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TECNICA PARA DETECCAO DA INFERTILIDADE MASCULINA

1. INTRODUCAO

A infertilidade € definida com a incapacidade de conceber apds um ano de
relacBes sexuais ndo protegidas e acomete cerca de 8 a 15% de casais no Brasil. A
infertilidade masculina, um dos fatores de insucesso na gestacdo, € uma entidade
multifatorial que pode ocorrer isoladamente ou no contexto de varias sindromes

complexas.

Um dos fatores de insucesso na gestacdo, € uma entidade multifatorial que
pode ocorrer isoladamente ou no contexto de varias sindromes complexas. O fator
masculino tem definicdo pela incapacidade de conceber devido a um baixo nimero
ou por incapacidade funcional dos espermatozoides. Este fator estd envolvido em
55% dos casos de infertilidade conjugal, sendo o responsavel exclusivo por
aproximadamente 35% dos casos. Estudos evidenciam que as alteracfes genéticas,
incluindo aberracdes cromossdmicas e mutacdes génicas, sdo responsaveis por 15%
dos casos de infertilidade masculina. As causas genéticas da infertilidade masculina
sdo de grande importancia uma vez que essas alteracdes podem ser passadas a
prole caso os individuos com algum tipo de infertilidade submetam-se a técnicas de
reproducdo, ja que por meios naturais nao € possivel ter filhos. Podemos agrupar em
trés classes as lesBes genéticas que causam infertilidade: aneuploidias
cromossbmicas e rearranjos, microdele¢des e um Unico gene defeituoso. Aneuploidia
€ um tipo de anomalia cromossdmica que altera a quantidade normal dos
cromossomos. Rearranjos, também denominados arranjos cromossoémico
estruturais, sado por definicdo qualquer alteracdo na estrutura dos cromossomos,
ocasionado por quebras cromossomica, seguidas ou ndo de reconstituicdo de
maneiras anémala. As Microdele¢Bes ocorrem quando € realizado o exame de
caribtipo e ndo detectado a perda de uma pequena parte do DNA de um cromossomo.
Para a sua deteccdo sao necessarias outras técnicas, tais como cariétipo com bandas
em alta resolucdo, como PCR (proteina C reativa) ou FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization). E uma anomalia de cromossomos rara definida por alteracées
cromossOmicas relacionadas as caracteristicas clinicas da pessoa. Existe ainda o

Unico gene defeituoso que se é quando se recebe um determinado gene com
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mutacdo, um defeito, tornando-o portador de alguma anomalia. (SIGMAN M. et al.,
2009; BRASIL C. 2010; SAMPLASKI M.K. et al., 2010; STAHL P.J. et al., 2011;
FRANKEN & OEHNINGER 2012; CENTOLA GM 2014; WANG & SWERDLOFF
2014)

A andlise do sémen é obrigatdria na investigacdo diagnostica da infertilidade,
desde o inicio dos anos 1930. A analise do sémen fornece informacgdes valiosas para
a investigacao de disturbios e patologias que afetam o trato genital masculino, como
varicocele, infeccbes e distdrbios hormonais, que muitas vezes afetam
negativamente a capacidade reprodutiva masculina. A esse respeito, estudos
anteriores revisaram e discutiram extensivamente os principais atributos e limitacées
da analise do sémen. (Andrade-Rocha, F.T., 2017)

Atualmente, a andlise do sémen € baseada nas recomendacdes da quinta
edicdo do Manual da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o Exame e
Processamento do Sémen Humano (Bjorndahl L., 2013) que fornece tecnologias e 0s
valores de referéncia para avaliar os parametros do sémen. Eles incluem
procedimentos padréo (exame macroscopico, exame microscopico inicial, contagem
de espermatozoides, motilidade, vitalidade, morfologia, integridade da membrana,
avaliacdo de leucdcitos, células germinativas imaturas e teste para revestimento de
anticorpos de espermatozoides), testes opcionais (indices de defeitos de
espermatozoides mudltiplos, coloragdo imunocitoquimica pan-leucocitaria [CD45],
interacdo entre espermatozoéides e muco cervical, andlise de esperma auxiliada por
computador e analise bioquimica) e procedimentos de pesquisa (espécies reativas
de oxigénio, testes de interacdo espermatozoide-o04cito humano, testes de ligacdo da
zona pellcida humana, avaliacdo do reacdo acrossémica, teste de penetragdo em
oocitos de hamster zona-livre e avaliagdo da cromatina do esperma).Tornou-se cada
vez mais difundido em todo o mundo desde a publicacdo da primeira edi¢cdo do
manual da OMS em 1980. (OMS, 1980, 2010)

Portanto a analise seminal ou espermograma é o0 primeiro teste e 0 mais
importante a ser solicitado quando o homem esta sendo avaliado quanto a

infertiidade. Dependendo dos resultados, deve-se solicitar outros testes para
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identificar mais claramente onde esta o problema e as possiveis solu¢des existentes.
Avancos recentes no campo da infertilidade masculina, em particular a capacidade
para usar poucos espermatozoides para estabelecer gravidez por meio da fertilizagao
in vitro (injecédo intracitoplasmética de espermatozoides), expandiram o conhecimento
sobre reproducdo humana. Este desenvolvimento tem permitido a ginecologistas
oferecerem ajuda quando anteriormente ndo havia esperanca. A maioria dos homens
inférteis ndo requer utilizacdo de técnicas avancadas de reproducdo. E necessario
ter um conhecimento completo sobre os varios testes laboratoriais disponiveis para
estes homens e quando cada um deles deve ser solicitado. O ginecologista deve
estar alerta sobre os varios problemas que podem afetar o sistema reprodutor

masculino e como melhor identificar a causa e a possivel solucéo.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho é orientar os homens da importancia do exame

Espermograma, mostrando que ele vai além de um teste de fertilidade.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

e |dentificar métodos de andlise do exame;
e Detectar tratamentos complementares ao exame;

e Classificar os possiveis diagnosticos.

3. METODOLOGIA

O principio do método para avaliacdo amostra de liquido seminal compreende o
estudo das caracteristicas fisicas e morfologicas a fresco e por péds coloragdo dos

espermatozoides. O sémen sera definido segundo a quantidade de espermatozoides:

e Hipospermia: quando ocorrer diminuigdo do volume do sémen.
e Zoospermia: quando ocorrer auséncia total de espermatozoides na ejaculacéo.
e Oligozospermia: quando ocorrer reducdo na quantidade total de

espermatozoides.



e Astenospermia: quando os valores de motilidade (progressiva ou né&o
progressiva) e vitalidade sdo menores do que o padréo (menos de 58%).

e Teratozoospermia ou técnica de Kruger (estrita) teste de morfologia (estudo
da forma): sdo espermatozoides de ma formacdo com alteracbes
morfoldgicas.

e Necrospermia: a porcentagem de espermatozoides vivos esté abaixo de 58%.

e Leucocitospermia: caso de alta concentracdo de leucoOcitos na amostra
seminal.

e Crisptozoospermia: apés centrifugacdo do volume ejaculado sdo encontrados

raros espermatozoides.

Devem ser tomados alguns cuidados especiais e algumas precaucdes ja que
as amostras de liquido seminal assim como outras amostras biolégicas podem conter
agentes infecciosos nocivos.

Para o preparo do paciente a amostra devera ser coletada apés um periodo
minimo de 2 dias e um maximo de 7 dias de abstinéncia sexual (OMS, 2010).
Deve-se preencher um questionario de anamnese e seguir as instrucdes de preparo
para a coleta de espermograma.

Para o armazenamento e a estabilidade da amostra, o frasco contendo a esta
amostra devera ser mantido a temperatura ambiente, entre 20°C e 37°C, para evitar
grandes variacbes de temperatura que possam afetar a estabilidade dos
espermatozoides, sendo estavel em até 60 minutos. A analise do liquido seminal
consiste em duas etapas analiticas macroscopica e microscopica, onde sdo

observados os parametros descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros avaliados nas analises macro e microscopicas do sémen.

Analise macroscopica Analise microscopica
Liquefacéo Motilidade espermatica
Cor, aspecto Concentracao de espermatozoides
Viscosidade Concentracéo de leucocitos
Volume Contagem de hemacias (qualitativo)
pH Vitalidade
Morfologia
Células germinativas (qualitativo)




4. ANALISE DO ESPERMA
4.1. ANALISE MACROSCOPICA
4.1.1 COAGULACAO E LIQUEFACAO:
Observarapresencade coagulo assim que receber aamostra (figural); O tempo

de liquefacdo média do liquido seminal € de 30 a 60 minutos, por isso, as amostras

recebidas geralmente jaestardo liquefeitas e prontasparaaanalise.

Figura 1: Espermacoagulado.

Em cada avaliacdo relatar no laudo, na amostra da figura 1, Liquefacao:
NORMAL.

Caso a amostra esteja coagulada mesmo ap6s 60 minutos, periodo maximo
para a andlise, a mesma devera ser manipulada de forma a dissolver o coagulo:
Utiliza-se uma seringa de 10 ml para a quebra do coagulo aspirando todo material uma

Unica vez lentamente: pressdonegativa e positiva com o émbolo.

A liguefacdo do coagulo seminal é um processo enzimatico e a principal enzima
envolvida é o antigeno prostéatico especifico. A liguefacdo incompleta sugere alteracdes
prostaticas. (FEIJO et al., 2010)

4.1.2. COR E ASPECTO:

Alteracdes na cor pode indicar doencas locais ou sistémicas (infeccdo, hepatite) ou

ainda uso de medicamentos (antibidticos, antissépticos urindrios ou vitaminas). A
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coloracdo avermelhada, em razdo da presenca de hemdcias, € conhecida por
hematospermia e pode resultar de um processo inflamatorio, obstru¢cdo ou cistos nos
ductos ejaculatérios, neoplasias e anormalidades vasculares (ESTEVES E NAKAZATO,

2002). A cores sdo Branco opalescente (A), Amarelo opalescente (B) e Avermelhado ou
marrom (C).
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Figura 2: Cor e aspecto

4.1.3. VOLUME:
O volume deveréa ser medido em tubo conico graduado de 12mL.
O volume ideal da amostra é de 1,5 a 5mL (OMS, 2010).

Para a realizacao do exame por completo € necessario o volume minimo de 0,8mL.

Caso a amostra apresentar o volume inferior a 0,8 mldeveraserrealizado os
examesde:

e Analise macroscopica;
e Motilidade;
e Total de espermatozoides;

e Contagem de leucocitos e hemacias;

O baixo volume de sémen (hipospermia) sugere obstru¢do do ducto ejaculatorio
ou auséncia congénita bilateral dos vasos deferentes (OMS, 2010).



4.1.4. MEDICAO DO PH:

O pH devera ser analisado logo apés a abertura do frasco da amostra, pois o
mesmo podera sofrer alteracdes caso a amostra fique por muito tempo destampada
devido a evaporagéo do CO2 e alteracio do sistema tampéo.
pH de 7,2 a 8,0: Normal. (OMS,2010)

pH > de 9,0: sugestivo de problema prostatico.

O pH seminal é resultado da mistura das secre¢des das vesiculas seminais (pH
alcalino) e da prostata (pH acido) (OMS, 2010).

4.1.5. VISCOSIDADE:
Devera ser analisada transferindo amostra do frasco para um tubo cénico; Na
Viscosidade normal observamos gotejamento do sémen; na viscosidade Aumentada

forma-se um fio continuo. (Figura 3) sugerindo possivel excesso de abstinéncia.

Figura 3: Viscosidade Aumentada

Relatar na observacdo do laudo a anéalise morfolégica e vitalidade espermética ndo

realizados devido a hipospermia, sugere-se nova coleta a critério médico.

4.2. ANALISE MICROSCOPICA
A analise microscopica sé poderé ser realizada apos liquefacdo completa da

amostra.

4.2.1. MORTALIDADE ESPERMATICA:
Sempre homogeneizar a amostra; utilizando a pipeta automatica, colocar 10
microlitros da amostra na camara de Neubauer; A analise devera ser realizada em

9



microscopio Optico comum na objetiva de aumento 400x;

Observaramotilidade dos

espermatozoides no reticulo central da camara (area amarelafigura, para evitar os efeitos

de secagem da amostra sobre a motilidade e, para facilitar a contagem devido a area

reduzida do campo.

Figura 4. Camara de Neubauer

Com o auxilio do contador automatico, contar 100 espermatozoides e distribui-

los em porcentagem classificando-os em graus de motilidade conforme Tabela 2

abaixo:

Tabela 2. Classificacdo dos espermatozoides segundo o0 GRAU AB.

cabeca), ou giros
em torno de

si mesmo.

Grau A Grau B Grau C Grau D
Progresséo lineanr Progresséo linear | N&o progressivos| Imdveis
rapida lenta ou nao linear
Quando o movimento | Movimento Nao se locomove | Totalmente
€ de maneira linear e | constante, em | (apenas parados.
corta rapidamente o | zigue e zague, ida | batimentos da
campo de visao. e volta. calda ou
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"
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A contagem devera ser realizada em duplicata e, ao final, a média € utilizada para
estabelecer o percentual de espermatozoides conforme graus de motilidade para ser
relatado no laudo; Os graus A e B deveréo ser contados juntamente como mostra o
exemplo na Tabela 3 abaixo;

Tabela 3. Exemplo de contagem em duplicata da motilidade dos espermatozoides de

uma amostra.

Graus 12 contagem 22 contagem Média
Graus A+B 75% 70% 73%

Grau C 10% 10% 10%

Grau D 15% 20% 17%

A segunda contagem ndo devera diferir mais que 10% da primeira, caso isso ocorra

homogeneizar a amostra e realizar novamente a contagem.

Caso a quantidade de espermatozoides for muita, impossibilitando assim a
contagem, deve-se diluir a amostra 1:10 em solucdo fisiol6gica (sugestdo: 10

microlitros da amostra + 90 microlitros de soluc¢éo fisioldgica).

4.2.2. CONTAGEM DE ESPERMATOZOIDES:
Inicialmente deve-se fazer um a fresco colocando 10 microlitros da amostra na camara
de Neubauer para observar aquantidade aproximada de espermatozoides,

Fazer uma diluicdo de 1:40 com agua destilada (sugestéo: 25 microlitros da amostra e 975
microlitros de agua destilada);
A contagem dos espermatozoides devera ser realizada por meio da camara de
Neubauer, em 5 quadrados do reticulo central da camara de Neubauer (Figura 4,
A+B+C+D+E), deve-se colocar a amostra diluida nos dois compartimentos da camara,
a contagem devera ser realizada em duplicada e a contagem média calculada, levando-
se em contaque adiferencaentre as duas contagens ndo devera exceder a 10%;
Caso as contagens se diferenciarem em mais de 10% é necessario homogeneizar
novamente a diluicdo e repetir o procedimento;

e Célculo do numero de espermatozoides:
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e Obtém-se o célculo da média das camaras lidas e multiplicar o resultado por 5 e
depois multiplicar o resultado por 400.000 o resultado é a concentracao
espermética por mililitros (mL),

e Exemplo: Média de 10 espermatozoides contados nos 5 quadrados em uma
diluicdo de 1:40 (10X5X400.000 = 20.000.000/mL).

4.2.3. CONTAGEM DE LEUCOCITOS:

Diluir o esperma 1:10 com solucéo fisiologica (sugestéo: 25 microlitros da
amostra + 225 microlitros de solucéo fisioldgica), efetuar aleitura em duplicata em
camara de Neubauer no reticulo central (contar os 25 campos), calcular a média
e dividir o resultado por 10 e depois multiplicar por 1.000.000; Valor de referéncia:

até 1.000.000/mL (OMS, 2010).

<+—— [_cucocitos

Hemacias

Figura 5: Leucécitos/hemacias

4.2.4. DETERMINACAO QUALITATIVA DE HEMACIAS:

Utilizar a mesma solugcédo preparada para a contagem de leucdcitos: diluir o
esperma 1:10 com solucdo fisiolégica (sugestdo: 25 microlitros da amostra + 225
microlitros de solucao fisioldgica), efetuar a leitura em duplicata em camara de Neubauer no
reticulo central (contar os 25 campos), calcular a média e determinar qualitativamente
as hemacias;

Tabela 4. Critérios para determinacédo qualitativa de hemacias visualizadas no

reticulo central da cAmara de Neubauer:

0 hemécias Ausentes
De 1 a 5 hemécias Raras

De 6 a 15 hemécias Moderadas
Acima de 16 hemécias Numerosas

12



4.2.5. VITALIDADE ESPERMATICA:

Determina a proporgéo de espermatozoides vivos e mortos;

Este teste pode fornecer uma verificagédo na avaliagdo da motilidade, uma vez que a
percentagem de células mortas nao deve exceder a percentagem de espermatozoides
imoveis (exemplo: Grau D =10%, espermatozoides mortos=30%);

Em um tubo de ensaio adicione 100 microlitros de eosina aquosa a 1% e 100
microlitros da amostra, homogeneizar e adicionar mais 100 microlitros de negrosina,
homogeneizar novamente;

Aliquotar 10 a 20 microlitros da solugdo em uma lamina limpa e correr o
esfregaco levemente.

Deixar a lamina secar em temperatura ambiente ou em estufa a 37°C;

Contar os espermatozoides em objetiva de imersao (1000x) um total de 100
espermatozoides entre vivos (brancos) e mortos (rosa);

Osespermatozoides vivos apresentam membrana plasmatica integra e ndo permite a
passagem da eosina para o interior da célula (espermatozoide ndo corado). O mesmo
nao ocorre com espermatozoides mortos, cujas membranas nao estdo intactas
(espermatozoide corado de rosa) (Figura 5);

Valor de referéncia: o limite minimo de
referéncia para a vitalidade
(espermatozoides com membrana intacta)
€ de 58% (OMS, 2010).

Figura 6: Vitalidade espermatica pelo método eosina/negrosina

4.2.6. MORFOLOGIA
13



E um tipo de analise da qualidade dos espermatozoides. E um dos
parametros de avaliagdo no exame de espermograma, um dos principais testes

realizados no homem quando ha suspeita de infertilidade conjugal.
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Figura 7: morfologia dos espermatozoides.

4.2.7. CELULAS GERMINATIVAS

Sao todas as células que dao origem aos gametas de um organismo que
se reproduz de maneira sexuada. Nos organismos multicelulares, as células
germinativas primordiais dado origem as células germinativas, e estas, a
linhagem germinativa (gametas, que, no caso dos animais, Sdo o0

espermatozoide e o 6vulo).

5. ESPERMOGRAMA E TRATAMENTO COMPLEMENTARES

Vale lembrar que o espermograma é um dos primeiros exames solicitados na
investigacdo da fertilidade e da salde masculina. Outros exames complementares
podem ser necessarios para se chegar a um diagnostico preciso, tais como a
Fragmentacdo de DNA (FIV, Fertilizacdo in Vitro) que identifica areas fragmentadas
no DNA que podem ser responsaveis por ma qualidade dos embrides, pela
dificuldade de gravidez ou abortos de repeticdo. Além do Espermograma sob
magnificacdo (ICSI, Injecao Intracitoplasmatica de Espermatozoides) que é um
exame realizado por microscopio que aumenta em até mil vezes a visualizagdo do
espermatozoide. Identifica parametros como vacuolos ou buraco associados a piora
da fertilizagdo. Na FIV classica, os espermatozoides sdo colocados em contato com
os 6vulos e a fecundacdo ocorre naturalmente no laboratorio. J& na ICSI, é feita a

injecdo de um espermatozoide dentro do 6vulo para que haja a fecundacéo. Pode ser
14



realizado ainda o FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), que analisa alteracdes no
namero de cromossomos presentes nos espermatozoides, como as dissomias
(quando existem alguns cromossomos a mais) ou dipléides (duplicacdo de todos os

Cromossomos no espermatozoide).

Ja o exame da Carga Viral é indicado para pacientes com sorologias alteradas, como
HIV, Hepatite, HTLV (virus T-linfotrépico humano), para que no dia da fertilizacao seja

utilizado um sémen testado previamente e livre de quaisquer contaminagoes.

Estudos apontam que as causas da infertilidade sdo 30% femininas e 30%
masculinas. Em 25% dos casos, o problema atinge ambos 0s sexos e em 15% dos
casais, a causa é desconhecida, casos esses chamados de infertilidade ou
esterilidade sem causa aparente (ISCA ou ESCA). Nas mulheres, 0os motivos mais
comuns estao relacionados ao Utero, ovarios e as trompas, ou a idade avancada. Ja
nos homens, a causa mais comum é a varicocele. A Varicocele é o processo de
dilatacdo das veias que drenam o sangue dos testiculos, devido a inabilidade das
valvulas venosas.

Outro fator é a azoospermia nédo obstrutiva, em que ha uma falha de producéo de
espermatozoides, devido a disturbios hormonais genéticos ou, ainda, danos no tecido
testicular, seja traumatico, cirargico ou infeccioso. Fatores nutricionais, metabdlicos,
estresse e doencgas cronicas podem afetar ambos os sexos. Quando Identificada a
causa e o grau da infertilidade, as possibilidades de tratamento serdo avaliadas pelo
meédico. Se o problema for provocado por infeccéo, esta devera ser tratada. Se os
hormdnios estiverem desregulados, o primeiro passo sera sua estabilizacdo. Se o
tratamento néo for efetivo, os métodos de reproducéo assistida (inseminacéo artificial

e fertilizac&o in vitro) tém obtido 6timos resultados.

6. CONCIDERACOES FINAIS

A andlise da qualidade do sémen é geralmente feita em um laboratorio
especializado. O homem colhe o0 sémen em um recipiente adequado, o sémen deve
ser analisado dentro de algumas horas (1-2 horas), para resultados precisos e

confiaveis.
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Dessa forma os dados encontrados nos espermogramas podem ajudar a
diagnosticar as possiveis causas da infertilidade masculina, bem como sugerir outros
problemas de saude do homem, como por exemplo, problemas na prostata, ja que a
andlise da viscosidade e acidez do sémen podem indicar problemas com a préstata.
Exames complementares, como toque retal ou biépsia podem ser solicitados pelo
meédico para confirmar ou descartar possiveis diagnosticos.

A zoospermia geralmente € decorrente de infeccbes bacterianas, DSTs
(doencgas sexualmente transmissiveis), ou obstru¢cdo nos canais seminais.

A Oligospermia e a Crisptozoospermia sao muitas vezes originadas por
infeccbes no sistema reprodutor, varicocele, IST (Infeccbes Sexualmente
Transmissiveis, anteriormente denominadas DST). No entanto pode acontecer
também como efeito colateral do uso de certos medicamentos, como cetoconazol e
ou metotrexato.

A Astenospermia pode ser causada por stress, alcoolismo ou doencas auto-
imunes, como HIV, entre outras.

Na Teratozoospermia as principais causas sao varicocele, uso de drogas ou
inflamac&o no sistema reprodutor.

A Hipospermia é o caso que pode estar relacionada com problemas de prostata
e alteracdes nas vesiculas seminais ou pelo ndo preparo do paciente anteriormente
ao exame, (tempo de abstinéncia correto).

Necrospermia sao casos bem raros, que tém como possiveis causas problemas
hormonais, cancer prévio nos testiculos, infeccées nos testiculos, uso de drogas e
alcool, longos periodos sem ejaculacéo, idade avangada entre outros.

Leucocitospermia é causada por Orquite, Prostatite, Cistite, Uretrite, Vesiculite,
IST.

O espermograma é um exame muito antigo e 0 mais preciso na questdo de
diagnéstico de infertilidade masculina. Por tanto, € importante que as pessoas tenham

o0 conhecimento da eficacia e necessidade deste exame.
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