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RESUMO - Osjetivo. Determinar fatores preditivos do achado de
espermatozdides moveis em casos de azoospermia.

Metopos. Sessenta pacientes com diagndstico de azoospermia
tiveram avaliado seu volume testicular e dosagens séricas de
hormonio foliculo estimulante (FSH), hormonio luteinizante (LH),
prolactina e testosterona. Os pacientes foram submetidos a bidpsia
testicular bilateral com anestesia local. As amostras obtidas foram
submetidas a avaliacdo no laboratdrio de biologia de reproducio,
sendo classificadas em: auséncia de espermatozdides, presenca de
espermatozdides moveis e imoveis, e a avaliacao histologica. Foram
comparados: idade, valores hormonais, volume testicular e
histologia com o achado de espermatozdides mdveis. Foi considera-

grupos com achado de espermatozdides mdveis e o grupo com
auséncia de espermatozoides quanto aos valores de FSH (P=0,037
ANOVA one-way). Foi construida uma curva ROC que determinou
valores abaixo de 16,05 UI/L (sensibilidade de 76,2%,
especificidade de 67,7%) como preditivos do achado de
espermatozdides moveis. Nao foram encontradas outras diferencas
estatisticas.

Concrusoes. O FSH possui boa acuracia na determinacio da
presenca de espermatozdides moveis na biopsia testicular de paci-
entes azoospérmicos. O exame fisico, os valores de testosterona,
LH e prolactina nao podem ser utilizados na predicao do sucesso da
biopsia testicular para fins de reproducao assistida.

do significativo um P < 0,05.

ResuLtapos. Quarenta e cinco pacientes possuiam azoospermia
nao-obstrutiva. Foi encontrada uma diferenca significativa entre os

INTRODUCAO

AICSl (intracytoplasmic sperminjection)
umatécnicaestabelecidaparaotratamento de
umasérie de condi¢ées deinfertilidade mascu-
lina, modificando situagbes que ha pouco tem-
po nao possuiam opgodes'. No Brasil, em
1995, casais com causa masculina severa co-
megcaram a obter gestacdes e a modificar o
perfil de desesperanca presente nesses casos’.
O uso de espermatozdides testiculares de pa-
cientes com azoospermia** em ICSl ampliou
asindicagdes da técnica para esses pacientes.
No entanto, em muitos casos, espermato-
zéides méveis nao podem ser encontradosem
amostras testicularesa fresco ou apés descon-
gelamento® . Autores descreveram uma me-
nor taxa de fertilizagao e gestacdo comuso de
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UNITERMOS:

espermatozoides iméveis quando compara-
dos com o uso de espermatozdides moveis’.
Outros autores tém descrito taxas aceitaveis
defertilizacdo, mas com piores resultados®.

Os procedimentos de obtencdo de
espermatozoides podem nao apresentar su-
cesso, principalmente nos pacientes portado-
res deazoospermianao-obstrutiva ocorrendo
falha em obter espermatozéides em até 50%
dos casos®’. Isto pode acarretar a perda de
ciclos de indugdo da ovulagdo, bem como
estresse e desgaste psicoldgico ao casal'’. So-
mam-se a esses fatores as complicacoes da
bidpsia testicular como alteragdes na vascu-
larizacdo, desenvolvimento de hematomas e
infeccao'". Devido a esses fatos, a busca de
fatores preditivos do achado de esperma-
tozdides em casos de azoospermia é uma
necessidade.

Testes de rastreamento devem possuir
altasensibilidade paraincluir todos os casos da
doencae baixos niveis de falso-negativos, evi-
tando a perda de casos. Autores recomenda-
vam que o FSH fosse utilizado como marcador
dapresencade espermatogénese, sendo utili-

Azoospermia.
Espermatozoidesiméveis.

Bidpsia. Infertilidade masculina.

zado como fator de triagem'2. Outros autores
nao conseguiram identificar o FSH como um
fator preditivo adequado do achado de
espermatozoides'®. Recentes relatos procura-
ram associar a inibina-B como um util
marcador da espermatogénese e demons-
tram que a producao de inibina-B somente
estaria presente quando houvesse atividade
espermatogénica'*. Outrosautores revelaram
que apesar damelhor sensibilidade, ainibina B
nao possuiria capacidade de predizer o achado
de espermatozoides em casos de azoos-
permianao-obstrutiva'®.

A busca de outros marcadores como a
andlise histoldgica prévia, ou a presenca de
espermatides, também foi realizada por ou-
tros autores®’, demonstrando serem melho-
res marcadores do sucesso da obtencao, no
entanto, apresentando umalto indice de falso-
negativos. Assim, tem sido descrito que pa-
cientes ndo devem ser excluidos do procedi-
mento de obtencio de espermatozéides ba-
seado em parametros hormonais, citolégicos,
histoldgicos ou genéticos™"3. Devido a carén-
cia de um consenso na literatura, realizamos
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este estudo a fim de avaliar fatores preditivos
do achado de espermatozéides méveis em
casos de azoospermia em pacientes submeti-
dosabidpsiatesticular.

MEtopos

Delineamento

Foi realizado um estudo transversal no
setor de Reprodugio Humana do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, no periodo entre
janeiro de 1998 e dezembro de 2001.

Pacientes

Foram estudados 60 pacientes com di-
agnostico de azoospermia nao-obstrutivae
obstrutiva. Os pacientes com azoospermia
obstrutiva possuiam indicacao de bidpsia
testicular por falha de obtencdo de
espermatozdides através de puncio aspi-
rativa do epididimo. O diagndstico de
azoospermia foi realizado através da ausén-
cia de espermatozdides em trés esper-
mogramas de rotina seguidos de centri-
fugacao. Os pacientes foram submetidos a
uma avaliagao inicial composta de histéria
clinica e exame fisico. Na histdria clinica
foram destacados: o desenvolvimento
puberal, a cirurgias prévias, a historia repro-
dutiva, infecgdes genitais, exposicao a subs-
tancias toxicas e uso de farmacos. O exame
fisico foi realizado pelo mesmo examinador
onde foram avaliados os caracteres sexuais
secundarios, exame do genital e avaliacao
do volume testicular com um orquidémetro
de Prader. Os pacientes foram classificados
segundo o volume testicular em normal ou
diminuido utilizando como ponto de corte o
valor de 15 cm*('9. Os dados da anamnese,
exame fisico e dosagens hormonais foram
utilizados para classificar os pacientes em
azoospermia obstrutiva e ndo-obstrutiva.

Os pacientes com estigmas ao exame fisico
deanormalidades cromossomicas foram sub-
metidos a cariétipo de sangue periférico. Os
pacientes com agenesia de ductos deferentes
fizeram triagem para possiveis mutacoes do
gene da fibrose cistica. Todos os pacientes
foraminformados e foi obtido consentimento
escrito para participagao no estudo. O estudo
foi aprovado pela comissdo de Etica em
Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pés-gradua-
cao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(n°028/98).
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Dosagens hormonais

Os pacientes foram submetidos a dosa-
gens hormonais de FSH, LH, prolactina e
testosterona total na primeira de consulta de
avaliacdo diagndstica. As amostras foram
centrifugadas a velocidade de 2500 rpm para
separacdo do plasma e congeladas a -20 °C
para analise posterior. Os horménios FSH,
LH, e prolactina foram analisados por quimio-
luminescéncia utilizando kits comerciais
(Immulite Ltda”, USA), as dosagens de
testosterona total foram realizadas por
radioimunoensaio com kit comercial (INC”,
Germany). As variacoes inter e intrakits foram
5,45%¢e 13,3% paraprolactina, 2,8%e4,2%
para FSH, 2,6% e 3,8% para LH e 3,3% e
4,9% para testosterona total. Os kits nao de-
monstraram uma reacdo cruzada significante
entre os hormonios avaliados.

Obtencao de espermatozéides

Os pacientes foram submetidos a biopsia
testicular previamente ao ciclo de ICSI sob
anestesia local com lidocaina 0,5%'". Uma
pequenaincisdo longitudinal escrotal foi reali-
zada com exposicao da tunica albuginea e
visualizagao dos vasos subttinicos. Duas outrés
incisoes foram realizadas na tlnica albuginea
em diferentes posicoes de cada testiculo, evi-
tando-se os vasos. Com seccdo tecidual e
compressao testicular foi realizada a extragao
detecido testicular. Asamostras foram dividi-
dasem quartis, sendo o primeiro quarto colo-
cado em solugdo de Bouin e enviado para
andlise histoldgica e restante colocado em uma
placade Petrie enviado imediatamente parao
laboratério de biologia da reproducao situado
na sala ao lado.

Processamento da amostra

As amostras foram processadas de forma
similar aquela descrita por Silber et al.
(1996)'8. O tecido testicular foi colocado em
uma placa de Petri contendo um mililitro de
meio P| (Irvine”), acrescido de 10% de SSS
(Syntetic Substitute Serum, Irvine”) e mace-
rado com o auxilio de duas ldminas de bisturi.
O fluido foi centrifugado a 1000 g. O sobre-
nadante foi desprezado e o “pellet” ressus-
pendido em | ml de meio (Pl + SSS). O
mesmo volume de meio de congelagdo (Test
Yolk Buffer, Irvine”) foi adicionado e o volume
final acondicionado em palhetas de 0,5 ml. A
congelacio foi realizada expondo as palhetas

aovapor de nitrogénio (-120°C) por 20 minu-
tos e transferindo-as para o nitrogénio liquido,
onde ficaram armazenadas.

Asamostras foram classificadas quanto ao
achado de espermatozéides em trés grupos:
presenca de espermatozdides méveis, pre-
senca de espermatozoidesiméveis naamostra
eauséncia de espermatozdides naamostra.

Analise histoldgica

Anhistologia foi realizadano laboratdrio de
patologia do nosso servico. As porcdes de
tecido testicular apés serem fixadas em solu-
cdodeBouinforamreidratadas através de um
gradiente de alcool e xileno. Em seguida, fo-
ram coradas com hematoxilina e eosina e exa-
minadas através de microscopia 6ptica pelas
técnicas padroes comaumentode 100a 1000
vezes. A histologia foi classificada em cinco
categorias:  espermatogénese  normal,
hipoespermatogénese, “Sertoli Cell-Only
Syndrome”, parada de maturagao espermatica
eesclerose tubular. Foram considerados casos
de hipoespermatogénese a presenca de
tubulos seminiferos contendo poucas
espermatides e diminuicdo no nimero de
espermatogonias e espermatdcitos primarios.
O diagnéstico de sindrome células de Sertoli
foi dado quando os tibulos seminiferos apre-
sentavam apenas células de Sertoli. O diagnés-
tico de parada de maturacao foi dado quando
havia menos do que |7 espermatogbnias por
tlbulo e menor nlimero de espermatdcitos
primarios com espermatides ausentes. O diag-
néstico de esclerose tubular compreendeu os
casos com auséncia de células germinativas e
de células de Sertoli. Os patologistas nao pos-
sufam qualquer informagdo quanto as caracte-
risticas do caso ou quanto ao resultado do
achado de espermatozdides no laboratdrio de
biologia dareproducao.

Analise estatistica

Aandlise estatistica foi realizada utilizando
oprograma SPSS 9.0. As variaveis quantitativas
foramanalisadas utilizando andlise de varidncia
comumcritério de classificagao (ANOVA one-
way) e o teste de Bonferroni utilizado para
discriminar as diferencas. As variaveis categori-
cas foram avaliadas utilizando teste c? e/ou
teste exato de Fisher. Foram construidas cur-
vas ROC para andlise dos diferentes valores
preditivos das varidveis quantitativas. Na curva
ROC foi determinado o ponto com maior
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Tabela | - Distribuicao do achado de espermatozdides segundo as diversas variaveis avaliadas

Idade (anos)
FSH(UIIL)

LHUIL)

Prolactina (ng/ml)
Testosterona (ng/ml)
Volumetesticular (cm?)

normal
reduzido

Méveis Iméveis Ausentes Estatistica
n=13 n=26 n=21 P
39.23(6,71) 36,81 (+5,68) 38,29(3,98) 0,5572
9,89%(x11,14) 14,87(=10,58) 20,15%(£10,20) 00312
6,37(4,38) 9,73(26,78) 13,5(11,09 0,058°
7,23(£2,35) 8,24(x3,57) 779(£3,12) 0,589°
3,86(£0,67) 4,04(x0,72) 437(1,02) 0,146°
[l 20 13
2 6 8 0,335%

a-ANOVAone-way
b-Teste exato de Fisher

Tabela 2 - Distribuicao dos diagndsticos histoldgicos segundo o achado de espermatozdides

Espermatogénese

Sertoli Cell-OnlySyndrome
Paradadematuragao
Hipoespermatogénese
Esclerose tubular

Moveis
(n=13)

o oo L

Imoveis
(n=26)

7
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Ausentes
(n=21)

Figura | - Curva ROC dos valores de FSH quanto ao achado de espermatozoides maveis na amostra
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acuracia para o achado de espermatozéides
méveis quando comparado comaausénciade
espermatozdides nabidpsia testicular. Foram
considerados significativos P < 0,05.

ResuLTADOS

A amostra consistiu de 60 pacientes, 45
deles (75%) possuiam diagnéstico de
azoospermia nao-obstrutiva. Os esperma-
tozoides foram obtidos com sucesso em 39
(65%) casos, sendo 14 (93,3%) casos de
azoospermiaobstrutivae 25 (45,5%) casos de
azoospermia nao-obstrutiva.

ATabela | mostraosresultados de achado
deespermatozdides das varidveis pesquisadas.
Foiencontradaumadiferencaestatisticamente
significativa entre os grupos com presenca de
espermatozdides méveis e auséncia de esper-
matozoides quanto aos valores de FSH (P=
0,037). As demais variaveis ndo demonstraram
diferencas estatisticamente significativas.

Apredicao segundo os valores de FSH do
achado de espermatozdides méveis naamos-
tra foi calculada segundo uma curvaROC de-
monstradanaFigura |. Segundo aavaliagio da
curvaROC, o melhor valor de FSH como fator
preditivo do achado de espermatozdides
moveis foram valores abaixo de 16,05 UI/L -
sensibilidade de 76,2% e especificidade de
67,7%. A Tabela 2 descreve o achado de
espermatozdides segundo o tipo histoldgico.

Discussio

O estudo demonstrou que valores de FSH
abaixo de 16,05 UI/L estao associados ao
achado de espermatozéides méveis em casos
deazoospermia submetidos a bidpsia testicu-
lar. Nossos dados sao indicativos de que os
valores de FSH sio capazes de predizer o
achado de espermatozéides méveis em casos
deazoospermia. Nao foiencontrada correla-
cdo entre o achado de espermatozdides na
bidpsia testicular e o volume testicular e outras
dosagens hormonais. Nossos achados supor-
tam aidéia de que o FSH possui uma correla-
cdo com a espermatogénese testicular.

A obtencdo de espermatozéides em
pacientes com diagndstico de azoospermia
nao-obstrutiva € uma realidade e mesmo
pacientes com volume testicular reduzido,
consisténcia testicular alterada e niveis de
FSH elevados possuem possibilidade de
apresentarem focos de espermatogénese'’.
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Autores demonstraram umaassociacao entre
os niveis de FSH e o grau de patologia testi-
cular®. Autores'’, analisando 86 pacientes
com azoospermia nao-obstrutiva, demons-
traram que o grupo com menores valores de
FSH possuia maior chance de sucesso no
procedimento de obtengdo de espermato-
zéides. Outros trabalhos demonstraram
resultados similares demonstrando uma
recuperagao espermaticainversamente pro-
porcional aos valores de FSH?'®. No entanto,
esses trabalhos apesar de indicarem uma
correlacio entre FSH e espermatogénese,
carecem de valor preditivo para presenca de
espermatozoides moveis para|CS|.

E dificil determinar com certezauma po-
pulagao onde o procedimento de bidpsia nao
deva ser realizado. Pois quando assumirmos
um ponto de corte paraindicagao do procedi-
mento, poderemos ter pacientes que, mesmo
comvaloresaltos de FSH, apresentem esper-
matozdides, no entanto a presenca de esper-
matozobides moveis nesses casos € muito dificil.
Em nosso trabalho, a populagio com baixa
chance de obter espermatozdides méveis em
um procedimento de obtencio de esperma-
tozoides possuia valores de FSH acima de
16,05 UI/L.

A taxa de falso-negativos do FSH na
literatura parece diminuir sua utilidade
para uso clinico em predizer com certezaa
taxa de recuperagao de espermatozdides.
A associacdo do FSH com a inibina B que
foi proposta na literatura'?, poderia au-
mentar o poder da avaliacdo diagnéstica
desses pacientes. Esses autores demons-
traram que a acuracia do volume testicular
e do FSH sdo similares, ao redor de 70%
na predigao do sucesso da FIV, e coloca-
ram que a utilizacao da inibina B como
marcador da espermatogénese deveria ser
estimulada pela sua maior acuracia diag-
néstica (94,1%)'“. Em nosso trabalho, ndo
utilizamos a dosagem de inibina B para
avaliacao hormonal dos casos de azoos-
permia, pois quando iniciamos o trabalho,
em 1998, o uso dainibina B para avaliacao
daespermatogénese ainda nao estava vali-
dado, o que aconteceu com o decorrer
dos anos. No entanto, apesar dos achados
desses autores sobre seu valor preditivo,
outros autores'® encontraram resultados
desfavoraveis. Este estudo, ao avaliar a
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inibina B, demonstrou que a mesma pos-
suiria um melhor poder discriminativo da
espermatogénese do que o FSH, mas que
aindaassim nao era capaz de predizer com
certeza o achado de espermatozdides,
questionando seu valor clinico em pacien-
tes com azoospermia obstrutiva e nao-
obstrutiva'®. Dessa forma, os dois hor-
monios parecem realizar uma melhor ava-
liagdo do estado da espermatogénese, mas
ainda assim nao sao capazes de discriminar
com a certeza necessaria o achado de
espermatozdides, podendo ser classifica-
dos como exames Uteis sem serem defini-
tivos sobre o resultado da obtencao de
espermatozoéides.

Em nosso trabalho encontramos a
associagdo do FSH com o achado de
espermatozdides moveis. Em 1999, auto-
res demonstraram que ICSI com uso
espermatozdides imdveis apresentavam
menores taxas de fertilizacao e gestacao,
sem, no entanto, haver diferenca significa-
tiva no nimero de embrides e potencial de
implantacao®. Anteriormente, em 1995, ja
haviam sido descritas menores taxas de
fertilizagao com uso de espermatozoéides
totalmente iméveis do ejaculado, prova-
velmente devido a alta taxa de necros-
permia e a injecao de espermatozdides
mortos?'. A avaliacio de vitalidade por
outras formas que nao a motilidade sao
necessarias para o uso de esperma-
tozoides imoéveis em ICSI. Apesar do de-
senvolvimento de testes hiposmotico
atoxicos ao espermatozdide e de outros
testes como a razao cabeca-cauda?, todos
esses procedimentos implicam em mani-
pulagao espermatica e potenciais lesdes a
membrana plasmatica e diminuicao de sua
capacidade fertilizante. Sendo assim, a ca-
pacidade preditiva do achado de esper-
matozdides moveis, que possuem sua via-
bilidade facilmente avaliada, torna-se mui-
toimportante.

Os outros pardmetros hormonais estu-
dados - LH, prolactina, testosterona total
- ndo apresentaram qualquer associagdo
com o achado de espermatozdides méveis
ouiméveis. Esses dados estao em concor-
dancia com o consenso atual da caréncia
desses horménios supracitados na possibi-
lidade de predicdo do achado de esper-

matozdides®*"3. Isto provavelmente ocor-
re porque esses hormaonios sao muito mais
utilizados como diagndstico de patologias
concomitantes que possam estar ocorren-
do do que representativos do estado de
espermatogénese testicular.

Nao enfocamos as diferencas encontra-
das na avaliagdo histoldgica e o achado de
espermatozoides. Pelo fato de tratar-se de
uma amostra contendo pacientes com
azoospermia obstrutivae ndo-obstrutiva, es-
sas diferencas eram esperadas. No entanto, o
fator mais importante para o desinteresse
nesse tipo de avaliagao, em nossa opinido, é
afalta de praticidade do critério histolégico
para predicdo do achado de espermato-
z6ides. Umteste de triagem deve possuir as
seguintes caracteristicas: praticidade, minima
invasividade, reprodutibilidade, alta sensibili-
dade e especificidade.

Apesar daavaliagao histolégica possuir
uma boa correlagdo com o achado de
espermatozdides como demonstrado an-
teriormente®'?, ndo possui nenhuma das
outras caracteristicas aventadas. Além dis-
$0, nao possui valor para os pacientes em
inicio de avaliacao, que nao foram subme-
tidos a nenhum procedimento cirlrgico
testicular e, portanto, ndo possui o resulta-
do da avaliacdo histoldgica previamente a
realizagao de um procedimento de obten-
cao de espermatozoides. Os parametros
histoldgicos muitas vezes falham em predi-
zer o resultado da bidpsia, pois mesmo a
auséncia de espermatozdides em uma
bidpsia prévia nao garante que multiplas
biopsias sejam capazes de obter
espermatozdides'®. Muitas vezes, focos de
espermatogénese podem estar presentes,
independente de parametros histoldgicos
e clinicos.

Em nosso trabalho, obtivemos um re-
cuperado de espermatozéides menor que
o ideal, porém dentro dos parametros
descritos na literatura®’. Este baixo recu-
perado poderia ser explicado por dois fa-
tores: realizacio do estudo em uma popu-
lagdo com alta prevaléncia de faléncia
gonadal ou a andlise de apenas um
quadrante do testiculo através da bi6psia
testicular. Freqlientemente, o parénquima
testicular apresenta uma histologia hetero-
génea e a realizacao de multiplas bidpsias
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poderia aumentar o recuperado de
espermatozdides. Por outro lado, a reali-
zagao de miltiplas bidpsias pode aumentar
orisco de complicagdes por alteragdes na
vascularizagao testicular podendo acarre-
taraatrofia testicular.

Um teste que possuiria caracteristicas
de baixo custo, praticidade e minima
invasividade é a analise do volume testicu-
lar através do exame fisico. Em nosso tra-
balho nao fomos capazes de encontrar
qualquer associagdo entre o volume testi-
cular e o achado de espermatozéides,
conforme ja descrito por outros autores'>.
Isto ocorre provavelmente pelaampla va-
riedade de diagnésticos clinicos e histo-
|6gicos que esses pacientes possuem, nao
sendo possivel tracar uma correlacao en-
tre o volume testicular e o diagndstico do
paciente.

CONCLUSOES

A avaliacdo e orientacdo do paciente
com azoospermia que sera submetido a
um procedimento de obtencao de esper-
matozéides pode ser feita com base nos
valores de FSH.

SUMMARY

FOLLICLE STIMULATING HORMONE AS
PREDICTOR OF MOBILE SPERMATOZOA IN TES-
TICULAR BIOPSY OF AZOOSPERMIC PATIENTS

OsjecTive. To define predictive factors of
mobile spermatozoa recovery in azoospermic
patients.

MeTHoDs. Testicular volume, serum
follicle stimulating hormone (FSH),
luteinizing hormone (LH), prolactin (PRL)
and testosterone levels were assessed in 60
azoospermic patients. Patients underwent
bilateral testicular biopsy with local
anesthesia. Samples were classified accor-
ding to absence of spermatozoa, presence of
motile and nonmotile spermatozoa, and
histological findings. Age, hormone levels,
testicular volume and histology with motile
spermatozoa recovery were compared. P <
0.05 was considered significant.

ResuLts. Non-obstructive azoospermia
was diagnosed in 45 patients. Significant
differences were detected between the
group with motile spermatozoa recovery and
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the group with absence of spermatozoa in
terms of FSH levels (P=0.037 ANOVA one-
way). AROC curve was used to define FSH
values below 16.05 IU/L (sensitivity: 76.2%,
specificity: 67.7%) as predictive factors for
motile spermatozoa recovery. Other
statistical differences were not detected.
Concrusions. FSH levels below 16.05 U/
L showed good accuracy to predict the
presence of motile spermatozoa in the testi-
cular biopsy of azoospermic patients.
Physical examination, testosterone levels,
LH and prolactin were not useful as
predictive factors in the present study.
[Rev Assoc Med Bras 2003; 49(2): 167-72]

Key worps: Azoospermia. Biopsy. Mas-
culineinfertility. Inmotile spermatozoa.
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