentration, morphology and mo-
tility) and the SEWPT were compared in
terms of power to identify populations with >
50 % or < 50 % fertilization rates, only morpho-
logy and the SEWPT showed a significant corre-
lation (p < 0,05) with later fertilization rates. We
conclude that the SEWPT identified a male po-
pulation likely (o fertilize oocytes in culture.

INTRODUCAO

A atividade funcional dos espermatozoi-
des pode ser avaliada por métodos biologi-
cos e bioquimicos, como o teste de sobrevi-
da dos espermatozoides !, a determinacao
do inchaco da cauda dos espermatozoides
em solucao hiposmética 2, a penetracao dos
espermatozoides no odcito de hamster sem
a zona pelucida 3, a ligacdo dos espermato-
zoides na zona pelucida isolada de odcitos
humanos 4 ou sua abilidade para migrar no
muco cervical bovino 5.

Hoje em dia, modificagoes das técnicas de
fertilizacao “in vitro” convencional (insemi-
nacao concentrada) ou de microfertilizacao
(inseminacao intracitoplasmatica, sub-zo-
nal, etc) sao comumente empegadas no tra-
tamento do fator masculino. Dessa forma, a
selecdo prévia por testes de fungao esper-
matica de uma populacdo masculina capaz
de falhar ou de obter taxas baixas de fertili-
zacao de odcitos, seria e vital importancia
na decisdo do uso da técnica de reproducao
assistida ideal.

Raramente, o teste de penetracao dos es-
permatozoides no muco cervical ou substi-
tuto foi investigado com relacao aos dados
de fertilizacao ou nao em FIV. Hull e cols ©
observaram que pacientes com (estes pos-
coito anormais sao incapazes de obter resul-
tados normais na fertilizacao de oocitos em
laboratério. Berberoglucil e cols 7 afirmam
que a penetracdo anormal dos espermato-
z6ides no muco cervical (Teste de Kremer)

60

identifica uma populacdao masculina com ta-
xas baixas de lerlilizacao de oocilos apesar
de aparente qualidade normal da amostra
de sémen.

A padronizagdao do muco cervical humano
permanece um problema, e por essa razao
seria mais pratico usar substancias substi-
tutas com caracteristicas similares aquelas
do muco cervical humano 8. Uma das utili-
zadas com essa finalidade é a clara do ovo,
por sua facil obtencao, e manejo em labora-
torio . Entretanto, nao ha referéncias acer-
ca do emprego do teste de penetracao dos
espermatozoéides na clara do ovo (TPECO)
como fator de previsao da fertilizacao de 00-
citos em cultura.

Esse trabalho visa testar a eficiéncia do
TPECO na previsao da capacidade dos es-
permatozoides fertilizarem oécitos em labo-
ratorio.

MATERIAL E METODOS

O material consiste de 70 amostras de es-
perma de 70 homens que participaram do
programa de FIV juntamente com suas es-
posas. As amostras foram coletadas por
masturbacao em frascos estéreis de plastico
apos um periodo minimo de 2 dias de abs-
tinéncia sexual, durante a rotina prévia de
investigacao do fator masculino para FIV.
Apos a liquefacao completa do sémen as se-
guintes caracteristicas espermaticas (valo-
res normais entre parénteses] foram avalia-
das pelas técnicas padroes: concentracao
dos espermatozoides (= 30 x 106 por ml),
morfologia (> 30 %) e motilidade progressiva
(= 30 %).

Um volume de 5 ml de clara do ovo € obti-
do por aspiracao sendo o pH ajustado com
tempao Hepes na faixa de 7,0 até 7.5. Em
seguida, um capilar plano de vidro € preen-
chido com a clara de ovo, vedado na sua ex-
tremidade superior, colocado verticalmente
em contacto com a amostra de esperma
(200 pl) e incubado na temperatura de 37
°C por 90 minutos. O TPECO foi considera-
do normal quando apoés o tempo de 90 mi-
nutos, o espermatozoide vanguardeiro
atingiu ou ultrapassou a distancia de 30
mm.

A idade das pacientes variou de 31,97 =
4 9 (média + desvio padrao), destas 52 apre-
sentaram infertilidade primaria e 18 secun-
daria. O fator tubo-peritoneal foi causa mais
frequente de infertilidade (60 % dos casos).
seguido da etiologia idiopatica (17.28 %),
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endometriose (12,72 %) e do fator masculino
(10 %). A estimulac¢ao ovariana foi realizada
com ciclo semiprogramado em 47 pacientes
(pilula no més anterior seguida de citrato de
clomifeno, gonadotrofina menopausal hu-
mana e dexametasona) e com analogos de
GnRH (protocolo longo de 1° fase) seguido
de gonadotrofina menopausal humana em
23 casos.

Em general, apos o oitavo dia de estimu-
lacao, as pacientes foram avaliadas quanto
ao desenvolvimento folicular por ultra-som
usando-se um transdutor vaginal de 5 MHz.
Observando-se um minimo de dois com
diametro de 17 mm, e na auséncia da des-
carga endogena de hormonio luteinizante
(LH), uma dose 10.000 Ul de gonadotrofina
coridnica humana (HCG) foi injetada intra-
muscular. A puncao aspirativa foi realizada
de 34 a 36 horas apés HCG, os odcitos iden-
tificados no fluido folicular foram classifica-
dos em placas de Nunc (Nunclon, Denmark)
contendo Menezo B, (Apy-System, Monta-
lieu-Vercieu, France) enriquecido com 10 %
de soro da paciente. Apos 4 a 6 horas da co-
leta de oocitos, espermatozoides capacitados
num volume de 100 a 200 pl foram usados
para inseminar os oocitos.

A clivagem embrionaria foi observada
apos 48 horas da inseminagao. A analise es-
tatistica foi realizada pelo calculo da sensi-
bilidade, especificidade, eficacia (sensibilida-
de + especificidade/2), valor preditivo do
teste normal ou anormal 10 11 e pelo teste
exato de Fischer.

RESULTADOS

Um total de 70 amostras de sémen foram
submetidas ao TPECO sendo o resultado
normal em 56 casos e anormal em 14 casos.

Além disso, a analise espermatica das mes-
mas amostras evidenciaram uma concen-
tracao de espermatozoides (média + desvio
padrao) de 94,37 + 58,14 (variacao, 1 - 253),
morfologia de 34,11 = 11,15 (variacao, 8 -
72) e motilidade de 61 + 13,17 (variacdo, 14
- 90).

O numero médio de oocitos colhidos foi
de 6.46 + 3,51, e a taxa média de clivagem
embrionaria de 68 = 33,65 (variacao, O -
100%) apos 48 horas.

Na Tabela I comparou-se a populacao
masculina com prévio TPECO normal ou
anormal versus sua performance posterior
no programa de FIV. Um total de 62 pacien-
tes apresentaram clivagem de um ou mais
embrides, e em 8 casos, nao ocorreu cliva-
gem.

Tabela 1
Comparagcio entre os resultados do teste
de penetracgio dos espermatozoides
na clara do ovo (TPECO) e
a presenca ou auséncia de clivagem embrionaria

TPECO Embrides

um ou mais nenhum
Normal 53 3
Anormal 9 5

A Tabela Il mostra numa mesma popu-
lagdo. a sensibilidade, especificidade, efica-
cia e o valor preditivo dos resultados do tes-
te normal e anormal dos parametros con-
vencionais da analise espermatica (concen-
tracao, morfologia, motilidade) e do TPECO
versus a capacidade de formar ou nao em-
brides em cultura.

Tabela 2
Estatisticas propriedades da analise convencional dos parametros do esperma e do teste de penetracdo
dos espermatozoides na clara do ovo na previsdo da capacidade e uma populagao masculina
formar embrides em cultura

Estatisticas Concentracéo Morfologia Motilidade TPECO
propriedades > 20 x 106/ml >30 % > 30 % > 30 mm
Sensibilidade 0,37 0.87 0.25 0.62
Especificidade 0,87 0.72 1.00 0.85
Eficacia 0.62 0,79 0.62 0.73
VPTA 0,27 0,29 1.00 0.35
VPTN 0.92 0.97 0.91 0.95

VPTA = valor preditivo do leste anormal.
VPTN = valor preditivo do leste normal.

TPECO = teste de penetracdo dos espermatozoides na clara do ovo.
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A Tabela III apresenta a distribuicao dos
valores normais e anormais dos parametros
convencionais do esperma e do TPECO ver-
sus o numero de casos com taxa de cliva-
gem > 50 % ou < 50 %. O teste exato de Fis-
cher identificou que apenas os dados obti-
dos pela analise da morfologia e do TPECO
mostraram um associacao significativa com
as taxas de fertilizagao (p < 0,05).

Tabela 3
Abilidade dos parametros (concentracao,
morfologia, motilidade) normais e anormais do sémen
e do teste de penetracao dos
espermatozéides na clara do ovo na identificacao de
individuos com 2> 50 % ou < 50 % de taxas
de clivagem embrionaria.

Pardmetro Taxa clivagem Teste de Fisher
> 50 % <50 %

Concentracao

Normal 49 13 NS
Anormal 4 4

Morfologia

Normal 39 7 p < 0,05
Anormal 14 10

Motilidade

Normal 53 is NS
Anormal 0 2

TPECO

Normal 46 10 p <005
Anormal 7 7

NS = not significant

DISCUSSAO

Em geral, avalia-se um teste de funcao
espermatica por sua capacidade de separar
uma populacdo masculina fértil de uma in-
fértil, pelo poder de identificar “in vitro” uma
populacdo masculina com taxas de fertili-
zagdo > 50 % daquela com < 50 %, ou de de-
tectar populacoes com falha total na fertili-
zagao. :

Barrat e cols. 12 evidenciaram que o teste
de penetracdo dos espermatozoides no muco
cervical poderia ter valor preditivo da fertili-
zacdo do oocitos humanos, com auséncia de
resultados falso positivo, isto €, nenhuma
fertilizacdo ocorreu quando nao foi observa-
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da penetracao no muco cervical.

En 1993. Berberoglucil e cols. 7 observa-
ram que os pacientes com testes anormais
de penetracgao dos espermatozoides no muco
cervical (teste de Kremer) possuiam uma di-
minuicdo da abilidade de fertilizar odcitos
“in vitro” apesar das amostras de esperma
serem consideradas normais. Além disso,
aqueles com amostras de sémen normais
apresentaram diflerentes taxas de fertili-
zacao, dependendo dos resultados oblidos
no teste de Kremer. Dessa forma, uma pe-
netracdo anormal no muco cervical estaria
associada com taxas de fertilizacao baixas e
um alto risco de falha total na fertilizacao.

Por outro lado, as informacées sao raras
sobre o uso do TPECO como método de ava-
liacdo da funcao espermatica, apesar da cla-
ra do ovo ser um adequado substituto para
o muco cervical humano. Em 1988, Marmar
9 mostrou que 98,1 % dos individuos com
provada fertilidade apresentama TPECO
normal, enquanto que 47.9 % dos inférteis
mostraram TPECO anormal. Desde que a
penetracdo no muco cervical & influenciada
pela velocidade dos espermatozoides e pelo
descolamento lateral da cabeca dos esper-
matozoides 13. 14, a penetracao na clara de
ovo poderia estar directamente associada
com estas propiedades.

Os dados desse trabalho (Tabela 1) mos-
traram que o TPECO normal esta associado
com uma maior capacidade de formar em-
brides em laboratorio. Uma analise compa-
rativa das propriedades estatisticas (Tabela
2) da populacao masculina evidenciou que
os parametros de maior eficacia para predi-
zer a fertilizacao de no minimo um odcito fo-
ram a morfologia dos espermatozoéides (0,79)
e o TPECO (0,73).

Na Tabela 3 compara-se o poder de dife-
rentes parametros de avaliacdo da funcgao
espermatica na identificacao de populagoes
com taxas de fertilizacdo = 50 % ou < 50 %,
outra vez observa-se que apenas os resulta-
dos prévios da morfologia e do TPECO pos-
suem significativa associacao (p < 0,05) com
os indices posteriores de clivagem embrio-
naria.

Em conclusdo, o TPECO é um método ba-
rato de avaliacao da funcao espermatica
simple e barato. Além disso, possui eficacia
semelhante a morfologia na identificacao da
presenca ou auséncia de fertilizacao de ooci-
tos em cultura, e na previsao da populacao
masculina com taxas de clivagem = 50 % ou
< 50 %.
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