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RESUMO 

 

A qualidade do sêmen da população mundial vem diminuindo ao longo das décadas e a 

realização do espermograma é importante para avaliação da infertilidade masculina, 

juntamente com a observação clínica de cada paciente. O trabalho tem como objetivo ser um 

material didático sobre análise do sêmen humano, rico em conhecimentos específicos, a fim de 

que alunos e profissionais da área possam consultar e ter orientações para as análises do 

espermograma. O material didático contém informações retiradas de fontes científicas, como 

livros, manuais e artigos atualizados sobre o tema, que abordam tópicos teóricos e práticos 

utilizados nas análises do sêmen humano e foram reunidos para facilitar a consulta e 

realização do exame. Além de textos explicativos, o trabalho contém imagens obtidas de 

amostras analisadas no laboratório de Citologia Clínica da Universidade Federal de Santa 

Catarina. Os tópicos abordados no trabalho envolvem a coleta da amostra de sêmen humano, 

as análises macroscópicas do sêmen (liquefação, viscosidade, aspecto do ejaculado, volume, 

odor e pH) e as análises microscópicas do sêmen (avaliação da diluição apropriada do sêmen 

humano, agregados de espermatozoides, aglutinação de espermatozoides, motilidade, 

vitalidade espermática, contagem de espermatozoides e outras células e morfologia dos 

espermatozoides). 
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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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 INTRODUÇÃO 

A qualidade do sêmen na população global vem diminuindo ao longo das décadas e o 

estilo de vida levado pelo indivíduo é responsável por esse declínio. Fatores como o consumo 

de álcool, tabagismo, obesidade, estresse e uso de drogas ilícitas são responsáveis por 

diminuir a qualidade do sêmen por alteração na concentração dos espermatozoides, a qual se 

torna reduzida, e também alterações na motilidade e morfologia dos espermatozoides 

(DURAIRAJANAYAGAM, 2018). Os fatores ambientais e ocupacionais também são 

responsáveis pelo aumento do risco da infertilidade masculina. A exposição do homem a 

vários produtos químicos, incluindo metais pesados e pesticidas, está associada a efeitos 

adversos de parâmetros seminais, como efeitos prejudiciais na concentração, morfologia e 

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

Um estudo de 2022 sobre candidatos a doação de esperma de um Banco Público de 

Gametas Português mostrou tendência de diminuição dos níveis de espermatozoides com 

morfologia normal entre 2011 e 2018. Uma diminuição na motilidade progressiva também foi 

observada à medida que o índice de massa corporal (IMC) era mais elevado nos participantes. 

Parâmetros alterados da amostra de sêmen interferem na fertilidade masculina, sendo que a 

maioria das causas identificadas de diminuição da qualidade do esperma são fatores 

modificáveis (FONSECA et al., 2021). 

A avaliação da infertilidade masculina é inicialmente realizada pela análise do sêmen. 

O manual da Organização Mundial da Saúde (OMS) de 2021 para análise do sêmen utiliza 

publicações baseadas em evidências como referencial para definir os valores de normalidade e 

as diretrizes utilizadas para tal. A 5ª edição do manual de 2010 utilizou evidências e valores 

obtidos de uma população de 1.953 homens férteis de oito países diferentes que se tornaram 

pais em menos de 12 meses, cujas esposas também possuíam fecundidade alta ou normal 

(FRANKEN; OEHNINGER, 2012). Já a 6ª edição do manual de 2021 incluiu dados de mais 

de 3.500 indivíduos oriundos de doze países de cinco continentes diferentes; assim, houve 

maior representatividade da fertilidade masculina pela inclusão de maior número de homens 

investigados advindos de mais regiões do globo (CAMPBELL et al., 2021). 

Materiais visuais e explicativos são uma ferramenta facilitadora da aprendizagem e 

possibilitam a seus leitores captar informações e organizar conhecimentos específicos sobre o 

tema. A utilização de diferentes materiais didáticos tem a finalidade de conduzir o raciocínio 
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para que se construam significados e o conhecimento sobre determinado assunto seja 

consolidado (SILVA; VICTER, 2016). 

Através da utilização de materiais didáticos, o indivíduo poderá obter uma 

construção de aprendizados sobre os objetos de conhecimento, através de situações 

diversas que ocorreram no meio em que vivem, atribuindo qualidades e valores. 

Acredita-se, portanto, que podem contribuir para a obtenção da construção da 

identidade, construção do próprio sujeito e sua visão de mundo (MATOS; SILVA; 

VICENTE, 2021, p. 318). 

A utilização de diferentes recursos didáticos direciona o aprendizado dos estudantes. 

“Independente de como e quando podemos classificar esses recursos como os visuais, 

auditivos, ou audiovisuais que são a junção dos dois recursos tornando o ensino mais 

dinâmico e interessante” (BORDINHÃO; SILVA, 2015, p. 7). 

No âmbito das análises clínicas, a utilização do microscópio óptico é um recurso 

fundamental. A existência de materiais didáticos visuais que auxiliam a caracterização 

microscópica das análises realizadas melhora a compreensão dos conceitos pelo aluno, 

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

O presente projeto busca a produção de material didático sobre análise do sêmen 

humano com o objetivo de auxiliar e contribuir com os estudos dos alunos da disciplina de 

Citologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas (ACL) da Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC) e também de várias outras universidades, além de profissionais que 

realizam as análises de sêmen em sua rotina laboratorial.  

O material didático também contará com material explicativo sobre as células 

visualizadas no espermograma, como se dá a coleta do material biológico e preparo do 

paciente, análises macroscópicas (tempo de liquefação, viscosidade, aspecto, volume e pH) e 

microscópicas (motilidade, vitalidade, contagem do número total de espermatozoides, 

contagem de células não espermáticas e morfologia dos espermatozoides). 
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 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho tem como objetivo geral a produção de um material didático sobre a 

análise do sêmen humano. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Descrever as análises macroscópicas realizadas com a amostra de sêmen humano. 

 Descrever as análises microscópicas realizadas com a amostra de sêmen humano. 

 Preparar fotomicrografias dos espermatozoides sobre sua morfologia e vitalidade. 
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 METODOLOGIA 

 

3.1 CARACTERÍSTICAS DA PESQUISA 

 

A pesquisa realizada para a produção do presente trabalho possui cunho bibliográfico 

de caráter descritivo e qualitativo. Isto se dá através da produção textual e de imagens através 

de micrografias de material biológico e instrumentos utilizados para a realização do 

espermograma. 

Para elaboração do material teórico e explicativo, foram utilizados manuais de 

laboratório disponibilizados pela Organização Mundial da Saúde (OMS). Os materiais 

disponibilizados pela agência governamental são atualizados e possuem valores de referência 

para as características do sêmen utilizado em todo o mundo. Também foram utilizados livros 

sobre a temática e artigos científicos relevantes para a produção 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 língua 

portuguesa. Em adição aos termos já citados, as mesmas bases de dados foram utilizadas para 

a pesquisa de termos específicos para busca de informações adicionais, como métodos de 

coloração. 

O material biológico utilizado para a obtenção das imagens que compõem o material 

didático foi obtido de amostras que estavam sendo analisadas no laboratório de Citologia 

Clínica do Departamento de Análises Clínicas da Universidade Federal de Santa Catarina 

(UFSC).  

 

3.2 FOTOGRAFIAS E FOTOMICROGRAFIAS 

 

As fotografias dos materiais foram obtidas utilizando-se a câmera do iPhone 7 (12 

megapixels) e um fundo preto padrão. As fotomicrografias dos espermatozoides foram 

obtidas a partir de um software (MotiCyte versão 2; Motic, Xiamen, China) acoplado ao 

microscópio (Motic BA410™) e câmera de vídeo 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 

macroscópicos e microscópicos para a realização do espermograma. Os elementos 

macroscópicos fotografados são relacionados aos equipamentos utilizados (câmara de 

Neubauer e câmara de Makler). As imagens microscópicas de lâminas coradas registradas 

contemplam a vitalidade dos espermatozoides, sua morfologia, incluindo alterações da 

cabeça, peça intermediária e da cauda.  

Após a produção das fotografias dos equipamentos, as mesmas foram selecionadas 

para cada tópico do trabalho, recebendo edição de nitidez, recorte e ajuste no aplicativo de 

fotos do próprio iPhone para centralização das estruturas. Além disso, foi realizada a 

padronização da coloração do fundo pelo aplicativo Photoshop. As fotomicrografias das 

lâminas de morfologia e vitalidade dos espermatozoides foram selecionadas a fim de se obter 

o melhor fundo e melhor visualização dos espermatozoides e de outras células.  
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 JUSTIFICATIVA 

O material didático é um material instrutivo para consulta, buscando o 

estabelecimento da relação entre teoria e prática e possibilitando a elaboração do estudo 

autônomo (BENTO, 2017). Os materiais didáticos visuais complementam o conteúdo textual, 

pois promovem a apresentação de informações de forma mais interessante, criativa e 

organizada. A construção do conhecimento é facilitada por conteúdos visuais, permitindo a 

articulação do significado pela união entre texto e imagem (FREITAS; RODRIGUES, 2008). 

A utilização de diferentes materiais didáticos tem a finalidade de conduzir o raciocínio para 

que se construam significados e o conhecimento sobre determinado assunto seja consolidado 

(SILVA; VICTER, 2016). 

O presente material didático sobre a análise do sêmen humano tem como base a 6ª 

edição do manual da Organização Mundial da Saúde (OMS) que foi atualizada em 2021. Os 

métodos e procedimentos descritos para análise de cada parâmetro do sêmen humano poderão 

ser utilizados como procedimento operacional padrão (POP) em qualquer laboratório que 

realize o espermograma; assim, a padronização das análises descritas pelos laboratórios 

melhora a qualidade do exame do sêmen humano e também a comparabilidade dos resultados 

entre laboratórios (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

A produção do material didático sobre a análise do sêmen poderá auxiliar alunos e 

profissionais da área nos estudos sobre o tema. Este recurso didático poderá ser utilizado com 

a finalidade de ser um modelo para estudo teórico e prático das análises realizadas no sêmen, 

a fim de facilitar a realização das mesmas em ambiente laboratorial.  
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 REVISÃO TEÓRICA 

 

O sêmen ejaculado possui atributos quantificáveis para a análise, que são o número 

total de espermatozoides e o volume total dos fluidos advindos das glândulas acessórias. Os 

outros aspectos igualmente importantes para a análise da função espermática são a vitalidade, 

motilidade e morfologia dos espermatozoides, como também a composição dos fluidos do 

ejaculado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Ao examinar a morfologia 

espermática corretamente, seguindo as diretrizes preconizadas no manual da OMS para 

análise do sêmen, a avaliação do aspecto morfológico dos espermatozoides desempenha um 

papel muito importante na avaliação clínica da fertilidade masculina (FRANKEN; 

OEHNINGER, 2012).  

Nas primeiras frações do sêmen ejaculado é onde se encontra a maior parte dos 

espermatozoides e, dessa forma, é a fração mais favorável a entrar em contato com o muco 

cervical antes da mistura com as porções líquidas (BJÖRNDAHL; KVIST, 2003). Isso mostra 

a importância da coleta total da amostra de sêmen, o que influenciará na qualidade da amostra 

a ser analisada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). É importante analisar no 

mínimo duas amostras de sêmen para a investigação da infertilidade masculina, além da 

avaliação médica completa do histórico reprodutivo e exame físico realizado por um 

especialista (SHARLIP et al., 2002). 

Os espermatozoides maduros são células ativas e móveis, constituídos por cabeça e 

cauda, esta última dividida em peça intermediária, peça principal e peça terminal (MOORE; 

PERSAUD; TORCHIA, 2016). O acrossomo presente na cabeça do espermatozoide contém 

várias enzimas hidrolíticas e uma protease, todas capazes de lisar as estruturas que envolvem 

os ovócitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Já a peça intermediária possui mitocôndrias 

que fornecem energia por meio de trifosfato de adenosina (ATP) para que o espermatozoide 

tenha motilidade (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016). 

A espermatogênese tem início na puberdade e é influenciada por vários fatores, dentre 

os quais os de maior importância são os hormônios, segundo Junqueira e Carneiro (2017). O 

hormônio folículo-estimulante (FSH) estimula as células de Sertoli para a conversão das 

espermátides em espermatozoides. O hormônio luteinizante (LH) age nas células de Leydig, 

que são as células intersticiais, e as estimula a secretarem a testosterona, hormônio 

fundamental para o crescimento e divisão das células germinativas (GUYTON; HALL, 2011). 

Outro fator importante no processo de espermatogênese é a temperatura, pois a produção dos 



19 

espermatozoides só ocorre abaixo da temperatura corporal, cerca de 35°C nos testículos 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).  

Segundo Moore, Persaud e Torchia (2016), a formação dos espermatozoides tem início 

com a transformação das espermatogônias em espermatócitos primários, destes em 

espermatócitos secundários e por fim estes se transformam em espermátides, que são as 

células que darão origem aos espermatozoides. O processo de transformação das espermátides 

em espermatozoides é chamado de espermiogênese e inclui vários processos, como a 

formação do acrossomo, alongamento e condensação do núcleo, crescimento do flagelo e 

perda de porção citoplasmática (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Segundo Junqueira e 

Carneiro (2017), após a formação dos espermatozoides eles são liberados no lúmen dos 

túbulos seminíferos e são transportados para o epidídimo pelo fluido testicular, onde são 

armazenados e amadurecem. Os espermatozoides móveis e férteis possuem velocidade em 

meio líquido de 1 a 4 mm/min. A atividade do espermatozoide aumenta em meio neutro ou 

levemente alcalino, enquanto a mesma é muito diminuída em meio ligeiramente ácido 

(GUYTON; HALL, 2011). 

 

5.1 COLETA DA AMOSTRA DE SÊMEN 

 

A amostra de sêmen deve ser coletada por meio de masturbação em sala privada 

próxima ao laboratório que fará a análise, para que o paciente tenha a privacidade necessária 

para a coleta. Alguns requisitos são necessários para o procedimento de coleta da amostra de 

sêmen humano, como coleta em um recipiente limpo, de boca larga e composto por material 

que não seja tóxico para os espermatozoides. Além disso, a abstinência sexual no momento da 

coleta deve ser de no mínimo 2 e no máximo 7 dias (OSHIO et al., 2007). 

A fração total do ejaculado deve ser coletada e qualquer perda de amostra deve ser 

comunicada ao laboratório; estas informações devem ser fornecidas para o paciente, por fala 

ou escrita e de forma clara (SUNDER; LESLIE, 2022). O recipiente deve possuir a 

identificação do paciente como nome, número de identificação, data e hora da coleta e, após o 

recebimento da amostra no laboratório, deve ser deixado em bancada ou incubadora (37°C) 

para que o sêmen possa se liquefazer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Caso a coleta seja feita em domicílio, excepcionalmente, o paciente deve ser instruído 

de forma clara sobre a coleta e transporte da amostra de sêmen. A amostra deve ser entregue 



20 

ao laboratório preferencialmente dentro de 30 minutos após a coleta e não mais do que 50 

minutos após a coleta. Ao ser transportada até o laboratório, a amostra deve ser mantida entre 

20 °C e 37 °C; é indicado manter a amostra próxima ao corpo durante o transporte (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 

 

5.2 ANÁLISE MACROSCÓPICA DO SÊMEN 

5.2.1 Liquefação 

A liquefação do sêmen reflete a função das vesículas seminais e da próstata. O 

aumento da viscosidade do líquido seminal está relacionado a processos inflamatórios das 

glândulas acessórias e dificulta a livre movimentação dos espermatozoides (VASQUEZ R; 

VASQUEZ ECHEVERRI, 2007).  

Após alguns minutos em temperatura ambiente, o sêmen começa a se liquefazer e se 

tornar mais homogêneo. A liquefação ocorre geralmente dentro de 30 minutos e não deve 

demorar mais de 1 hora, após a ejaculação. Se a liquefação da amostra não se completar em 

30 minutos, anotar no relatório final. Caso a amostra não esteja liquefeita ao passar de 60 

minutos, também registrar no relatório final (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 

5.2.2 Viscosidade 

Após a liquefação da amostra de sêmen, a análise da viscosidade é feita com uma 

pipeta de plástico descartável (ex.: pipeta Pasteur) de material não tóxico para os 

espermatozoides. O sêmen deve ser aspirado e seu desprendimento da pipeta por gravidade 

deve ser observado. A normalidade é dita quando o sêmen 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 análise da viscosidade é a introdução de uma vareta de vidro na 

amostra. É observado o comprimento do fio formado após a retirada da vareta. A amostra é 

dita anormal com a formação de fio maior do que 2 cm (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE, 2010). 
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5.2.3 Aspecto do ejaculado 

Amostras normais de sêmen, depois de liquefeitas, possuem coloração branca 

opalescente e são homogêneas. Outras colorações também podem aparecer de acordo com 

algumas circunstâncias, como por exemplo, cor marrom-avermelhada quando há presença de 

hemácias no ejaculado (hemospermia) e coloração amarela devido à icterícia ou 

administração de vitaminas e medicamentos pelo homem (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). 

 

5.2.4 Volume 

O volume do sêmen é composto majoritariamente pelos líquidos das vesículas 

seminais e da próstata, juntamente com uma pequena quantidade dos epidídimos e das 

glândulas bulbouretrais. A determinação do volume do ejaculado possibilita o cálculo do 

número total de espermatozoides e também de células não espermáticas no sêmen 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2010). 

O volume é medido de maneira direta pela coleta da amostra de sêmen em cilindro de 

medição graduado e com boca larga com a leitura das graduações do tubo. Entretanto, ao 

transferir o volume de amostra para um cilindro de medição, ocorre perda de parte da amostra 

e o volume será subestimado. Desta forma, este não é um procedimento recomendado 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2010). 

A forma mais precisa para a determinação do volume é de forma indireta pela 

pesagem. A massa do recipiente de coleta deve ser previamente determinada e, após a coleta, 

pesa-se o recipiente contendo a amostra de sêmen. Subtrai-se o valor do recipiente vazio e 

o volume é calculado utilizando a massa em gramas deduzida da amostra e a densidade do 

sêmen, que é de 1 g/ml (AUGER et. al., 1995) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2021). 

Quadro 1 - Valor de referência para o volume de sêmen humano para o quinto percentil com 

intervalo de confiança (IC) de 95% 

Valor mínimo 1,4 ml (1,3 – 1,5 ml) 

Fonte: World Health Organization (2021) 
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5.2.5 Odor 

Os indivíduos possuem variações na capacidade de perceber o cheiro normal do sêmen 

humano. Contudo, odores como o de putrefação ou de urina devem ser relatados, pois podem 

ter importância clínica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 

5.2.6 pH 

A avaliação do pH é influenciada pela perda de CO2 da amostra após a coleta do 

ejaculado, portanto, o pH deve ser mensurado preferencialmente após 30 minutos do processo 

de liquefação do sêmen, não devendo ultrapassar 1 hora. A perda de CO2 causa o aumento 

gradual do pH (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Para a medição do pH do sêmen, a amostra deve ser bem misturada, mas não 

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 homogênea para a leitura ser 

realizada. Compara-se a cor do papel medidor com a faixa de calibração (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). 

Valores de pH encontrados abaixo de 7,2 podem indicar a ausência de fluido da 

vesícula seminal, o qual é alcalino. Um pH abaixo desse valor também pode ser indicativo da 

contaminação da amostra de sêmen humano por urina (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). 

 

5.3 ANÁLISE MICROSCÓPICA DO SÊMEN 

         Para a avaliação a fresco, o Manual da OMS recomenda a utilização de 10 µl de sêmen 

liquefeito em lâmina de vidro limpa, coberto com lamínula de 22 mm x 22 mm. Deve-se 

tomar cuidado para que não haja formação de bolhas entre a lâmina e a lamínula (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Com o aumento de 100x, visualizam-se cordões mucosos, agregação ou aglutinação 

dos espermatozoides e se os espermatozoides estão distribuídos de forma homogênea na 

preparação. A varredura da lâmina com aumento de 200x a 400x é feita para a avaliação da 
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motilidade, a avaliação para determinação da diluição necessária para avaliar precisamente o 

número de espermatozoides e presença de células epiteliais, leucócitos, células imaturas e 

outras células que não sejam espermatozoides (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Figura 1 - Avaliação inicial microscópica de amostra de sêmen humano, ampliação de 400x 

 

Fonte: Imagem da autora 

A homogeneização da amostra de sêmen é importante para que a mesma seja 

representativa do todo e deve ser realizada antes da coleta de cada alíquota a ser analisada a 

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

 

5.3.1 Avaliação da diluição apropriada do sêmen humano 

A diluição apropriada para contagem dos espermatozoides é estimada no exame 

microscópico inicial. É utilizada uma quantidade de pelo menos 50 µl de sêmen adicionada ao 

diluente; isto garante representatividade confiável e volume de suspensão suficiente para a 

amostra ser completamente homogeneizada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 
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Tabela 1 - Diluições para a amostra de sêmen humano 

Número de 

espermatozoides 

visualizados em 

400 x 

Número de 

espermatozoides 

visualizados em 

200 x 

 

Diluição 

 

Ejaculado (µl) 

 

Fixador (µl) 

> 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 

A agregação não específica de espermatozoides é resultado da aderência de 

espermatozoides imóveis entre si ou de espermatozoides móveis aderidos a filamentos de 

muco, células não espermáticas ou detritos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 

5.3.3 Aglutinação de espermatozoides 

         A aglutinação diz respeito a espermatozoides móveis grudados uns aos outros, cabeça 

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

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

ORGANIZATION, 2021), pois isto poderá influenciar negativamente na concentração e 

motilidade dos espermatozoides (SUNDER; LESLIE, 2022). 
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Quadro 2 - Esquema representando os graus de aglutinação de espermatozoides 

 

 

 

 

Partes 

envolvidas 

Grau de aglutinação 

1. Isolado 

(< 10 

espermatozoides 

por aglutinado, 

muitos 

espermatozoides 

livres) 

2. Moderado 

(10-50 

espermatozoi- 

des por 

aglutinado e 

espermatozoi- 

des livres) 

3. Alto 

(aglutinação 

de > 50 

espermatozoi- 

des, alguns 

livres) 

4. Muito alto 

(todos os 

espermatozoides 

aglutinados, 

e aglutinações 

interligadas) 

 

Cabeça a 

cabeça 

 

Cauda a cauda 

 

Ponta da 

cauda a ponta 

da cauda 

Misto (cabeça 

a cabeça e 

cauda a 

cauda) 

Emaranhado 

(cabeças e 

caudas 

emaranhados) 

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021). 

 

5.3.4 Motilidade 

A investigação da motilidade deve ser avaliada logo após a liquefação do sêmen e 

dentro de uma hora após 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 presença de espécies reativas de oxigênio (EROs) que são 
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produzidas pelo próprio esperma ou por leucócitos do plasma seminal (BJÖRNDAHL; 

HAUGEN, 2008). A motilidade diminuída dos espermatozoides é uma alteração frequente em 

homens com infertilidade (VASQUEZ R; VASQUEZ ECHEVERRI, 2007), pois a taxa de 

motilidade progressiva dos espermatozoides está relacionada com taxas de gravidez (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Para a leitura microscópica da motilidade, primeiramente avalia-se se os 

espermatozoides estão bem distribuídos na lâmina, em aumento de 100x e 200x. Em seguida, 

avalia-se pelo menos 5 campos aleatórios, 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 progressão rápida e lenta para não superestimar o número de 

espermatozoides progressivos. Em seguida, contam-se os espermatozoides não progressivos e 

imóveis que permanecem dentro do campo escolhido. É importante que a análise seja 

realizada em duplicata para se fazer a comparação dos resultados; o prosseguimento das 

demais análises só deve ser feito se a contagem e avaliação da motilidade das replicatas 

estiverem aceitavelmente próximas, caso contrário, novas amostras devem ser preparadas 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 

5.3.4.1 Categorias da motilidade espermática 

Há quatro categorias de motilidade dos espermatozoides recomendadas pelo manual de 

laboratório da OMS para o exame e processamento do sêmen humano de 2021. Elas são: 

 Rapidamente progressivo (categoria A): espermatozoides que se movimentam 

ativamente, linearmente ou em um grande círculo com velocidade de 25 µm/s; 

 Lentamente progressivo (categoria B): espermatozoides com movimento ativo, linear 

ou em um grande círculo com velocidade de 5 a < 25 µm/s; 

 Não progressivo (categoria C): o espermatozoide possui todos os padrões de 

movimentação ativa da cauda, mas com ausência de progressão. Possui velocidade 

menor do que 5 µm/s; 

 Imóvel (categoria D): o espermatozoide não possui movimentos de cauda ativos. 
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Os resultados da motilidade espermática são calculados pela realização das 

porcentagens das quatro categorias acima para as duas replicatas da mesma amostra, 

separadamente. Realizar também as proporções (%) de motilidade progressiva e 

espermatozoides móveis. Em seguida, deve ser calculada a média das duas replicatas para o 

grupo dominante encontrado (espermatozoides móveis ou imóveis), calculando também a 

diferença entre as replicatas para o grupo dominante (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2021). 

A 5ª edição do manual da Organização Mundial da Saúde (OMS) publicada em 2010 

divide a motilidade dos espermatozoides em três categorias, enquanto a 6ª edição do manual 

de 2021 apresenta quatro categorias de motilidade espermática. A 5ª edição apresenta as 

categorias A e B da 6ª edição como uma única classificação de motilidade progressiva. A 

justificativa para tal deve-se ao fato da dificuldade dos avaliadores em definir a velocidade da 

progressão de tais espermatozoides com tanta exatidão sem viés (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2010). 

 

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

com IC 95% 

Tipo de motilidade Valor mínimo 

Motilidade total (espermatozoides 

progressivos + não progressivos) 

42% (40 – 43%) 

Motilidade progressiva 30% (29 – 31%) 

Motilidade não progressiva 1% (1 – 1%) 

Fonte: World Health Organization (2021) 

Quadro 4 – Valor de referência para espermatozoides imóveis para o quinto percentil com IC 

95% 

Valor mínimo 20% (19 – 20%) 

Fonte: World Health Organization (2021) 
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5.3.5 Vitalidade espermática 

A vitalidade espermática é estimada pela integridade da membrana celular dos 

espermatozoides (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Se houver grande 

porcentagem de espermatozoides mortos na amostra de sêmen, a causa deve ser investigada, 

pesquisando se a mesma é devido a anticorpos citotóxicos, infecção (BJÖRNDAHL; 

HAUGEN, 2008) ou até mesmo a uma patologia no epidídimo (SUNDER; LESLIE, 2022). 

O teste para avaliação da vitalidade espermática é dado pela utilização dos corantes 

eosina-nigrosina. A porcentagem de espermatozoides vivos é identificada pela não penetração 

da eosina na cabeça dos espermatozoides, pois possuem membrana celular intacta e serão 

visualizados com cabeça de coloração branca. Já as células mortas possuem a membrana 

plasmática danificada, permitindo a entrada do corante e serão visualizadas cabeças de 

coloração vermelha ou rosa. O fundo escuro formado pela nigrosina torna mais fácil a 

identificação dos espermatozoides fracamente corados (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). 

A vitalidade é um teste que deve ser avaliado o mais rapidamente possível após a 

liquefação do sêmen, de preferência em 30 minutos e no máximo após 1 hora da ejaculação. 

A lâmina deve ser examinada em microscópio óptico com ampliação de 1000x em óleo de 

imersão. Avaliar pelo menos 200 espermatozoides, calculando o número de células coradas 

(mortas) e não coradas (vivas) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Figura 2 - Espermatozoide morto à esquerda e espermatozoide vivo à direita, coloração de 

eosina-nigrosina, ampliação de 1000x 

 
Fonte: Imagem da autora 
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Quadro 5 - Valor de referência para a vitalidade dos espermatozoides para o quinto percentil 

com IC 95% 

Valor mínimo 54% (50 – 56%) 

Fonte: World Health Organization (2021) 

 

5.3.5.1 Técnica de coloração com eosina-nigrosina 

Para a preparação do corante eosina-nigrosina, segue-se os passos: 

1. Dissolver 0,67 gramas de eosina Y e 0,90 gramas de cloreto de sódio em 100 ml de 

água destilada, sob aquecimento suave; 

2. Adicionar 10,0 gramas de nigrosina à solução, que deve ser levada até a ebulição e, 

após 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 coloração da amostra, mistura-se uma alíquota de 50 µl do 

sêmen não diluído, liquefeito e bem homogeneizado com 50 µl do corante eosina-nigrosina, 

incubando por 30 segundos. Coloca-se então de 12 a 15 µl da mistura em lâmina limpa e 

previamente identificada para realização do esfregaço que deve ser seco ao ar. Após a 

secagem, as lâminas podem ser examinadas ou montadas permanentemente com lamínula e 

agente de montagem (MORTIMER et al., 2022). 

 

5.3.6 Contagem de espermatozoides e outras células 

O número total de espermatozoides é um valor preditivo da concepção, mas deve ser 

relacionado com outros resultados reprodutivos. O número de espermatozoides por ejaculação 

é calculado utilizando a concentração de espermatozoides e o volume do ejaculado (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

Para a contagem de espermatozoides, a diluição mais apropriada da amostra deve ser 

escolhida a partir da avaliação a fresco. Uma câmara de contagem deve ser preparada e 

preenchida com o sêmen diluído e após esse procedimento deve ser colocada em câmara 

úmida para que os espermatozoides se estabeleçam no fundo da câmara de contagem 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 
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Após a retirada da câmara úmida, a contagem deve ser realizada imediatamente para 

evitar que a evaporação do líquido interfira nos resultados. As contagens das duas replicatas 

devem ser comparadas e, se estiverem aceitavelmente próximas, deve-se prosseguir com os 

cálculos. Caso as contagens sejam distantes entre si, uma nova diluição deve ser preparada. 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Somente os espermatozoides inteiros devem ser contabilizados, ou seja, com cabeça e 

cauda. Células imaturas e leucócitos não devem ser incluídos na contagem de 

espermatozoides, mas células jovens e células sanguíneas podem ser contadas separadamente 

se sua presença for significativa (STRASINGER; LORENZO, 2001).  

 

5.3.6.1 Câmara de Neubauer 

Usualmente nos laboratórios de análises clínicas, a concentração espermática é dada 

com a utilização da câmara de Neubauer (STRASINGER; LORENZO, 2001). A câmara de 

Neubauer possui duas câmaras de contagem separadas e cada uma delas possui padrão 

microscópico de 3 mm X 3 mm de linhas de grade gravadas em sua superfície de vidro. 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Figura 3 - Câmara de Neubauer e lamínula, utilizada para contagem do número de 

espermatozoides 

 
Fonte: Imagem da autora 

A câmara de Neubauer tem 1 mm de profundidade e está dividida em 9 grades ou 

quadrados maiores (LUDWIG; FRICK, 1987). Dentre os 9 quadrados maiores, geralmente 



31 

são contados os espermatozoides que estão nos 4 quadrados menores dos cantos e no 

quadrado menor central do quadrado maior central. Os dois lados da câmara são preenchidos 

para realizar a contagem em duplicata com a mesma diluição da amostra (STRASINGER; 

LORENZO, 2001).  

Figura 4 - Áreas de contagem da câmara 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 três linhas divisórias. Um espermatozoide é avaliado para a contagem pela localização de 

sua cabeça; a localização de sua cauda não é importante. Todo espermatozoide dentro do 

quadrado menor central que tenha sua cabeça na linha central inferior ou da esquerda é 

contado; se a cabeça está na linha central superior ou da direita, esta célula não será 

contabilizada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 
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Figura 5 - Limite de contagem para as linhas dos quadrados menores centrais da câmara de 

Neubauer 

 

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021). 

 A câmara de Neubauer é preparada umedecendo os dois pilares de vidro localizados 

ao lado da parte central de contagem da câmara, para que a lamínula possa ser pressionada 

firmemente e fixada nos pilares, assegurando-se que a mesma esteja bem presa e não se 

moverá com o toque da ponteira da micropipeta. Em seguida, deve-se homogeneizar a 

amostra diluída e preencher toda a área da câmara que está sob a lamínula, utilizando uma 

micropipeta, tocando a ponteira da micropipeta contra a borda da lamínula e pressionando o 

êmbolo lentamente para que a diluição preencha a câmara por capilaridade. Não encher 

demais ou preencher a câmara insuficientemente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2021). 

Uma segunda alíquota da diluição da amostra deve ser retirada para o preenchimento 

do outro lado da câmara de Neubauer. O hemocitômetro deve ser armazenado 

horizontalmente e em temperatura ambiente por 10 a 15 minutos em câmara úmida, para que 

haja a sedimentação completa dos espermatozoides no fundo da câmara de contagem. A 

câmara úmida compreende uma placa de Petri com um papel filtro saturado com água 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

 

5.3.6.1.1 Avaliação do número de espermatozoides na câmara de Neubauer 

A contagem do número de espermatozoides da amostra deve ser realizada nos dois 

lados da câmara de Neubauer e, se houver concordância dos valores, o resultado é 

considerado representativo da amostra. O hemocitômetro deve ser avaliado em uma 
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ampliação de 200x ou 400x, com o objetivo de contar no mínimo 200 espermatozoides em 

cada lado da câmara (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

Primeiramente, deve ser avaliado o quadrado menor localizado no canto superior 

esquerdo na grade central da câmara de Neubauer. O número encontrado será usado para 

decidir quantos quadrados da área central serão analisados (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021).  

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

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

 > 40 espermatozoides → conta-se 5 quadrados menores da grade central (por 

exemplo, 4 dos cantos e o central). 

Se a diferença entre a contagem das replicatas for muito alta, a câmara deve ser 

preenchida com nova alíquota e contada novamente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2021). 

5.3.6.1.2 Cálculo da concentração do sêmen a partir da contagem de espermatozoides 

 

A soma das duas replicatas é dividida por um fator determinado pela diluição da 

amostra e pelo número de quadrados menores contados ou grades avaliadas nos dois lados da 

câmara de Neubauer, como mostrado na Tabela 2. A concentração é dada na unidade 

espermatozoides/ml (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

 

Tabela 2 – Valor do fator de correção para cálculo da concentração a partir da contagem de 

espermatozoides 

 N° de quadrados 

menores 

contados  

N° de grades contadas 

Diluição 5 10 25 2 3 4 5 6 7 8 9 

Valor do fator de correção 

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 20 40 60 80 100 120 140 160 180 

1:20 2 4 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

1:50 0,8 1,6 4 8 12 16 20 24 28 32 36 

Fonte:  Adaptado de World Health Organization (2021). 
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Quadro 6 - Valor de referência para a concentração de espermatozoides no sêmen humano 

para o quinto percentil com IC 95% 

Valor mínimo 16 x 106/ml (15 – 18 x 106/ml) 

Fonte: World Health Organization (2021) 

 

 

 

5.3.6.1.3 Cálculo do número total de espermatozoides 

 

O cálculo do número total de espermatozoides é obtido pela multiplicação da 

concentração de espermatozoides pelo volume total do ejaculado. O número total de 

espermatozoides deve ser informado como número inteiro de milhões de espermatozoides, 

com exceção para valores abaixo de 10 milhões, para o qual se aceita uma casa decimal 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

 

Quadro 7 - Valor de referência para o número total de espermatozoides por ejaculado para o 

quinto percentil com IC 95% 

Valor mínimo 39 x 106/ejaculado (35 – 40 x 106/ejaculado) 

Fonte: World Health Organization (2021) 

 

 

5.3.6.2 Câmara de Makler 

A câmara de Makler permite a contagem de espermatozoides a partir de amostras 

puras de sêmen, ou seja, amostras não diluídas. Esta câmara possui uma grade de 1 mm2 

dividida em 100 quadrados, cada um medindo 0,12 X 0,1mm2, que estão gravados na 

lamínula. A câmara de Makler também é utilizada para a avaliação da motilidade 

(STRASINGER; LORENZO, 2001). 
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Figura 6 - Câmara de Makler sendo preenchida com gota de amostra de sêmen 

 

Fonte: Imagem da autora 

Para o processamento da amostra, uma gota do sêmen homogeneizado e liquefeito é 

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

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

microscópio e, com a ampliação de 200x, faz-se a contagem de uma tira de 10 quadrados, 

sendo o volume igual a 10 µl. Por fim, para o cálculo da concentração multiplica-se o número 

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

deve-se contar o conteúdo de três tiras, cada uma com 10 quadrados, de no mínimo duas 

amostras (LUDWIG; FRICK, 1987). 

Figura 7 - Esquema de visualização da câmara de Makler em microscópio 

 

Fonte: Optisum [s.d.] 
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5.3.7 Morfologia dos espermatozoides 

Em uma amostra habitual de sêmen, a maioria dos espermatozoides não possui 

morfologia normal (BJÖRNDAHL; HAUGEN, 2008). A relação de formas normais de 

espermatozoides é útil para avaliação de parâmetros de fertilidade, como tempo até a 

gravidez, taxas de gravidez in vivo e in vitro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

As alterações anormais encontradas na morfologia da cabeça do espermatozoide estão 

associadas à penetração prejudicada do óvulo, enquanto as anormalidades de cauda irão afetar 

a motilidade dos espermatozoides (STRASINGER; LORENZO, 2001). 

A avaliação prática da morfologia espermática compreende a preparação de um 

esfregaço de sêmen em lâmina de vidro, sua secagem, fixação e coloração, seguida da 

colocação de lamínula (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

A aparência ideal da cabeça do espermatozoide deve ser lisa, com contorno regular e 

com formato oval. A região acrossômica deve compreender de 40% a 70% da área da cabeça; 

não deve conter vacúolos grandes e não mais do que dois vacúolos pequenos que não devem 

ocupar mais de um quinto da cabeça do espermatozoide. A região pós-acrossomal da cabeça 

não deve conter vacúolos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

A peça intermediária deve ser regular e ter aproximadamente o mesmo comprimento 

da cabeça do espermatozoide. Além disso, o eixo da peça intermediária deve estar alinhado 

com o eixo da cabeça da célula (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

A morfologia normal da cauda do espermatozoide deve ter o calibre da peça principal 

uniforme ao longo do comprimento. Deve também ser mais fina que a peça intermediária e ter 

um comprimento aproximado de 45 µm, cerca de 10 vezes o comprimento da cabeça. A cauda 

pode estar enrolada ao redor dela mesma, porém não deve ter angulação aguda indicativa de o 

flagelo estar quebrado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Em conjunto com a avaliação da morfologia dos espermatozoides, pode ser realizada a 

diferenciação e enumeração de células imaturas e leucócitos. Estas células são contadas a 

partir de quantas delas são visualizadas com a contagem de 100 espermatozoides maduros 

(STRASINGER; LORENZO, 2001). 

Já a quinta edição do manual da OMS para o exame e processamento do sêmen 

humano informa que a concentração de outras células (compreendendo células imaturas, 
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células epiteliais e leucócitos) pode ser calculada pelo número de células contadas em 400 

espermatozoides observados. O cálculo é dado por C = S x (N/400), onde C é a concentração 

de outras células (10⁶ por ml), S é a concentração de espermatozoides (10⁶ por ml) e N é o 

número destas outras células observadas. Se menos de 25 células forem contadas em 400 

espermatozoides observados, no laudo deve constar que as células são muito poucas para uma 

determinação precisa de sua concentração (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 

2010). 

 

5.3.7.1 Avaliação microscópica da morfologia espermática 

Não é necessária a distinção de todas as variações de tamanho e forma da cabeça do 

espermatozoide ou de todos os defeitos da peça intermediária e da peça principal da cauda. 

Todos os espermatozoides de cada campo escolhido devem ser avaliados. Analisar somente os 

espermatozoides intactos, ou seja, com cabeça e cauda. Campos com espermatozoides 

sobrepostos não devem ser avaliados. A lâmina deve ser visualizada em microscópio com 

ampliação de 1000x em óleo de imersão e aproximadamente 200 espermatozoides devem ser 

avaliados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 

5.3.7.2 Categorias de anormalidade espermática 

As categorias ou regiões de interesse para contabilizar anormalidades espermáticas são 

quatro: cabeça, pescoço e peça intermediária, cauda e excesso residual de citoplasma (Figura 

8). Um contador de laboratório pode ser utilizado para facilitar a contagem, sendo um botão 

utilizado para contabilizar os espermatozoides normais, um para espermatozoides anormais e 

quatro botões para as quatro categorias de anormalidades espermáticas encontradas (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021).  
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Figura 8 - Categorias de anormalidade espermática com exemplos de alterações 

 

 

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021). 

 

As anormalidades encontradas na cabeça do espermatozoide que podem ser registradas 

no laudo são: cabeça alongada; piriforme; triangular; redonda sem acrossomo; redonda 

pequena; amorfa; assimétrica; vacuolizada; cabeça dupla; macrocefálica; microcefálica; 

pequena área acrossômica (< 40% da área normal da cabeça); grande área acrossômica (> 

70% da área normal da cabeça) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  
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Figura 9 - Anormalidade de cabeça: amorfa; coloração de May-Grünwald-Giemsa (MGG), 

ampliação de 1000x 

 

Fonte: Imagem da autora 

 

Para a região da peça intermediária, as seguintes morfologias são consideradas 

anormais e podem ser registradas: inserção angulada da cabeça (dobrada); inserção 

acentuadamente angulada; inserção assimétrica da cabeça; peça intermediária irregular; peça 

intermediária espessa; peça intermediária fina. Quando houver excesso residual de 

citoplasma, deve-se anotar no laudo quando este excesso for maior que 1/3 da cabeça 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

 

Figura 10 - Anormalidade de peça intermediária: inserção acentuadamente angulada; 

coloração de May-Grünwald-Giemsa (MGG), ampliação de 1000x 

 

Fonte: Imagem da autora 
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 Anormalidades da cauda do espermatozoide que poderão ser registradas são: cauda 

curta ou quebrada; dobrada; enrolada; com largura irregular; caudas curvadas com ângulo 

acentuado; cauda dupla; caudas múltiplas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

 

Figura 11 - Anormalidade de cauda: dupla; coloração de May-Grünwald-Giemsa (MGG), 

ampliação de 1000x 

 

Fonte: Imagem da autora 

 

 A partir da avaliação de 200 espermatozoides, são obtidas as porcentagens de 

espermatozoides normais e anormais, cuja soma deve ser de 100%. Também se obtém a 

porcentagem de cada tipo de anormalidade espermática encontrada; para isto divide-se o 

número total de espermatozoides com anormalidade para cada categoria pelo número total de 

espermatozoides anormais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 Defeitos específicos dos espermatozoides como cabeças livres, cabeças de alfinete 

(caudas livres), cabeças sem acrossomo, células germinativas imaturas e células não 

espermáticas devem ter sua presença relatada. Se muitos defeitos específicos e células 

imaturas e germinativas forem encontrados, deve-se relatar também sua prevalência relativa 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

 

Quadro 8 - Valor de referência para formas normais dos espermatozoides para o quinto 

percentil com IC 95% 

Valor mínimo 4% (3,9 – 4,0%) 

Fonte: World Health Organization (2021) 
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5.3.8 Preparação de esfregaços de sêmen 

Para a análise morfológica do sêmen humano, preparam-se esfregaços que são secos 

ao ar antes de serem fixados e corados. Para a realização do esfregaço de sêmen, as 

superfícies das lâminas devem ser limpas esfregando vigorosamente papel de seda ou 

limpando com etanol; identifica-se a porção fosca da lâmina, certificando-se que a marcação 

não será removida ou se tornar ilegível pela fixação ou coloração; homogeneizar a amostra de 

sêmen e aplicar uma alíquota de 5 a 10 µl de sêmen no final da lâmina. Utilizar uma segunda 

lâmina para arrastar a gota de sêmen ao longo da superfície da lâmina (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021).  

É indicado iniciar o esfregaço com volume de 10 µl, utilizando ângulo de 45° e o 

esfregaço tenha a duração de cerca de 1 segundo. Esta indicação pode variar dependendo das 

características individuais de cada amostra a ser analisada (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021).  

 

5.3.9 Coloração de May-Grünwald-Giemsa (MGG) 

Após a secagem dos esfregaços de sêmen, eles devem ser fixados e corados (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021). Para a coloração de May-Grünwald-Giemsa dois 

corantes são utilizados, o corante de May-Grünwald e o corante Giemsa (AMER et al., 

2001).  

Para a preparação da solução estoque de May-Grünwald, seguir os seguintes passos: 

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

utilizando um pilão e almofariz; 

2. Filtrar a solução após 2 ou 3 dias (AMER et al., 2001). 

Para a preparação da solução estoque de Giemsa, seguir os seguintes passos: 

1. Dissolver 0,6 gramas do corante em pó em 50 ml de metanol; 

2. Adicionar 25 ml de glicerina em seguida; 

3. Filtrar após 2 ou 3 dias (AMER et al., 2001). 
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Para o procedimento de coloração de May-Grünwald-Giemsa (MGG), primeiramente 

deve-se fixar a lâmina com o esfregaço já seco mergulhando-a em metanol por 5 a 10 

minutos. O metanol é o fixador de escolha, mas o álcool etílico também pode ser utilizado 

para esse fim. Após a fixação, as lâminas devem ser mergulhadas em frasco contendo a 

solução de May-Grünwald recém-diluída com um volume igual de água tamponada. Após 15 

minutos mergulhadas em solução de May-Grünwald diluído, as lâminas devem ser 

transferidas sem lavar para um frasco contendo a solução Giemsa recém diluída 1:10 com 

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

As lâminas devem permanecer no frasco com Giemsa por 10 a 15 minutos e, após esse 

procedimento, devem ser transferidas para um frasco contendo água tamponada com pH 6,8, 

lavando rapidamente os esfregaços com três ou quatro trocas de água para que, na última 

troca, as lâminas sejam deixadas de 2 a 5 minutos em água tamponada. É importante que os 

esfregaços sejam transferidos de um corante para outro sem secar entre as trocas de frascos 

(BAIN, 2017). Se a coloração com MGG for bem-sucedida, os núcleos das células devem 

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

A coloração de May-Grünwald-Giemsa é ótima para corar e diferenciar as células 

redondas (termo utilizado para denominar outras células encontradas no esfregaço de sêmen) 

além dos espermatozoides, como células imaturas, leucócitos, células epiteliais e formas 

degenerativas (LUDWIG; FRICK, 1987).  
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Figura 12 - Espermatozoide e célula epitelial; coloração de May-Grünwald-Giemsa (MGG), 

ampliação de 1000x 

 

Fonte: Imagem da autora 
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 CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho aborda a realização do espermograma, cujos resultados são muito 

importantes para avaliação da infertilidade masculina, juntamente com a investigação médica 

e clínica de cada paciente. Toda análise de amostras de sêmen humano, seja ela macroscópica 

ou microscópica, possui resultados que devem ser comparados com valores de referência 

validados e estabelecidos mundialmente para a população masculina pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS). 

A elaboração do material didático sobre a análise de sêmen humano contou com a 

junção de conhecimentos teóricos e práticos no formato de texto e de figuras, com a descrição 

das análises macroscópicas e microscópicas realizadas no espermograma. A realização do 

espermograma por alunos e profissionais da área pode ser facilitada com a consulta do 

presente material didático. As informações contidas no material descritivo são de grande 

auxílio para compreensão e seguimento dos exames, servindo como um guia teórico-prático 

para execução da análise do sêmen humano. 
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