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INTRODUCAO

Infertilidade, ou impossibilidade de engravidar, é definida como a
incapacidade de conceber apds o periodo de um ano de manutencdo de
relacbes sexuais regulares sem o uso de nenhum método anticoncepcional. As
causas de infertilidade podem ser masculinas e/ou femininas, sendo que cerca
de 50% sao diagnosticadas como de origem masculina (Sharif, 2000). Entre
varias causas de infertilidade masculina, podemos citar: a
oligoastenoteratospermia, a varicocele e a azoospermia. A azoospermia é
definida como auséncia de espermatozéides no ejaculado apds analise
microscopica e centrifugagcdo em pelo menos 2 ejaculados. (WHO, 1999) A
azoospermia ocorre em 1 a 2% dos homens inférteis, porém em centros de
referéncia de infertilidade a prevaléncia desta patologia varia em torno de 20 a
30% dos casos de infertilidade de origem masculina. Os pacientes com
azoospermia sao habitualmente tratados com o uso das técnicas de reproducdo
assistida, pois na grande maioria dos casos 0s tratamentos clinico ou cirargico
sdo ineficientes (Cha et al., 1997).

As técnicas de reproducdo assistida, entre elas a ICSI (Injecdo
intracitoplasmatica de espermatozéides), revolucionaram o tratamento dos
pacientes azoospérmicos. Estes pacientes, que anteriormente eram
diagnosticados e seu tratamento era a utilizagdo da inseminacdo intrauterina
com sémen de doador ou a adoc¢do, passaram a poder ter filhos com seu proprio
material genético (Schoysman et al., 1993). Entretanto, a possibilidade de
recuperacdo de espermatozéides é fundamental para a continuidade do

tratamento visando a gestacdo. Sendo assim, esses pacientes devem ser



submetidos a procedimentos para obtencdo de espermatozdides e apds a
técnica de ICSI (Franco Jr. et al, 1995). No entanto, a obtencao de
espermatozéides possui um indice de sucesso variavel com uma taxa elevada
de falhas. Além disso, muitas vezes os pacientes devem ser submetidos a
multiplas bidpsias ou puncdes testiculares; aumentado a agresséao tecidual e o
estresse psicologico a um paciente ja fragilizado pela sua situagéo.

A pesquisa por marcadores, preditores do sucesso do procedimento de
obtencéo de espermatozoéides em casos de azoospermia € uma realidade. Uma
série de marcadores hormonais, citolégicos, histolégicos e ultra-sonograficos tem
sido pesquisados sem, no entanto, obter os resultados esperados. Os
marcadores estudados carecem da sensibilidade, especificidade, praticidade e
seguranca desejados.

Desta forma, com o objetivo de determinar um fator preditivo com o uso
da ultra-sonografia com “power” Doppler e a avaliacdo hormonal para o achado

de espermatozéides em casos de azoospermia estamos propondo este estudo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- Infertilidade e azoospermia

A infertilidade por causa masculina ocorre em cerca 50% dos casais
inférteis, sendo sua prevaléncia variavel, dependendo da populacédo estudada
(Kim & Lipshultz, 1997; Passos et al., 2001). Em 30% dos casais ocorre
associacdo de causas masculinas e femininas (Razvi et al., 1999). Estima-se
que 1% da populacdo masculina possua o diagnéstico de azoospermia situacao
definida como auséncia de espermatozéides no ejaculado apds analise
microscopica e centrifugacdo em pelo menos dois ejaculados (WHO, 1999). Em
homens que procuram servicos de infertilidade a prevaléncia de azoospermia
pode chegar a 20% (Stanwell-Smith & Hendry, 1984).

A importancia e a prevaléncia da azoospermia tém modificado nos
dltimos anos. Esse aumento ocorreu por varios fatores como aumento do
namero de homens que receberam quimioterapia e/ou radioterapia devido a
neoplasias malignas na infancia e adolescéncia, maior sobrevida dos pacientes
tratados por neoplasia maligna, maior nimero de pesquisas e investimentos em
infertilidade masculina e melhora nas possibilidades de tratamento dos pacientes
azoospérmicos (Kim & Lipshultz, 1997).

No passado, o prognéstico reprodutivo dos pacientes com infertilidade
masculina era reservado, no entanto com o advento da ICSI houve uma
revolucdo nesta situacdo (Palermo et al., 1992). Causas de infertilidade
masculina que careciam de opc¢Oes terapéuticas passaram a dispor de um
tratamento que permitia aos casais terem filhos com seu préprio material

genético (Schoysmann et al., 1993).
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Os pacientes azoospérmicos séo classificados em dois tipos: obstrutivos
e ndo-obstrutivos. Os pacientes com azoospermia obstrutiva possuem: volume
testicular normal, presenca de epididimo palpavel ou auséncia de ductos
deferentes, valores do horménio foliculo estimulante normais, além da presenca
na histéria de achados como: infec¢des, cirurgias ou abordagens pélvicas. Os
pacientes com azoospermia néo-obstrutiva sdo considerados como portadores
de faléncia testicular e apresentam volume testicular normal ou reduzido,
epididimos ndo palpaveis, valores de FSH normais ou elevados, e histéria de
orquite, radioterapia, quimioterapia, neoplasia maligna, criptorquidia ou trauma
testicular, entre outras (Ezeh, 2000). As causas nao-obstrutivas de azoospermia
respondem por até 60% dos casos de azoospermia (Matsumiya et al., 1994).
Outras classificacBes e protocolos também s&o propostos, sem tanta aceitacdo
como, por exemplo, a classificacdo em causas pré-testiculares, testiculares e
pos-testiculares (Sharif, 2000).

Em 1985, pesquisadores publicaram resultados do uso de fertilizacédo “in-
vitro” com uso de espermatozoides obtidos através da exploracao epididimaria,
no entanto esses dados eram desanimadores com taxas de gestacdo de 7 a
10% por ciclo (Temple-Smith et al., 1985). J4, os casos de azoospermia nao-
obstrutiva eram manejados com uso de reproducdo assistida com sémen de
doador ou encaminhadas para adocdo, nao dispondo de outras opc¢des ja que
ndo era possivel obter espermatozdéides para FIV ou a quantidade obtida dos
mMesmos era muito pequena para que houvesse resultados razoaveis e a técnica
pudesse ser oferecida a esses pacientes (Craft et al., 1993).

A introducdo da FIV associada a ICSI com sucesso na pratica clinica,

revolucionou o tratamento da infertilidade de causa masculina (Palermo et al.,
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1992). A técnica foi aplicada com sucesso em uma série de casos de infertilidade
masculina que até pouco tempo nado dispunham de tratamento adequado.
Inicialmente, Craft et al. (1993) demonstraram a capacidade fertilizante de
espermatozoides testiculares. Apds, Schoysmann et al. (1993), Silber et al.
(1995), obtiveram gestacdes utilizando espermatozéides testiculares em casos
de azoospermia obstrutiva. Outros autores demonstraram gesta¢cées com uso de
espermatozéides testiculares obtidos através de bidpsia em pacientes com
azoospermia nao-obstrutiva, permitindo que esses pacientes pudessem ter a
chance de ter filhos com seu proprio material genético, situacdo impossivel na
década anterior (Devroey et al., 1994; Tournaye et al., 1996; Nagy et al., 1998).
Estes ultimos fatos modificaram completamente a situacdo dos pacientes
com azoospermia. Pacientes até bem pouco tempo sem nenhuma possibilidade
de tratamento passaram para uma situacdo mais confortavel onde opcédo
razoavel de sucesso passou a ser oferecida. No entanto, pacientes sem
possibilidade de obtencdo de espermatozéides no tecido espermatico
permanecem sem nenhuma opc¢éao terapéutica de terem filhos com seu material

genético.

2- Obtencéo de espermatozoéides

Os primeiros relatos do uso da bidpsia de testiculo datam de 1913,
guando Huhner (1913), demonstrou que pacientes azoospérmicos poderiam
apresentar espermatogénese pela analise de material obtido através de puncédo
aspirativa de testiculo. Charny (1940) foi o primeiro autor a relatar o uso da
biépsia de testiculo na avaliacao de infertilidade masculina, porém foi Hotchkiss

em 1944 que introduziu a biopsia de testiculo na pratica clinica. Girgis et al.
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(1969), publicaram os resultados de 10 anos de avaliacdo de bidpsias de
testiculo em pacientes inférteis e concluiram que a “bidpsia testicular ainda
possui lugar no manejo de casos de esterilidade masculina para diagnéstico,
prognostico e avaliagcdo dos resultados de cirurgia em azoospermia obstrutiva”.

Este quadro foi modificando gradativamente devido a caréncia de
possibilidades terapéuticas para esses pacientes. Hargreaves & Jequier (1978),
preconizaram gue casos de azoospermia com niveis de FSH elevado e baixo
volume testicular ndo necessitariam de maior avaliagdo diagnéstica, por se
tratarem de casos de faléncia testicular onde uma biépsia de testiculo seria
realizada apenas para fins diagndsticos sem alterar a conduta terapéutica.
Concluiram, também, que esses pacientes ndo possuiriam evidéncias de
espermatogénese em qualquer parte do testiculo. Jarow, Espeland, Lipshulk
(1989) também demonstraram que a biépsia de testiculo era um procedimento
desnecessario em pacientes com azoospermia, volume testicular diminuido e
niveis de FSH aumentado.

Em conjunto com o surgimento da ICSI, ocorreram progressos nos
métodos de obtencdo de espermatozdides e principalmente no interesse em
encontrar espermatozoéides para posterior utilizacdo. Varios autores comegaram
a demonstrar a presenca de focos de espermatogénese em pacientes,
anteriormente, ditos como portadores de azoospermia ndo obstrutiva - faléncia
gonadal (Turek et al., 1995; Gilbauth et al.,, 1994). Turek et al. (1995)
demonstraram que 12% dos pacientes com sindrome de células de Sertoli
apresentavam niveis de FSH normais, revelando que uma relacdo entre
anormalidades das células de Sertoli, concentracbes de FSH e focos de

espermatogénese ndo poderia ser estabelecida. Gilbauth et al. (1994) foram
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capazes de encontrar espermatozéoides em 48% dos casos de pacientes
azoospérmicos com niveis séricos de FSH acima de 30 muUl/ml, um valor
considerado elevado e que anteriormente era considerado sinal de faléncia
testicular.

Os resultados da ICSI com espermatozoides testiculares séo
comparaveis aqueles obtidos com espermatozoéides do ejaculado com Cha et al.
(1997) descrevendo taxas de fertilizacdo de até 70%. Mansour et al. (1997)
descreveram taxas de fertilizacdo de 54,4% e de gestacdo de 31,9% por ciclo.
Com os resultados que passaram a ser obtidos com o uso da ICSI, o interesse
pela avaliacdo dos pacientes com azoospermia ndo obstrutiva ressurgiu e a
biépsia de testiculo, um procedimento antes puramente diagndstico, passou a ter
papel chave na infertiidade masculina, pois 0s espermatozdides para a
realizacdo da ICSI| sdo obtidos através das abordagens testiculares. Sendo
assim, a bidpsia tornou-se também um procedimento terapéutico além de

diagnéstico para pacientes azoospérmicos.

3- Problemas relacionados a obtencao de espermatozoéides

Os métodos de obtencao de espermatozéides em casos de azoospermia
incluem a puncado aspirativa e a bidpsia de testiculo. Em casos de azoospermia
obstrutiva os dois métodos possuem eficacia similar (Cha et al., 1997), porém
em casos de azoospermia nao obstrutiva h& diferengca na obtencdo de
espermatozéides. A puncdo aspirativa em pacientes com azoospermia nao
obstrutiva estd mais freqlentemente associada a falhas na obtencdo de

espermatozoides (Ezeh et al., 1998). Esses pacientes usualmente possuem um

quadro de faléncia gonadal, apresentando volume testicular reduzido. A puncdo
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tem sido associada com a possibilidade de atrofia testicular pela possibilidade de
lesdo vascular e pela obtencdo de uma pequena quantidade de material que
nem sempre é representativa do estado testicular. Ou seja, a puncdo as cegas
esta associada com uma limitada efetividade e baixa seguranca (Cha et al.,
1997).

A bidpsia testicular possui melhores resultados em casos de azoospermia
nao obstrutiva. As complicacdes mais freqlientemente apresentadas sdo a
formacdo de hematomas e infeccdo do sitio de cirurgia. A freqténcia dessas
complicagbes € baixa ocorrendo em menos de 5% dos casos (Schlegel & Su,
1997).

Infelizmente, 30 a 50 % dos pacientes azoospérmicos nao obstrutivos
nao possuem espermatozdides no tecido testicular (Ben-Yosef et al., 1999; Cha
et al., 1997). Desta forma, muitos casais podem ser submetidos a ciclos de
inducdo da ovulacdo para fertilizagdo “in vitro” e ndo haver a obtengédo de
espermatozéides, ocasionando estresse psicologico ao casal, além dos riscos da
inducdo da ovulagdo na mulher e o custo financeiro.

Devido aos problemas relacionados ao método como a eficacia variavel
na populacdo de homens azoospérmicos e as possiveis complica¢des a procura
por um preditor do achado de espermatozéides em casos de azoospermia tem

sido realizada.

4- Fatores relacionados ao achado de espermatozdides
A procura por fatores preditivos do achado de espermatozéides tem sido
realizada em varias areas. Marcadores sorologicos, citolégicos, histolégicos e

genéticos tém sido pesquisados. O maior nimero de estudos concentram-se em
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marcadores hormonais. O FSH e, posteriormente a inibina sdo os mais

pesquisados.

a-FSH

Schultze et al. (1984) ao analisarem qualitativa e quantitativamente as
amostras de bidpsia testicular de pacientes azoospérmicos demonstraram que
em 80,7% dos pacientes com niveis de FSH inferiores a 8 Ul/ml era possivel
encontrar espermatides maduras, por outro lado em pacientes com FSH maior
do que 8 Ul/ml, espermatides eram presentes em apenas 28,9% dos casos. Os
pacientes com FSH normal e espermétides maduras presentes apresentavam
espermatozoéides para tratamento com ICSI e em 12,2% destes casos as
amostras eram heterogéneas quanto ao padrdo de espermatogénese,
apresentando diversos diagndsticos histolégicos em uma mesma amostra. Ja
nos casos com FSH elevado e espermatides maduras presentes a
heterogeneidade das amostras era maior, chegando a 51,5%. Portanto, os
autores encontraram uma associacao entre os valores de FSH e numero de
diagnésticos histolégicos com o achado de espermatozéides.

Outros autores apesar de encontrarem uma associacao entre 0s niveis
de FSH e o achado de espermatozoéides concluiram que o FSH nao poderia ser
considerado um fator preditivo adequado. Tournaye et al. (1997) ao avaliarem
varios marcadores (FSH, andlise seminal, histologia e volume testicular), foram
capazes de encontrar espermatozéides em 73,4% das amostras. Declararam
que, com excecdo da histologia, nenhum outro fator predizia o sucesso da
obtencdo de espermatozéides e considerando as fortes implicacdes

socioecondmicas, uma abordagem testicular previamente ao ciclo de ICSI seria



17

0 mais adequado para essa populacdo. Porém, no grupo com diagnéstico de
aplasia de células germinativas a decisdo de nao realizagdo de uma tentativa de
obtencéo de espermatozdides talvez devesse ser discutida mais seriamente com
0 casal. Em casos de parada de maturacdo os autores foram capazes de
encontrar espermatozoides em 55% dos casos, e 86% em pacientes com
sindrome de células de Sertoli. No entanto, mesmo a histologia ndo demonstrou
sensibilidade e especificidade adequadas (58,8% de sensibilidade e 88,5% de
especificidade). Nao havendo até o momento um padrdo-ouro adequado para a
recuperacao de espermatozéides testiculares (Ezeh, 2000).

Mulhall et al. (1997) concluiram que homens com azoospermia nao-
obstrutiva podem ter espermatozéides presentes independente da idade, niveis
de FSH, histologia anterior e resultados da citologia durante a bidpsia.
Consideraram adequado orientar todos os pacientes para a possibilidade de
obtencdo de espermatozoides, visto que a citologia realizada durante a bidpsia
apresentou um indice de falsos negativos de 40%.

Na avaliacdo de 103 pacientes com diagnostico de azoospermia, Jezek,
Knuth, Schulze (1998) relataram a possibilidade de encontrar espermatozoides
em pacientes com FSH muito elevado, contrariando as conclusdes de Hargreave
e Jequier (1978) de que pacientes com FSH elevado ndo possuiam producao
espermatica. No entanto, determinaram que com o aumento dos niveis de FSH
h&d uma menor chance do achado de espermatozoides. Os pacientes com
valores de FSH menores que 7,5 mUI/ml apresentavam espermatozéides em
96,2% da amostra. Naqueles pacientes, com o aumento dos niveis de FSH

houve diminuigcéo da taxa de recuperacdo de espermatozéides para 62%. Dados
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similares aqueles descritos por outros autores (Jezek, Knuth, Schulze ,1998;
Mulhall et al., 1997).

Uma associacdo entre os niveis de FSH e volume testicular com os
achados de hipoespermatogénese e sindrome de células de Sertoli ou parada
de maturacdo foi demonstrada por. Ezeh, Moore, Cooke (1998a) No entanto,
essas diferencas ndo foram associadas ao sucesso na obtencdo de
espermatozéides na biopsia para ICSI. Altos niveis de FSH e baixo volume
testicular foram associados com baixa probabilidade do achado de
espermatozoéides em casos de azoospermia nao-obstrutiva por Westlander et al.
(1999). Estes autores ndo demonstraram associagao entre o tipo histoldgico e o
achado de espermatozoéides. Merino et al. (1999) demonstraram que 0s niveis de
FSH alterados foram a anormalidade mais comum presente em pacientes com
azoospermia. Yaman et al. (1999) ao analisar uma populacdo de 99 homens
inférteis encontraram associacdo entre os valores de FSH e o achado de
espermatozéides em pacientes com diagndstico de sindrome de células de
Sertoli na bibépsia em comparacdo com pacientes com espermatogénese
preservada. No entanto, ndo foram encontrados espermatozoéides em pacientes
com diagnostico de hipoespermatogénese e parada de maturacgéo.

Ben-Yosef et al. (1999) sugeriram que todos pacientes com azoospermia
nao-obstrutiva fossem orientados a realizar biépsia de testiculo previamente ao
ciclo de FIV-ICSI e que este material deveria ser criopreservado. Desta forma,
evitam-se induc¢des da ovulacdo desnecessarias, visto que até o momento nao
hé& fatores preditivos adequados para essa populacao heterogénea. Além disso,

evita-se que o0s pacientes sejam submetidos a multiplos procedimentos de
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bidpsia testicular reduzindo os custos e possiveis complicacdes associados ao
procedimento.

Recentemente, nosso grupo demonstrou uma associa¢ao entre 0s niveis
de FSH e o achado de espermatozdides moveis em casos de azoospermia.
Encontraram que niveis de FSH inferiores a 18 Ul/ml estdo associados com o
achado de espermatozoides moveis. E a presenca de espermatozoides moveis
estaria associada com uma melhor funcéo desses espermatozdides para uso em
fertilizac@o assistida (Souza et al., 2003).

Apesar da associagdo dos valores de FSH com o achado de
espermatozéides carecia-se da presenca de um marcador com melhor pefrfil
preditivo. Desta forma, avancaram as pesquisas em busca de novos

marcadores.

b —Inibina B

A Inibina pode ser definida como uma substancia testicular ndo esteréide,
produzida pelo epitélio seminifero inibindo especificamente a secrecdo de FSH.
A familia da Inibina é formada pelas inibinas A, B e oC. A inibina B € a Unica
forma presente na circulacdo na vida fetal e em homens adultos, refletindo o
estado funcional do epitélio seminifero, sendo assim seus niveis correlacionam-
se com os hiveis de FSH e espermatogénese (Anawalt et al., 1996; Meachem,
Nieschlag, Simoni, 2001).

A inibina B é um horménio glicoproteico consistindo de duas subunidades
covalentes unidas, uma unidade comum a € uma f3 que existe em duas formas A
e B (Meachem, Nieschlag, Simoni, 2001). Apesar da associac¢do entre inibina B e

espermatogénese varios estudos falharam em demonstrar uma ligacdo
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sistemética e inequivoca entre os dois fatos. A célula de Sertoli € considerada
como a fonte predominante de inibina B, no entanto as células germinativas e as
Leydig também a produzem, porém ndo contribuindo para o pool de inibina
circulante. A secrecao de inibina ocorre dentro dos tubulos seminiferos, e possui
um ritmo diurno paralelo ao da testosterona. A principal funcdo da inibina é o
controle negativo da secrecédo de FSH (Hipler et al., 2001). O FSH estimula a
producao de inibina B no testiculo e a inibina B inibe a secrecédo de FSH.

Estudos clinicos demonstraram uma forte relacdo inversa entre 0s niveis
de inibina B e FSH. Nachtigall et al. (1996) demonstraram que a inibina B
testicular € o principal regulador dos mecanismos de “feedback” do FSH ao
correlacionar as concentracdes de FSH em homens normais e inférteis com
deficiéncia de GnRH durante terapia com GnRH.

Anderson et al. (1997) concluiram que os niveis de FSH e inibina séo
correlacionados, sem, no entanto, comprovar uma associagdo com a
concentracao espermatica. Pierik et al. (1999) demonstraram que a inibina B é
um Gtil marcador da espermatogénese. Esses autores demonstraram que
haveria uma associacdo entre a presenca de espermatozdides e os valores de
inibina, propondo a inibina B como um marcador de atividade das células
germinativas.

Lee et al. (2001) ao estudarem pacientes com e sem criptorquidismo
demonstraram que pacientes férteis e com criptorquidismo possuem alteracao
de sua espermatogénese. A alteracdo dos niveis de inibina foi associada com
uma diminuicdo na populacdo de tdbulos seminiferos, desta forma
comprometendo o potencial de fertilidade. Nesses pacientes a diminuicdo nos

niveis de inibina B, elevacao nos niveis de FSH e menor densidade espermatica
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foi fortemente associada com infertilidade. Foresta et al. (2002) demonstraram
gue a secrecao de inibina B ndo € modificada em pacientes com
oligoastenoteratospermia e portadores de microdele¢cdes do gene DAZ, sendo
assim pacientes com este tipo de micro delecdo possuem funcdo normal das
células de Sertoli, possuindo problemas na propria linhagem espermatogénica.
Autores tém encontrado que 0s niveis séricos de inibina B sdo bons marcadores
da espermatogénese, pois se correlacionam com niveis de FSH, volume
testicular, e presenca de células de Sertoli nos tabulos seminiferos (Foresta et
al., 1999a).

No entanto, a inibina B tem demonstrado algumas caréncias como fator
preditivo do achado de espermatozéides em amostras testiculares de pacientes
azoospérmicos. A inibina B reflete de forma mais acurada o quadro de
azoospermia em pacientes com sindrome de células de Sertoli. Sua
concentracao é diminuida pela idade, concentragbes do hormdnio luteinizante e
estradiol, sendo aumentada pelo volume testicular e hormbnio estimulador da
tiredide (Mahmoud et al., 1998). Foresta et al. (1999a) demonstraram que
pacientes com oligoastenoteratozoospermia apresentavam valores elevados de
FSH e normais de inibina B.

Foresta et al. (1999b) e Jezek et al. (1998) demonstraram que, mesmo
pacientes com niveis aumentados de FSH e diminuidos de inibina B,
apresentaram espermatozoéides recuperados através de bidpsia testicular para
FIV-ICSI. Foresta et al. (1999a) demonstraram que a producéo de inibina B pelas
células de Sertoli reflete interacdes entre estas células e as espermétides e que
pacientes oligozoospérmicos com baixos niveis de inibina B e altos de FSH

fazem parte de uma populacdo com tubulos seminiferos atréficos. No entanto,
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muitos casos apresentavam altos niveis de FSH que ndo eram associados com
baixos niveis de inibina B provavelmente devido presenca de funcao testicular
residual.

Ballesca et al. (2000) ao avaliarem uma amostra de 17 pacientes
azoospérmicos demonstraram que a inibina B pode ser um Gtil marcador ndo
invasivo da espermatogénese. Os autores determinaram que niveis de inibina B
acima de 40 pg/ml possuiam sensibilidade de 90% e especificidade de 100%
para o achado de espermatozéides em biépsias testiculares. Von Eckardstein et
al. (1999) concluiram que inibina B e FSH sao um fator preditivo mais sensivel
do estado de espermatogénese do que qualquer um deles utilizado
isoladamente. A associacdo de inibina B e FSH apresentou sensibilidade de
88% e especificidade de 83% para a presenca de espermatides alongadas na
biépsia testicular, e de 63% para o achado de espermatozéides. Jezek et al.
(1998) determinaram que nem altos niveis de FSH, nem baixos de inibina B
excluem a possibilidade do achado de espermatozdéides em casos de
azoospermia ndo obstrutiva.

Muitos relatos sugerem que a recuperacdo de espermatozoides
testiculares pode ser possivel em mais de 50% dos casos de azoospermia ndo
obstrutiva independente de parametros como volume testicular e niveis de FSH
e que o aumento da taxa de sucesso esta associada com o aumento da
guantidade de material extraido (Ezeh, Moore, Cooke, 1998). Até 0 momento, a
inibina isoladamente ou sua associacdo ndo pode determinar se o procedimento
de obtencdo de espermatozéides deve ser realizado. Esta diminuicdo da

acuracia da Inibina B e do FSH pode estar associado a grande diversidade de
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metodologias empregadas para avaliar seu poder de triagem dos casos de

azoospermia e pela propria heterogeneidade da patologia azoospermia.

¢ - Ultra-sonografia com Dopplervelocimetria

A ultra-sonografia tem sido utilizada nos dltimos trinta anos como
ferramenta diagnostica em uma série de patologias. Houve uma evolugdo nos
aparelhos de ultra-sonografias da producdo de imagens sem definicdo, com
cores unicas e estaticas, para imagens de alta resolucdo em escalas de cinza e
imagens com Doppler colorido e “power” Doppler. O ultra-som pode também ser
utilizado para avaliar as propriedades elasticas e dinamicas dos tecidos. Nos
altimos vinte anos, seu uso na avaliagcao das estruturas do saco escrotal tem se
tornado mais frequente, e ainda que a ultra-sonografia convencional tenha
realizado grandes avancos o uso do Doppler colorido é extremamente util em
pacientes selecionados (Oyen, 2002).

A ultra-sonografia com Doppler colorido que geralmente é baseada na
medida do componente direcional da velocidade do sangue movendo-se através
de uma seccao transversal, tem comprovado ser uma util arma no diagnostico
ultra-sonografico. No entanto, possui algumas caracteristicas que devem ser
avaliadas com cuidado, pois pode haver alteracdo na avaliacdo do sinal de fluxo
dependendo do ganho, limiar e angulo de insonacdo. Para evitar esses
problemas um método do Doppler colorido chamado de “power” Doppler procura
mostrar um mapa colorido integrado do sinal captado de Doppler ao invés do uso
dos indices. O “power” Doppler tem demonstrado ser mais sensivel em sistemas

s

vasculares de baixo fluxo e sua avaliacdo é independente do angulo de
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insonacdo. Desta forma, as caracteristicas do “power” Doppler o tornam um
método diagndstico capaz de avaliar a microvascularizagdo testicular.
Diferentemente do Doppler colorido que consegue avaliar fluxo sangiineo
vascular, porém nado possui capacidade de avaliar a microvascularizacdo. O
“power” Doppler é baseado no espectro integrado do Doppler colorido. O tom e o
brilho do sinal do “power” Doppler representam o poder que esta relacionado ao
namero de células sangliineas produzindo o sinal de Doppler capaz de avaliar
um sistema vascular como o testicular (Rubin et al., 1994).

Atualmente, o uso da ultra-sonografia em infertilidade tem avancado
muito. Os pacientes com infertilidade podem ter avaliado o volume e parénquima
testicular, presenca de ductos deferentes ou a presenca de varicocele. A ultra-
sonografia também permite a analise de outras estruturas, além dos testiculos,
como o0 acesso as glandulas acessoérias (Yassa e Keessara, 2001; Belenky et
al., 2001).

Estudos tém demonstrado a presenca de alteracdes no fluxo sangiiineo
de pacientes azoospérmicos. Os pacientes com azoospermia obstrutiva
possuem parénquima testicular preservado, e desta forma, ndo possuiriam
alteracdo no fluxo sanguineo testicular (Foresta et al.,1998). Por outro lado,
pacientes com azoospermia ndo obstrutiva, ou seja, portadores de patologias
testiculares primarias possuiriam estruturas testiculares completamente
modificadas e com isso o fluxo sanglineo intratesticular estaria modificado.
Comprovando as alteracdes do fluxo vascular os autores procuram associa-las
com o achado de espermatozoides em bidpsia testicular, ou seja, que a

avaliagdo do fluxo vascular através da ultra-sonografia consiga identificar os
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pacientes azoospérmicos portadores de focos de espermatogénese (Foresta et
al., 1998; Bataglia et al., 2000).

A estrutura testicular na azoospermia ndo obstrutiva é severamente
alterada e os pacientes apresentam diminuicdo ou auséncia de fluxo arterial
intratesticular. Na azoospermia obstrutiva os testiculos exibem uma perfusao
uniforme como aquela observada em controles normais (Foresta et al., 1998).

Foresta et al. (1998) avaliaram o ultra-som com “power” Doppler colorido
em pacientes azoospérmicos como um parametro de funcdo testicular.
Estudaram 12 pacientes com azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva com ultra-
sonografia com “power” Doppler previamente ao procedimento de obtencéo de
espermatozoéides. Encontraram que o “power” Doppler pode ser capaz de
diferenciar pacientes com azoospermia obstrutiva que apresentaram melhor
fluxo sangiiineo daqueles com azoospermia nao obstrutiva. Demonstraram ainda
gue o uso da ultra-sonografia previamente a biépsia testicular poderia aumentar
a chance de obtencdo de espermatozéides por selecionar as areas com melhor
funcdo. No entanto, ndo foram capazes de determinar a ultra-sonografia como
um exame preditor do achado de espermatozéides.

Bataglia et al. (2000) determinaram que o fluxo intratesticular avaliado
através das artérias transmediastinais foi significativamente diferente entre
pacientes oligozoospérmicos, azoospérmicos e normozoospérmicos. Possuindo
uma correlacdo inversa entre os valores de indices de pulsatilidade das artérias
transmediastinais e volume testicular. Em outra pesquisa, Bataglia et al. (2001)
determinaram que a analise do fluxo da artéria transmediastinal através de ultra-

sonografia Doppler era capaz de diferenciar pacientes com azoospermia nao



26

obstrutiva dos obstrutivos e permitiria a predicdo do achado de espermatozéides
testiculares.

Analisando apenas dados de Doppler colorido, sem utilizar o “power”
Doppler, autores ndo foram capazes de encontrar diferencas nos indices de
resisténcia e pulsatilidade das artérias intratesticulares entre pacientes com
azoospermia ndo obstrutiva e controles férteis (Har-Toov et al., 2001),
demonstrando a necessidade da associacdo do “power” Doppler na anélise do
fluxo vascular intratesticular. Belenky et al. (2001) ao avaliarem o uso do “power”
Doppler para auxilio em punc¢éo aspirativa de testiculo com objetivo de obtencédo
de espermatozoides determinaram que 0 seu uso deveria ser estimulado, pois
garantiria melhor acuracia e seguran¢a na obtencao de espermatozéides.

Alguns autores procuraram mapear o fluxo vascular intratesticular. Eytan
et al. (2001) desenvolveram um sistema de imagem baseado na técnica de ultra-
sonografia com “power” Doppler parar predizer os locais de maior potencial para
espermatogénese. Esses autores realizaram um mapeamento testicular com a
construcdo de uma matriz tridimensional do testiculo através de sete secgdes
cruzadas, com isso foram aptos a construir um mapa espacial das regides onde
os focos de espermatogénese sdo mais provaveis de existirem. No entanto a
complexidade do processo dificulta sua reprodutibilidade.

A ultra-sonografia para avaliar a microvascularizacdo pode ser uma boa
opcdo na busca por um preditor do achado de espermatozéides em casos de
azoospermia. E um método nio invasivo e acessivel a todos centros de
infertilidade. Desta forma, poderdo ser diferenciados os pacientes quanto a
presenca de focos de espermatogénese avaliados através da ultra-sonografia

com dopplervelocimetria. A associagdo da microvascularizacdo com
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espermatogénese poderia entdo ser utilizada como um método preditivo do
achado de espermatozoéides. Para avaliar se a avaliacdo de niveis hormonais e a
ultra-sonografia com dopplervelocimetria sdo capazes de serem utilizados como
métodos preditivos do achado de espermatozéides na bidpsia testicular em

casos de azoospermia foi proposto este estudo.
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OBJETIVOS

Avaliar a microvascularizacao testicular através da ultra-sonografia com
dopplervelocimetria e niveis séricos hormonais como fatores preditivos do
achado de espermatozéides em bidpsia testicular de pacientes com

azoospermia.
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Abstract

Objective: The objective of the present study was to assess the predictive value
of hormone values, histological analysis for the finding of motile spermatozoa on
testicular biopsy in non obstructive azoospermia.

Methods: This cross-sectional study assessed serum follicle-stimulating
hormone (FSH), luteinizing hormone, prolactin and total testosterone values in 50
patients undergoing testicular biopsy prior to ICSI. P<0.05 was considered
significant.

Results: Recovery was successful in 28 cases, and motile spermatozoa were
retrieved in 7. Significant differences were detected between presence of motile
spermatozoa and absence of spermatozoa in terms of FSH values (P=0.003,
one-way ANOVA). The other variables did not present statistical differences. A
receiver operating characteristic curve showed that FSH levels below 17.00 1U/L
were predictive of motile spermatozoa recovery.

Conclusions: FSH values can serve as a predictive factor for the recovery of
motile spermatozoa using biopsy in azoospermic patients. On the other hand,
histological analysis and other hormone values were not helpful in the prediction
of motile sperm.

Key words: azoospermia / biopsy / infertility, male / mobile spermatozoa /

testicle
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Introduction

The intracytoplasmic sperm injection (ICSI) technique has been used in
the treatment of several forms of male infertility as oligozoospermia and
azoospermia (1-3). Although both motile and nonmotile spermatozoa may be
used in ICSI, fertilization and pregnancy rates are lower with nonmotile sperms
4).

Spermatozoa obtained from azoospermic patients are often nonmotile,
being associated with the worse results observed after ICSI in these cases. In
addition, the sperm recovery process is not always successful, especially in
patients with non obstructive azoospermia; failure rates may reach 50% (5-6).
When spermatozoa are not found, ovulation induction cycles are missed (7).
Apart from the high failure rates, testicular biopsy is associated with alterations in
the vascular system, bruising and infections (8). Both factors combined have
motivated the investigation of predictive factors for successful sperm recovery in
non obstructive azoospermic patients.

Some investigators have suggested that high levels of follicle-stimulating
hormone (FSH) could serve as a marker for deficient spermatogenesis (9-11).
However, other investigators were unable to identify FSH as an appropriate
predictive factor for successful spermatozoa recovery (12). Other indicators, such
as inhibin B, histological analysis results or presence of spermatids, have also
been tested, but presented contradictory results (5,6,13,14).

Despite the great number of studies assessing the predictive factors for
sperm recovery, these studies focus on sperm in general. There are few data
about the predictive value of such parameters for the specific finding of motile

spermatozoa on biopsy in azoospermic patients.
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Therefore, the objective of the present study was to assess the predictive
value of hormone dosage, histological analysis, and testicular volume for the
recovery of motile spermatozoa using biopsy in azoospermic non obstructive

patients.

Materials and methods

Design
A cross-sectional study was carried out between January 1998 and
December 2001 at the Human Reproduction Center, Hospital de Clinicas de

Porto Alegre, Brazil, with patients being treated for infertility.

Patients

Fifty patients with the diagnosis of non obstructive azoospermia were
included in the study. Written informed consent was obtained from all patients
included in the study. The protocol was approved by the Research Ethics

Committee at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil (028/98).

Hormone values

Patients were submitted to dosage of FSH, luteinizing hormone, prolactin,
and total testosterone in the first visit for diagnostic evaluation. Samples were
centrifuged at 2500 rpm for separation of plasma and frozen at -20 °C for later
analysis. FSH, luteinizing hormone, and prolactin were analyzed with
chemoluminescence kits (Immulite, Los Angeles, CA); testosterone was

assessed by means of radioimmunoassay (ICN , Germany). Inter- and intrakit
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variations were 5.45 and 13.3%, respectively, for prolactin; 2.8 and 4.2% for FSH;
2.6 and 3.8% for luteinizing hormone; and 3.3 and 4.9% for total testosterone.

The kits did not show significant cross-reaction between the hormones evaluated.

Sperm recovery

Patients were submitted to testicular biopsy prior to the ICSI cycle (10). A
small longitudinal scrotal incision was performed to expose the tunica albuginea
and to allow visualization of the vessels underneath it. Two or three incisions
were made in the tunica albuginea at different positions in each testicle, avoiding
the vessels and testicular tissue was extracted. The samples were extracted in a
random fashion and divided into quartiles. The first quartile was sent for
histological analysis. The remaining specimens were placed in a Petri dish and

immediately sent to the adjacent reproduction biology laboratory.

Specimen processing

Specimens were processed as previously described (3). Testicular tissue
was placed in a Petri dish containing 1 ml of P1 medium (Irvine Scientific, Santa
Ana, CA) and 10% synthetic serum substitute (SSS) (Test Yolk Buffer, Irvine
Scientific). The tissue was macerated, and the resulting fluid was centrifuged at
1000 x g. The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in 1
ml of medium (P1 + SSS). Samples were frozen by exposure of the pallets to
nitrogen vapor (-120 °C) for 20 minutes and transferred to liquid nitrogen for
storage. They were classified into three groups in two moments: presence of

motile sperm, presence of nonmotile sperm, and absence of sperm. The first
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moment was immediately after the biopsy and a second moment 24 hours after

incubation.

Histological analysis

Histology was performed at the pathology laboratory in our Service. The
histological findings were classified into five categories: normal spermatogenesis,
hypospermatogenesis, Sertoli cell-only syndrome, sperm maturation arrest, and
tubular sclerosis.

Hypospermatogenesis was defined as the presence of seminiferous
tubules containing few spermatids and a decreased number of spermatogonia
and primary spermatocytes. Sertoli cell-only syndrome was diagnosed when the
seminiferous tubules presented only Sertoli cells. Sperm maturation arrest was
defined in the presence of fewer than 17 spermatogonia in each tubule and a
lower number of primary spermatocytes, with absence of spermatids. Tubular
sclerosis included cases with absence of germ cells and Sertoli cells. The
pathologists responsible for making these diagnoses were blinded to patient

characteristics and spermatozoa recovery results.

Statistical analysis

The statistical analysis was carried out using the SPSS 9.0 software.
Quantitative variables were analyzed using one-way variance analysis (one-way
ANOVA) and Bonferroni’s test for comparison of differences. Receiver operating
characteristic (ROC) curves were plotted for analysis of the predictive value of
different quantitative variables. In the ROC curve, the peak of accuracy for motile

spermatozoa recovery using testicular biopsy was defined in comparison with
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nonmotile spermatozoa recovery and the absence of spermatozoa. P<0.05 was

considered significant.

Results

Our sample included 50 patients. The spermatozoa recovery was
successful in 28 (56%) cases. We are able to found motile spermatozoa in 7
patients, and nonmotile in 21 in the immediate analysis. Motile spermatozoa were
retrieved in 12 patients, and nonmotile in 16 in the analysis 24 hours after.

Table 1 shows the results of spermatozoa recovery according to the
variables studied in the moment after the biopsy. A statistically significant
difference was detected between presence of spermatozoa and absence of
spermatozoa in terms of FSH levels (P=0.003). The table 2 shows the results of
spermatozoa recovery (motile versus nonmotile sperm) according to the variables
studied 24 hours after the biopsy. We are able to found a statistically significant
difference detected between presence of motile spermatozoa and total absence
of spermatozoa in terms of FSH levels (P=0.003). The other variables — hormone
values (other than FSH), testicular volume, and histological analysis — were not
statistically different in both moments of evaluation.

Figure 1 shows the ROC curve calculated to assess the predictive value
of FSH levels for the finding of motile spermatozoa. Based on the ROC curve, the
best FSH levels to predict motile spermatozoa recovery were those below 17.00
IU/L, with a sensitivity of 81.8% and a specificity of 60.7%. In the analysis 24 after
biopsy the FSH levels were below 18.80 UI/L - sensitivity of 72.7% and a
specificity of 65.3% - to found motile spermatozoa. Table 3 shows spermatozoa

recovery according to histological findings.
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Discussion

Among the variables analyzed in the present study, only FSH showed a
significant correlation with testicular spermatogenesis — levels below 17.00 1U/L
had a high predictive value for the finding of motile spermatozoa on immediately
analysis of biopsy in azoospermic patients. In addiction, levels below 18.80 IU/L
had a high predictive value for the finding of motile spermatozoa on analysis 24
after biopsy. There was no correlation between motile spermatozoa recovery and
the histological analysis, and the other hormone values (Table I). Our data are
compatible with the affirmation that FSH is able to predict the success for finding
motile spermatozoa in non obstructive azoospermic patients.

Other investigators have already demonstrated an association between
FSH levels and degree of testicular pathology (11). In a study with 86 patients
with nonobstructive azoospermia, the group with the lowest levels of FSH was
the most likely to achieve successful spermatozoa recovery (15). This data are
similar with the observing that the rate of spermatozoa recovery obtained in their
study was inversely proportional to FSH levels (12).

In some studies spermatozoa were recovered in many patients in spite of
high FSH levels(6,11,12,15). This suggests that even patients with high FSH
levels may present some degree of spermatogenesis (15). Even though all those
studies indicate a correlation between FSH and spermatogenesis, they do not
assess the predictive value of FSH levels for the presence of motile
spermatozoa, which are the most adequate for ICSI.

With the aim of increasing the diagnostic power of FSH, authors

suggested the correlation of FSH and inhibin B for the analysis of azoospermic
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patients (14). Those authors demonstrated that the accuracy of testicular volume
and FSH was similar — approximately 70% for predicting successful in vitro
fertilization — and stated that the use of inhibin B as an indicator of
spermatogenesis should be encouraged due to its increased diagnostic accuracy
(94.1%). In our study, inhibin B levels were not included in the hormonal analysis,
since the relevance of this hormone to spermatogenesis had not been validated
when the study was started, in 1998. Nevertheless, despite the positive findings,
other authors have reported unfavorable results with inhibin B(14). Inhibin B has
been demonstrated as a better tool for discriminating spermatogenesis than FSH,
but that is was not an accurate predictive factor for successful spermatozoa
recovery (13).

A great number of azoospermic patients present only nonmotile
spermatozoa; this was confirmed by our results (7 motile versus 21 nonmotile in
immediate analysis and 12 versus 16 in 24 hours analysis). Nonmotile
spermatozoa have been associated with lower rates of fertilization and pregnancy
after ICSI when compared to motile spermatozoa, although authors had found no
significant difference in the number of embryos and in the insemination potential
(16).

In addition, when nonmotile spermatozoa are to be used in ICSI, the
assessment of sperm vitality becomes more difficult, since parameters other than
motility need to be analyzed. Despite the development of hyposmotic tests that
are not toxic for spermatozoa, and of other tests such as the tail-to-head ratio, all
procedures involve sperm handling and are therefore associated with potential
lesions to the plasmatic membrane and decreased ability to fertilize(17). Thus,

the finding of motile spermatozoa in the testicular tissue of azoospermic patients
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is extremely important for the success of ICSI. The great part of the studies do
not evaluate the research of motile spermatozoa because independently of the
kind of spermatozoas found these will be used in ICSI. However the information
of predictive factors is important for the orientation of patients with non
obstructive azoospermia that will be submitted to a testicular biopsy before the
procedure realization.

The other hormone dosages (LH, prolactin and testosterone) were not
helpful in the prediction of motile sperm. These data are compatible with the
knowledge about the physiology of these hormones. These are used to diagnosis
other pathologies that can modify the infertility treatment and not represent the
testicular spermatogenesis.

We did not find the differences between histological findings and results
concerning spermatozoa recovery. Histological data are not adequate to predict
spermatozoa recovery because they are only valid in patients who have
previously undergone a testicular surgical procedure, and since the absence of
sperm in a preliminary biopsy procedure does not necessarily mean that future
biopsies will not be successful to obtain sperm (12).

In conclusion, FSH levels can serve as a predictor for motile sperm
recovery using biopsy in azoospermic patients. In our population, FSH levels
below 16.05 IU/L were significantly associated with the finding of motile
spermatozoa. On the other hand, histological analysis, testicular volume, and
other hormone dosages were not helpful in the prediction of motile sperm. We
suggest that further studies be carried out to assess the contribution of the
dosage of inhibin B or antimullerian hormone on the predictive value of FSH for

the finding of motile spermatozoa in azoospermia.
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Table 1. Correlation between sperm characteristics and the variables studied

immediately after biopsy.

Motile Nonmotile
Absent
spermatozoa spermatozoa P
(n=22)
(n=7) (n=21)
FSH (IU/L) 14,60 2 (+5,97) 18,662 (+6,98) 25,712 (+9,628) 0,003 b.

Luteinizing hormone 8,15 (+4,84) 10,94 (+6,24) 14,82 (+10,20) 0,115 "

(1IU/L)
Prolactin (ng/ml) 6,34 (+1,74) 8,39 (£3,04) 7,93 (+3,09) 0,324 "
Testosterone (ng/ml) 3,08 (+0,16) 3,92(+0,56) 4,33 (+1,02) 0,140 "

FSH: follicle-stimulating hormone
2 Significant

® One-way ANOVA
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Table 2. Correlation between sperm characteristics and the variables studied 24

hours after biopsy.

Motile Nonmotile
Absent
spermatozoa spermatozoa P
(n=21)
(n=12) (n=16)
FSH (IU/L) 13,77 (+4,64) 20,55 (+6,93) 25,71°(+9,628) 0,0001”
Luteinizing hormone 8,36 (+4,54) 11,65 (+6,62) 14,82 (+10,20) 0,089 >
(IU/L)
Prolactin (ng/ml) 7,12 (+2,35) 8,45 (£3,57) 7,93 (+3,09) 0,545 *
Testosterone (ng/ml) 3,83 (+0,40) 3,94(+0,56) 4,33 (+1,02) 0,140 "

FSH: follicle-stimulating hormone
2 Significant

® One-way ANOVA



Table 3. Histological diagnoses according to sperm recovery findings

52

Motile Nonmotile
Absent
spermatozoa spermatozoa
(n=22)
(n=7) (n=21)
Normal spermatogenesis 1(2%) 5(10%) 0
Sertoli cell-only syndrome  2(4%) 4(8%) 8(16%)
Maturation arrest 0 1(2%) 4(8%)
Hypospermatogenesis 4(8%) 8(16%) 1(2%)
Tubular sclerosis 0 3(6%) 9(18%)
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Figure legend:

Figure 1. ROC curve showing FSH levels in terms of presence of motile sperm in

the specimen.
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Resumo

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi de avaliar o valor preditivo dos niveis
hormonais e analise histolégica na recuperacdo de espermatozéides méveis na
biépsia testicular em azoospermia nao obstrutiva.

Métodos: Este estudo transversal avaliou os niveis do hormonio foliculo
estimulante (FSH), horménio luteinizante, prolactina e testosterona total em 50
pacientes submetidos a bidpsia testicular previamente a ICSI. Foi considerado
significante um P<0.05.

Resultados: A obtencdo foi conseguida em 28 casos, e espermatozoides
moveis foram obtidos em 7. Diferencas significativas foram detectadas entre a
presenca de espermatozéides mdveis e auséncia de espermatozoéides quanto
aos niveis de FSH (P=0.003, ANOVA one-way). As outras variaveis nao
demonstraram diferengas significativas. A curva ROC mostrou que niveis de
FSH abaixo de 17.00 IU/L eram preditores do achado de espermatozéides
moveis.

Conclusfes: Os valores de FSH podem servir como um fator preditivo para o
achado de espermatozoides modveis na bidpsia testicular de pacientes
azoospérmicos. Por outro lado, a andlise histoldgica e as outras dosagens
hormonais ndo foram Uteis em predizer a recuperacdo de espermatozéides.
Palavras-chave: azoospermia / biépsia / infertilidade masculina /

espermatozéides maveis / testiculo
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Introducéo

A técnica da injecao intracitoplasmatica de espermatozoéides (ICSI) tem
sido utilizada no tratamento de varias formas de infertilidade masculina como
oligozoospermia e azoospermia (1-3). Ainda que espermatozoides moveis e
imoveis possam ser utilizados na ICSI, as taxas de fertilizacdo e gestacdo séo
menores com espermatozoides imoveis (4).

Espermatozdides obtidos de pacientes azoospérmicos  sao
freqlentemente imdéveis, sendo associados com piores resultados na ICSI. O
processo de obtencdo de espermatozdides nem sempre apresenta sucesso,
especialmente em pacientes com azoospermia nao obstrutivas; onde as taxas de
falha podem chegar a 50% (5-6). Quando os espermatozoides ndo podem ser
obtidos, a inducdo da ovulacdo é perdida (7). Além das altas taxas de falha na
obtencdo de espermatozoéides, a hidpsia testicular é associada com alteracdes
na vascularizacdo, desenvolvimento de hematomas e infec¢cdo (8). Devido a
esses fatos, a busca de fatores preditivos do achado de espermatozoides em
casos de azoospermia € uma necessidade.

Alguns pesquisadores recomendavam que altos niveis de horménio
foliculo estimulante (FSH) fosse utilizado como marcador de espermatogénese
inadequada (9-11). No entanto, outros autores ndo conseguiram identificar o
FSH como um fator preditivo adequado do achado de espermatozéides (12).
Outros marcadores, como inibina-B, analise histolégica ou presenca de
espermatides na amostra, também tém sido testados, mas apresentam
resultados contraditorios (5,6,13,14).

Apesar do grande numero de estudos avaliando fatores preditivos para

recuperacao de espermatozdides, esses estudos avaliam espermatozéides em
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geral. H4 poucos dados sobre o valor preditivos desses achados para o achado
especifico de espermatozéides moéveis na bidpsia testicular de pacientes
azoospérmicos.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o valor preditivo da
dosagem hormonal, andlise histoldgica, e volume testicular para a recuperacao
de espermatozoides moveis em casos de azoospermia ndo obstrutiva em

pacientes submetidos a bidpsia testicular.

Material e métodos

Delineamento
Foi realizado um estudo transversal no Setor de Reproducdo Humana do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo entre janeiro de 1998 e

dezembro de 2001, em pacientes sendo tratados por infertilidade.

Pacientes

Foram estudados 50 pacientes com diagnéstico de azoospermia néo
obstrutiva. Todos os pacientes foram informados do estudo e foi obtido
consentimento escrito para participagdo no mesmo. O estudo foi aprovado pela
comissdo de Etica do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (n © 028/98).

Dosagens hormonais
Os pacientes foram submetidos a dosagens hormonais de FSH, LH,

prolactina e testosterona total na primeira de consulta. As amostras foram
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centrifugadas a velocidade de 2500 rpm para separacdo do plasma e
congeladas a —20 °C para posterior analise. As dosagens de FSH, LH e
prolactina foram analisadas utilizando quimioluminescéncia com kits comerciais
(Immulite Ltda®, USA) e as dosagens de testosterona total utilizando
radioimunoensaio com o kit comercial (INC®, Germany). As variages inter e
intrakits foram 5,45 e 13,3% para prolactina, 2,8 e 4,2% para FSH, 2,6 e 3,8%
para LH e 3,3 e 4,9% para testosterona total. Os kits ndo demonstraram reacdo

cruzada significante entre os hormdnios avaliados.

Obtencao de espermatozdides

Os pacientes foram submetidos a bidpsia testicular previamente ao ciclo
de ICSI sob anestesia local com lidocaina 0,5% (10). Uma pequena incisdo
longitudinal escrotal foi realizada com exposicdo da tunica albuginea e
visualizagdo dos vasos subtunicos. Duas ou trés incisdes foram realizadas na
tunica albuginea em diferentes posi¢des de cada testiculo, evitando-se 0s vasos.
Com seccéo tecidual e compresséo testicular foi realizada extracdo do tecido
testicular. As amostras foram divididas em quartis sendo o primeiro quarto
colocado em solucdo de Bouin e enviado para analise histologica e restante
colocado em uma placa de Petri e enviado imediatamente para o laboratério de

biologia da reproducéo situado na sala ao lado.

Processamento da amostra
As amostras foram processadas de forma similar aquela descrita por
Silber et al. (1996). O tecido testicular foi colocado em uma placa de Petri

contendo um mililitro de meio P1 (Irvine®), acrescido de 10% de SSS (Syntetic
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Substitute Serum, Irvine®) e macerado com o auxilio de duas laminas de bisturi.
O fluido foi centrifugado a 1000 g. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet”
ressuspendido em 1 ml de meio (P1 + SSS). O mesmo volume de meio de
congelacdo (Test Yolk Buffer, Irvine®) foi adicionado e o volume final
acondicionado em palhetas de 0,5 ml. A congelacdo foi realizada expondo as
palhetas ao vapor de nitrogénio (-120°C) por 20 minutos e transferindo-as para o
nitrogénio liquido, onde ficaram armazenadas.

As amostras foram classificadas quanto ao achado de espermatozoides
em trés grupos: presenca de espermatozOoides moveis, presenca de
espermatozéides iméveis na amostra e auséncia de espermatozéides na
amostra. Foram realizadas em dois momentos uma primeira analise imediata e

uma segunda vinte e quatro horas apds incubacao.

Andlise histologica

A histologia foi realizada no laboratério de patologia do nosso servigo. A
histologia foi classificada em cinco categorias: espermatogénese normal,
hipoespermatogénese, sindrome de células de Sertoli, parada de maturagdo
espermatica e esclerose tubular. Foram considerados casos de
hipoespermatogénese a presenca de tubulos seminiferos contendo poucas
espermatides e diminuicdo no numero de espermatogbnias e espermatdocitos
primarios. O diagnéstico de sindrome células de Sertoli foi dado quando os
tubulos seminiferos apresentavam apenas células de Sertoli. O diagndstico de
parada de maturacao foi dado quando havia menos do que 17 espermatogbnias
por tubulo e menor nimero de espermatdcitos primarios com espermatides

ausentes. O diagnéstico de esclerose tubular compreendeu os casos com



60

auséncia de células germinativas e de células de Sertoli. Os patologistas nao
possuiam qualquer informagdo quanto as caracteristicas do caso ou quanto ao
resultado do achado de espermatozoides no laboratério de biologia da

reproducéo.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS 9.0. As
variaveis quantitativas foram analisadas utilizando analise de variancia com um
critério de classificacdo (ANOVA one-way) e o teste de Bonferroni utilizado para
discriminar as diferencas. As variaveis categoricas foram avaliadas utilizando
teste y° e/ou teste exato de Fisher. Foram construidas curvas ROC para anélise
dos diferentes valores preditivos das variaveis quantitativas. Na curva ROC foi
determinado o0 ponto com maior acuracia para o achado de espermatozéides
méveis quando comparado com a auséncia de espermatozéides na biopsia

testicular. Foram considerados significativos P< 0,05.

Resultados

A amostra de pacientes consistiu de 50 pacientes. Os espermatozoides
foram obtidos com sucesso em 28 (56%) pacientes, sendo obtidos
espermatozéides moéveis em 7 casos e imoveis em 21 casos na analise imediata.
Na analise 24 horas ap0ls incubacdo, foram evidenciados 12 casos com
espermatozéides moveis e 16 com espermatozoides imoveis.

A tabela 1 mostra os resultados de achado de espermatozéides na
analise imediata das variaveis pesquisadas. Foi encontrada uma diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos com presenca de espermatozéides
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e auséncia de espermatozoides quanto aos valores de FSH (P= 0,003). A tabela
2 demonstra os resultados do achado de espermatozoéides na andlise 24 horas
ap6s a obtencdo de espermatozoéides. Foi encontrada uma diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de FSH quanto ao achado de
espermatozéides moveis e a auséncia de espermatozoides (P=0.003). As
demais variaveis ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas.

A predicdo segundo os valores de FSH do achado de espermatozoides
moéveis na analise imediata foi calculada segundo uma curva ROC demonstrada
na Figura 1. Segundo a avaliagdo da curva ROC o melhor valor de FSH como
fator preditivo do achado de espermatozéides méveis para analise imediata
foram valores abaixo de 17,00 UI/L - sensibilidade de 81,8 % e especificidade de
60,7 %. Na analise em 24 horas o ponto de corte encontrado foi um valor de
FSH de 18,80 UI/L - sensibilidade de 72,7 % e especificidade de 65,3%. A

tabela 3 descreve o achado de espermatozdides segundo o tipo histoldgico.

Discusséo

Entre as varidveis analisadas no presente estudo, apenas o FSH
demonstrou uma correlagdo significante com a espermatogénese testicular —
niveis abaixo de 17.00 IU/L tiveram um alto valor preditivo para o achado de
espermatozéides mobveis na analise imediata da biopsia de pacientes
azoospeérmicos. E niveis abaixo de 18.80 IU/L tiveram um alto valor preditivo
para o achado de espermatozéides moveis na analise 24 horas apés a bidpsia.
N&o houve correlacdo entre a recuperacdo de espermatozéides moveis e a

analise histolégica e os outros horménios analisados (Tabela I). Nossos dados
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estdo em concordancia com a afirmagdo que o FSH é capaz de predizer o
achado de espermatozoéides méveis em azoospermia ndo obstrutiva.

Outros pesquisadores tém demonstrado a associacdo entre niveis de
FSH e o nivel de patologia testicular (11). Em um estudo com 86 pacientes com
azoospermia ndo obstrutiva, o grupo com menores niveis de FSH apresentou
maior probabilidade de recuperacéo de espermatozdides (15). Estes dados séo
similares com a observacdo que a taxa de obtencdo de espermatozoéide foi
inversamente proporcional aos niveis de FSH (12).

Em alguns estudos, espermatozéides foram recuperados em muitos
pacientes apesar dos seus altos niveis de FSH (6,11,12,15). Isto sugere que
pacientes com altos niveis de FSH, ainda assim, podem apresentar algum grau
de espermatogénese (15). Ainda que esses estudos indiguem uma correlacdo
entre niveis de FSH e espermatogénese, eles nao avaliam o valor preditivo do
FSH para a presenca de espermatozdides moveis, que sdo mais adequados
para a ICSI.

Com o objetivo de aumentar o poder diagnéstico do FSH, alguns autores
sugerem a correlagdo do FSH e inibina para a avaliacdo de pacientes
azoospeérmicos (14). Demonstraram que a acuracia do volume testicular e FSH
foi similar — aproximadamente de 70% para o sucesso do achado de
espermatozéides para fertilizacéo in vitro — e colocaram que o uso da inibina B
como um indicador de espermatogénese deveria ser encorajado, pois
aumentava a acuracia diagnéstica (94.1%). Em nosso estudo, 0s niveis de
inibina B ndo foram incluidos na andlise hormonal, pois os valores dessa
dosagem néo estavam validados no inicio do estudo em 1998. Porém, apesar

dos achados positivos, outros autores tém relatado resultados desfavoraveis da
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inibina B (14). A inibina B tem sido apresentada como uma melhor ferramenta
para determinacgdo da espermatogénese, porém nao tém conseguido demonstrar
ser um fator preditivo acurado para a recuperacdo de espermatozéides
testiculares (13).

Um grande numero de pacientes azoospérmicos apresenta apenas
espermatozoides imoéveis; este fato foi confirmado por nossos achados (7 moveis
contra versus 21 iméveis na analise imediata e 12 versus 16 na andlise em 24
horas). Espermatozéides iméveis tem sido associados com menores taxas de
fertilizacdo e gestacdo na ICSI quando comparado com uso de espermatozoéides
moveis, ainda que alguns autores ndo tenham encontrado diferenca no nimero
de embrides e no potencial de inseminacéo (16).

Além disso, quando espermatozdides imdveis sdo usados na ICSI, a
avaliacdo da vitalidade espermatica é prejudicada, pois outros parametros que
ndo a motilidade devem ser analisados. Apesar do desenvolvimento de testes
hiposméticos que ndo sdo téxicos ao espermatozéide, e de outros como o
comprimento cabeca-cauda, todos envolvem manipulacdo do espermatozéide
que estd associada a lesdes na membrana plasmatica e diminuicdo na
capacidade fertilizante (17). Assim, o achado de espermatozéides moveis no
tecido testicular de pacientes azoospérmicos é extremamente importante para o
sucesso da ICSI. A maior parte dos estudos ndo avalia a pesquisa por
espermatozéides moveis, porque independente do tipo de espermatozoéide
encontrado, este sera utilizado na ICSI. No entanto, a informacédo de fatores
preditivos é importante para a orientacdo dos pacientes com azoospermia nao

obstrutiva previamente a realizacdo da biopsia testicular.
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As outras dosagens hormonais (LH, prolactina e testosterona total) ndo
foram UGteis na predicdo de espermatozoides moveis. Estes dados séo
compativeis com o conhecimento da fisiologia destes horménios. Séo utilizados
no diagnostico de outras patologias que podem modificar o tratamento da
infertilidade e ndo conseguem avaliar a espermatogénese testicular.

NO6s ndo encontramos diferencas significativas entre os achado
histologicos e os resultados de recuperacdo de espermatozoides. Varidveis
histolégicas ndo sdo adequadas para predizer a obtencdo de espermatozdides,
pois sdo validas apenas para pacientes que ja tenham sido submetidos a um
procedimento prévio, e a auséncia de espermatozéides em uma bidpsia prévia
ndo determina que a proxima biépsia ndo terd sucesso em obté-los (12).

Sendo assim, os niveis de FSH podem servir como um fator preditivo do
achado de espermatozbéides moéveis na bidpsia testicular de pacientes
azoospérmicos. Em nossa populacdo, os niveis de FSH abaixo de 17.00 IU/L
foram associados ao achado de espermatozéides moveis. Por outro lado, a
andlise histoldgica, volume testicular e outras dosagens hormonais nao foram
Uteis na predicdo de espermatozoides moveis. NOs sugerimos que outros
estudos sejam realizados para avaliar a contribuicdo de outros marcadores como
a Inibina B, fator antimulleriano para o valor preditivo do FSH para o achado de

espermatozéides moéveis em azoospermia.
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Tabela 1. Correlagdo entre as caracteristicas espermaticas e as variaveis

estudadas imediatamente apds a biopsia.

Espermatozoides Espermatozoéides

Ausentes
moveis imoveis P
(n=22)
(n=7) (n=21)
FSH (IU/L) 14,602 (+5,97) 18,66 2 (+6,98) 25,712 (+9,628) 0,003 "
Hormbnio luteinizante 8,15 (+4,84) 10,94 (+6,24) 14,82 (+10,20) 0,115 "
(IU/L)
Prolactina (ng/ml) 6,34 (+1,74) 8,39 (£3,04) 7,93 (+3,09) 0,324 "
Testosterona (ng/ml) 3,08 (+0,16) 3,92(+0,56) 4,33 (+1,02) 0,140 *

FSH: Hormonio foliculo estimulante
% Significante

® ANOVA One-way
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Tabela 2. Correlagdo entre as caracteristicas espermaticas e as variaveis

estudadas imediatamente 24 horas apds a hidpsia.

Espermatozdides Espermatozéides

Ausentes
moveis imoéveis P
(n=21)
(n=12) (n=16)
FSH (IU/L) 13,77 (+4,64) 20,55 (+6,93) 25,71'(+9,628) 0,0001"
Horménio 8,36 (+4,54) 11,65 (+6,62) 14,82 (+10,20) 0,089 >
luteinizante (1U/L)
Prolactina (ng/ml) 7,12 (+2,35) 8,45 (+3,57) 7,93 (£3,09)  0,545"
Testosterona 3,83 (+0,40) 3,94(+0,56) 4,33 (+1,02) 0,140"

(ng/ml)

FSH: Hormonio foliculo estimulante
% Significante

® ANOVA One-way
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Tabela 3. Diagndsticos histologicos em relacéo a recuperagéo de

espermatozoides.

Espermatozdides Espermatozoides  Auséncia de

moveis (n=7) imoéveis (n=21) espermatozoides
(n=22)
Espermatogénese 1 (2%) 5 (10%) 0
Sindrome de células de 2 (4%) 4 (8%) 8 (16%)
Sertoli
Parada de maturagéo 0 1 (2%) 4 (8%)
Hipoespermatogénese 4 (8%) 8 (16%) 1 (2%)

Esclerose tubular 0 3 (6%) 9 (18%)
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Figura 1. Curva ROC mostrando os niveis de FSH em relacdo a presenga de

espermatozoéides méveis na amostra.
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Capsule
Power Doppler ultrasonography can be used to predict sperm recovery in

azoospermic patients
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Abstract

Purpose: To evaluate power Doppler ultrasonography to predict sperm recovery
in azoospermic patients.

Methods: Colour Doppler and power Doppler ultrasonography of testis were
performed in 38 patients before testicular sperm extraction. Analysis of blood flow
included the pulsatility and resistance index of intratesticular vessels and
testicular artery, and power Doppler of testis. The results of power Doppler of
testis were classified into 3 categories: 0, no vessels found; 1, one to three
vessels; 2, more than three vessels found.

Results: Power Doppler of both testis showed a significant difference between
obstructive azoospermia and non-obstructive azoospermia (Fisher's exact test -
P=0.02), and between the groups with and without sperm recovery (Fisher’s
exact test — P=0.001). Doppler indices of intratesticular vessels and testicular
artery were similar between the groups.

Conclusions: Testicular Power Doppler assessment showed that patients with
obstructive azoospermia have better blood flow than patients with non-obstructive
azoospermia, and power Doppler is able to predict sperm recovery in

azoospermic patients.

Key words: azoospermia/ colour Doppler/ testicular sperm extraction /

ultrasonography



75

Introduction

Azoospermia is an important diagnosis at infertility centers. It is classically
divided into obstructive and non-obstructive azoospermia. Patients with non-
obstructive azoospermia have primary testicular failure. The testicular structure in
non-obstructive azoospermia is severely altered and some authors have
demonstrated that testicular blood flow is also strongly modified showing
decreased or absent intratesticular arterial flow. On the other hand, patients with
obstructive azoospermia usually have normal spermatogenesis and normal
testicular structure and blood flow. (1,2)

Azoospermic patients are treated with intracytoplasmic sperm injection
(ICSI) associated to testicular sperm extraction. (3) Several times patients with
azoospermia are submitted to multiple procedures for sperm retrieval. The sperm
recovery rate is different between obstructive and non-obstructive azoospermia.
Several clinical, seminal, hormonal, and sonography parameters are unable to
predict an accurate diagnosis of testicular recovery prior to testicular biopsy. (4)
©)

Power Doppler ultrasonography has arrived as a new evaluation method
for microvasculature, and, consequently, for testicular blood flow. (5,6) Authors
have tried to associate spermatogenesis with Doppler evaluation of intratesticular
vascularization. (7,8) Others associated testicular blood flow assessed by power
Doppler with testicular sperm retrieval. (1) Associating testicular
microvascularization with spermatogenesis focus could help to diagnosis the
clinical presentation of azoospermic patients before testicular biopsy. This

investigation has been conducted to evaluate whether power Doppler
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ultrasonography is a suitable tool to predict sperm recovery in azoospermic

patients.

Materials and methods

Design
A cross-sectional study was conducted at the Human Reproduction
Center, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, between January 2002 and

December 2003.

Patients

Thirty-eight azoospermic patients were included in the study. Sixteen of
these patients were obstructive and 22 of them were non obstructive. Written
informed consent was obtained from all patients included in the study. The
protocol was approved by the Research Ethics Committee at Hospital de Clinicas

de Porto Alegre, Brazil (271/2002).

Ultrasonography

The patients were submitted to color Doppler ultrasonography and power
Doppler ultrasonography one week before testicular biopsy. The ultrasonography
was performed using a 7.5 MHz multifrequencies probe (SONOACE 9900 —
MEDISON KOREA). A 50 Hz filter was used, the maximum ultrasonographic
energy was <80 mW/cm?. All patients were studied between 08:00 and 11:00 am
and they rested for at least 15 min before the ultrasonography. All the exams

were done by the same researcher (CABS) and reevaluated by another
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researcher (PF). We have calculated a k between the researcher (P 0.901).
Analysis of blood flow included the pulsatility index (PI) and resistance index (RI)
of intratesticular vessels (ITV) and testicular artery (TA), and power Doppler of
testis. The results of power Doppler of testis were classified into 3 categories
(0,1,2) — category 0, no vessels found; category 1, between one and three

vessels; category 2, more than three vessels found (1).

Hormonal analysis

Patients were submitted to laboratory exams to assess levels of FSH,
luteinizing hormone, prolactin, and total testosterone in the first visit for diagnostic
evaluation, as previously decribed (9). Samples were centrifuged at 2500 rpm for
separation of plasma and frozen at -20 °C for later analysis. FSH, luteinizing
hormone, and prolactin were analyzed with chemoluminescence kits (Immulite,
Los Angeles, CA); testosterone level was assessed by means of
radioimmunoassay (ICN , Germany). Inter- and intrakit variations were 5.45 and
13.3%, respectively, for prolactin; 2.8 and 4.2% for FSH; 2.6 and 3.8% for
luteinizing hormone; and 3.3 and 4.9% for total testosterone. The kits did not

show significant cross-reaction between the hormones evaluated.

Testicular biopsy

Patients were submitted to testicular biopsy prior to the ICSI cycle, and
one week after ultrasonography. A small longitudinal scrotal incision was
performed to expose the tunica albuginea and to allow visualization of the

vessels underneath it. Two or three incisions were made in the tunica albuginea
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at different positions in each testicle, avoiding injury to the vessels and extrating
testicular tissue. The samples were extracted in a random fashion and divided
into quartiles. The first quartile was sent to histological analysis. The remaining
specimens were placed in a Petri dish and immediately sent to the adjacent

reproduction biology laboratory.

Specimen processing

Specimens were processed as previously described. Testicular tissue was
placed in a Petri dish containing 1 ml of P1 medium (Irvine Scientific, Santa Ana,
CA) and 10% synthetic serum substitute (SSS) (Test Yolk Buffer, Irvine
Scientific). The tissue was macerated, and the resulting fluid was centrifuged at
1000 x g. The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in 1
ml of medium (P1 + SSS). Samples were frozen by exposure of the pallets to
nitrogen vapor (-120 °C) for 20 minutes and transferred to liquid nitrogen for

storage. Two categories were then defined: presence or sperm.

Histological analysis

Histological analysis was performed at the pathology laboratory in our
Service. The histological findings were divided into five categories: 1) normal
spermatogenesis, 2) hypospermatogenesis, 3) Sertoli cell-only syndrome, 4)
sperm maturation arrest, and 5) tubular sclerosis (5).

Hypospermatogenesis was defined as the presence of seminiferous
tubules containing few spermatids and a decreased number of spermatogonia
and primary spermatocytes. Sertoli cell-only syndrome was diagnosed when the

seminiferous tubules presented only Sertoli cells. Sperm maturation arrest was
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defined in the presence of fewer than 17 spermatogonia in each tubule and a
lower number of primary spermatocytes, with absence of spermatids. Tubular
sclerosis included cases with absence of germ cells and Sertoli cells. The
pathologists responsible for making these diagnoses were blinded to patient

characteristics and spermatozoa recovery results.

Statistical analysis

The statistical analysis was carried out using the SPSS 12.0 software.
Quantitative variables were compared using Student’s t test and Mann-Whitney
test. Fisher's exact test was used to compare categorical data. P<0.05 was

considered statistically significant.

Results

Our sample included 16 cases of obstructive azoospermia and 22 of non-
obstructive. Table | shows the characteristics of the sample. We were able to find
spermatogenesis focus in 16 (100%) patients with obstructive azoospermia, and
8 (64%) patients with non-obstructive azoospermia. Serum FSH levels were
significantly different between groups of patients with positive and negative
sperm recovery (P=0.034 — Mann Whitney test).

The Doppler indices (Pl and RI) of ITV and TA were similar between the
right and left testis, and there were no significant differences between the groups
with and without sperm recovery (Table Il). The power Doppler of both testis
showed a significant difference between obstructive azoospermia and non

obstructive azoospermia (Fisher’'s exact test — P=0.02), and between the groups
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with and without sperm recovery (Fisher’s exact test — P=0.001) (Figure 1). Table
Il shows the spermatozoa recovery according to histological findings.

Analyzing sperm recovery in non-obstructive azoospermic patients, we
found a difference in power Doppler indices between the groups with and without
spermatozoa in testicular biopsy (Fisher's exact test — P=0.006) (Figure 2), and
we calculated the Spearman indice and found a correlation of 62%. Sensitivity
power Doppler to success in sperm recovery was of 100 % and specificity was of

35%.

Discussion

Our data show that testicular microvascularization evaluated by Power
Doppler ultrasonography is able to differentiate obstructive and non-obstructive
azoospermia. Indeed, we were able to demonstrate that power Doppler is able to
predict sperm recovery in testicular biopsy. Thus, Power Doppler technology can
be used as a valuable tool in the evaluation of azoospermic patients.

These patients are usually treated with ICSI and methods to obtain sperm;
these methods are aggressive and several tools to predict sperm recovery have
been studied (3,4). An appropriate differentiation between obstructive and non-
obstructive azoospermia is important, therefore, because the adequate diagnosis
will improve medical prognosis and orientation to patients (2).

Patients with obstructive azoospermia have the testicular parenquima
architecture and function preserved. These patients are able to produce
spermatozoa and only face problems with sperm transport. Obstructive
azoospermia is compatible with a normal testicular microvascularization (6,9).

However, patients with non-obstructive azoospermia have an altered testicular
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structure, so the testicular microvascularization is strongly modified. These
characteristics have been confirmed by our study and showed by others (6). The
study of testicular vascularization tries to associate better blood flow with
testicular function (1,10). We demonstrated that patients with better
microvascularization have a higher probability of having spermatogenesis.
Testicular regions with uniform and normal microvascularization are supposed to
have an association with testicular function and spermatogenesis focus (11,12).

We did not find alterations in the testicular blood flow evaluated using
only colour Doppler. In the evaluation of systems with low blood flow as the testis,
the microvascularity evaluation can usually only be done with the association of
PD and colour Doppler (13). Colour Doppler alone is not able to evaluate
testicular blood flow (6,11,12,14).

Others authors have demonstrated that color Doppler flow measurements
of intratesticular transmediastinal arteries are able to differentiate obstructive and
non-obstructive azoospermic patients (5). Patients with non-obstructive
azoospermia had higher resistances. In our series, we did not find this difference.
Our findings are in consonance with those of authors that concluded that there is
a difference between the two groups’ parenchyma, but this difference cannot be
demonstrated using color Doppler isolatedly. Still other authors using a complex
study system of testicular vascularization, also demonstrated that testicular areas
with better vascularization have more potential of spermatogenesis. However,
this system is complex and hard to implement and we believe a diagnostic tool
must be accessible, simplex and fast (8).

The search for predictive factors to sperm recovery in azoospermia has

improved in the last two decades. Several researchers had tried to define a
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simplex marker. Initially, the studies had started with FSH. The FSH’ findings
were positive, but not definitive, because a great number of false positives and
negative cases (5,9). Then, Inhibin B has appeared as a potential predictive
factor to sperm recovery. The initial data had showed Inhibin B as an exam able
to demonstrated testicular function and testicular spermatogenesis focus. Some
data were compatible with sperm predictive factors, however others authors had
showed that in some patients with altered Inhibin B levels they were able to found
spermatozoa. These controversial results probably demonstrate the studies
heterogeneous (11).

Patients with non-obstructive azoospermia are the group that would have
more benefit on the development of a predictive factor to sperm recovery. We
have found a significant difference in the power Doppler indices in the prediction
of sperm in testicular biopsy. Our data are similar to the other authors (1,6,7).
Patients with non-obstructive azoospermia have an altered testicular
microvascularization. We have shown that the patients with great alterations in
testicular blood flow don’t have spermatozoa in testicular biopsy. The power
Doppler showed a great ability as a marker to patients that would not be
candidate to testicular sperm recovery procedure.

Patients with obstructive azoospermia have a high probability of success
in sperm recovery. These patients always should be orientated to testicular
biopsy or needle aspiration. On other hand, patients with non-obstructive
azoospermia are the group that the Power Doppler will be more advantageous.
The exam will help to predict testicular function and sperm recovery. In
conclusion, testicular Power Doppler assessment showed that patients with

obstructive azoospermia have better blood flow than patients with non-obstructive
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azoospermia and, thus that exam can make diagnosis distinguishing one group
from other. Besides, power Doppler ultrasonography is able to predict sperm
recovery in testicular biopsy. Power Doppler effect demonstrated that patients
with non-obstructive azoospermia have worse microvascularization than the ones

with obstructive azoospermia.
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Table 1. Distribution of characters of the obstructive and non-obstructive

azoospermic patients (mean+SD)

Obstructive Non obstructive pP*
(n=16) (n=22)
Age 35.27 £ 6.42 34.39 +4.51 0,661
FSH 5.11+1.57 15.3+5.13 0,001
LH 3.54+131 4,60+ 1.77 0,102
Testosterone 4.44 £1.60 4.26 £1.87 0,181
Prolactin 7.01+4.44 8.51+4.79 0,802

*Student’s t test
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Table II. Distribution of ITV intratesticular vessels and testicular arteries indices

between patients with and without spermatozoa in testicular biopsy (median, CI)

Testicular index Presence spermatozoa Absent P
n=24 n=14

Pulsatility index ITV 0.91 (0.82 - 1.15) 1.15(0.92-1.68) 0.11

Resistance index [TV 0.60 (0.54 - 0.68)  0.66 (0.59-0.73) 0.19

Pulsatility index TA 1.61 (1.41 - 2.03) 1.64 (1.38-2,12) 0.47

Resistance index TA 0.81(0.69-0.86) 0.86 (0.71—1.06) 0.38

(Mann Whitney test)
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Table Ill. Histological diagnoses according to sperm recovery findings

Presence spermatozoa Absent
n=24 n=14
Spermatogenesis 5 (13,2%) 0
Maturation arrest 4 (10,5%) 8 (21,1%)
Hypospermatogenesis 12 (31,5%) 0
Sertoli cell-only syndrome 3 (7,9%) 3 (7,9%)
Tubular sclerosis 0 3 (7,9%)
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Figure 1. Distribution of power Doppler indices according to sperm recovery

findings
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Figure 2. Distribution of power Doppler indices in relation to sperm recovery in

non-obstructive azoospermic patients.
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Céapsula
A ultra-sonografia com “power” Doppler pode ser utilizada para predizer a

recuperacao de espermatozoéides em pacientes azoospérmicos.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a ultra-sonografia com “power” Doppler na predicdo do achado
de espermatozdides em pacientes azoospérmicos.

Métodos: Foram realizadas ultra-sonografia com Doppler colorido e “power”
Doppler dos testiculos de 38 pacientes azoospérmicos antes da biopsia de
testiculo. A analise do fluxo sanglineo incluiu afericdo dos indices de
pulsatilidade e resisténcia dos vasos intratesticulares, e “power” Doppler dos
testiculos. Os resultados do “power” Doppler dos testiculos foram classificados
em 3 categorias: 0, sem vasos encontrados; 1, um a trés vasos; 2, mais do que
trés vasos encontrados.

Resultados: O “power” Doppler dos testiculos mostrou uma diferenca
significativa entre os pacientes com azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva
(Teste exato de Fisher — P=0,02), e entre 0s grupos com presenca e auséncia de
espermatozéides na bidpsia testicular (Teste exato de Fisher — P=0,001). Os
indices de Doppler dos vasos intratesticulares e artérias testiculares foram
similares entre 0s grupos.

Conclusbes: A avaliacdo testicular com “power” Doppler demonstrou que
pacientes com azoospermia obstrutiva possuem melhor vascularizacdo que
pacientes com azoospermia nao obstrutiva, e que o “power” Doppler é capaz de

predizer a recuperacao de espermatozéides em pacientes azoospérmicos.

Palavras chave: azoospermia/ bidpsia testicular/ Doppler colorido/ ultra-

sonografia
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Introducéo

A azoospermia é um importante diagnéstico em centros de infertilidade. E
classicamente dividida em azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva. Pacientes
com azoospermia ndo obstrutiva possuem faléncia testicular primaria. A
estrutura testicular na azoospermia ndo obstrutiva € gravemente alterada e
alguns autores tém demonstrado que a vascularizagdo testicular também é
fortemente modificada demonstrando diminuicdo ou auséncia de fluxo
intratesticular. Por outro lado, pacientes com azoospermia obstrutiva usualmente
possuem espermatogénese normal, bem como estrutura testicular e fluxo
sanguineo (1,2).

Pacientes azoospérmicos sdo tratados com microinjecdo de
espermatozéides testiculares (ICSI) associada a extracdo de espermatozoéides
testiculares (3). Frequentemente, pacientes com azoospermia sdo submetidos a
multiplos procedimentos para obtencdo de espermatozoides. A taxa de
recuperacao de espermatozéides é diferente entre azoospermia obstrutiva e ndo
obstrutiva. Varios pardmetros clinicos, seminais, hormonais e sonograficos nao
sdo capazes de predizer um diagndstico acurado da recuperacdo de
espermatozoides antes da biépsia testicular (4, 5).

A ultra-sonografia com “power” Doppler tem surgido como um novo
método para avaliar microvascularizacdo e, desta forma, a vascularizacado
testicular (5,6). Alguns autores tém tentado associar espermatogénese com
avaliacdo da vascularizacédo intratesticular (7,8). Outros associaram o fluxo
sangliineo testicular avaliado por “power” Doppler com a recuperagdo de
espermatozoides testiculares (1). A associacdo da microvascularizagao testicular

com os focos de espermatogénese poderia auxiliar no diagnéstico clinico de
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pacientes azoospérmicos previamente a bidpsia testicular. Este estudo foi
conduzido para avaliar se a ultra-sonografia com “power” Doppler é uma
ferramenta Gtil na predicdo de espermatozéides testiculares em pacientes

azoospérmicos.

Material e métodos

Delineamento
Um estudo transversal foi realizado no Setor de Reproducdo Humana do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil, entre janeiro de 2002 e dezembro de

2003.

Pacientes

Trinta e oito pacientes com azoospermia foram incluidos no estudo.
Dezesseis pacientes apresentavam azoospermia obstrutiva e 22 ndo obstrutiva.
Consentimento informado foi obtido de todos os pacientes incluidos no estudo. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre, Brasil (271/2002).

Ultra-sonografia

Os pacientes foram submetidos a ultra-sonografia com Doppler colorido e
a “power” Doppler uma semana antes da bidpsia testicular. A ultra-sonografia foi
realizada utilizando um transdutor de 7.5 MHz (SONOACE 9900 — MEDISON
KOREA). Foram utilizadas as seguintes configuracdes: filtro 50 Hz, maxima

energia sonogréfica <80 mW/cm?®. Todos os pacientes foram estudados entre
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08:00 e 11:00 e permaneceram em repouso por pelo menos 15 min antes do
exame. Todos os exames foram realizados pelo mesmo examinador (CABS) e
reavaliados por outro (PF). Foi calculado um x da concordancia entre
examinadores (P 0,901). A andlise do fluxo sangiineo incluiu: indices de
pulsatilidade (IP) e resisténcia (IR) dos vasos intratesticulares (VIT) e artérias
testiculares (AT), e “power” Doppler dos testiculos. Os resultados foram
classificados em 3 categorias (0,1,2) — 0, sem vasos encontrados; 1, um a trés

vasos; 2, mais do que trés vasos encontrados (1).

Dosagens hormonais

Os pacientes foram submetidos a dosagens séricas de FSH, LH,
prolactina e testosterona total na primeira de consulta, como descrito
previamente (9). As amostras foram centrifugadas a velocidade de 2500 rpm
para separacdo do plasma e congeladas a —20 °C para posterior analise. As
dosagens de FSH, LH e prolactina foram analisadas utilizando
quimioluminescéncia com kits comerciais (Immulite Ltda®, USA) e as dosagens
de testosterona total utilizando radioimunoensaio com o kit comercial (INC®,
Germany). As varia¢fes inter e intrakits foram 5,45 e 13,3% para prolactina, 2,8
e 4,2% para FSH, 2,6 e 3,8% para LH e 3,3 e 4,9% para testosterona total. Os
kits ndo demonstraram reacdo cruzada significante entre os hormdnios

avaliados.

Obtencao de espermatozdides
Os pacientes foram submetidos a bidpsia testicular uma semana apés a

ultra-sonografia e previamente ao ciclo de ICSI sob anestesia local com lidocaina
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0,5% (10). Uma pequena incisdo longitudinal escrotal foi realizada com
exposi¢cdo da tunica albuginea e visualizagdo dos vasos subtinicos. Duas ou
trés incisdes foram realizadas na tlnica albuginea em diferentes posicdes de
cada testiculo, evitando-se o0s vasos. Com secc¢do tecidual e compressao
testicular foi realizada extracdo do tecido testicular. As amostras foram divididas
em quartis sendo o primeiro quarto colocado em solugdo de Bouin e enviado
para analise histologica e restante colocado em uma placa de Petri e enviado
imediatamente para o laboratério de biologia da reproducéo situado na sala ao

lado.

Processamento da amostra

As amostras foram processadas de forma similar a descrita previamente
(9). O tecido testicular foi colocado em uma placa de Petri contendo um mililitro
de meio P1 (Irvine®), acrescido de 10% de SSS (Syntetic Substitute Serum,
Irvine®) e macerado com o auxilio de duas laminas de bisturi. O fluido foi
centrifugado a 1000 g. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido
em 1 ml de meio (P1 + SSS). O mesmo volume de meio de congelacéo (Test
Yolk Buffer, Irvine®) foi adicionado e o volume final acondicionado em palhetas
de 0,5 ml. A congelacdo foi realizada expondo as palhetas ao vapor de
nitrogénio (-120°C) por 20 minutos e transferindo-as para o nitrogénio liquido,
onde ficaram armazenadas.

As amostras foram classificadas quanto ao achado de espermatozoéides
em trés grupos: presenca de espermatozdides mdbveis, presenca de

espermatozoéides imdveis na amostra e auséncia de espermatozéides na
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amostra. Foram definidas duas categorias: presenca ou auséncia de

espermatozoides.

Andlise histolégica

A histologia foi realizada no laboratério de patologia do nosso servigo. A
histologia foi classificada em cinco categorias: espermatogénese normal,
hipoespermatogénese, sindrome de células de Sertoli, parada de maturacao
espermatica e esclerose tubular (5). Foram considerados casos de
hipoespermatogénese a presenca de tubulos seminiferos contendo poucas
espermatides e diminuicdo no numero de espermatogbnias e espermatdocitos
priméarios. O diagnéstico de sindrome células de Sertoli foi dado quando os
tubulos seminiferos apresentavam apenas células de Sertoli. O diagnéstico de
parada de maturacao foi dado quando havia menos do que 17 espermatogbnias
por tubulo e menor nimero de espermatdcitos primarios com espermatides
ausentes. O diagnéstico de esclerose tubular compreendeu os casos com
auséncia de células germinativas e de células de Sertoli. Os patologistas nao
possuiam qualquer informacdo quanto as caracteristicas do caso ou quanto ao
resultado do achado de espermatozoides no laboratério de biologia da

reproducéo.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS 12.0. As
variaveis quantitativas foram comparadas utilizando o teste t e o teste de Mann-
Whitney. O teste exato de Fisher foi utilizado na avaliacdo das variaveis

categoéricas. Foi considerado significativo um P<0.05.
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Resultados

Nossa amostra incluiu 16 casos de azoospermia obstrutiva e 22 casos de
ndo obstrutiva. A Tabela | mostra as caracteristicas da amostra.N6s fomos
capazes de encontrar focos de espermatogénese em 16 (100%) pacientes com
azoospermia obstrutiva, e em 8 (64%) pacientes com azoospermia ndo
obstrutiva. A diferenca nos niveis de FSH foi estatisticamente significativa entre
0s grupos de pacientes com achado positivo e negativo de recuperacao
espermética (P=0,034 — Teste de Mann Whitney).

Os indices do Doppler (IP e IR) dos VIT e AT foram similares entre os
testiculos direito e esquerdo, e ndo foram encontradas diferengas significativas
entre 0s grupos com e sem recuperacdo de espermatozoides (Tabela II). O
“power” Doppler dos testiculos mostrou uma diferenca significativa entre os
pacientes com azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva (Teste exato de Fisher —
P=0.02)e entre os grupos com e sem espermatozoéides na bidpsia testicular
(Teste exato de Fisher — P=0,001) (Figura 1). A Tabela Ill mostra os achados de
recuperacao espermatica em relacao ao diagnéstico histolégico.

Analisando a recuperacdo de espermatozéides em pacientes com
azoospermia nao-obstrutiva apenas, nos encontramos diferenca estastistica
entre 0s grupos com e sem espermatozéides na bidpsia testicular (Teste exato
de Fisher — P=0,006) (Figura 2), e calculamos o indice de Spearman
encontrando uma correlacdo de 62%. A sensibilidade do “power” Doppler para
predizer o sucesso da recuperacdo de espermatozéides foi de 100 % e a

especificidade foi de 35%.
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Discusséo

Nossos dados mostram que a avaliacdo da microvascularizacéo testicular
realizada através da ultra-sonografia com “power” Doppler é capaz de diferenciar
0s casos de azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva. Além disso, nés fomos
capazes de demonstrar que o “power” Doppler pode predizer a recuperacdo de
espermatozéides na bidpsia testicular. Assim, a tecnologia do “power” Doppler
pode ser utilizada como uma valiosa arma na avaliacdo de pacientes
azoospermicos.

Esses pacientes usualmente séo tratados com a associacdo da ICSI e
procedimentos para obtengdo de espermatozéides. Os métodos para obtengéo
de espermatozdéides sdo agressivos e varios métodos para predizer o achado de
espermatozéides tém sido estudados (3,4). A realizacdo de um diagndstico
diferencial adequado entre os casos de azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva
€ importante, pois um diagnéstico adequado auxiliara no progndéstico do paciente
e sua orientacao (2).

Pacientes com azoospermia obstrutiva possuem estrutura e funcdes do
parénquima testicular preservados. Esses pacientes produzem espermatozoides
e, usualmente, possuem problemas apenas no transporte espermatico. A
azoospermia obstrutiva é compativel com microvascularizacdo testicular normal
(6,9). Porém, pacientes com azoospermia ndo obstrutiva tém a estrutura
testicular alterada, assim como o fluxo sanguineo testicular. Estas caracteristicas
foram confirmadas em nosso estudo (6). O estudo da vascularizacdo testicular
tenta associar melhor fluxo sangliineo com a funcado testicular (1,10). Nos

demonstramos que pacientes com melhor microvascularizacdo tém maior
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probabilidade de ter espermatogénese. Regifes testiculares com fluxo
sangliineo normal e uniforme sdo supostas de possuir uma associacdo com a
funcao testicular e com focos de espermatogénese (11,12).

Nosso grupo ndo encontrou alteragdo no fluxo sangiineo testicular
avaliado apenas com o Doppler colorido. Na avaliacdo de sistemas de baixo
fluxo sanguineo como testiculo, a microvascularizagdo usualmente pode ser
avaliada apenas com a associacdo do “power” Doppler ao Doppler colorido (13).
O Doppler colorido isoladamente ndo é capaz de avaliar o fluxo sangliineo
testicular (6, 11, 12, 14).

Outros autores tém demonstrado que as medidas de Doppler colorido das
artérias transmediastinais intratesticulares sdo capazes de diferenciar pacientes
com azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva (5). Pacientes com azoospermia
ndo obstrutiva tiveram maiores indices de resisténcia. Em nossa amostra, nés
nao encontramos essa diferenca. Nossos achados estdo em concordancia com
os achados de autores que concluiram que ha uma diferenca no parénquima
testicular entre os dois grupos, no entanto esta ndo pode ser evidenciada com o
uso isolado do Doppler colorido. Ainda, outros pesquisadores utilizando um
complexo sistema de estudo da avaliacao testicular, também demonstraram que
areas testiculares com melhor vascularizagdo possuem maior potencial de
espermatogénese. Porém, este sistema é complexo e trabalhoso e ndés
acreditamos que um exame preditivo deve ser acessivel, simples e rapido (8).

A pesquisa por fatores preditivos da recuperacdo de espermatozoides em
azoospermia tem aumentado nas Ultimas duas décadas. Varios pesquisadores
tém tentado definir um simples marcador para recuperacdo de espermatozéides.

Inicialmente, os estudos iniciaram com o FSH. Os achados com os niveis de
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FSH foram positivos, porém néo definitivos devido ao grande nimero de casos
falsos positivos e negativos. (5,9). Entdo, a Inibina B surgiu como um potencial
fator preditivo para a recuperacdo de espermatozoides. Os dados demonstraram
a Inibina B como um exame capaz de avaliar a fungéo testicular e focos de
espermatogénese. Alguns dados foram compativeis com a predicdo de
espermatozoides testiculares, no entanto outros autores observaram que em
alguns pacientes mesmo com niveis de Inibina B alterados era possivel
encontrar espermatozoéides. Estes dados controversos provavelmente revelam a
heterogeneidade dos estudos (11).

Pacientes com azoospermia nao obstrutiva sdo o grupo de pacientes que
teria maior beneficio no desenvolvimento de um fator preditivo para a
recuperacdo de espermatozoides testiculares. Encontramos uma diferenca
significativa na avaliacdo por “power” Doppler para a predicdo de
espermatozoéides na bibpsia testicular. Nossos dados estdo em concordancia
com os de outros autores (1,6,7). Pacientes com azoospermia ndo obstrutiva
possuem a microvascularizacao testicular alterada. N6s demonstramos que
pacientes com grandes alteracdes no fluxo vascular testicular ndo possuem
espermatozoéides na biopsia testicular. O “power” Doppler demonstrou uma
grande habilidade como um marcador de pacientes que ndo devem ser
submetidos ao procedimento de recuperagéo de espermatozoides.

Os pacientes com azoospermia obstrutiva possuem uma alta
probabilidade de sucesso na recuperacdo de espermatozéides testiculares.
Estes pacientes devem ser orientados para realizar o procedimento de obtencéo
de espermatozoides. Por outro lado, pacientes com azoospermia ndo obstrutiva

sdo o0 grupo no qual o “power” Doppler ter4 mais vantagens. O exame auxiliara a
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predizer a funcéo testicular e a recuperagdo de espermatozéides. Sendo assim,
a avaliacdo testicular com “power” Doppler demonstrou que pacientes com
azoospermia obstrutiva possuem melhor fluxo sangtiineo do que pacientes com
azoospermia ndo obstrutiva, e, desta forma, a ultra-sonografia com “power”
Doppler pode realizar o diagnéstico diferencial entre os dois grupos. Além disso,
a ultra-sonografia com “power” Doppler é capaz de predizer a recuperacdo de
espermatozéides na biopsia testicular. O “power” Doppler demonstrou que
pacientes com azoospermia ndo obstrutiva possuem pior microvascularizacéo do

que pacientes com azoospermia obstrutiva.
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Tabela |. DistribuicAo das caracteristicas dos pacientes com azoospermia

obstrutiva e ndo obstrutiva (média + DP)

Obstrutiva (n=16)  N&o obstrutiva (n=22) p*
Idade 35,27 £ 6,42 34,39 + 4,51 0,661
FSH 511+1,57 15,3 45,13 0,001
LH 3,54+1,31 4,60+ 1,77 0,102
Testosterona 4,44 + 1,60 4,26 + 1,87 0,181
Prolactina 7,01 +4,44 8,51 +4,79 0,802

*Teste t
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Tabela Il. Distribuicdo dos indices dos vasos intratesticulares e artérias
testiculares em relacdo ao achado de espermatozéides na bidpsia testicular.

(mediana,IC)

indices testiculares Presenca de Auséncia de P
espermatozoides espermatozoides

(n=24) (n=14)

indice de pulsatilidade VIT 0,91 (0,82 — 1,15) 1,15 (0,92 — 1,68) 0,11
indice de resisténcia VIT 0,60 (0,54 - 0,68) 0,66 (0,59 —0,73) 0,19
indice de pulsatilidade AT 1,61 (1,41 — 2,03) 1,64 (1,38 -2,12) 0,47

indice de resisténcia AT 0,81 (0,69 — 0,86) 0,86 (0,71 - 1,06) 0,38

(Teste de Mann Whitney)



Tabela Ill. Diagnoésticos histolégicos em

espermatozéides testiculares.

relacdo a recuperacao

Presenca de

espermatozéides

Auséncia de

espermatozéides

(n=24) (n=14)
Espermatogénese 5 (13,2%) 0
Parada de maturagéo 4 (10,5%) 8 (21,1%)
Hipoespermatogénese 12 (31,5%) 0
Sindrome de células de Sertoli 3 (7,9%) 3 (7,9%)
Esclerose tubular 0 3 (7,9%)
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Figura 1. Distribuicdo dos indices de “power” Doppler em relagéo a recuperagao

de espermatozoides testiculares.

o _

—

o
U')H
g B0
c
k) 1
@
a [

o

o

Presenca de Auséncia de
espermatozoéides espermatozoéides

Teste exato de Fisher — P<0,05



110

Figura 2. Distribuicdo dos indices de “power” Doppler em relacdo a recuperacéo

de espermatozoides em pacientes com azoospermia ndo obstrutiva.
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