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Aspectos gerais da reproducao assistida

Roger Abdelmassih

A esterilidade atinge aproximadamente 20% dos casais e nos Gltimos anos houve intenso

desenvolvimento de tecnologias, drogas e condicoes laboratoriais que possibilitaram o ofereci-

mento de maiores chances de sucesso no tratamento deste problema. No presente trabalho

faremos um breve histérico da reproducao assistida e das tecnologias que atualmente podem

ser oferecidas com o intuito de propiciar melhores condicdes de desenvolvimento embrionario

e, desta maneira, maiores taxas de gravidez.
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INTRODUGAD

Ao conjunto de técnicas que auxiliam o processo de
reproclugéo humana foi dado o nome de técnicas de
reprodugéo assistida (TRA), as quais poclem ser divididas
em métodos de bhaixa e métodos de alta complexiclacle.
Entre as técnicas de baixa complexicla(le podemos incluir
o coito programaclo e a inseminagao intra-uterina ([1U),
que apresentam a vantagem de menores custos, além de
nao precisarem ser realizadas em centros de reproclugéo
assistida. Entre as técnicas de alta complexidacle incluf-
mos a &r’cilizagéo in vitro (FIV) convencional e a injegdo
in’craci’toplasmé’cica de espermatozéide (ICSI) (em

inglés, intmcytop/asmatic sperm injection).

Em 1870, ]ohn Hunter descreveu a inseminagao artifi-
cial como método de tratamento em um casal cujo mari-

do apresentava hipospédia.

No final da década de 1970, a técnica de FIV obteve

seus primeiros resultados com o grupo de Bourn Haﬂ,

D15 > 24



16

na Ingla’cerra, chefiado pelos pesquisadores
Patrick Steptoe e Robert Edwards (1). Em
1976, obteve-se uma gestagao ectdpica apds a
fertilizag&o in vitro e transferéncia de um
embrido (2). Em 1978, o mesmo grupo
descreveu a primeira gestagao que utilizando
esta tecnologia obteve sucesso - cujo resultado
foi 0 nascimento de uma crianga do sexo femi-
nino hatizada com o nome de Louise Brown.
A paciente apresentava ol)strug&o tubaria
l)ila’ceral, e a coleta do évulo foi feita em um
ciclo natural, por meio de laparoscopia. Este
embrido foi fecundado em laboratério e trans-
ferido ao ttero 76 horas apés sua coleta, com
obtengéo de gestagdo (1). A primeira gravidez
obtida com essa técnica nos BUA ocorreu no
ano de 1982 (4); no Brasil, em 1984 (5). Em
1989, os proce&imentos passaram a ocorrer
no nivel totalmente amlaulatorial, o que levou
a uma climinuigéo no custo do processo, man-

tendo 0S mesmos resultados olntidos anterior-
mente (6)

No infcio da década de 90, o grupo de Van

Steirteghem relatou os primeiros estudos pré-
clinicos em humanos com a utilizagéo da
ICSI. Em 1992, Palermo e colaboradores
relataram as primeiras gestagoes humanas e
nascimentos com a transferéncia de embries
apés a ICSI, técnica que atualmente resulta
na produgéo de mais embrides com melhores
taxas de implantagéo. A conseqiiéncia desse
fato ¢ que a ICSI tem sido mundialmente
usada com sucesso nos casos de tratamento da
infertilidade masculina resultante de oligoas—
tenospermia

severa, teratozoospermia e,

mesmo, azoospermia.

As TRA tém se desenvolvido de maneira extra-
ordindria, até alcangarem o nivel da tecnologia
empregada nos dias de hoje, podendo oferecer
taxas de graviclez de até 50%-55% em mu-
lheres com até 35 anos de idade.

Discutiremos alguns aspectos dos procedimen—
tos utilizados em reproclug&o assistida, com
enfoque especial para a ICSI, técnica que
trouxe nova revolugéo a reproclug&o assistida,
permitin&o a solugéo do fator masculino
severo e trazenclo, no geral, melhores taxas de
fertilizagéo com a conseqiiente olatengéo de

melhor qualiclacle embriondria.

1. Ferti/izagdo in vitro (FIV)

A técnica da FIV pode ser dividida em cinco
fases:

o Estimulagéo da ovu]agéo

o Coleta dos évulos

o Manipulagéo dos gametas

0 Transferéncia dos embriges

o Supor’ce da fase ldtea

Os procedimentos para a realizagéo da FIV
convencional e ICSI sio os mesmos, exceto,
ohviamente, no momento da manipulag&o dos

gametas para o processo de fertilizagéo.
1.1 Estimulagéo da ovulag&o

Muitos protocolos de es’cimulagéo controlada
da ovulagéo foram propostos, o mais utilizado
éodo ]oloqueio hipofisério seguiclo de estimu-

1agéo ovariana com doses decrescentes de
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gonadotroﬁnas (Down regu/ation). Para o blo-
queio do eixo, utilizam-se os agonistas do
GnRH (GnRHa), o que provoca um laloqueio
hormonal seletivo na secregao de FSH e LH
pela hipéfise. O protocolo mais utilizado ¢ o
protocolo longo com administragéo de
GnRHa iniciada na fase ldtea do ciclo prévio
ao tratamento, durante um perioclo de 14 dias.
A presenga do l)loqueio ¢ identificada pela
auséneia de cistos ovarianos e pela baixa
dosagem de Estradiol (E,) plasmético (<30
pg/ml).

Uma vez instalado o Lloqueio, mantém-se a
aclminis’crag&o do GnRHa para manutengdo e
inicia-se a estimulagéo direta dos ovarios com
o uso de gonadotrofinas. Podem ser usadas as

gonadotrofinas associadas (hMG), as puras
(FSHp, FSH-HP, FSHy), ou uma combi-

nagao das duas (hMG + FSH). A dose inicial
depende da idade da paciente e dos seus niveis
hormonais de FSH naturais. A dose pode
variar de 75 a 600 U.IL por dia. O ajuste da
dose pode ser feito de maneira progressiva
(“Step-up”), ou regressiva (“Step-down"). Du-
rante a estimulagéo, o ciclo ¢ controlado dia-
riamente utilizando dosagens séricas de E,e
USTV. A avaliag&o do desenvolvimento foli-
cular ¢ feita pela medig&o do didmetro médio
do foliculo. Quando pelo menos dois foliculos
atingem um diametro de > 18-20 mm

administra-se 0 hCG (10.000 U.I. IM) e 34

horas apés realiza-se a coleta dos évulos (7).
1.2 Coleta dos évulos

A coleta dos évulos é realizada por via trans-

vaginal, sob orientagdo ecogréﬁca. Apés cuida-
dosa antissepsia Vaginal, faz-se uma seclagéo
leve usando um sedativo de agao ultracurta
(Propofol) (8). Com a paciente anestesiada,

d4-se inicio a pungdo.

Apbés a aspiragdo de todos os foliculos retira-se
o transdutor e a aguﬂla, proceclenclo, a seguir,
uma revisio cuidadosa do fundo de saco, evi-

tando-se hemorragias.
1.3 Manipulagéo dos gametas

Os tubos com liquiclo folicular sao recebidos
no laboratério e seus contetdos sdo colocados
em uma pequena placa de Petri estéril pléstica.
Os 6vulos sio identificados e classificados
quanto a maturidade. Posteriormente, sao
transferidos para uma placa de Petri contendo
meio de cultura previamente preparaclo e esta-
biliza(lo, onde permanecem até o momento da

fertilizagéo.

Ferti/izagdo in vitro convencional

O marido coleta a amostra seminal apds a
aspiragao, a qual é preparacla no laboratério
através da técnica de gradiente de Percoll (10).

Faz-se uma avaliag&o da concentragao desta
amostra, verificando-se a concentragao de
espermatozéi(les méveis. Calcula-se o volume
necessario para inseminar uma quanticlacle de
aproximadamente 100.000 esperma’tozéides
méveis por placa. Nos casos com baixa con-

centragdo de esperma’tozéides, pode ser inse-
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minada uma quantida(le maior de esperma-
tozéides por placa (500.000 esperma’cozéi&es

moveis por placa).

A amostra final ¢ adicionada aos évulos e estes
permanecem em inculjagéo pelo perioclo de 16
a 18 horas. Aproxima(lamente 24 horas apos
a coleta dos c’)vulos, 0s mesmos sdo examina-

dos para Verificagéo da {ecundag&o.

ICSI (injegio intracitoplasmética de

espermatozéide)

Os espermatozc’)icles pocleréo ser obtidos dire-
tamente do ejaculado, mesmo nos casos de
fatores masculinos severos. Qutras técnicas
também foram desenvolvidas para a coleta de
espermatozéides, uma vez (ue para o uso des-
sas técnicas de micromanipulagéo sdo neces-
sérios apenas alguns espermatozéi(les. Assim,
foram desenvolvidas a técnica de microaspi-
ragao do epicli(limo direta (MESA) (17) e
através da pele (percutanea - PESA) (18);
aspiragao direta do testiculo (TESA) (19) e
extragdo direta dos espermatozéides do
testiculo (TESE) (19). Os obcitos sio coleta-
dos em 1iquido folicular puro e enviados ime-
diatamente ao laboratério de em]oriologia,
onde sio identificados e classificados quanto
ao grau de maturidade. Os oécitos no estdgio
de metafase I (MII) sdo injetaclos num perfo-
do de 4 horas apés a coleta. Os oécitos em
metéfase | permanecem em inculoagéo para
Verificagéo da extrusdo do primeiro corptscu-
lo polar, num intervalo entre 4-8 horas apds a
aspiragdo - e a microinjegao ¢é feita se isto

ocorrer.

A microinjegdo é realizada pela utilizagéo das
micropipetas de sucgao e de injegdo. O
diametro externo da micropipeta de holding
(para apreencler o odcito) é de 60 a 80 Um, e
interno de 7 a 8 Wm; e para a micropipeta de
injegao, 10 lm na parte externa e 5 a 6 lm na
parte interna . Ambas com um angulo de 459,

para facilitar a injegao.

FIGURA 1
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Um  dnico espermatozéide ¢ imobilizado
mecanicamente, com uma batida na cauda
usando a micropipeta de injegdo (Etapa I). A
cauda ¢ aspiracla primeiro para dentro da pipeta
de injegdo (Etapa II). O primeiro corpﬁsculo
polar é colocado na posigao de 6 ou 12 horas,
dependendo da posigao da abertura da aguﬂia de
injegdo. O odcito é fixado com uma pequena
pressao exercida pela micropipeta de sucgdo. O
espermatozc’)icle é injetaclo dentro do ooplasma
com a micropipeta na posigdo de 3 horas
(Etapas [T e IV). Os obcitos sdo observados no
dia seguinte, para veriﬁcagéo da presenga ou

auséncia de pronﬁcleos efou corpﬁsculos polares.

Os embrides selecionados para a transferéncia
(com a menor taxa de fragmentagéo) sdo
transferidos para uma placa de cultura previa-
mente aquecida, e se mantém na incubadora

até a hora da transferéncia.

Os embriges excedentes sio preparados para
serem congelaclos e armazenados em

nitrogénio 1iquic10.

Em novembro de 1992, o Conselho Federal
de Medicina (CEM) publicou as normatiza-
¢Oes referentes aos tratamentos com repro-
dugéo assistida. Uma das normas sugere que o
ntimero total de embries formados seja infor-
mado ao casal, para que o mesmo possa optar
por quantos embrides serdo transferidos. O
néimero maximo de embrides transferidos deve
ser quatro, para evitar uma alta taxa de ges-
tagoes mﬁl’ciplas. Ainda segundo o CFM, os
embrides excedentes nao podem ser clespreza—

dos e deverao ser criopreservaclos (11).

1.3.1 Técnicas auxiliares
Assisted Hatching

O proceclimen’co do assisted lzatclzing (AH) foi
introduzido no final de 1980. A observag&o de
que os pré—embri()es que se desenvolviam apos
a PZD (dissecgio parcial da zona pelticida)
possuiam algo que aumentava as taxas de
implantagéo trouxe a idéia de se criar um furo
artificial na zona pelﬁcicla antes da transferén-
cia intra-uterina. O AH pocle ser realizado nos
embrides em qualquer estdgio de clivagem, de
duas células até blastocisto. O melhor estagio
celular de desenvolvimento ainda nio foi
determinado. A maioria dos grupos realiza o
procedimento no dia da transferéncia intra-
uterina, entre 65-72, horas apés a insemi-
nagdo. A téenica pode ser realizada utilizando-

se 0 4cido de Tyrode’s, ou com laser.

As principais in(licagc')es do assisted ]fzatcizing
sao:

o Pacientes com idade avanga(la

© Pacientes com climinuigéo da reserva

ovariana

o Espessamento da zona pelﬁcicla

° Coloragéo anormal da zona pelﬁcida

o Fragmentagio citoplasmética excessiva

© Embrises com morfologia po]:)re e baixas

taxas de crescimento
Remogao de frag‘mentos dos embriges
Os fragmentos citoplasméticos sdo compo-

nentes cla mernl)rana do citoplasma que foram

expeliclos das superficies dos oécitos fertiliza-
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dos e blastomeros dos pré—em]oric')es. Os pré-
embries com excessiva fragmentagéo (>20%)
tém uma taxa de implantagéo mais baixa do
que aqueles sem fragmentagéo. Virios fatores
podem ser responsaveis pela {:ormagéo de frag—
mentos: concligées de cultivo, competéncia
citoplasmética, integridade genética, cromos-
somos nao-balanceados e alteragc‘)es da carioci-

nese e citocinese.

FIGURA 2

Fragmentos de citoplasma poc]em ser removi-

dos, através de sucgao delicada, apés a abertu-
ra de um furo na zona pelﬁcicla. Nao hi

evidéncias de que a remogao de fragmentos

interfere com o sulnseqﬁente desenvolvimento
dos pré—embric‘)es, desde que realizada de modo
adequa&o; pelo contrdrio, esse procedimento

beneficia os pré-embric‘)es com fragmentag&o.

A fragmentag&o dos pré—eml)ri()es representa
um dos principais fatores de falha da FIV, pois
reduz a quanti(lacle de citoplasma clisponivel
para as sucessivas divisdes dos blastomeros e
faz com que os fragmentos sem nticleo possam
sofrer um processo apoptotico, potencialmente
prejuclicial para os blastomeros vidveis. Por
essas razoes, as tentativas de remogao precoce
dos fragmentos ajuclam alguns embrides a ma-
nifestar todo o seu potencial de crescimento. A
remogao de fragmentos tenta imitar o proces-
so natural de eliminagéo de células apoptéticas
pelas células do sistema imune (remogdo assis-
tida de células apoptéticas), ja que os pré-
embrides e os fragmentos expressam precoce-
mente os marcadores apoptéticos na mem-
brana celular. Esses marcadores sinalizam,
fisiologicamente, sua iminente remogdo. Na
reali(lacle, 0 papel dos processos apoptéticos
durante o desenvolvimento dos pré—emlnriées

humanos precisa ser mais bem estudado.

2. Diagnéstico

genético pré-imp/antaciona/

Consiste na realizagéo de uma Liépsia embrio-
ndria, ou seja, a retirada de um ou mais blasto-
meros que serdo posteriormente analisados
para a detecgéo de alteragées genéticas. Para o
sucesso dessa técnica é preciso obedecer alguns

pontos, tais como:



© Qblastémero removido deve estar intacto e apro-
pria(lo parao procedimento de diagnéstico ;
© Q embrido loiopsia(lo deve mantero po’cencial para

desenvolver-see implantar—se dentro do endométrio.

Os embrides mais indicados para o diagnéstico
de pré—implantagéo sdo os embrides em divisdo
celular com 8 células. Intimeros estudos
demonstram que um embrido com 8 células,
Liopsia&o, tem o mesmo potencial de um em-
brido n&o—l)iopsiado de chegar ao estagio de blas-

tocisto, apos dois ou trés dias em cultura in vitro.

Trés diferentes proceclimentos de l)iépsia tém
sido mostrados para a remogao de um ou dois
blastomeros de um embrido com 8 células:

© Afinamento quimico da zona pelflci(la (zona
a]ri//ing) e aspiragao dos blastémeros;

© Dissecgao parcial da zona pelﬁci(la, retirada
do blastomero por pressao no embrido e aspi-
ragao do blastsmero exposto; e

° In’croclugéo da agullqa diretamente no embrido
e aspiragao do blastomero. Ressalte-se que estes
trés tipos de procedimentos 56 pocleréo ser rea-

lizados com as técnicas de micromanipulagéo.

Até agora, as trés maiores aplicagées do PGD
(Pre-implantacional Genetic Diagnostic) sao:
© O sexo de um pré—embriéo pode ser confi-
avelmente determinado através da FISH (ﬂu—
orescent “in situ” hibridization) usando
“prol)es" especificos para os cromossomos X
ou Y. Dessa forma, doengas 1iga(1as ao sexo
po&em ser determinadas e evitaclas;

© A enumeragao da composigdo cromossomi-
ca poc],e ser conseguicla através da FISH, per-

mitindo, assim, a determinagéo da ploidia

exata do pré-em})riéo concomitante com o
diagnéstico de certas aneuploiclias mais
comuns. A FISH pode ser também usada para
detectar anomalias cromossdmicas estruturais
em casos de trans]ocagées Lalanceadas;

© Defeitos genéticos envolvendo um tnico ge-
ne (tais como fibrose cistica, anemia falci-
forme, doenga de Tay—Sachs) e outras cloengas
comuns com alterag(')es genéticas podem ser

detectadas pela PCR (Polymerase Chain

Reaction).

FIGURA 3

2.1 Transferéncia de embrides

A transferéncia dos embriges ¢ feita 48 horas,
72 horas ou 5 dias (transferéncia de blastocis-
to) apés a coleta dos évulos, e segue 0 mesmo
proce(limento inclepenclente da técnica de

manipulagéo utilizada nos gametas.
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Uma vez prepara(la a paciente, solicita-se o cateter e
transferéncia, contendo os embric”)es, ao laboratério
de gametas. O cateter deve ser posicionado no interi-
or da cavidade uterina , técnica que parece obter maior
sucesso quando acompan}lada por ultra—sonograﬁa
pélvica. Uma vez posicionaclo o cateter, injetam-se os
eml)ri(')es, delica(lamente, mantendo-se o émbolo
pressiona(lo durante 40 segun(los, até a retirada do
cateter — a manutengao do émbolo pressionado evita

o retorno clos embric”)es ao cateter.

No 120 dia apés a transferéncia ¢ realizada a
dosagem da subunidade Beta do hCG (B—hCG)
para diagnéstico da presenga de gravi(lez.
Confirmando-se a gravi(lez, solicita-se que a
paciente retorne por volta do trigésimo dia pos-
transferéncia para avaliagéo das presengas de sacos
gestacionais, pélo embrionario e batimentos cardfa-
cos fetais. Outros exames ultra-sonogréﬁcos sao

agenclaclos para avaliagéo da evolug&o da graviclez.
2.2 Suporte da fase ltea

Em ciclos que utilizam os agonistas do GnRHa
pode ocorrer durante a fase ltea uma falha na pro-

clugéo hormonal de Progesterona (P4) e Estradiol

(EZ) (21). Nestas falhas hormonais a dose de proges-
terona plasmé’cica pocle cair a niveis minimos, provo-

cando (lescamagéo e sangramento endometrial.

Devido a esses £atos, recomenda-se a utilizagéo de
suporte hormonal na fase lﬁtea, visando a
manutengao dos niveis hormonais e a manutengdo
da estimulagéo ovariana para produgéo hormonal
(Progesterona e Es’cradiol).

CONCLUSOES

Desde o desenvolvimento das técnicas de repro-
clugéo assistida, obtivemos importantes vitérias no
sentido da resolugéo do pro]:)lema do casal infertil.
No final da década de 70 e inicio da década de 80,
obtinha-se 5% de taxa de gravi(lez por ciclo (nesta
época o odcito era obtido em ciclos naturais). Com
o advento das gonaclotro{'inas na primeira metade
da década de 80, estas taxas de gravi(lez elevaram-
se para aproxima(lamente 12% por ciclo. No inicio
clos anos 90, a melhoria clas conclig()es 1a1)oratoriais
elevou estas taxas para 30% por ciclo. Atualmente,
o método de ICSI associado a todas estas novas
tecnologias pode oferecer 46%-50% de taxa de

graviclez por ciclo de tratamento.

RESUMEN

Aspectos generales de la Reproduccion Asistida

La esterilidad alcanza aproximadamente al 20% de las parejas y en los tiltimos afios hubo

un intenso desarrollo de tecnologias, drogas y condiciones laboratoriales que posibilitaron

el ofrecimiento de mayores oportunidades de éxito en el tratamiento de este problema.

En el presente trabajo haremos un breve histérico de la reproduccion asistida y de las tec-

nologias que actualmente pueden ser ofrecidas con la intencién de propiciar mejores

condiciones de desarrollo embrionario y, de esta manera, mayores tasas de embarazo.
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ABSTRACT

General aspects of Assisted Reproduction

Sterility affects around 20% of couples, and in the last years an intense development of

technologies, drugs and laboratory conditions have enabled better chances of success in

the treatment of this problem. In this paper, we will show a brief history of assisted

reproduction and the technologies that can be offered to allow better conditions of

embryonic development and consequently better pregnancy rates.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Steptoe PC, Edwards R. Reimplantation of a human

embryo with a subsequent tubal pregnancy. Lancet
1976,1:880-2.

2. Steptoe PC, Edwards R. Birth after the implantation
of a human embryo. Lancet 1978;2:366.

3. Feichtinger W, Kemeter P. Transvaginal sector scan
songraphy for needle guided transvaginal follicle aspi-
ration and other aplications in gynecologic routine and
research. Fertil Steril 1986:45:722-5.

4. Jones Jr HW, Jones GS, Andrews MC, Acosta AA,
Bundren C, Garcia JE, et alii. The program of in vitro
[fertilization at Norfolk. Fertil Steril 1982;38:14-21.

5. Nakamura M. Personal comunication 1984.

6. Abdelmassih R, Salgueiro LL, Sayto MY, Passos JP,
Dottaviano EJ, Mariano RM et. al. Resultados labo-
ratoriais da FIVETE: andlise em 382 ciclos.
Reprodugao 1992,7(11):13-8.

7. Abdelmassih R, Salgueiro LL, Sayto MY, Passos JP,
Dottaviano EJ, Mariano RM, et. al. Resultados do

programa de fertilizagdo in vitto ambulatorial. Anais
do 4° Congresso Latino Americano de Esterilidade e
Fertilidade 1993 Jun; Sdo Paulo. Sdo Paulo

8. Abdelmassih R, Salgueiro LL, Sayto MY, Passos JP,
Dottaviano EJ, Meirelles RM, et. al. Avaliagido do uso
de anestésico de agdo curta (Propofol) na fertilizagio in
vitro ambulatorial. Anais do 4° Congresso Latino
Americano de Esterilidade e Fertilidade 1993 Jun; Sao
Paulo. Sdo Paulo.

9. Veeck L. Atlas of the human oocyte and early concep-
tus. Lippincott: Williams and Wilkins, 1986.

10. Ord T, Patrizio P. Marello E, Balmaceda J, Asch
RH. Mini-percoll: a new method of semen preparation
Jor IVF in severe male factor infertility. Hum Reprod
1990,5:987-9.

11. Conselho Federal de Medicina (Brasil). Resolugdo
CFM n° 1.358, de 11 de novembro de 1992. Adota as
normas éticas para utilizagdo da técnicas de reprodugdo
assistida. Didrio Oficial da Unido, Brasilia, no 22, p.
16053, 19 Nov 1992. Segio 1.

23



24

12. Gordon JW, Grunfeld J, Garrisi GJ, Talansky BE,
Richards C, Laufer N. Fertilization of human oocytes

by sperm from infertile males after zona pellucida
drilling. Fertil Steril 1988;50:68-73.

13. Cohen J, Malter M, Fehilly C, Wright G, Elsner C,
Kort H, et alii. Implantation of embryos after partial
openning of oocyte xona pellucida to facilitate sperm
penetration. Lancet 1988;2:162.

14. Laws-King A, Trounson A, Sathananthan H, Kola
. Fertilization of human oocytes by microinjection of a

single spermatozoon under the zona pellucida. Fert
Steril 1987,48:637-42.

15. Palermo G, Van Steirteghem A. Pregnancies after
intracytoplasmic sperm injection of a single spermato-
Roa into an oocyte. Lancet 1992;340:17-6.

16. Van Steirteghem A, Nagy P, Liu J. Higher sucess rate
by intracytoplasmic sperm injection than by subzonal
insemination. Human Reprod 1993,8:1055-60.

17. Silber 8, Nagy P, Liu J, Godoy H, Devroey P, Van
Steirteghem A. Conventional in vitro fertilization ver-
sus intracytoplasmic sperm injection for patients requi-

ring microsurgical sperm aspiration. Human Reprod
1994;9:1705-9.

18. Craft 1, Tsirigotis M, Bennet 'V, laranissi M,
Khalifa Y, Hogewind G, et. al. Percutaneous epididymal
sperm aspiration and infracytoplasmic sperm injection
mn the management of infertility due to obstructive
azoospermia. Fertil Steril 1995,63:1038-42.

19. Devroey P, Liu J, Nagy P, Tournaye H, Silber S,
Van Steirteghem A. Normal fertilization of human
vocyles after testicular sperm extraction and intracyto-
plasmic sperm injection. Fertil Steril 1994,62:639-41.

20. Abdelmassih R, Sollia S, Moretto M, Acosta AA.
Female age is important parameter to predict outcome

in intracytoplasmic sperm injection. Fertil Steril
1996,65:573-17.

21. Jones GS, Aksel S, Wentz AC. Serum progesterone
values in the luteal phase defects: effect of chorionic
gonadotrophin. Obstet Gynecol 1974;43.:26.

22. Cohen J, Malter H, Elsner C, Kort H, Massey J,
Mayer MP. Immunosupression supports implantation

of zona pellucida dissected human embryos. Fertil Steri
1990,53:662-5.

ENDEREGCO PARA CORRESPONDENCIA

Clinica e Centro de Pesquisa em Reprodugio
Humana Roger Abdelmassik

Rua Maestro Elias Lobo, 8§05

CEP: 01433-000

Séao Paulo - SP - Brasil/



