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RESUMO

A qualidade do sémen da populacdo mundial vem diminuindo ao longo das décadas e a
realizacdo do espermograma € importante para avaliacdo da infertilidade masculina,
juntamente com a observacdo clinica de cada paciente. O trabalho tem como objetivo ser um
material didatico sobre analise do sémen humano, rico em conhecimentos especificos, a fim de
que alunos e profissionais da area possam consultar e ter orientacdes para as analises do
espermograma. O material didatico contém informacGes retiradas de fontes cientificas, como
livros, manuais e artigos atualizados sobre o tema, que abordam topicos tedricos e praticos
utilizados nas analises do sémen humano e foram reunidos para facilitar a consulta e
realizacdo do exame. Além de textos explicativos, o trabalho contém imagens obtidas de
amostras analisadas no laboratério de Citologia Clinica da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os tdpicos abordados no trabalho envolvem a coleta da amostra de sémen humano,
as analises macroscépicas do sémen (liquefacéo, viscosidade, aspecto do ejaculado, volume,
odor e pH) e as analises microscépicas do sémen (avaliacdo da diluicdo apropriada do sémen
humano, agregados de espermatozoides, aglutinacdo de espermatozoides, motilidade,
vitalidade espermatica, contagem de espermatozoides e outras células e morfologia dos
espermatozoides).

Palavras-chave: material didatico; sémen humano; espermograma; infertilidade masculina.



ABSTRACT

The semen quality of the world's population has been decreasing over the decades and the
performance of the spermogram is important for the evaluation of male infertility, along with
the clinical observation of each patient. The work has the goal of being a didactic material
about human semen analysis, rich in specific knowledge, that students and professionals in the
field can consult and have guidelines for sperm analysis. The didactic material contains
information taken from scientific sources, such as books, manuals and updated articles about
the subject, which approach theoretical and practical topics used in human semen analysis and
were brought together to facilitate consultation and exam realization. In addition to
explanatory texts, the work contains images obtained from samples analyzed in the Clinical
Cytology laboratory of the Federal University of Santa Catarina. Topics used in the work
involve the collection of human semen samples, macroscopic analysis of semen (liquefaction,
viscosity, appearance of the ejaculate, volume, odor and pH) and microscopic analysis of
semen (evaluation of appropriate dilution of human semen, sperm aggregates, sperm
agglutinates, motility, sperm vitality, sperm counting and other cells and sperm morphology).

Keywords: didactic material; human semen; spermogram; male infertility.
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1 INTRODUCAO

A qualidade do sémen na populagdo global vem diminuindo ao longo das décadas e o
estilo de vida levado pelo individuo é responsavel por esse declinio. Fatores como o0 consumo
de alcool, tabagismo, obesidade, estresse e uso de drogas ilicitas sdo responsaveis por
diminuir a qualidade do sémen por alteragdo na concentracdo dos espermatozoides, a qual se
torna reduzida, e também alteracdes na motilidade e morfologia dos espermatozoides
(DURAIRAJANAYAGAM, 2018). Os fatores ambientais e ocupacionais também sdo
responsaveis pelo aumento do risco da infertilidade masculina. A exposicdo do homem a
vérios produtos quimicos, incluindo metais pesados e pesticidas, esta associada a efeitos
adversos de parametros seminais, como efeitos prejudiciais na concentra¢do, morfologia e

motilidade dos espermatozoides, e também no volume de sémen (PAPARELLA et al., 2017).

Um estudo de 2022 sobre candidatos a doacdo de esperma de um Banco Publico de
Gametas Portugués mostrou tendéncia de diminuicdo dos niveis de espermatozoides com
morfologia normal entre 2011 e 2018. Uma diminuigdo na motilidade progressiva também foi
observada a medida que o indice de massa corporal (IMC) era mais elevado nos participantes.
Parametros alterados da amostra de sémen interferem na fertilidade masculina, sendo que a
maioria das causas identificadas de diminuicdo da qualidade do esperma séo fatores
modificaveis (FONSECA et al., 2021).

A avaliacdo da infertilidade masculina é inicialmente realizada pela analise do sémen.
O manual da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) de 2021 para analise do sémen utiliza
publicacbes baseadas em evidéncias como referencial para definir os valores de normalidade e
as diretrizes utilizadas para tal. A 52 edicdo do manual de 2010 utilizou evidéncias e valores
obtidos de uma populacdo de 1.953 homens férteis de oito paises diferentes que se tornaram
pais em menos de 12 meses, cujas esposas também possuiam fecundidade alta ou normal
(FRANKEN; OEHNINGER, 2012). Ja a 62 edicdo do manual de 2021 incluiu dados de mais
de 3.500 individuos oriundos de doze paises de cinco continentes diferentes; assim, houve
maior representatividade da fertilidade masculina pela inclusdo de maior nimero de homens
investigados advindos de mais regides do globo (CAMPBELL et al., 2021).

Materiais visuais e explicativos sdo uma ferramenta facilitadora da aprendizagem e
possibilitam a seus leitores captar informacdes e organizar conhecimentos especificos sobre o

tema. A utilizagdo de diferentes materiais didaticos tem a finalidade de conduzir o raciocinio
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para que se construam significados e o conhecimento sobre determinado assunto seja
consolidado (SILVA; VICTER, 2016).

Através da utilizacdo de materiais didaticos, o individuo poderd obter uma
construcdo de aprendizados sobre os objetos de conhecimento, através de situacOes
diversas que ocorreram no meio em que vivem, atribuindo qualidades e valores.
Acredita-se, portanto, que podem contribuir para a obtencdo da construcdo da
identidade, construcdo do proéprio sujeito e sua visdo de mundo (MATQOS; SILVA,;
VICENTE, 2021, p. 318).

A utilizacdo de diferentes recursos didaticos direciona o aprendizado dos estudantes.
“Independente de como e quando podemos classificar esses recursos como os visuais,
auditivos, ou audiovisuais que sdo a juncdo dos dois recursos tornando o ensino mais
dinamico e interessante” (BORDINHAO; SILVA, 2015, p. 7).

No ambito das andlises clinicas, a utilizacdo do microscopio éptico € um recurso
fundamental. A existéncia de materiais didaticos visuais que auxiliam a caracterizacao
microscopica das analises realizadas melhora a compreensdo dos conceitos pelo aluno,

podendo motiva-lo no aprendizado da disciplina (ARRUDA et al., 2021).

O presente projeto busca a producdo de material didatico sobre andlise do sémen
humano com o objetivo de auxiliar e contribuir com os estudos dos alunos da disciplina de
Citologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas (ACL) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) e também de varias outras universidades, além de profissionais que

realizam as anéalises de s€men em sua rotina laboratorial.

O material didatico também contara com material explicativo sobre as células
visualizadas no espermograma, como se da a coleta do material biolégico e preparo do
paciente, analises macroscopicas (tempo de liquefagdo, viscosidade, aspecto, volume e pH) e
microscopicas (motilidade, vitalidade, contagem do numero total de espermatozoides,

contagem de células ndo espermaticas e morfologia dos espermatozoides).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral a produgdo de um material didatico sobre a

anélise do sémen humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Descrever as analises macroscépicas realizadas com a amostra de sémen humano.
o Descrever as analises microscépicas realizadas com a amostra de sémen humano.

o Preparar fotomicrografias dos espermatozoides sobre sua morfologia e vitalidade.
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3METODOLOGIA

3.1 CARACTERISTICAS DA PESQUISA

A pesquisa realizada para a producdo do presente trabalho possui cunho bibliogréfico
de caréter descritivo e qualitativo. Isto se da através da producéo textual e de imagens através
de micrografias de material biolégico e instrumentos utilizados para a realizacdo do

espermograma.

Para elaboracdo do material tedrico e explicativo, foram utilizados manuais de
laboratério disponibilizados pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS). Os materiais
disponibilizados pela agéncia governamental sdo atualizados e possuem valores de referéncia
para as caracteristicas do sémen utilizado em todo o mundo. Também foram utilizados livros
sobre a tematica e artigos cientificos relevantes para a producdo do material. Os artigos foram
selecionados a partir das bases de dados PubMed, ScienceDirect e do portal Scientific
Electronic Library Online (SciELO). Os descritores utilizados para a pesquisa foram “semen
analysis”, “spermogram”, “importance” e “infertility”, além dos mesmos termos em lingua
portuguesa. Em adicdo aos termos ja citados, as mesmas bases de dados foram utilizadas para
a pesquisa de termos especificos para busca de informagdes adicionais, como métodos de

coloracéo.

O material biologico utilizado para a obtencdo das imagens que compdem o material
didatico foi obtido de amostras que estavam sendo analisadas no laboratorio de Citologia
Clinica do Departamento de Analises Clinicas da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

3.2 FOTOGRAFIAS E FOTOMICROGRAFIAS

As fotografias dos materiais foram obtidas utilizando-se a camera do iPhone 7 (12
megapixels) e um fundo preto padrdo. As fotomicrografias dos espermatozoides foram
obtidas a partir de um software (MotiCyte versdo 2; Motic, Xiamen, China) acoplado ao
microscopio (Motic BA410™) e camera de video colorida (Moticam Pro 285A™; 1.4

megapixels, 1360 x 1024 pixels).
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As imagens produzidas para o presente trabalho envolvem o registro de elementos
macroscopicos e microscopicos para a realizacdo do espermograma. Os elementos
macroscopicos fotografados sdo relacionados aos equipamentos utilizados (camara de
Neubauer e cadmara de Makler). As imagens microscopicas de laminas coradas registradas
contemplam a vitalidade dos espermatozoides, sua morfologia, incluindo alteracbes da

cabeca, peca intermediaria e da cauda.

Apo6s a producdo das fotografias dos equipamentos, as mesmas foram selecionadas
para cada tépico do trabalho, recebendo edi¢cdo de nitidez, recorte e ajuste no aplicativo de
fotos do proprio iPhone para centralizagcdo das estruturas. Além disso, foi realizada a
padronizacdo da coloragdo do fundo pelo aplicativo Photoshop. As fotomicrografias das
laminas de morfologia e vitalidade dos espermatozoides foram selecionadas a fim de se obter

o melhor fundo e melhor visualizacdo dos espermatozoides e de outras céelulas.
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4 JUSTIFICATIVA

O material didatico é um material instrutivo para consulta, buscando o
estabelecimento da relacdo entre teoria e prética e possibilitando a elaboracdo do estudo
autdbnomo (BENTO, 2017). Os materiais didaticos visuais complementam o contetdo textual,
pois promovem a apresentacdo de informagdes de forma mais interessante, criativa e
organizada. A construgdo do conhecimento é facilitada por conteddos visuais, permitindo a
articulacédo do significado pela unido entre texto e imagem (FREITAS; RODRIGUES, 2008).
A utilizagdo de diferentes materiais didaticos tem a finalidade de conduzir o raciocinio para
que se construam significados e o conhecimento sobre determinado assunto seja consolidado
(SILVA; VICTER, 2016).

O presente material didatico sobre a analise do sémen humano tem como base a 62
edicdo do manual da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) que foi atualizada em 2021. Os
métodos e procedimentos descritos para analise de cada parametro do sémen humano poderao
ser utilizados como procedimento operacional padrdo (POP) em qualquer laboratério que
realize o espermograma; assim, a padronizacdo das analises descritas pelos laboratérios
melhora a qualidade do exame do sémen humano e também a comparabilidade dos resultados
entre laboratérios (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A producdo do material didatico sobre a analise do sémen podera auxiliar alunos e
profissionais da area nos estudos sobre o tema. Este recurso didatico podera ser utilizado com
a finalidade de ser um modelo para estudo teodrico e pratico das andlises realizadas no sémen,

a fim de facilitar a realizacdo das mesmas em ambiente laboratorial.
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5 REVISAO TEORICA

O sémen ejaculado possui atributos quantificaveis para a analise, que sd&o o0 numero
total de espermatozoides e o volume total dos fluidos advindos das glandulas acessérias. Os
outros aspectos igualmente importantes para a analise da fungdo espermaética séo a vitalidade,
motilidade e morfologia dos espermatozoides, como também a composicdo dos fluidos do
ejaculado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Ao examinar a morfologia
espermatica corretamente, seguindo as diretrizes preconizadas no manual da OMS para
analise do sémen, a avaliacdo do aspecto morfoldgico dos espermatozoides desempenha um
papel muito importante na avaliacdo clinica da fertilidade masculina (FRANKEN;
OEHNINGER, 2012).

Nas primeiras fracbes do sémen ejaculado é onde se encontra a maior parte dos
espermatozoides e, dessa forma, é a fracdo mais favoravel a entrar em contato com o muco
cervical antes da mistura com as porgdes liquidas (BJORNDAHL; KVIST, 2003). Isso mostra
a importancia da coleta total da amostra de sémen, o que influenciara na qualidade da amostra
a ser analisada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). E importante analisar no
minimo duas amostras de sémen para a investigacdo da infertilidade masculina, além da
avaliacdo médica completa do histérico reprodutivo e exame fisico realizado por um
especialista (SHARLIP et al., 2002).

Os espermatozoides maduros sdo células ativas e moveis, constituidos por cabeca e
cauda, esta ultima dividida em peca intermediaria, peca principal e peca terminal (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 2016). O acrossomo presente na cabeca do espermatozoide contém
varias enzimas hidroliticas e uma protease, todas capazes de lisar as estruturas que envolvem
os ovocitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Ja a peca intermediaria possui mitocondrias
que fornecem energia por meio de trifosfato de adenosina (ATP) para que 0 espermatozoide
tenha motilidade (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).

A espermatogénese tem inicio na puberdade e € influenciada por varios fatores, dentre
0s quais 0s de maior importancia sdo os hormdnios, segundo Junqueira e Carneiro (2017). O
horménio foliculo-estimulante (FSH) estimula as células de Sertoli para a conversdo das
espermatides em espermatozoides. O horménio luteinizante (LH) age nas células de Leydig,
que sdo as células intersticiais, e as estimula a secretarem a testosterona, hormdnio
fundamental para o crescimento e divisdo das células germinativas (GUYTON; HALL, 2011).

Outro fator importante no processo de espermatogénese é a temperatura, pois a producao dos
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espermatozoides s6 ocorre abaixo da temperatura corporal, cerca de 35°C nos testiculos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Segundo Moore, Persaud e Torchia (2016), a formacdo dos espermatozoides tem inicio
com a transformacdo das espermatogbnias em espermatdcitos primarios, destes em
espermatdcitos secundarios e por fim estes se transformam em espermatides, que sdo as
células que dardo origem aos espermatozoides. O processo de transformacdo das espermatides
em espermatozoides é chamado de espermiogénese e inclui varios processos, como a
formacdo do acrossomo, alongamento e condensacdo do nicleo, crescimento do flagelo e
perda de porcao citoplasmatica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Segundo Junqueira e
Carneiro (2017), apdés a formacdo dos espermatozoides eles sdo liberados no limen dos
tubulos seminiferos e sdo transportados para o epididimo pelo fluido testicular, onde séo
armazenados e amadurecem. Os espermatozoides moveis e férteis possuem velocidade em
meio liquido de 1 a 4 mm/min. A atividade do espermatozoide aumenta em meio neutro ou
levemente alcalino, enquanto a mesma é muito diminuida em meio ligeiramente acido
(GUYTON; HALL, 2011).

5.1 COLETA DA AMOSTRA DE SEMEN

A amostra de sémen deve ser coletada por meio de masturbacdo em sala privada
proxima ao laboratorio que fard a analise, para que o paciente tenha a privacidade necessaria
para a coleta. Alguns requisitos sdo necessarios para o procedimento de coleta da amostra de
sémen humano, como coleta em um recipiente limpo, de boca larga e composto por material
gue ndo seja tdxico para 0s espermatozoides. Além disso, a abstinéncia sexual no momento da
coleta deve ser de no minimo 2 e no maximo 7 dias (OSHIO et al., 2007).

A fracdo total do ejaculado deve ser coletada e qualquer perda de amostra deve ser
comunicada ao laboratorio; estas informacgdes devem ser fornecidas para o paciente, por fala
ou escrita e de forma clara (SUNDER; LESLIE, 2022). O recipiente deve possuir a
identificacdo do paciente como nome, nimero de identificacdo, data e hora da coleta e, apds o
recebimento da amostra no laboratério, deve ser deixado em bancada ou incubadora (37°C)
para que o sémen possa se liquefazer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Caso a coleta seja feita em domicilio, excepcionalmente, o paciente deve ser instruido

de forma clara sobre a coleta e transporte da amostra de sémen. A amostra deve ser entregue
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ao laboratério preferencialmente dentro de 30 minutos ap6s a coleta e ndo mais do que 50
minutos apos a coleta. Ao ser transportada até o laboratorio, a amostra deve ser mantida entre
20 °C e 37 °C; é indicado manter a amostra proxima ao corpo durante o transporte (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021).

5.2 ANALISE MACROSCOPICA DO SEMEN
5.2.1 Liquefagio

A liquefacdo do sémen reflete a funcdo das vesiculas seminais e da prostata. O
aumento da viscosidade do liquido seminal esta relacionado a processos inflamatérios das
glandulas acessorias e dificulta a livre movimentacdo dos espermatozoides (VASQUEZ R;
VASQUEZ ECHEVERRI, 2007).

Apos alguns minutos em temperatura ambiente, 0 sémen comeca a se liquefazer e se
tornar mais homogéneo. A liquefacdo ocorre geralmente dentro de 30 minutos e ndo deve
demorar mais de 1 hora, apds a ejaculacdo. Se a liquefacdo da amostra ndo se completar em
30 minutos, anotar no relatorio final. Caso a amostra ndo esteja liquefeita ao passar de 60
minutos, também registrar no relatorio final (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

5.2.2 Viscosidade

Apos a liquefacdo da amostra de sémen, a analise da viscosidade é feita com uma
pipeta de plastico descartavel (ex.. pipeta Pasteur) de material ndo toxico para 0S
espermatozoides. O sémen deve ser aspirado e seu desprendimento da pipeta por gravidade
deve ser observado. A normalidade é dita quando 0 sémen cai em gotas pequenas e discretas,
mas quando a queda da amostra da pipeta forma um fio com mais de 2 cm de comprimento, é
avaliada como viscosidade anormal (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Outra possibilidade da analise da viscosidade ¢ a introducdo de uma vareta de vidro na
amostra. E observado o comprimento do fio formado apés a retirada da vareta. A amostra é
dita anormal com a formagc&o de fio maior do que 2 cm (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2010).
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5.2.3 Aspecto do ejaculado

Amostras normais de sémen, depois de liquefeitas, possuem coloracdo branca
opalescente e sdo homogéneas. Outras coloracBes também podem aparecer de acordo com
algumas circunstancias, como por exemplo, cor marrom-avermelhada quando ha presenca de
heméacias no ejaculado (hemospermia) e coloragdo amarela devido a ictericia ou
administracdo de vitaminas e medicamentos pelo homem (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

5.2.4 VVolume

O volume do sémen € composto majoritariamente pelos liquidos das vesiculas
seminais e da préstata, juntamente com uma pequena quantidade dos epididimos e das
glandulas bulbouretrais. A determinacdo do volume do ejaculado possibilita o calculo do
namero total de espermatozoides e também de células ndo espermaticas no sémen
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

O volume € medido de maneira direta pela coleta da amostra de sémen em cilindro de
medicdo graduado e com boca larga com a leitura das graduagdes do tubo. Entretanto, ao
transferir o volume de amostra para um cilindro de medicdo, ocorre perda de parte da amostra
e 0 volume serd subestimado. Desta forma, este ndo é um procedimento recomendado
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

A forma mais precisa para a determinacdo do volume é de forma indireta pela
pesagem. A massa do recipiente de coleta deve ser previamente determinada e, ap0s a coleta,
pesa-se 0 recipiente contendo a amostra de sémen. Subtrai-se o valor do recipiente vazio e
o volume € calculado utilizando a massa em gramas deduzida da amostra e a densidade do
sémen, que é de 1 g/ml (AUGER et. al., 1995) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021).

Quadro 1 - Valor de referéncia para o volume de sémen humano para o quinto percentil com
intervalo de confiancga (IC) de 95%

Valor minimo 1,4ml(1,3-1,5ml)

Fonte: World Health Organization (2021)
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5.2.5 Odor

Os individuos possuem varia¢des na capacidade de perceber o cheiro normal do sémen
humano. Contudo, odores como o de putrefacdo ou de urina devem ser relatados, pois podem
ter importancia clinica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

5.2.6 pH

A avaliacdo do pH ¢ influenciada pela perda de CO2 da amostra apds a coleta do
ejaculado, portanto, o pH deve ser mensurado preferencialmente ap6s 30 minutos do processo
de liquefagdo do sémen, ndo devendo ultrapassar 1 hora. A perda de CO, causa 0 aumento
gradual do pH (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Para a medicdo do pH do sémen, a amostra deve ser bem misturada, mas nao
vigorosamente, e 1 gota deve ser colocada sobre papel medidor de pH. A amostra deve ser
espalhada uniformemente e deve-se aguardar a cor do papel ficar homogénea para a leitura ser
realizada. Compara-se a cor do papel medidor com a faixa de calibracdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

Valores de pH encontrados abaixo de 7,2 podem indicar a auséncia de fluido da
vesicula seminal, o qual é alcalino. Um pH abaixo desse valor também pode ser indicativo da
contaminacdo da amostra de sémen humano por wurina (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

5.3 ANALISE MICROSCOPICA DO SEMEN

Para a avaliacdo a fresco, 0 Manual da OMS recomenda a utilizacdo de 10 pl de sémen
liguefeito em lamina de vidro limpa, coberto com laminula de 22 mm x 22 mm. Deve-se
tomar cuidado para que ndo haja formacdo de bolhas entre a lamina e a laminula (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Com o aumento de 100x, visualizam-se corddes mucosos, agregacdo ou aglutinacdo
dos espermatozoides e se 0s espermatozoides estdo distribuidos de forma homogénea na

preparacdo. A varredura da lamina com aumento de 200x a 400x é feita para a avaliacdo da
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motilidade, a avaliacdo para determinacdo da diluicdo necesséria para avaliar precisamente o
nimero de espermatozoides e presenca de células epiteliais, leucdcitos, células imaturas e
outras células que ndo sejam espermatozoides (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 1 - Avaliacdo inicial microscépica de amostra de sémen humano, ampliacdo de 400x

Fonte: Imagem da autora

A homogeneizacdo da amostra de sémen € importante para que a mesma seja
representativa do todo e deve ser realizada antes da coleta de cada aliquota a ser analisada a

fim de evitar que haja sedimentacdo (LAGE, 2013).

5.3.1 Avaliacdo da diluicdo apropriada do sémen humano

A diluicdo apropriada para contagem dos espermatozoides € estimada no exame
microscopico inicial. E utilizada uma quantidade de pelo menos 50 pl de sémen adicionada ao
diluente; isto garante representatividade confiavel e volume de suspensdo suficiente para a
amostra ser completamente homogeneizada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).



Tabela 1 - Diluigdes para a amostra de sémen humano

Numero de NuUmero de
espermatozoides espermatozoides Diluigéo Ejaculado (ul)  Fixador (pl)
visualizados em  visualizados em
400 x 200 x
> 200 > 800 1:50 (1 + 49) 50 2450
40 - 200 160 — 800 1:20 (1 + 19) 50 950
16 — 40 64 — 160 1:10 (1 +9) 50 450
2-15 8- 64 1:5 (1 +4) 50 200
<2 <8 1.2(1+1) 100 100

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021).

5.3.2 Agregados de espermatozoides
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A agregacdo ndo especifica de espermatozoides é resultado da aderéncia de

espermatozoides imdveis entre si ou de espermatozoides mdveis aderidos a filamentos de

muco, células ndo espermaticas ou detritos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

5.3.3 Aglutinacéo de espermatozoides

A aglutinacdo diz respeito a espermatozoides moveis grudados uns aos outros, cabeca

a cabeca, cauda a cauda ou de forma mista. Qualquer espermatozoide que esteja unido a outro

ou outros deve ter o principal tipo de aglutinacdo registrado (WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2021), pois isto podera influenciar negativamente na concentracdo e

motilidade dos espermatozoides (SUNDER; LESLIE, 2022).



Quadro 2 - Esquema representando os graus de aglutinagdo de espermatozoides
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Grau de aglutinagéo

Cauda a cauda

Ponta da
cauda a ponta
da cauda

Misto (cabeca
a cabeca e
cauda a
cauda)

Emaranhado
(cabecas e
caudas
emaranhados)

1. Isolado 2. Moderado 3. Alto 4. Muito alto
(<10 (10-50 (aglutinagéo (todos os
espermatozoides | espermatozoi- de > 50 espermatozoides
Partes . - :
. por aglutinado, des por espermatozoi- aglutinados,
envolvidas muitos aglutinado e des, alguns e aglutinacOes
espermatozoides | espermatozoi- livres) interligadas)
livres) des livres)
Cabeca a
cabeca

5.3.4 Motilidade

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021).

A investigacdo da motilidade deve ser avaliada logo apds a liquefacdo do sémen e
dentro de uma hora apds a coleta da amostra (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A motilidade dos espermatozoides diminui ao

longo do tempo, pois depende da

disponibilidade de energia e da presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo
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produzidas pelo préprio esperma ou por leucécitos do plasma seminal (BJORNDAHL;
HAUGEN, 2008). A motilidade diminuida dos espermatozoides € uma alteracao frequente em
homens com infertilidade (VASQUEZ R; VASQUEZ ECHEVERRI, 2007), pois a taxa de
motilidade progressiva dos espermatozoides esta relacionada com taxas de gravidez (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Para a leitura microscopica da motilidade, primeiramente avalia-se se 0s
espermatozoides estdo bem distribuidos na I[dmina, em aumento de 100x e 200x. Em seguida,
avalia-se pelo menos 5 campos aleatérios, mesmo que sejam contados mais de 200
espermatozoides em menos de 5 campos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Ao avaliar a motilidade dentro de um campo selecionado, deve-se iniciar pelos
espermatozoides de progressdo répida e lenta para ndo superestimar o numero de
espermatozoides progressivos. Em seguida, contam-se 0s espermatozoides ndo progressivos e
imoveis que permanecem dentro do campo escolhido. E importante que a analise seja
realizada em duplicata para se fazer a comparacdo dos resultados; o prosseguimento das
demais analises sO deve ser feito se a contagem e avaliacdo da motilidade das replicatas
estiverem aceitavelmente proximas, caso contrario, novas amostras devem ser preparadas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

5.3.4.1 Categorias da motilidade espermatica

Ha quatro categorias de motilidade dos espermatozoides recomendadas pelo manual de

laboratdrio da OMS para o0 exame e processamento do sémen humano de 2021. Elas séo:

e Rapidamente progressivo (categoria A): espermatozoides que se movimentam
ativamente, linearmente ou em um grande circulo com velocidade de 25 pm/s;

e Lentamente progressivo (categoria B): espermatozoides com movimento ativo, linear
ou em um grande circulo com velocidade de 5 a < 25 pm/s;

e« N&o progressivo (categoria C): o espermatozoide possui todos os padrbes de
movimentacdo ativa da cauda, mas com auséncia de progressdo. Possui velocidade
menor do que 5 pm/s;

o Imovel (categoria D): 0 espermatozoide ndo possui movimentos de cauda ativos.



27

Os resultados da motilidade espermatica sdo calculados pela realizagdo das
porcentagens das quatro categorias acima para as duas replicatas da mesma amostra,
separadamente. Realizar também as propor¢des (%) de motilidade progressiva e
espermatozoides mdveis. Em seguida, deve ser calculada a média das duas replicatas para o
grupo dominante encontrado (espermatozoides moveis ou imdveis), calculando também a
diferenca entre as replicatas para o grupo dominante (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021).

A 52 edicdo do manual da Organizacdo Mundial da Satude (OMS) publicada em 2010
divide a motilidade dos espermatozoides em trés categorias, enquanto a 62 edicdo do manual
de 2021 apresenta quatro categorias de motilidade espermatica. A 52 edicdo apresenta as
categorias A e B da 62 edicdo como uma unica classificacdo de motilidade progressiva. A
justificativa para tal deve-se ao fato da dificuldade dos avaliadores em definir a velocidade da
progressdo de tais espermatozoides com tanta exatiddo sem viés (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

Quadro 3 - Valor de referéncia para a motilidade dos espermatozoides para o quinto percentil

com IC 95%

Tipo de motilidade Valor minimo
Motilidade total (espermatozoides 42% (40 — 43%)
progressivos + nao progressivos)

Motilidade progressiva 30% (29 — 31%)
Motilidade ndo progressiva 1% (1 - 1%)

Fonte: World Health Organization (2021)

Quadro 4 — Valor de referéncia para espermatozoides imdveis para o quinto percentil com IC
95%

Valor minimo 20% (19 — 20%)

Fonte: World Health Organization (2021)
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5.3.5 Vitalidade espermatica

A vitalidade espermética é estimada pela integridade da membrana celular dos
espermatozoides (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Se houver grande
porcentagem de espermatozoides mortos na amostra de sémen, a causa deve ser investigada,
pesquisando se a mesma é devido a anticorpos citotoxicos, infeccdo (BJORNDAHL;
HAUGEN, 2008) ou até mesmo a uma patologia no epididimo (SUNDER; LESLIE, 2022).

O teste para avaliacdo da vitalidade espermatica € dado pela utilizacdo dos corantes
eosina-nigrosina. A porcentagem de espermatozoides vivos é identificada pela ndo penetracdo
da eosina na cabeca dos espermatozoides, pois possuem membrana celular intacta e seréo
visualizados com cabeca de coloracdo branca. Ja as células mortas possuem a membrana
plasmatica danificada, permitindo a entrada do corante e serdo visualizadas cabecas de
coloracdo vermelha ou rosa. O fundo escuro formado pela nigrosina torna mais facil a
identificacdo  dos  espermatozoides  fracamente  corados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

A vitalidade é um teste que deve ser avaliado o mais rapidamente possivel apds a
liguefacdo do sémen, de preferéncia em 30 minutos e no maximo apds 1 hora da ejaculacdo.
A lamina deve ser examinada em microscopio 6ptico com ampliacdo de 1000x em dleo de
imersdo. Avaliar pelo menos 200 espermatozoides, calculando o nimero de células coradas
(mortas) e ndo coradas (vivas) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 2 - Espermatozoide morto a esquerda e espermatozoide vivo a direita, coloracdo de
eosina-nigrosina, ampliacdo de 1000x

Fonte: Imagem da autora
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Quadro 5 - Valor de referéncia para a vitalidade dos espermatozoides para o quinto percentil
com IC 95%

Valor minimo 54% (50 — 56%)

Fonte: World Health Organization (2021)

5.3.5.1 Técnica de coloragdo com eosina-nigrosina
Para a preparacdo do corante eosina-nigrosina, segue-se 0S passos:

1. Dissolver 0,67 gramas de eosina Y e 0,90 gramas de cloreto de sédio em 100 ml de
agua destilada, sob aquecimento suave;

2. Adicionar 10,0 gramas de nigrosina a solugéo, que deve ser levada até a ebulicdo e,
apos este processo, deve ser deixada resfriar em temperatura ambiente;

3. Filtrar a mistura obtida com papel filtro e armazenar em frasco de vidro escuro e
selado (MORTIMER et al., 2022).

Para o procedimento de coloracdo da amostra, mistura-se uma aliquota de 50 pl do
sémen ndo diluido, liquefeito e bem homogeneizado com 50 ul do corante eosina-nigrosina,
incubando por 30 segundos. Coloca-se entdo de 12 a 15 pl da mistura em lamina limpa e
previamente identificada para realizacdo do esfregaco que deve ser seco ao ar. Apds a
secagem, as laminas podem ser examinadas ou montadas permanentemente com laminula e
agente de montagem (MORTIMER et al., 2022).

5.3.6 Contagem de espermatozoides e outras células

O namero total de espermatozoides é um valor preditivo da concepcdo, mas deve ser
relacionado com outros resultados reprodutivos. O nimero de espermatozoides por ejaculacdo
é calculado utilizando a concentracéo de espermatozoides e o volume do ejaculado (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Para a contagem de espermatozoides, a diluicdo mais apropriada da amostra deve ser
escolhida a partir da avaliacdo a fresco. Uma cédmara de contagem deve ser preparada e
preenchida com o sémen diluido e ap6s esse procedimento deve ser colocada em camara
Umida para que 0s espermatozoides se estabelegam no fundo da c&mara de contagem
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
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Apos a retirada da camara umida, a contagem deve ser realizada imediatamente para
evitar que a evaporagdo do liquido interfira nos resultados. As contagens das duas replicatas
devem ser comparadas e, se estiverem aceitavelmente proximas, deve-se prosseguir com 0s
célculos. Caso as contagens sejam distantes entre si, uma nova diluicdo deve ser preparada.
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Somente os espermatozoides inteiros devem ser contabilizados, ou seja, com cabeca e
cauda. Células imaturas e leucocitos ndo devem ser incluidos na contagem de
espermatozoides, mas células jovens e células sanguineas podem ser contadas separadamente
se sua presenga for significativa (STRASINGER; LORENZO, 2001).

5.3.6.1 Camara de Neubauer

Usualmente nos laboratorios de analises clinicas, a concentracdo espermatica € dada
com a utilizacdo da camara de Neubauer (STRASINGER; LORENZO, 2001). A camara de
Neubauer possui duas camaras de contagem separadas e cada uma delas possui padrédo
microscopico de 3 mm X 3 mm de linhas de grade gravadas em sua superficie de vidro.
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 3 - Camara de Neubauer e laminula, utilizada para contagem do namero de
espermatozoides

Tiefe | mem NEUBAUER
Depth 1 B IMPROVED
Profondeur &8 I R 'BRIGHTLINE

0,100"’]”1 - e | e

0.0025mm? |

Fonte: Imagem da autora

A camara de Neubauer tem 1 mm de profundidade e esta dividida em 9 grades ou

quadrados maiores (LUDWIG; FRICK, 1987). Dentre os 9 quadrados maiores, geralmente
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sdo contados os espermatozoides que estdo nos 4 quadrados menores dos cantos e no
quadrado menor central do quadrado maior central. Os dois lados da cAmara sdo preenchidos

para realizar a contagem em duplicata com a mesma diluicdo da amostra (STRASINGER;
LORENZO, 2001).

Figura 4 - Areas de contagem da camara de Neubauer

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021).

O limite de um quadrado menor para contagem dos espermatozoides é a linha do meio
das trés linhas divisdrias. Um espermatozoide é avaliado para a contagem pela localizacdo de
sua cabeca; a localizacdo de sua cauda ndo é importante. Todo espermatozoide dentro do
quadrado menor central que tenha sua cabeca na linha central inferior ou da esquerda é
contado; se a cabeca esta na linha central superior ou da direita, esta célula ndo serad
contabilizada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
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Figura 5 - Limite de contagem para as linhas dos quadrados menores centrais da camara de
Neubauer

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021).

A camara de Neubauer é preparada umedecendo os dois pilares de vidro localizados
ao lado da parte central de contagem da cdmara, para que a laminula possa ser pressionada
firmemente e fixada nos pilares, assegurando-se que a mesma esteja bem presa e ndo se
movera com o toque da ponteira da micropipeta. Em seguida, deve-se homogeneizar a
amostra diluida e preencher toda a area da cdmara que esta sob a laminula, utilizando uma
micropipeta, tocando a ponteira da micropipeta contra a borda da laminula e pressionando o
émbolo lentamente para que a diluicdo preencha a camara por capilaridade. Nao encher
demais ou preencher a camara insuficientemente (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021).

Uma segunda aliquota da diluicdo da amostra deve ser retirada para o preenchimento
do outro lado da cémara de Neubauer. O hemocitOmetro deve ser armazenado
horizontalmente e em temperatura ambiente por 10 a 15 minutos em camara Umida, para que
haja a sedimentacdo completa dos espermatozoides no fundo da cadmara de contagem. A
camara Umida compreende uma placa de Petri com um papel filtro saturado com &gua
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

5.3.6.1.1 Avaliagcdo do nimero de espermatozoides na cdmara de Neubauer

A contagem do nimero de espermatozoides da amostra deve ser realizada nos dois
lados da c&mara de Neubauer e, se houver concordancia dos valores, o resultado é

considerado representativo da amostra. O hemocitbmetro deve ser avaliado em uma
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ampliagdo de 200x ou 400x, com 0 objetivo de contar no minimo 200 espermatozoides em
cada lado da cdmara (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Primeiramente, deve ser avaliado o quadrado menor localizado no canto superior
esquerdo na grade central da cAmara de Neubauer. O nimero encontrado sera usado para
decidir quantos quadrados da é&rea central serdo analisados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

e <10 espermatozoides — conta-se toda a grade central (25 quadrados menores);

e 10 - 40 espermatozoides — conta-se 10 quadrados menores da grade central;

e > 40 espermatozoides — conta-se 5 quadrados menores da grade central (por
exemplo, 4 dos cantos e o central).

Se a diferenca entre a contagem das replicatas for muito alta, a camara deve ser
preenchida com nova aliquota e contada novamente (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021).

5.3.6.1.2 Célculo da concentracdo do sémen a partir da contagem de espermatozoides

A soma das duas replicatas é dividida por um fator determinado pela diluicdo da
amostra e pelo nimero de quadrados menores contados ou grades avaliadas nos dois lados da
camara de Neubauer, como mostrado na Tabela 2. A concentracdo é dada na unidade
espermatozoides/ml (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Tabela 2 — Valor do fator de correcao para calculo da concentracdo a partir da contagem de
espermatozoides
N° de quadrados N° de grades contadas
menores
contados
Diluicdo 5 10 25 2 3 4 5 6 7 8 9
Valor do fator de correcao
1:2 20 40 100 200 300 400 500 600 700 800 900
1:5 8 16 40 80 120 160 200 240 280 320 360
1:10 4 8 200 40 60 80 100 120 140 160 180
1:20 2 4 10 20 30 40 50 60 70 8 90
1:50 08 16 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021).
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Quadro 6 - Valor de referéncia para a concentracdo de espermatozoides no sémen humano
para o quinto percentil com IC 95%

Valor minimo 16 x 10%/ml (15 — 18 x 10%/ml)

Fonte: World Health Organization (2021)

5.3.6.1.3 Célculo do nimero total de espermatozoides

O célculo do numero total de espermatozoides é obtido pela multiplicacdo da
concentracdo de espermatozoides pelo volume total do ejaculado. O numero total de
espermatozoides deve ser informado como namero inteiro de milhdes de espermatozoides,
com excec¢do para valores abaixo de 10 milhdes, para o qual se aceita uma casa decimal
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Quadro 7 - Valor de referéncia para o nimero total de espermatozoides por ejaculado para o
quinto percentil com IC 95%

Valor minimo 39 x 10%/ejaculado (35 — 40 x 10%/ejaculado)

Fonte: World Health Organization (2021)

5.3.6.2 Camara de Makler

A camara de Makler permite a contagem de espermatozoides a partir de amostras
puras de sémen, ou seja, amostras ndo diluidas. Esta cAmara possui uma grade de 1 mm?
dividida em 100 quadrados, cada um medindo 0,12 X 0,1mm? que estdo gravados na
laminula. A cdmara de Makler também é utilizada para a avaliacdo da motilidade
(STRASINGER; LORENZO, 2001).
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Figura 6 - Camara de Makler sendo preenchida com gota de amostra de sémen
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Fonte: Imagem da autora

Para o0 processamento da amostra, uma gota do sémen homogeneizado e liquefeito é

colocada na parte inferior da cdmara de Makler e sobre ela coloca-se a laminula que deve ser

pressionada para garantir que a profundidade seja uniforme. Coloca-se a camara no

microscopio e, com a ampliacdo de 200x, faz-se a contagem de uma tira de 10 quadrados,

sendo o volume igual a 10 pl. Por fim, para o calculo da concentracdo multiplica-se o nimero

de espermatozoides contados por 1 milhdo. Para garantir a confiabilidade dos resultados,

deve-se contar o conteudo de trés tiras, cada uma com 10 quadrados, de no minimo duas
amostras (LUDWIG; FRICK, 1987).

Figura 7 - Esquema de visualizacdo da camara de Makler em microscopio
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5.3.7 Morfologia dos espermatozoides

Em uma amostra habitual de sémen, a maioria dos espermatozoides ndo possui
morfologia normal (BJORNDAHL; HAUGEN, 2008). A relacdo de formas normais de
espermatozoides é Util para avaliacdo de parametros de fertilidade, como tempo até a
gravidez, taxas de gravidez in vivo e in vitro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
As alteragcbes anormais encontradas na morfologia da cabegca do espermatozoide estdo
associadas a penetracao prejudicada do 6vulo, enquanto as anormalidades de cauda irdo afetar
a motilidade dos espermatozoides (STRASINGER; LORENZO, 2001).

A avaliacdo pratica da morfologia espermatica compreende a preparacdo de um
esfregaco de sémen em lamina de vidro, sua secagem, fixacdo e coloracdo, seguida da
colocagéo de laminula (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A aparéncia ideal da cabeca do espermatozoide deve ser lisa, com contorno regular e
com formato oval. A regido acrossdmica deve compreender de 40% a 70% da area da cabeca;
ndo deve conter vacuolos grandes e ndo mais do que dois vacuolos pequenos que ndo devem
ocupar mais de um quinto da cabeca do espermatozoide. A regido pds-acrossomal da cabeca
ndo deve conter vacuolos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A peca intermediaria deve ser regular e ter aproximadamente 0 mesmo comprimento
da cabeca do espermatozoide. Além disso, o eixo da peca intermediaria deve estar alinhado
com o eixo da cabeca da célula (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A morfologia normal da cauda do espermatozoide deve ter o calibre da peca principal
uniforme ao longo do comprimento. Deve também ser mais fina que a peca intermediaria e ter
um comprimento aproximado de 45 pum, cerca de 10 vezes o comprimento da cabeca. A cauda
pode estar enrolada ao redor dela mesma, porém nédo deve ter angulacdo aguda indicativa de o
flagelo estar quebrado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Em conjunto com a avaliacdo da morfologia dos espermatozoides, pode ser realizada a
diferenciacdo e enumeracdo de células imaturas e leucocitos. Estas células sdo contadas a
partir de quantas delas sdo visualizadas com a contagem de 100 espermatozoides maduros
(STRASINGER; LORENZO, 2001).

J4 a quinta edicdo do manual da OMS para o exame e processamento do sémen

humano informa que a concentracdo de outras células (compreendendo células imaturas,
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celulas epiteliais e leucdcitos) pode ser calculada pelo nimero de células contadas em 400
espermatozoides observados. O célculo é dado por C = S x (N/400), onde C € a concentracéo
de outras células (10° por ml), S é a concentragdo de espermatozoides (10° por ml) e N € o
namero destas outras células observadas. Se menos de 25 células forem contadas em 400
espermatozoides observados, no laudo deve constar que as células sdo muito poucas para uma
determinacdo precisa de sua concentracdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2010).

5.3.7.1 Avaliacdo microscopica da morfologia espermatica

N&o é necesséria a distin¢do de todas as variaces de tamanho e forma da cabeca do
espermatozoide ou de todos os defeitos da peca intermediaria e da peca principal da cauda.
Todos os espermatozoides de cada campo escolhido devem ser avaliados. Analisar somente 0s
espermatozoides intactos, ou seja, com cabeca e cauda. Campos com espermatozoides
sobrepostos ndo devem ser avaliados. A lamina deve ser visualizada em microscopio com
ampliacdo de 1000x em Oleo de imersédo e aproximadamente 200 espermatozoides devem ser
avaliados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

5.3.7.2 Categorias de anormalidade espermatica

As categorias ou regides de interesse para contabilizar anormalidades espermaticas sao
quatro: cabeca, pescoco e peca intermediaria, cauda e excesso residual de citoplasma (Figura
8). Um contador de laboratério pode ser utilizado para facilitar a contagem, sendo um botéo
utilizado para contabilizar os espermatozoides normais, um para espermatozoides anormais e
quatro botBes para as quatro categorias de anormalidades espermaticas encontradas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021).
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Figura 8 - Categorias de anormalidade esperméatica com exemplos de alterac6es
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Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021).

As anormalidades encontradas na cabeca do espermatozoide que podem ser registradas
no laudo sdo: cabeca alongada; piriforme; triangular; redonda sem acrossomo; redonda
pequena; amorfa; assimétrica; vacuolizada; cabeca dupla; macrocefalica; microcefalica;
pequena area acrossomica (< 40% da area normal da cabeca); grande area acrossémica (>
70% da area normal da cabeca) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
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Figura 9 - Anormalidade de cabeca: amorfa; coloracdo de May-Grunwald-Giemsa (MGG),
ampliacéo de 1000x

Fonte: Imagem da autora

Para a regido da peca intermediaria, as seguintes morfologias sdo consideradas
anormais e podem ser registradas: insercdo angulada da cabeca (dobrada); insercéo
acentuadamente angulada; insercdo assimétrica da cabeca; peca intermediaria irregular; peca
intermediaria espessa; peca intermediaria fina. Quando houver excesso residual de
citoplasma, deve-se anotar no laudo quando este excesso for maior que 1/3 da cabeca
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 10 - Anormalidade de peca intermediaria: insercdo acentuadamente angulada;
coloracdo de May-Grinwald-Giemsa (MGG), ampliacdo de 1000x

Fonte: Imagem da autora
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Anormalidades da cauda do espermatozoide que poderdo ser registradas sdo: cauda
curta ou quebrada; dobrada; enrolada; com largura irregular; caudas curvadas com angulo
acentuado; cauda dupla; caudas multiplas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 11 - Anormalidade de cauda: dupla; coloracdo de May-Grinwald-Giemsa (MGG),
ampliacéo de 1000x

Fonte: Imagem da autora

A partir da avaliacdo de 200 espermatozoides, sdo obtidas as porcentagens de
espermatozoides normais e anormais, cuja soma deve ser de 100%. Também se obtém a
porcentagem de cada tipo de anormalidade espermatica encontrada; para isto divide-se o
namero total de espermatozoides com anormalidade para cada categoria pelo nimero total de
espermatozoides anormais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Defeitos especificos dos espermatozoides como cabecas livres, cabecas de alfinete
(caudas livres), cabecas sem acrossomo, células germinativas imaturas e células ndo
espermaticas devem ter sua presenca relatada. Se muitos defeitos especificos e células
imaturas e germinativas forem encontrados, deve-se relatar também sua prevaléncia relativa
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Quadro 8 - Valor de referéncia para formas normais dos espermatozoides para o quinto
percentil com IC 95%

Valor minimo 4% (3,9 — 4,0%)

Fonte: World Health Organization (2021)
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5.3.8 Preparacéo de esfregacos de sémen

Para a analise morfologica do sémen humano, preparam-se esfregacos que sdo secos
ao ar antes de serem fixados e corados. Para a realizacdo do esfregaco de sémen, as
superficies das laminas devem ser limpas esfregando vigorosamente papel de seda ou
limpando com etanol; identifica-se a porcao fosca da lamina, certificando-se que a marcagéo
ndo sera removida ou se tornar ilegivel pela fixagcdo ou coloracdo; homogeneizar a amostra de
sémen e aplicar uma aliquota de 5 a 10 pl de sémen no final da lamina. Utilizar uma segunda
lamina para arrastar a gota de sémen ao longo da superficie da lamina (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

E indicado iniciar o esfregaco com volume de 10 pl, utilizando angulo de 45° e o
esfregaco tenha a duracao de cerca de 1 segundo. Esta indicacdo pode variar dependendo das
caracteristicas individuais de cada amostra a ser analisada (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

5.3.9 Coloracao de May-Grunwald-Giemsa (MGG)

Apos a secagem dos esfregacos de sémen, eles devem ser fixados e corados (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021). Para a coloracdo de May-Grunwald-Giemsa dois
corantes sdo utilizados, o corante de May-Grinwald e o corante Giemsa (AMER et al.,
2001).

Para a preparacdo da solucdo estoque de May-Griinwald, seguir 0s seguintes passos:

1. 0,3 gramas do corante em pd devem ser misturadas e trituradas em 100 ml de metanol

utilizando um pilédo e almofariz;
2. Filtrar a solucdo apos 2 ou 3 dias (AMER et al., 2001).
Para a preparacdo da solucédo estogue de Giemsa, seguir 0s seguintes passos:

1. Dissolver 0,6 gramas do corante em p6 em 50 ml de metanol;
2. Adicionar 25 ml de glicerina em seguida;
3. Filtrar apés 2 ou 3 dias (AMER et al., 2001).
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Para o procedimento de coloracdo de May-Griinwald-Giemsa (MGG), primeiramente
deve-se fixar a lamina com o esfregaco ja seco mergulhando-a em metanol por 5 a 10
minutos. O metanol é o fixador de escolha, mas o alcool etilico também pode ser utilizado
para esse fim. Apos a fixacdo, as laminas devem ser mergulhadas em frasco contendo a
solugcdo de May-Griinwald recém-diluida com um volume igual de 4gua tamponada. Apds 15
minutos mergulhadas em solugdo de May-Grinwald diluido, as ldminas devem ser
transferidas sem lavar para um frasco contendo a solugdo Giemsa recém diluida 1:10 com

agua tamponada (pH 6,8), sendo 1 parte de Giemsa para 9 partes da agua (BAIN, 2017).

As laminas devem permanecer no frasco com Giemsa por 10 a 15 minutos e, apos esse
procedimento, devem ser transferidas para um frasco contendo agua tamponada com pH 6,8,
lavando rapidamente os esfregagos com trés ou quatro trocas de &gua para que, na Ultima
troca, as laminas sejam deixadas de 2 a 5 minutos em &gua tamponada. E importante que os
esfregacos sejam transferidos de um corante para outro sem secar entre as trocas de frascos
(BAIN, 2017). Se a coloragdo com MGG for bem-sucedida, os nucleos das células devem

estar corados de roxo, vermelho e rosa (PIATON et al., 2015).

A coloracdo de May-Grinwald-Giemsa é Otima para corar e diferenciar as células
redondas (termo utilizado para denominar outras células encontradas no esfregaco de sémen)
aléem dos espermatozoides, como células imaturas, leucdcitos, células epiteliais e formas
degenerativas (LUDWIG; FRICK, 1987).
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Figura 12 - Espermatozoide e célula epitelial; coloracdo de May-Griinwald-Giemsa (MGG),
ampliacéo de 1000x

Fonte: Imagem da autora
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho aborda a realizacdo do espermograma, cujos resultados séo muito
importantes para avaliagdo da infertilidade masculina, juntamente com a investigacdo medica
e clinica de cada paciente. Toda analise de amostras de sémen humano, seja ela macroscopica
ou microscopica, possui resultados que devem ser comparados com valores de referéncia
validados e estabelecidos mundialmente para a populacdo masculina pela Organizacéo
Mundial da Satde (OMS).

A elaboracdo do material didatico sobre a andlise de sémen humano contou com a
juncéo de conhecimentos tedricos e praticos no formato de texto e de figuras, com a descricao
das analises macroscopicas e microscopicas realizadas no espermograma. A realizacdo do
espermograma por alunos e profissionais da area pode ser facilitada com a consulta do
presente material didatico. As informagdes contidas no material descritivo sdo de grande
auxilio para compreensdo e seguimento dos exames, servindo como um guia tedrico-préatico

para execucdo da analise do sémen humano.
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