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RESUMO

Introdugao: Problemas de fertilidade vem se tornando cada vez mais frequentes
entre casais no mundo e sabe-se que cerca de um terco dos casos de infertilidade
tem um componente masculino como causa. O ponto de partida da investigagao de
infertilidade masculina é a analise do sémen. Testes de rotina como o
espermograma, bem como testes complementares, podem ser aplicados para
investigar a infertilidade masculina. Objetivos: Avaliar a relagdo entre habitos de
vida e qualidade do sémen, estudar a influéncia das condigdes de armazenamento
sobre os parametros espermaticos e avaliar a precisdo e a acuracia do
hemocitdmetro de Neubauer e da camara de Makler como métodos de determinacéao
de concentracado de espermatozoides. Método: Foi realizado um estudo transversal
entre abril e setembro de 2022 envolvendo a investigagdo de parametros do sémen
e habitos de vida de alunos e colaboradores da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os participantes responderam questionarios sobre seus habitos de vida,
percepcao de estresse e eventos de vida estressantes. Amostras de sémen foram
coletadas apds abstinéncia sexual de 2 a 7 dias. Apds liquefacdo, parametros do
espermograma e analise de dano a integridade da cromatina espermatica com
coloragao de azul de toluidina foram realizados. Os parametros de concentracao,
vitalidade e motilidade foram reanalisados apés armazenamento das amostras em
temperaturas de 4°C e 37°C por trés horas. O hemocitometro de Neubauer e a
camara de Makler foram comparados para determinacdo de concentracdo de
esferas de latex e de amostras do estudo. Resultados: Ao todo,192 participantes
foram incluidos na analise. A frequéncia de alteragao dos parametros seminais foi de
21,9%. O dano a integridade da cromatina apresentou correlagdo negativa com os
parametros de vitalidade, motilidade progressiva, e morfologia normal, mas ndo com
os parametros de volume, concentragdo ou contagem total de espermatozoides. A
andlise de habitos de vida e qualidade do sémen demostrou que cirurgia pélvica,
depressao, frequéncia do uso do telefone celular, varicocele e relato de sintomas
graves ou hospitalizagdo por COVID-19 foram associados com prejuizo de
parametros espermaticos. Maior dano a integridade da cromatina espermatica foi
associada a reducao de concentracao de espermatozoides, enquanto amostras com
menor dano da cromatina apresentaram concentragao estavel apds trés horas de
armazenamento tanto a 4°C como a 37°C. As estimativas no hemocitdmetro de
Neubauer foram mais precisas e acuradas do que na camara de Makler. A
concordancia entre as camaras foi ruim para valores de concentracdo espermatica
inferiores a 40,0 x 108/ml. Conclusdo: Alguns aspectos de habitos de vida podem
ser responsaveis por levar ao prejuizo de parametros espermaticos. Além de testes
de rotina, a avaliagao de dano a integridade da cromatina com azul de toluidina pode
ser um método alternativo simples e barato para avaliar a capacidade funcional de
espermatozoides. Por fim, a cdmara de Makler € um substituto ruim para determinar
a concentracao espermatica e as medi¢cdes apresentam maior precisdo e acuracia
com o hemocitdmetro de Neubauer.

Palavras-chave: Infertilidade masculina; Analise de sémen; Dano a integridade da
cromatina; Hemocitémetro de Neubauer; Camara de Makler.



ABSTRACT

Introduction: Fertility problems are becoming more common among couples
worldwide and about a third of infertility cases have a male component as the cause.
The starting point of male infertility investigation is semen analysis. Routine tests
such as the spermogram, as well as additional tests can be applied to investigate
male infertility. Objectives: Evaluate the relationship between life habits and semen
quality, study the influence of storage conditions on sperm parameters and evaluate
the precision and accuracy of the Neubauer hemocytometer and the Makler chamber
as sperm concentration methods. Methods: A cross-section study was performed
between April and September 2022 involving the investigation of semen parameters
and lifestyle habits of students and collaborators of the Federal University of Santa
Catarina. Participants answered questionnaires about their lifestyle habits, perception
of stress and stressful life events. Semen samples were collected after sexual
abstinence for 2 to 7 days. After liquefaction, spermogram parameters and analysis
of damage to sperm chromatin integrity with toluidine blue staining were performed.
The concentration, vitality and motility parameters were reassessed after storing
samples at temperatures of 4°C and 37°C for three hours. The Neubauer
hemocytometer and the Makler chamber were compared to determine the
concentration of latex beads and study samples. Results: In all, 192 participants
were included in the analysis. Prevalence of changes in seminal parameters was
21.9%. Damage to chromatin integrity of was negatively correlated with the
parameters of vitality, progressive motility, and normal morphology, but not with
parameters of volume, concentration, or total sperm count. The analysis of lifestyle
habits and semen quality showed that pelvic surgery, depression, frequency of cell
phone use, varicocele, and reporting of severe symptoms or hospitalization for
COVID-19 were associated with impairment of sperm parameters. Greater damage
to sperm chromatin integrity was associated with reduced sperm concentration, while
samples with less chromatin damage showed stable concentration after three hours
of storage both at 4°C and 37°C. The estimates in the Neubauer hemocytometer
were more precise and accurate than in the Makler chamber. The agreement
chambers were poor form sperm concentration values below 40.0 x 108/ml.
Conclusion: Some aspects of life habits may be responsible for impairing sperm
parameters. In addition to routine tests, the assessment of damage to chromatin
integrity with toluidine blue can be a simple and inexpensive alternative method to
assess the functional capacity of spermatozoa. Finally, the Makler chamber is a poor
substitute for determining sperm concentration and measurements are more precise
and accurate with the Neubauer hemocytometer.

Keywords: Male infertility; Semen analysis; Damage to chromatin integrity;
Neubauer hemocytometer; Makler chamber.
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1 INTRODUGAO GERAL

Infertilidade € a incapacidade de um casal engravidar apés um ano de
relagcbes sexuais regulares desprotegidas (ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 2017).
Dados demograficos indicam que a infertilidade € um problema reprodutivo global
enfrentado por 8 a 12% dos casais (BORGHT; WYNS, 2018). A infertilidade pode
ocorrer devido a fatores masculinos, fatores femininos ou uma combinagao dos dois
fatores. De forma geral, cerca de 30% dos casos de infertilidade sdo em virtude
somente de fatores masculinos. Fatores femininos contribuem de forma isolada com
cerca de 30% dos casos de infertilidade, enquanto 20-30% dos casos restantes sao
em virtude de uma combinacdo de fatores masculinos, femininos ou idiopaticos
(AGARWAL et al., 2015; PATEL; LEONG; RAMASAMY, 2017; QUAAS; DOKRAS,
2008).

Fatores relacionados aos habitos de vida como o consumo de alcool, uso de
tabaco e estresse psicolégico foram previamente associados com a redugédo da
qualidade dos parametros seminais ao longo dos anos, porém, demais estudos s&o
necessarios, pois essas associacbes se apresentam de forma conflitante
dependendo da regido geografica e da populagdo estudada (BHADORIA et al.,
2020; KESKIN et al., 2016; KOVAC; KHANNA; LIPSHULTZ, 2015; NORDKAP et al.,
2020; RICCI et al., 2017). Recentemente, foi observado que a infecgao por COVID-
19 também parece afetar os parametros espermaticos (HOLTMANN et al., 2020).

Estudos de infertilidade masculina vem ganhando destaque nos ultimos
anos, pois existe uma preocupacgao crescente de que a qualidade do sémen humano
estda em declinio. Entre 1973 e 2018 houve um declinio de 53% nas contagens de
espermatozoides de homens da populacdo geral (LEVINE et al, 2022). E
necessario, no entanto, que os metodos utilizados para determinar a concentragcao
espermatica sejam precisos e acurados. As condicdes de armazenamento da
amostra também parecem influenciar os parametros espermaticos de motilidade e
vitalidade (APPELL; EVANS, 1977; SCHULTE et al., 2008), porém nao é claro qual a
influéncia sobre a concentracdo. Além disso, o papel do dano a cromatina
espermatica sobre demais parametros do espermograma apoés diferentes condi¢des
de armazenamento da amostra também néo foi elucidado.

Dessa forma, esse estudo visou avaliar a relagdo entre habitos de vida e

qualidade do sémen, estudar a influéncia das condicdes de armazenamento sobre
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0s parametros espermaticos e avaliar a precisao e a acuracia do hemocitdmetro de
Neubauer e da camara de Makler como métodos de determinacdo da concentragao

de espermatozoides.
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2REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese inclui todos os eventos de diferenciagcao desde a célula
germinativa imatura até a formagao do espermatozoide, o gameta masculino. Esse
processo acontece no interior dos testiculos em estruturas chamadas tubulos
seminiferos. Durante a formagdo do embrido, as células germinativas primordiais
migram para os testiculos para se tornarem células germinativas imaturas chamadas
espermatogbnias. A espermatogénese (Figura 1) é dividida em trés fases. Na
primeira fase, as espermatogbnias passam por uma série de ciclos de replicagao de
DNA e mitoses até se diferenciarem em espermatdcitos. Na segunda fase, o
genoma diploide dos espermatécitos primarios € reduzido em espermatocitos
secundarios haploides por meios de divisbes meidticas até a maturagdo em
espermatides. Finalmente, na terceira fase, as espermatides se diferenciam em
espermatozoides (SADLER, 2018).

A espermatogénese acontece como resultado da estimulagdo de hormdnios
gonadotrépicos do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG), tendo inicio em torno
dos 13 anos de idade e ocorrendo durante a maior parte da vida, mas diminuindo na
velhice. A maturagao das células germinativas e a regulagdo hormonal do eixo HHG
dependem majoritariamente de duas células localizadas nos tubulos seminiferos: a
célula de Sertoli e a célula de Leydig (GUYTON; HALL, 2011).

As células de Sertoli sdo indispensaveis no processo de espermatogénese e
ocupam de 17 a 20% do epitélio dos tubulos seminiferos em homens adultos. A
morfologia das células de Sertoli estda em constante mudanga, com vastas
ramificacdes citoplasmaticas que envolvem as células germinativas e auxiliam na
sua migracdo em direcdo ao lumen dos tubulos seminiferos durante a
espermatogénese. O regulador mais importante das células de Sertoli € o0 hormdnio
foliculo estimulante (FSH), que é produzido pela hipéfise sob o estimulo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH). O FSH ativa diversas vias, estimulando
praticamente todas as funcdes relacionadas a espermatogénese. Ja as células de
Leydig estdo localizadas em aglomerados geralmente encontrados em posigcoes
estratégicas entre os vasos sanguineos e o tubulo seminifero. A testosterona é o

principal produto das células de Leydig e os testiculos secretam entre 3 e 10 mg/dia
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de testosterona, contabilizando mais de 95% do total de testosterona circulante em
homens pdés-puberes. O hormdnio luteinizante (LH) atua ligando-se a receptores de
LH de alta afinidade na membrana plasmatica de células de Leydig, estimulando a
producdo de testosterona e estradiol dentro de 24-72 horas. Além do feedback
negativo hipotalamico/hipofisario, a testosterona também regula a fung¢ao das células

de Leydig por meio de um feedback negativo ultracurto (NETO et al., 2016).

Figura 1 — Espermatogénese
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As espermatogbnias sao o ponto chave da linhagem germinativa da espécie,
uma vez que as células precisam se expandir mitoticamente antes da meiose. Um
numero muito grande de espermatozoides deve ser produzido para manter a
fertilidade, portanto, as espermatogbnias devem manter a integridade do DNA contra
0 acumulo de erros de replicagao e exposigdo a mutagénicos ambientais (SCHLATT;
EHMCKE, 2014).

As trés principais teorias que foram propostas para identificar a origem do
dano ao DNA espermatico sao espécies reativas de oxigénio (EROs),
empacotamento anormal da cromatina espermatica e apoptose. As fontes de EROs
no sémen sao associadas a exposig¢ao a radiagao, tabagismo, herbicidas e abuso de
alcool. A presenca de alta concentragdo de EROs resulta em perda de motilidade
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espermatica, potencial de fertilizagdo e danos ao DNA (AGARWAL et al., 2014). O
empacotamento da cromatina € um processo critico necessario para acomodar a
enorme quantidade de DNA em uma pequena célula de espermatozoide. Nos
gametas masculinos, as histonas sao fisiologicamente substituidas por protaminas
ricas em arginina, que tem maior capacidade em compactar o material genético. Ha
evidéncias de que o dano ao DNA pode derivar de empacotamento anormal da
cromatina devido a insuficiéncia de protaminas, que induz quebras na cadeia de
DNA (MILLER; BRINKWORTH; ILES, 2010). A apoptose é uma forma de morte
celular programada e € importante para o desenvolvimento da espermatogénese.
Durante a espermatogénese, a apoptose limita o tamanho da populacédo de células
germinativas e ajuda a manter a proporc¢ao ideal de células germinativas/células de
Sertoli. No entanto, as células destinadas a serem eliminadas podem escapar do
processo de apoptose e chegar ao ejaculado. A presenca de espermatozoides no
ejaculado que possuem marcadores apoptoticos exibindo formas morfologicas
anormais ou fung¢do bioquimica irregular pode contribuir com DNA danificado para as
geragdes subsequentes com o aumento do uso de procedimentos de reprodugao
assistida (GUNES; AL-SADAAN; AGARWAL, 2015).

2.2 INFERTILIDADE

2.2.1 Aspectos epidemiologicos

A infertilidade é definida como a auséncia de gravidez apdés um ano de
relacdes sexuais regulares e desprotegidas (ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 2017). E
uma condi¢ao clinica que afeta cerca de 45,8 milhdes de casais no mundo e que
vem ganhando destaque devido a redugéo das taxas de fertilidade em muitos paises
desenvolvidos e ao numero crescente de procedimentos de fertilizagao in vitro (FIV)
(BORGHT; WYNS, 2018; SCHMIDT et al., 2012).

Fatores socioeconémicos como o aumento da participagdo da mulher no
mercado de trabalho, equidade de género, condicbes de moradia e incerteza
econdmica resultaram no adiamento de filhos ainda n&do desejados durante o
planejamento familiar desde a introdugdo de métodos contraceptivos confiaveis na
década de 1960 (GOLDIN, 2006; MILLS et al., 2011). No entanto, existe uma

relacdo direta entre o avanco da idade dos pais e o declinio progressivo da
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fertilidade. Estima-se que para ter uma chance de pelo menos 90% de ter um filho, a
mulher deve comegar as tentativas naturais de engravidar com no maximo 32 anos.
Se o casal deseja ter mais filhos, a idade maxima para iniciar as tentativas € ainda
menor (27 anos para dois filhos e 23 anos para trés filhos). Quando FIV é uma
opg¢ao, a idade maxima ideal para ter um filho é de 35 anos (HABBEMA et al., 2015).
Em homens, embora os espermatozoides sejam produzidos de forma continua,
evidéncias indicam que a idade paterna avancada esta associada a um impacto
negativo no numero de células de Sertoli, nas células de Leydig e na quantidade de
células germinativas nos testiculos (LAWSON; FLETCHER, 2014; MAHMOUD et al.,
2003; NEAVES et al., 1984). Foi verificado que a quantidade de danos ao DNA nos
espermatozoides de homens com idade entre 36 e 57 anos é trés vezes maior do
que em homens com menos de 35 anos (SINGH; MULLER; BERGER, 2003).
Acredita-se que danos ao DNA e mutacdes que ocorrem durante a maturagao das
células germinativas masculinas desempenham um papel importante na deficiéncia
da fertilizagdo, no desenvolvimento embrionario, na perda da gravidez e no aumento
do risco de certas doencas decorrentes da idade paterna avancada, como fenda
palatina e leucemia linfoblastica aguda na infancia (AITKEN et al., 2010; BILLE et al.,
2005; MURRAY et al., 2002).

As taxas de fecundidade totais (TFT) em muitos paises de renda alta estao
abaixo dos 2,1 nascimentos por mulher, necessarios para a reposi¢cao da populagao
e uma das razdes € justamente o aumento da idade dos pais ao primeiro nascimento
(SCHMIDT et al., 2012). As TFT globais sofreram um declinio de 49,4% entre 1950 e
2017, com reducédo de 4,7 para 2,4 nascimentos por mulher. A variagcao de TFT foi
de 1 nascimento por mulher em Chipre (0,9 - 1,2) a 7,1 nascimentos por mulher no
Niger (6,8 — 7,4). Além disso, 33 paises tiveram uma taxa de crescimento
populacional negativa entre 2010 e 2017, a maioria dos quais estavam localizados
na Europa central, oriental e ocidental. Por outro lado, a populagdo global tem
aumentado em uma média de 83,8 milhdes de pessoas por ano desde 1985.
Portanto, embora as TFT estejam diminuindo, a populagéo global continua a crescer
a medida que a mortalidade diminui, com diferentes padrdes entre paises e faixas
etarias (GBD 2017 POPULATION AND FERTILITY COLLABORATORS, 2018).

No Brasil, a TFT observada foi de 1,77 com base nos dados da Pesquisa
Nacional de Demografia e Saude (PNDS) de 2006. Nesses dados, foi verificado que

a paridade aumenta com a idade. Mulheres entre 15 e 19 anos tiveram uma média
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de 0,18 filhos por mulher, enquanto mulheres no final do periodo reprodutivo (entre
45 e 49 anos) tiveram uma paridade média de 3,14 filhos. Além da idade,
caracteristicas positivamente associadas ao aumento do numero de nascimentos
foram: residir no norte do pais, residir em zona rural, ser ndo-branco, emprego nao
remunerado, menor escolaridade e menor nivel socioecondmico (TEJADA et al.,
2017). Segundo projegdes de populagdo do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a TFT deve reduzir de 1,75 em 2023 para 1,66 em 2060, ja a taxa
de mortalidade deve superar pela primeira vez a taxa de natalidade no Brasil em
2047 (IBGE, 2023).

A decisdo dos casais de adiarem a gravidez devido a fatores pessoais e
socioeconémicos com consequente declinio da fertiidade é um dos principais
fatores que explicam o aumento da procura por procedimentos de reprodugao
assistida (MILLS et al., 2011). Desde o nascimento do primeiro bebé por FIV em
1978, mais de 6 milhdes de nascimentos por esse procedimento foram
contabilizados em todo o mundo (LEDFORD, 2018). Segundo o 13° Relatério do
Sistema Nacional de Produgao de Embrides (ANVISA, 2022), o numero de ciclos de
FIV realizados no Brasil teve crescimento de 212,1% entre os anos de 2012 e 2019.
Somente em 2019 foram realizados 44.705 ciclos. Atualmente, o Brasil conta com
183 centros de reproducdo humana assistida. No mapa da figura 2, o tamanho das
bolhas azuis reflete proporcionalmente a diferenca do numero de centros de
reproducdo humana assistida nas unidades federativas em que estdo presentes
(23). Sao Paulo é o estado com o maior numero no Brasil com 63 centros, ja Santa
Catarina conta com 8 centros.

O sucesso do tratamento de infertilidade por procedimentos de reproducéao
assistida depende fortemente de fatores econdmicos, pois casais de renda mais alta
e com ensino superior tem probabilidade maior de fazer mais ciclos de tratamento de
fertiidade de alta intensidade e consequentemente de engravidar (SMITH et al.,
2011).

Nos Estados Unidos, verificou-se que os custos médios com tratamentos de
fertilidade em um periodo de 18 meses variaram de $24.373 para FIV a $38.015
para FIV com doagao de 6vulos (KATZ et al., 2011). No Brasil, gasta-se em média
R$15.000 a R$20.000 com procedimentos de FIV. No entanto, a escolha da clinica
de reproducio assistida, a idade do casal, testes complementares solicitados e a

quantidade de medicamentos sugeridos podem elevar o pregco do tratamento a



25

valores superiores a R$70.000 (BOYADJIAN, 2019). De acordo com a PORTARIA
N° 3.149, DE 28 DE DEZEMBRO DE 2012, recursos financeiros devem ser
destinados aos estabelecimentos de saude que realizam procedimentos de atencéo
a Reprodugdo Humana Assistida no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS),
incluindo FIV e/ou injecao intracitoplasmatica de espermatozoides. De acordo com o
Cadastro Nacional de Estabelecimento de Saude (CNES), 14 clinicas realizam

procedimentos de reprodugdo assistida no Brasil com atendimento pelo SUS (CNES,
2023).

Figura 2 — Numero de centros de reprodugédo humana assistida no Brasil por unidade federativa
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O adiamento das tentativas de alcancgar a paternidade para uma idade mais
avangada pode ter um impacto negativo mais profundo ainda em casais que nao
terao acesso a tratamentos bem-sucedidos de FIV por questdes financeiras. Além
dessa tendéncia social de ter filhos mais tarde na vida, outro fator vem
desempenhando um papel importante no aumento da infertiidade conjugal: a
redugéo da qualidade do sémen (SHARPE, 2012).
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2.2.2 Aspectos etiolégicos da infertilidade masculina

Na década de 1990, um estudo concluiu que entre 1938 e 1991 a
concentracdo de espermatozoides havia diminuido consideravelmente, porém os
autores nao puderam concluir se essa redugao continuaria pelos proximos anos
(CARLSEN et al., 1992). Outro estudo confirmou os dados relatados por Carlsen e
colaboradores (1992), no entanto estudos em paises n&o ocidentais foram limitados
e nao mostraram a mesma tendéncia de declinio na concentracdo de
espermatozoides (SWAN; ELKIN; FENSTER, 2000). Devido a controvérsia no
assunto, uma nova metanalise foi publicada (LEVINE et al., 2017). Esse estudo
concluiu que entre 1973 e 2011 houve um declinio de 50-60% nas contagens de
espermatozoides de homens da América do Norte, Europa, Australia e Nova
Zelandia. Os autores do estudo ndo puderam concluir se nos demais paises essa
mesma tendéncia de queda existe, pois o0 poder estatistico da metanalise foi limitado
devido ao pequeno numero de estudos (LEVINE et al., 2017). Recentemente, uma
nova metanalise incluindo paises da Asia, Africa e América do Sul/Central confirmou
declinio de 31% nas concentra¢des de espermatozoides nessas regides (LEVINE et
al., 2022).

O declinio na qualidade do sémen desses individuos pode estar associado a
diversos fatores ambientais. Um deles é a exposicdo a produtos quimicos
desreguladores enddcrinos mesmo antes do nascimento. A alteragado da funcéo de
horménios que regulam o desenvolvimento do trato reprodutivo masculino pode
levar a criptorquidia (os testiculos ndo descem para a bolsa escrotal) e hipospadia
(malformacédo congénita da genitalia masculina), com consequente redugdo na
qualidade dos parametros seminais (GORE et al., 2015). Pesticidas podem interferir
com o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal que regula a funcédo das células de Sertoli e
de Leydig por meio da producao das gonadotrofinas, FSH e LH, prejudicando, dessa
forma, a espermatogénese e esteroidogénese (MEHRPOUR et al., 2014;
SENGUPTA; BANERJEE, 2014). Outro fator que esta associado a redugdo da
qualidade do sémen € a varicocele. A varicocele aumenta a temperatura escrotal e
reduz a perfusao testicular. Estima-se que 35% dos homens com infertilidade
primaria (que nunca tiveram filhos) e 80% dos homens com infertilidade secundaria
(que ja tiveram uma gravidez anterior) tenham varicocele (BAAZEEM et al., 2011;
GORELICK; GOLDSTEIN, 1993).
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A exposi¢ao ao calor excessivo demonstrou ser prejudicial para a saude dos
espermatozoides (ZHOU et al., 2020). Alguns aspectos do uso de celulares parecem
estarem envolvidos com a redug¢ao da qualidade do sémen. Usar o celular por mais
de uma hora ou enquanto ele esta sendo carregado foram associados a
concentragbes anormais de espermatozoides (ZILBERLICHT et al.,, 2015). O
consumo excessivo de gorduras saturadas na dieta foi associado com concentragao
e motilidade reduzida (AFEICHE et al., 2013; JENSEN et al., 2013). Além disso, em
homens com um indice de massa corporea aumentada, a motilidade dos
espermatozoides também se mostrou prejudicada (TANG et al., 2015). Consumo de
alcool e tabaco também demostraram estarem associados com parametros do
sémen alterados (HARLEV et al., 2015; LA VIGNERA et al., 2013). Esses fatores
contribuem com a formacéo intracelular de espécies reativas de oxigénio no sémen
(HOMA et al., 2015; MAYORGA-TORRES et al.,, 2017) e com dano ao DNA
espermatico (PANNER SELVAM et al., 2020) reduzindo, dessa forma, as chances
de estabelecer uma gravidez (FIRNS et al., 2015). Por outro lado, estudos em
populagdes diferentes mostram associagcdes conflitantes entre esses fatores e
parametros seminais (KESKIN et al., 2016; MACDONALD et al., 2010; RICCI et al.,
2017).

2.2.2.1 Estresse psicoldgico

O estresse psicologico € um fator notavel que também vem sendo associado
a alteragdes nos parametros seminais (BHONGADE et al., 2015; CLARKE et al.,
1999; JANEVIC et al., 2014; LI et al., 2013; NORDKAP et al., 2016). No entanto,
essa associacdo ndo € unanime, com alguns trabalhos demonstrando que o
estresse ndo foi um forte determinante na qualidade do sémen e dos horménios
sexuais (COWARD et al., 2019; HJOLLUND et al., 2004).

Uma das principais explicacbes bioldgicas apontadas para o estresse
psicologico levar a reducdo da qualidade do sémen refere-se as variagdes da
secrecdo de hormodnios do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal em resposta ao
estresse, o que altera a funcao das células de Sertoli e da barreira hemato-testicular
(BHONGADE et al., 2015; NARGUND, 2015). Por outro lado, o estresse psicologico
como fator primario e independente na infertilidade masculina € dificil de ser isolado,
pois fatores confundidores como obesidade, consumo de alcool e uso de tabaco
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estdo comumente associados a individuos deprimidos e ansiosos (AL-ASADI;
KLEIN; MEYER, 2015; REGIER et al., 1990) e esses fatores também ja foram
associados a diminuicdo da qualidade dos parametros seminais (BENATTA et al.,
2020; KOVAC; KHANNA; LIPSHULTZ, 2015; RICCI et al., 2017). Dessa forma, €&
imprescindivel que fatores confundidores sejam identificados.

Com base na literatura sobre diferencas de género, uma hipétese postula
que a ligagdo entre a capacidade de procriar e a virilidade pode influenciar as
reacdes dos homens a infertilidade a medida em que homens podem perceber a
incapacidade de gerar um filho como uma ameaga a sua autoimagem de
masculinidade (CULLEY; HUDSON; LOHAN, 2013). Além disso, homens sdo menos
propensos do que mulheres a buscar ajuda psicolégica por causa da percepgao do
papel tradicional do género masculino, que inclui independéncia, autocontrole e
autossuficiéncia (PEDERSON; VOGEL, 2007). Foi verificado que homens
submetidos a tratamento de infertilidade experimentam niveis de angustia
semelhantes aos das mulheres (PERONACE; BOIVIN; SCHMIDT, 2007). Homens
participando de grupos de apoio online foram capazes de discutir abertamente sobre
uma serie de sentimentos e preocupagcbes com relagcdo a experiéncia de
infertilidade. Ao invés de simplesmente ficarem "desapontados" com sua
incapacidade de se tornarem pais, esses homens claramente estavam
experimentando uma série de emogdes negativas e dificuldades. Grupos online de
apoio podem fornecer um local e contexto Uteis para os homens se abrirem sobre
seus problemas de fertilidade, sem as inibicdes associadas as discussdes face a
face (MALIK; COULSON, 2008; RICHARD; BADILLO-AMBERG; ZELKOWITZ,
2017).

Existem muitas escalas disponiveis para avaliar o estresse psicoldgico,
porém nao se sabe qual é a mais sensivel para descrever o estresse que €
pertinente para capturar os potenciais efeitos bioldgicos negativos da fungao
testicular. A escolha da medida deve ser baseada no objetivo da avaliagdo, mas isso
pode dificultar comparacdes diretas entre os estudos (BRAUNER et al., 2020).

A Escala do Estresse Percebido mede o grau em que as situagdes na vida
de uma pessoa sado avaliadas como estressantes (COHEN; KAMARCK;
MERMELSTEIN, 1983).

Um estudo comparou escalas de estresse com a fungao testicular

(NORDKAP et al., 2020). Nesse estudo, a escala de Eventos de Vida proposta por
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Holmes e Rahe incluiu os eventos mais estressantes que acometeram o participante
no ultimo ano. O estresse percebido foi avaliado com o questionario de 10 itens da
Escala de Cohen de Estresse Percebido. Homens com pontuagdes altas na escala
de estresse percebido tiveram menor concentragcdo de espermatozoides, contagem
total de espermatozoides e motilidade, ja eventos de vida estressantes ndo foram
associados a fungao testicular. A associagao linear entre o estresse percebido e os
parametros do sémen indicaram que o estresse percebido foi o marcador mais
sensivel de estresse afetando a qualidade do sémen em homens jovens (NORDKAP
et al., 2020). Da mesma forma, outro estudo verificou uma associacao inversa entre
0 escore de estresse percebido e a concentragdo de espermatozoides, motilidade e
morfologia. Estresse percebido e eventos de vida estressantes, mas n&o estresse
relacionado ao trabalho, foram associados a qualidade do sémen (JANEVIC et al.,
2014). Por outro lado, um estudo que aplicou a escala de Cohen em homens
atendendo uma clinica de infertilidade n&o verificou associacdo entre o estresse
percebido e a qualidade do sémen (JUREWICZ et al., 2014).

2.2.2.2 COVID-19

Os coronavirus sao virus de acido ribonucleico (RNA) de fita simples
pertencentes a familia Coronaviridae que causam infeccdo respiratéria em
mamiferos, como morcegos, camelos, ratos, gatos, cachorros e humanos. Até o
momento, houve trés grandes surtos de coronavirus relatados em humanos, sendo o
mais recente a disseminagéo do coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2
(SARS-CoV-2) que é conhecido por causar a doenca do coronavirus de 2019
(COVID-19) (SHARMA; AHMAD FAROUK; LAL, 2021).

A proteina da espicula do coronavirus, uma proteina de superficie viral,
desempenha um papel chave na ligagdo viral e entrada na célula hospedeira. O
SARS-CoV-2 utiliza uma proteina da espicula do virus para se ligar ao receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) do hospedeiro, encontrado nao
somente em células pulmonares, mas também em células nos rins, sistema
cardiovascular, gastrointestinal e testiculos. A ECA2 é expressa por células de
Leydig, células de Sertoli e células da linhagem germinativa nos testiculos (FU et al.,
2020; LIU et al.,, 2020). Infeccdo grave por COVID-19 parece prejudicar os
parametros espermaticos (HOLTMANN et al., 2020), porém, os mecanismos que
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podem levar a infertiidade masculina ainda nao estao totalmente elucidados. Os
mecanismos mais importantes séo classificados como patogénese direta e indireta
do SARS-CoV-2. A via direta € causada pela entrada do virus devido a presencga de
ECAZ2 na superficie de células testiculares, levando a inflamacéo testicular (orquite).
Na via indireta, o aumento dos niveis de citocina, desregulagdo do eixo renina-
angiotensina-aldosterona, hipoxia, febre, alteracbes cerebrais e terapia com
antivirais possivelmente poderiam levar a desregulagdo da testosterona, a varios
prejuizos fisiologicos e a produgao prejudicada de espermatozoides (ZADEH; ARAB,
2021).

2.2.3 Abordagem diagnéstica de infertilidade masculina

O espermograma deve ser o primeiro exame realizado quando se suspeita
de infertilidade masculina. Homens apresentam medidas dos parametros seminais
abaixo do ideal em quase metade de todos os casais que apresentam infertilidade
(AGARWAL et al., 2015).

O espermograma deve ser realizado apds um periodo de abstinéncia de 2 a
7 dias e essa analise do sémen deve ser feita imediatamente apds a ejaculagdo. A
OMS possui um manual para o exame laboratorial e processamento do sémen
humano que atualmente estda em sua sexta edicdo (WHO, 2021). Os resultados
foram obtidos a partir da analise de dados publicados apdés a quinta edicdo do
manual. No total, foram analisados mais de 3500 individuos de doze paises e cinco
continentes que haviam se tornado pais de forma natural nos ultimo doze meses. Os
valores do 5° percentil para os parametros de volume, concentracédo, contagem total,
motilidade total, motilidade progressiva, motilidade nao progressiva,
espermatozoides imoveis, vitalidade e formas normais foram determinados junto
com os intervalos de confianga (IC) de 95% para estabelecer valores de referéncia
inferiores mais abrangentes e globalmente aplicaveis para os paradmetros seminais
de homens férteis (CAMPBELL et al., 2021) (Quadro 1).

A primeira edicao do manual da OMS para processamento de sémen foi
publicada em 1980. Apesar das primeiras edicdes terem servido para padronizar a
forma como o espermograma é feito em todo o mundo, alguns dos valores de
referéncia precisaram ser revisados devido as tendéncias de mudangas mundiais

nos parametros do sémen. Em relagdo a versdes anteriores, o limite inferior de
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volume de sémen foi reduzido de 2,0 ml para 1,4 ml. O numero total de
espermatozoides foi reduzido de 40 x 10°% para 39 x 10° por ejaculado. A
concentragdo de espermatozoides foi reduzida de 20 x 10%/ml para 16 x 108/ml. A
motilidade total passou de 50% para 42%. A vitalidade passou de mais de 75% para
54% e a morfologia normal teve limite reduzido de um valor 30% para 4%. Esse
ultimo item teve uma redugado drastica porque na terceira edicdo do manual foi
utilizada a morfologia proposta pela OMS, ja na quinta edicdo a morfologia estrita
estabelecida por Kruger foi implementada, que € muito mais criteriosa (BELSEY,
1980; WHO, 1993, 2021).

A quinta edicdo do manual foi criticada por sugerir limites de referéncia dos
parametros seminais como peca central na avaliacdo do potencial de fertilidade
masculina. As preocupacdes com os limites de referéncia da edicdo de 2010
giravam em torno de sua possivel inadequacgao para representar a populacédo em
geral, pois a populacao estudada para a criagao dos limites de referéncia era restrita
a um grupo de individuos pertencentes a América do Norte, Europa e Australia.
Homens de outras regides ndo foram comtemplados no estudo. Esse fato impediu o
exame de discrepancias regionais que poderiam explicar a variabilidade da
qualidade do sémen em diferentes locais. Outros vieses potenciais incluiram
variagdes biologicas intra e interindividuais e variagcbes técnicas entre os
laboratérios, com alguns sem garantia e controle formal da qualidade (ESTEVES,
2014).
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Quadro 1 — Distribuicdo de resultados de exame de sémen de homens em casais que iniciaram uma gravidez natural dentro de um ano apds inicio de
relagcdo sexual desprotegida

Percentil
Parametro seminal

3586 1,0 1.4 (1,3-1,5) 1,8 2,3 3,0 4,2 55 6,2 6,9
3587 11 16 (15— 18) 22 36 66 110 166 208 254
3584 29 39 (35-40) 58 108 210 363 561 701 865
3488 35 42 (40— 43) 47 55 64 73 83 90 92
3389 24 30 (29— 31) 36 45 55 63 71 77 81
3387 1 1 (1-1) 2 4 8 15 26 32 38
1337 45 54 (50 — 56) 60 69 78 88 95 97 98
3335 3 4 (3,9-4,0) 5 8 14 23 32 39 45

Fonte: Adaptado de Campbell et al. (2021).
Legenda: Os dados obtidos pelo estudo de Campbell et al. (2021) foram utilizados para estabelecer os limites de referéncia inferiores para os parametros
seminais da 62 edicao do manual da Organizagdo Mundial da Saude para o exame e processamento do sémen humano. Foram analisados dados de mais de
3500 individuos de doze paises e cinco continentes. Quinto percentil dado com variabilidade (intervalo de confianga (IC) de 95%).

2,5

5,0 (IC 95%)
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A sexta edigdo tornou a analise dos parametros basicos do sémen mais
robusta, levando em consideragcdo as criticas das edi¢cbes anteriores e incluindo
detalhes de testes complementares, como para a analise de fragmentagcdo do DNA
espermatico e do estresse oxidativo seminal. Além dessas diferengas, a ultima
edicdo sugere a substituicao de limites de referéncia por limites de decisdo, uma vez
que os limites de referéncia ndo representam limites distintos entre homens férteis e
inférteis e as decisdes devem ser tomadas com base em consideragdes clinicas e
estatisticas que apontam para a necessidade de uma determinada intervengao
diagnostica ou terapéutica. Por outro lado, a retirada dos limites de referéncia
também gerou criticas, uma vez que nao foi proposto na sexta edicdo limites de
decisdo para os parametros basicos do sémen ou para os testes complementares,
com mencao de que cada laboratério deve estabelecer seus proprios intervalos de
referéncia. Além disso, apesar da maior contemplacdo de regides geograficas na
sexta edicdo, com inclusdo de paises da Europa ocidental, Asia e Africa, algumas
regides continuaram sub representadas, como a América do Sul e a Africa
Subsaariana (BOITRELLE et al., 2021).

As causas mais comuns encontradas durante a investigagao de infertilidade
masculina sdo fatores hormonais, testiculares ou obstrutivos. Portanto, o primeiro
passo apos um resultado alterado de espermograma é a realizacdo testes
hormonais de quantificacdo de LH, FSH e testosterona. Se nenhum espermatozoide
for encontrado na analise de sémen, testiculos pequenos sugerem uma causa
hormonal ou testicular, enquanto testiculos de tamanho normal apontam para um
problema obstrutivo (WALL; JAYASENA, 2018).

Em casos de redugdo na qualidade do sémen observados no
espermograma, pacientes podem ser capazes de conceber naturalmente sem
tratamento, mas o prognéstico depende de quao severamente a fungdo espermatica
esta prejudicada e da idade do casal. Em cerca de um terco dos pacientes,
nenhuma causa de infertiidade é identificada (WALL; JAYASENA, 2018). A
avaliagdo de demais pardmetros como a analise de estresse oxidativo,
fragmentacao de DNA, potencial de membrana mitocondrial, teste de ligagéo a zona
pelucida e reacado acrossdmica podem ajudar a elucidar problemas nao identificados
no espermograma que podem ser potenciais causas da infertilidade masculina
(AGARWAL et al., 2021) (Figura 3).
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Figura 3 — Testes laboratoriais em amostras de sémen
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Fonte: Adaptado de Agarwal et al. (2021).

Legenda: EROS = espécies reativas de oxigénio; FITC-PSA = aglutinina Pisum sativum
marcada com isotiocianato de fluoresceina; SCD = teste de dispersdo da cromatina espermatica;
SCSA = ensaio de estrutura de cromatina espermatica; TUNEL = de marcacao de "nicks" por dUTP-
biotina mediada por desoxinucleotidil transferase terminal.

Espécies reativas de oxigénio desempenham um papel importante na
maturacao e capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides. Junto ao influxo de
calcio, as EROs propiciam o processo de capacitacdo, no qual a membrana
plasmatica dos espermatozoides aumenta a fluidez e ganha a capacidade de se
fundir com o odcito (DE LAMIRANDE; GAGNON, 1993). Por outro lado, a grande
quantidade de a&acidos graxos poliinsaturados, responsaveis pela fluidez na
membrana plasmatica dos espermatozoides, torna-os suscetiveis a danos
oxidativos. Dessa forma, o estresse oxidativo ocorre quando a concentracdo de
EROs excede a concentragdo de antioxidantes no sémen. O estresse oxidativo
induz a capacitagdo prematura e afeta a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides, tornando-os menos adequados para a fertilizagdo (AGARWAL et
al., 2018; AITKEN, 2017; SAID; RANGA; AGARWAL, 2005). A detecgao de espécies
reativas de oxigénio pode ser obtida por ensaios diretos ou indiretos. Os ensaios
diretos medem o desequilibrio oxidativo liquido entre a producdo de EROs e a

concentracdo de antioxidantes no sémen. Ensaios indiretos avaliam os efeitos do



35

estresse oxidativo, como nivel de peroxidagcdo lipidica ou danos ao DNA
espermatico (KO; SABANEGH; AGARWAL, 2014).

Os testes comumente utilizados em laboratérios de andrologia para
determinar fragmentagéo de DNA sao: o método de marcacao de "nicks" por dUTP-
biotina mediada por desoxinucleotidil transferase terminal (TUNEL, do inglés
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay) em que as
quebras do DNA sao detectadas pela incorporacdo de nucleotideos fluorescentes
nos sitios fragmentados; o teste de cometa, que é baseado da descompactagao
nuclear seguida de eletroforese para medir quebras de fita do DNA em
espermatozoides individuais; o teste de estrutura da cromatina espermatica, (SCSA,
do inglés sperm chromatin structure assay) e o teste de dispersdo da cromatina
espermatica (SCD, do inglés sperm chromatin dispersion), que baseiam sua
deteccao de fragmentacdo de DNA na capacidade de desnaturacdo da cromatina do
espermatozoide (RIBAS-MAYNOU et al., 2013).

Quando o potencial de membrana mitocondrial espermatica aumenta, os
parametros de motilidade espermatica e o potencial de fertilidade também
aumentam. O uso de sondas fluorescentes para detectar mudancgas no potencial de
membrana mitocondrial € a ferramenta mais popular usada para avaliar a fungao
mitocondrial. Altas concentracbes de fluorocromos se acumulam em mitocondrias
hiperpolarizadas (alto potencial de membrana mitocondrial), enquanto
concentragcbes mais baixas sdo encontradas em mitocéndrias despolarizadas (baixo
potencial de membrana mitocondrial) (BARBAGALLO et al., 2020).

O ensaio de hemizona foi desenvolvido como um teste de diagndstico para
testar a ligacdo de espermatozoides humanos a zona pelucida para prever o
potencial de fertilizagdo. Para o teste, um évulo humano nao utilizavel é cortado pela
metade. Enquanto um lado é exposto a uma amostra controle de espermatozoides
férteis, a outra metade é exposta a amostra de teste. A ligacdo maxima do
espermatozoide a zona pelucida geralmente ocorre apds 4 a 5 horas de incubacéo.
Espermatozoides de homens férteis exibem uma capacidade de ligagdo maior a
hemizona em comparagao com homens que tiveram falha na fertilizagdo durante
tratamento por FIV (BURKMAN et al., 1988; OEHNINGER; MORSHEDI; FRANKEN,
2013).

A reacgao acrossdmica do espermatozoide humano é aplicado para testar a

capacidade do espermatozoide em penetrar a zona pelucida e sua fusdo com a
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membrana plasmatica. O teste de aglutinina Pisum sativum marcada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA) é usado para a avaliagao acrossomal. Os
espermatozoides com cromossoma integro ndo se coram, pois o corante n&o
consegue penetrar na membrana acrossomal integra, enquanto em acrossomas
danificados o corante FITC-PSA entra em contato com o conteudo acrossomal,

corando essa regidao em verde amarelado fluorescente (FARLIN et al., 1992).
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3JUSTIFICATIVA

Apesar de diversos avancos feitos na medicina reprodutiva humana,
problemas de fertilidade vém se tornando cada vez mais frequentes entre casais no
mundo (BORGHT; WYNS, 2018). Parte desses problemas de fertilidade pode ser
atribuido a reducao da qualidade do sémen ao longo dos anos. (AUGER et al., 1995;
FEKI et al., 2009; SENGUPTA et al., 2018). Foi observado que parametros seminais
apresentam meédias distintas em diferentes regides geograficas e que habitos de
vida apresentam associagdes conflitantes com parametros seminais (BHONGADE et
al.,, 2015; CENTOLA et al., 2016; LEVINE et al., 2022; LI et al., 2013). No Brasil,
poucos estudos avaliaram a relacdo entre parametros espermaticos e populacdes
nao selecionadas quanto ao status de fertilidade. Portanto, esse estudo pode
contribuir com a vigilancia constante da saude reprodutiva de homens brasileiros e
integrar dados observados em demais regides do globo, além de encontrar
associagdes entre habitos de vida e parametros seminais da populagéo local.

Muitos laboratérios que incluem a analise de sémen em sua rotina sofrem
com a falta de padronizacdo (BJORNDAHL et al., 2016). E indispensavel que os
meétodos utilizados sejam validos e que a amostra seja analisada no tempo correto.
Diferentes camaras de contagem de espermatozoides sao utilizadas em laboratérios
de andrologia apresentando resultados conflitantes quanto a intercambialidade dos
resultados (BAILEY et al., 2007; CARDONA-MAYA; BERDUGO; CADAVID, 2008;
IMADE et al.,, 1993). Pretendemos, dessa forma, contribuir para a decisdo da
escolha do melhor método de analise de concentragao de espermatozoides.

O armazenamento da amostra de sémen em diferentes condi¢cdes de
temperatura parece reduzir parametros do espermograma como motilidade e
vitalidade em fungédo do tempo. (SCHULTE et al., 2008). No entanto, ndo é claro
qual o papel do dano a integridade da cromatina nesse processo. Nosso estudo visa,
dessa maneira, responder se maior dano a integridade da cromatina espermatica
apresenta influéncia sobre a intensidade de declinio de parametros espermaticos em

diferentes condigdes de armazenamento.
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4HIPOTESES

4.1 HIPOTESES NULAS

e Diferentes habitos de vida ndo influenciam a qualidade dos
parametros seminais;

e Parametros seminais ndo s&o influenciados por condi¢des de
armazenamento da amostra;

e Analises de concentragdo espermatica com o hemocitbmetro de

Neubauer e com a cdmara de Makler sdo intercambiaveis.

4.2 HIPOTESES ALTERNATIVAS

o Diferentes habitos de vida influenciam a qualidade dos parametros
seminais;

e Parametros seminais sao influenciados por condicbes de
armazenamento da amostra;

e Analises de concentracdo espermatica com o hemocitbmetro de

Neubauer e com a camara de Makler nao sao intercambiaveis.
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50BJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade do sémen humano através do exame do espermograma.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever os valores médios encontrados para cada parametro do
espermograma e identificar a frequéncia de resultados alterados em uma populagéo

nao selecionada quanto ao status de fertilidade;

Relacionar dados demograficos, habitos de vida, percepg¢ao de estresse e
eventos de vida estressantes obtidos por meio da resposta de questionarios com
parametros do espermograma, bem como ao dano a integridade da cromatina

espermatica,;

Estudar a influéncia de condigdes de armazenamento e tempo para analise
sobre os parametros de concentracdo, vitalidade e motilidade progressiva de

espermatozoides e examinar as relagdes com outros parametros seminais;

Avaliar a precisao e a acuracia do hemocitdmetro de Neubauer e da camara

de Makler como métodos de determinacéo de concentragao de espermatozoides.
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CAPITULO 1. PARAMETROS SEMINAIS
DA POPULACAO DE ESTUDO E
RELACAO COM HABITOS DE VIDA
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1INTRODUGAO

As causas mais comuns para infertilidade masculina sao fatores hormonais,
testiculares ou obstrutivos. No entanto, em cerca de um ter¢o dos pacientes, a causa
€ idiopatica (WALL; JAYASENA, 2018). Habitos de vida parecem influenciar a
qualidade do sémen. Estudos prévios mostraram associagao entre prejuizo aos
parametros espermaticos com estresse, calor excessivo, dependéncia do telefone
celular, maior indice de massa corporea (IMC), consumo de gordura saturada,
consumo de alcool e habito de fumar (AFEICHE et al., 2013; HARLEV et al., 2015;
NORDKAP et al., 2016; TANG et al., 2015; ZHOU et al., 2020; ZILBERLICHT et al.,
2015). Esses fatores contribuem com a formagéo intracelular de espécies reativas
de oxigénio no sémen (HOMA et al., 2015; MAYORGA-TORRES et al., 2017) e com
dano ao acido desoxirribonucleico (DNA) espermatico (PANNER SELVAM et al.,
2020). Por outro lado, estudos em populagdes diferentes mostram associagoes
conflitantes entre esses fatores e parametros seminais (BHADORIA et al., 2020;
KESKIN et al.,, 2016; MACDONALD et al., 2010; RICCI et al.,, 2017). Ademais,
evidéncias apontam associacao entre dano ao DNA espermatico e dificuldade em
alcangar a gravidez (AGARWAL; CHO; ESTEVES, 2016; MCQUEEN; ZHANG;
ROBINS, 2019; SANTI; SPAGGIARI; SIMONI, 2018).

A redugdo média a nivel global de 53% na concentracdo de
espermatozoides da populagéo geral entre 1973 e 2018, com declinio de 1,16% ao
ano, é preocupante para o futuro da reprodu¢cao humana. Por outro lado, homens de
diferentes regides do planeta demonstram ter seus parametros seminais afetados de
maneiras diferentes (LEVINE et al., 2022). Além disso, homens da América do Sul
nao foram incluidos na ultima atualizacdo do manual da OMS para analise de sémen
(CAMPBELL et al, 2021; WHO, 2021), portanto, os limites de referéncia
estabelecidos no manual n&o incluem dados brasileiros.

No Brasil, a concentracdo de espermatozoides sofreu reducao de 44,1% a
56,7% nas ultimas duas décadas (BACCARO et al., 2017; BORGES et al., 2015). No
entanto, pacientes desses estudos foram recrutados em clinicas de fertilizagao,
cujos resultados dos parametros espermaticos ndo necessariamente refletem os da

populagao geral.
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2METODOS

2.1 POPULACAO

Foi realizado um estudo observacional transversal envolvendo a investigagao
de parametros do sémen de alunos e colaboradores da Universidade Federal de
Santa Catarina. A pesquisa foi divulgada no site “divulga UFSC” e cartazes (ANEXO
A) foram espalhados por todo o campus universitario Reitor Jodo David Ferreira
Lima. Os individuos interessados em participar da pesquisa entraram em contato por
e-mail ou telefone para agendamento da coleta de sémen. A todos os participantes
da pesquisa, foi aplicado questionario de forma online (Google LLC, Mountain View,
EUA) com perguntas sobre dados demograficos e habitos de vida (ANEXO B),
escala de estresse percebido (ANEXO C) e inventario de eventos de vida
estressantes (ANEXO D).

Ao final do questionario o participante respondeu se gostaria de realizar uma
nova coleta caso algum dos parametros do sémen demonstrasse alteragcdo em
relacéo aos limites de referéncia. Em caso de resposta positiva e de observagao de
alteracao no espermograma, o participante foi contactado para agendar nova coleta.
A coleta das amostras de sémen ocorreu entre abril e setembro de 2022 no setor de
analises clinicas do Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de S&o Thiago
— HU/UFSC/EBSERH. As analises de sémen foram realizadas no Laboratério de
Citologia Clinica da Universidade Federal de Santa Catarina (LACIT — UFSC) e os
resultados foram enviados para o e-mail fornecido pelos proprios participantes. Os
participantes com alteragdo no espermograma apds confirmagdo com segunda
coleta (dois resultados alterados) receberam um documento de encaminhamento
para a especialidade médica de urologia para que pudessem agendar uma consulta
por meio da unidade basica de saude e prosseguir com a investigagcdo da condicao
clinica que levou a alteragao.

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH) da UFSC (ANEXO E), protocolo numero 19806819.1.0000.0121.
Todos os participantes foram abordados para esclarecimento dos objetivos do
estudo e aqueles que aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO F).
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2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Homens entre 18 e 50 anos que se voluntariaram a participar do estudo,

independentemente do status de fertilidade.

2.3 CRITERIOS DE NAO INCLUSAO

Homens com problemas de fertilidade com etiologia conhecida como
producao ou fungao anormal de espermatozoides devido a criptorquidia, hipospadia,
hipertireoidismo, hipotireoidismo, tratamentos hormonais com andrégenos, sindrome
de Klinefelter e outras cromossomopatias, fibrose cistica ou problemas obstrutivos
nos ductos ejaculatorios e homens que ndo responderam ao questionario ndo foram

incluidos da analise da relagao entre parametros do sémen e habitos de vida.

24 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sémen foram coletadas em recipiente de boca larga por meio
de masturbacdo em um banheiro adjacente ao laboratério de analises clinicas do
HU/UFSC/EBSERH apoés abstinéncia sexual de 2 a 7 dias. Imediatamente apds a
ejaculacdo, a amostra foi transportada em bolsa térmica para analise no Laboratoério
de Citologia Clinica (LACIT), localizado no Centro de Ciéncias da Saude da UFSC.
Todas as etapas de analise da amostra foram realizadas de acordo com a 62 edicao
do manual de laboratério da Organizacado Mundial da Saude (OMS) para o exame e
processamento do sémen humano (WHO, 2021).

No laboratério, a amostra foi colocada em estufa a 37°C e o aspecto da
amostra foi analisado de 5 em 5 minutos para contabilizar o tempo de liquefagao.
Apos observacao da completa liquefacdo da amostra, os par@metros macroscopicos
foram averiguados antes de prosseguir para as analises microscépicas. Durante o
processamento da amostra foram utilizadas pipetas Labmate Pro (HTL SA, Varsdvia,
Polbnia) para transferéncia de sémen e diluentes e um microscépio de campo claro
Olympus CX41 (Olympus, Toéquio, Japao) foi utilizado para as analises
microscopicas. Além disso, fotomicrografias dos espermatozoides foram obtidas a

partir de um software (MotiCyte versdo 2; Motic, Xiamen, China) acoplado ao
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microscopio (Motic BA410™) e camera de video colorida (Moticam Pro 285A™; 1.4

megapixels, 1360 x 1024 pixels).

2.5 QUESTIONARIOS

2.5.1 Habitos de vida

O questionario completo esta contido no ANEXO B. O link com as perguntas
do questionario foi enviado para os participantes para que eles pudessem responder
de maneira autbnoma um dia antes da coleta de sémen. Foram coletadas
informacdes quanto a: idade, peso, altura, escolaridade, estado civil, consumo de
tabaco, consumo de alcool, uso do celular, infeccbes sexualmente transmissiveis,
doencas crdnicas, uso de medicamentos, cirurgia pélvica, atividade fisica, pratica de
ciclismo, infeccdo por COVID-19, tempo entre infeccdo por COVID-19 e coleta do
sémen, sintomas graves ou hospitalizagdo devido a infeccdo de COVID-19,
frustragdo com infertilidade, infertilidade na familia e condi¢gdes clinicas que

poderiam afetar a qualidade do sémen.

2.5.2 Escala de estresse percebido

Para a analise de estresse percebido foi utilizada a escala de estresse
percebido de Cohen (COHEN; KAMARCK; MERMELSTEIN, 1983) que foi traduzida
e validada para o portugués previamente (LUFT et al., 2007). A escala possui dez
questdes com opgdes de zero a quatro (0 = nunca; 1 = quase nunca; 2 = as vezes; 3
= quase sempre; 4 = sempre) (ANEXO C). Nas questdes em que a conotagédo na
pergunta é positiva (4, 5, 7, 8) a pontuagédo € somada de forma invertida, 0 = 4, 1 =
3,2=2,3=1¢e4 =0. Nas demais questdbes com conotacdo negativa a soma deve
ser feita diretamente. Apds a soma, a pontuacao final pode variar de 0 a 40. Quanto

maior a pontuag¢ao, maior o nivel de estresse percebido.
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2.5.3 Inventario de eventos de vida estressantes

Os participantes preencheram uma versdo abreviada do Inventario de
Eventos de Vida estressantes (COCHRANE; ROBERTSON, 1973) validada para o
portugués (LOPES; FAERSTEIN, 2001; RIZZINI; SANTOS; SILVA, 2018). Os
participantes responderam oito perguntas fechadas, com respostas dicotébmicas (sim
ou nao) sobre trés dimensdes relacionadas a saude, aos aspectos pessoais e

financeiros e a violéncia, com a pontuagéo variando de 0 a 8 (ANEXO D).

2.6 EXAME MACROSCOPICO

2.6.1 Volume

A analise de volume foi feita por meio de pesagem em balanga analitica. O
recipiente identificado com as iniciais do participante foi pesado antes da coleta.
Apos a coleta, o recipiente com sémen foi pesado e o peso foi subtraido do peso do
recipiente vazio para determinagéo do volume, uma vez que a densidade do sémen
€ proxima de 1 g/ml (WHO, 2021). Como os recipientes vazios poderiam ter variagéo
de peso, cada recipiente foi pesado de maneira individualizada para cada
participante. A avaliacdo de volume foi realizada dessa forma uma vez que a
transferéncia da amostra do recipiente de coleta para cilindros graduados pode levar
a subestimacgéo de cerca de 0,5 ml do volume (BORGES et al., 2015; COOPER et
al., 2007).

2.6.2 Tempo de liquefagao

A liquefagdo do sémen humano é um processo proteolitico que muda o
sémen de um coagulo semelhante a gel para uma consisténcia aquosa (liquefeito) e
€ regido principalmente por semenogelinas e pela atividade enzimatica de calicreina
derivada da préstata (ANAMTHATHMAKULA; WINUTHAYANON, 2020). A
ejaculacao, coagulacao e liquefacdo do sémen formam uma cascata sincronizada

que primeiro protege os espermatozoides do pH acido da vagina e em seguida, com
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a liquefacao, permite a motilidade necessaria para serem transportados para o trato
reprodutivo feminino superior para a fertilizagao (VERZE; CAl; LORENZETTI, 2016).

A liquefagdo completa do sémen normalmente ocorre em 15 a 30 minutos
apos a ejaculagdo. Movimentos lentos e giratérios do recipiente da amostra foram
realizados de 5 em 5 minutos para facilitar a liquefagdo. O sémen foi considerado
liquefeito quando adquiriu um aspecto homogéneo com o total desaparecimento dos

coagulos na amostra (WHO, 2021). O tempo para esse processo foi anotado.

2.6.3 Aspecto e cor

Um ejaculado liquefeito normal tem um aspecto homogéneo de coloragéo
creme/acinzentada ou branca opalescente. O sémen pode parecer menos opaco se
a concentragao de espermatozoides for muito baixa. Além disso, a coloragdao pode
variar apos longos periodos de abstinéncia assumindo uma coloragdo levemente
amarelada, uma coloracdo vermelho-acastanhada quando ha hemacias
(hemospermia) ou alaranjada em pacientes com ictericia ou que estdo fazendo uso
de certos medicamentos (VASAN, 2011; WHO, 2021).

2.6.4 pH

O pH do sémen ¢ influenciado pela contribuicdo relativa da secregao
prostatica acida e da secrecao vesicular seminal alcalina. Na analise in vitro ocorre a
perda continua de COz2, que gradualmente eleva o pH. Além disso, a acidez no pH
pode resultar na redugdo da motilidade espermatica (ZHOU et al., 2015). Portanto, a
avaliagao do pH foi feita preferencialmente apds 30 minutos da coleta, mas nao mais
do que 1 hora para determinacéo correta do pH. Um valor de pH abaixo de 7,2 pode
ser indicativo de falta de fluido vesicular seminal alcalino. Também pode ser devido
a contaminagéo da urina (WHO, 2021).

Apds mistura da amostra com movimentos lentos e giratérios, 1 gota do
sémen foi colocada sobre papel indicador de pH com faixa de 1,0 a 14,0 (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) e a leitura foi feita comparando a cor obtida com a

faixa de calibracao.
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2.6.5 Viscosidade

A viscosidade foi avaliada apo6s a liquefagdo da amostra. A analise foi feita
com uma pipeta plastica descartavel de material ndo tdxico para os
espermatozoides. Depois de aspirada, a amostra foi liberada da pipeta pela agao da
gravidade observando o comprimento do fio formado. Em amostras com viscosidade
normal, o ejaculado se desprende da pipeta em pequenas gotas. Em amostras com
viscosidade aumentada, a gota forma um fio com comprimento superior a 2 cm. A
frequéncia de hiperviscosidade do sémen é estimada entre 12 e 29% e pode levar a
infertilidade masculina in vivo e in vitro. A hipofuncédo da préstata ou das vesiculas
seminais pode causar viscosidade anormal do fluido seminal. Infeccédo e
concentracbes elevadas de leucdcitos também podem resultar no aumento da
viscosidade. A hiperviscosidade prejudica o movimento normal dos espermatozoides
no trato reprodutivo feminino e pode levar a diminuicdo da contagem de
espermatozoides (DU PLESSIS; GOKUL; AGARWAL, 2013).

2.7 EXAME MICROSCOPICO

2.7.1 Concentragao

A concentracdo do espermatozoides no hemocitdbmetro de Neubauer foi

estimada de acordo com os parémetros estabelecidos pela OMS (WHO, 2021).

2.7.2 Contagem total
O calculo do numero total de espermatozoides foi obtido por meio da

multiplicagdo da concentracdo de espermatozoides determinada no hemocitdmetro

de Neubauer pelo volume total do ejaculado.

2.7.3 Motilidade

A investigagédo de motilidade deve ser feita logo apés a liquefacéo e ndo deve
ultrapassar o limite de uma hora. As analises de motilidade foram realizadas na
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camara de Makler (MAKLER, 1980). A motilidade dos espermatozoides foi
observada em aumento de 200x e os espermatozoides moéveis em 10 quadrantes
foram contabilizados e classificados de acordo com o tipo de movimento. O manual
da OMS recomenda que os espermatozoides sejam classificados em quatro
categorias de acordo com o tipo de motilidade (WHO, 2021). Sao elas:

e Espermatozoides com motilidade progressiva rapida (categoria A):
movimento ativo, linear ou em grande circulo com velocidade de 25
um/s;

e Espermatozoides com motilidade progressiva lenta (categoria B):
movimento ativo, linear ou em grande circulo com velocidade de 5 a 25
pum/s;

e Espermatozoides com motilidade n&o progressiva (categoria C):
possuem todos os padrbes de movimentagdo ativa de cauda, mas
auséncia de progressao ou velocidade inferior a 5 ym/s;

e Espermatozoides imoveis: ndo possuem movimento.

A porcentagem de motilidade em cada categoria foi realizada de maneira
sistematica, iniciando-se com os espermatozoides de progressao rapida e lenta,
seguidos da determinagao de espermatozoides com motilidade n&o progressiva e,
por fim, dos espermatozoides imdveis.

Além das categorias individuais, os tipos de motilidade também foram
classificados em motilidade progressiva (categoria A+B) e motilidade total (categoria
A+B+C).

2.7.4 Vitalidade

A avaliacdo de vitalidade baseia-se no principio de que a coloragcéo de
eosina passa somente através da membrana plasmatica danificada de células
mortas, ao passo que em células viaveis a membrana é intacta e ndo permite a
passagem do corante. A coloragdo de nigrosina é utilizada como contraste (Figura
4).

Em um tubo de hemolise, 1 gota de eosina foi misturada a 20 yL de sémen.

Apods 30 segundos, 2 gotas de nigrosina foram adicionadas a mistura. Apos a
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confecgao do esfregaco, 200 células foram contadas para o calculo da vitalidade e o
resultado foi dado em porcentagem de espermatozoides vivos em relagdo a mortos.
Espermatozoides vivos ndo se coram, enquanto espermatozoides mortos se coram
em rosea (BJORNDAHL; SODERLUND; KVIST, 2003).

Figura 4 — Determinacéao de vitalidade

Fonte: Imagem elaborada no Laboratério de Citologia Clinica da Universidade Federal de
Santa Catarina (LACIT — UFSC) com amostra do estudo.
Legenda: Espermatozoides vivos ndo se coram, enquanto espermatozoides mortos se
coram em rosea devido a penetragao de eosina através da membrana plasmatica do espermatozoide
morto, foto obtida em aumento de 1000x.

2.7.5 Morfologia

A avaliacado do espermatozoide deve ser feita quanto ao formato da cabecga,
da pecga intermediaria, da cauda e da presenga de citoplasma residual (Figura 5).
Uma cabeca “normal” tem uma forma oval com contornos suaves. O Acrossoma €&
claramente visivel, bem definido, e exibe uma coloragdo azul clara homogénea
cobrindo de 40 a 70% da porgcao anterior da cabecga. A peca intermediaria deve
carecer de residuos citoplasmaticos e deve ser fixa axialmente a cabecga, sem formar
angulos. A cauda também nao deve ter residuos citoplasmaticos, deve ser inserida
apicalmente na extremidade pds-acrossomal da pega intermediaria, ter comprimento
de aproximadamente 40 a 50 ym e nao ter curvas acentuadas (DANIS; SAMPLASKI,
2019).
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Para preparagao do esfregaco, a amostra foi diluida na proporcao de 1:2 em
PBS e centrifugada a 1.500 RPM por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e a
amostra ressuspendida em PBS. Uma aliquota de 20 yL do sémen lavado foi
depositado sobre lamina limpa e o esfregaco preparado. O esfregago foi seco ao ar
por cerca de 5 minutos. Apds secagem ao ar, a lamina foi fixada em etanol 96% por
30 minutos antes de ser corada pelo método de Papanicolaou (Figura 6). A lamina
foi examinada com microscopia 6tica de campo claro na ampliagdo de 1000x com
Oleo de imersdo. Cerca de 200 espermatozoides foram avaliados para determinar a

porcentagem de formas normais e de formas anormais

Figura 5 — Classificagdo de anormalidades morfolégicas de espermatozoides
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Figura 6 — Espermatozoides corados pela coloragao de Papanicolaou

As i B

.

.
.

oo

/=

Fonte: Imagens elaboradas no Laboratdrio de Citologia Clinica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LACIT — UFSC) com amostras do estudo.

Legenda: (A) espermatozoide normal (seta preta sélida), espermatozoide com pega intermediaria
espessa (seta azul pontilhada) e espermatozoide com excesso de citoplasma residual (seta vermelha
tragada); (B) mesmo espermatozoide com cauda dupla (seta verde pontilhada) e cabega amorfa (seta

marrom tragada). Foto obtida em aumento de 1000x.

2.7.6 Diferenciagao de células redondas

Em conjunto com a avaliagdo da morfologia dos espermatozoides no
esfregaco corado por Papanicolaou, demais células (células imaturas, células
epiteliais e leucécitos) foram determinadas. O calculo foi dado por C = S x (N/400),
onde C é a concentragdo de células (10%/ml), S é a concentragdo estimada de
espermatozoides (10%/ml) contados na camara de Neubauer e N é o nimero de

células observadas ao contar 400 espermatozoides (WHO, 2021).

2.8 DANO A INTEGRIDADE DA CROMATINA

O azul de toluidina € um corante nuclear basico usando para coloracédo da
cromatina. Residuos de fosfato no DNA de espermatozoides em nucleos com
cromatina frouxamente compactada ou DNA prejudicado tornam-se suscetiveis a
ligagcdo com o corante basico azul de toluidina, proporcionando uma alteragao
metacromatica devido a dimerizacdo das moléculas do corante de azul claro para
azul escuro (ERENPREISA et al., 2003).

Apés liquefagado, as amostras foram lavadas com PBS e centrifugadas a
1.500 RPM por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e a amostra
ressuspendida em PBS. Esfregacos finos foram preparados em laminas limpas e

depois secos ao ar por 5 minutos antes de serem fixadas com etanol 96%:acetona
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(1:2) a 4°C por 30 minutos. Apo6s fixagdo as laminas foram secas ao ar e
armazenadas em temperatura ambiente por no minimo 12 horas antes de prosseguir
com a coloracdo. Para coloracdo, hidrolise foi realizada com HCI 0,1 N 4°C por 5
minutos, seguido de trés banhos com agua destilada por 2 minutos cada. Coloragao
com azul de toluidina 0,05% em tampé&o citrato fosfato de Mcllvaine 50% (pH 3,5) foi
aplicada por 15 minutos. As laminas foram entdo brevemente lavadas em agua
destilada e secas ao ar (ERENPREISA et al., 2003).

A qualidade da cromatina dos espermatozoides foi determinada de acordo
com a coloragdo metacromatica das cabegas com auxilio de microscopia de luz com
aumento de 1000x contando 300 espermatozoides e calculando o resultado em
porcentagem. As cabecas dos espermatozoides coradas em azul claro foram
consideradas normais e os espermatozoides azul escuro foram categorizados com

dano a integridade da cromatina (Figura 7).

Figura 7 — Espermatozoides corados pela coloragao de azul de toluidina
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Fonte: Imagem elaborada no Laboratério de Citologia Clinica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LACIT — UFSC) com amostra do estudo.
Legenda: Espermatozoides sem danos a integridade da cromatina se coram em azul claro (seta preta
sélida); espermatozoide com danos a integridade da cromatina se coram em azul escuro (seta preta
pontilhada). Foto obtida em aumento de 1000x.
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2.9 ANALISE ESTATISTICA

Médias, desvios-padroes, intervalos de confianca de 95%, medianas e
percentis foram usadas para as descrigdes basicas. As analises estatisticas foram
realizadas com o software SPSS® versdo 22,0 (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos
da América). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos
dados e as diferengas estatisticamente significativas foram definidas como p < 0,05.

Os desfechos de interesse no estudo foram parametros espermaticos como
volume, concentracdo, contagem total, motilidade, vitalidade e morfologia e dano a
integridade da cromatina. Primeiro, coeficientes de correlagdo de postos de
Spearman foram calculados para averiguar a forgca de correlacdo entre os
parametros do sémen. Em seguida, habitos de vida dos participantes foram
investigados para verificar a relagdo com os parametros espermaticos por meio do
teste U de Mann-Whitney. Além disso, também foram calculadas razbes de chance e
intervalos de confianca de 95% para estimar a probabilidade de classificagao abaixo
dos limites de referéncia da OMS para os paradmetros do espermograma com base
nos habitos de vida. Os paradmetros do sémen com distribuicdo ndo normal foram
transformados com obtencdo da raiz quadrada dos valores para que pudessem ser
inseridos nos modelos de regresséao linear como variaveis dependentes. As analises
de regressao linear foram avaliadas de maneira simples e com ajustes para
cofatores para verificar associacdo entre parametros do sémen e indicadores de

estresse.

2.9.1 Calculo amostral

Para o calculo do tamanho da amostra foi levado em consideracdo o
desenho de estudo transversal e a propor¢cao de infertilidade masculina na
populacdo geral. Considerando que 12% dos casais apresentam infertilidade
conjugal globalmente e que o fator masculino contribui em 50% dos casos, a
prevaléncia estimada de alteragdo nos parametros espermaticos foi de 6%
(AGARWAL et al., 2015). O nivel de confianga estabelecido foi de 95% e o erro
absoluto de 5%. Com base nesses dados, a seguinte férmula foi utilizada para o
calculo (CHARAN; BISWAS, 2013):
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Z1—a/22 p(1—p)
d2

Tamanho da amostra =

no qual, Z1-o2 € 0 padrdo normal de variagado (com 5% de erro do tipo 1 (p < 0,05) o
valor é de 1,96), p € a propor¢ao esperada na populagdo com base em estudos
anteriores e d € o erro absoluto.

Dessa forma, o tamanho da amostra foi calculado como:

1,962 x 0,06 (1 — 0,06)
0,052

Tamanho da amostra =

Tamanho da amostra = 86,7

Portanto, o numero minimo de participantes para o estudo foi definido como
87.
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3RESULTADOS

3.1 POPULACAO

O fluxograma de inclusao dos participantes no estudo esta exemplificado na
figura 8. Ao todo, 210 participantes aceitaram participar da pesquisa. Desses, 61
(29,0%) apresentaram alteragdo em algum parametro do espermograma e foram
contactados para fornecer uma segunda amostra em nova coleta para confirmar o
resultado. Apenas um dos resultados dos participantes com recoleta foi incluido na
analise de relagao entre habitos de vida e parametros do sémen. A escolha entre os
dois resultados foi dada pelo maior valor obtido para o parametro alterado no
primeiro exame. Por exemplo, se o resultado de concentragao de espermatozoides
na primeira coleta foi de 10,0 x 10%/ml e na segunda coleta foi de 9,0 x 108/ml, o
resultado do espermograma incluido na analise foi o da primeira coleta.

Dos 61 participantes chamados para recoleta, 31 retornaram ao laboratério,
porém 30 optaram por ndo fornecer nova amostra. Dos 31 participantes que
realizaram novo exame, 27 resultados foram confirmados como alterados, no
entanto, 4 apresentaram resultado acima do limite de referéncia para o parametro do
espermograma previamente alterado e foram reclassificados como resultados
normais. Dessa forma, 57 (27,1%) dos 210 participantes no estudo apresentaram
resultado alterado no espermograma. Porém, ao analisar as respostas do
questionario desses participantes, verificou-se que 5 (2,38%) faziam uso do
medicamento finasterida, 3 (1,43%) faziam reposi¢do de testosterona, 3 (1,43%)
relataram diagndstico de criptorquidia, 2 (0,95%) relataram diagndstico de
hipospadia e 2 (0,95%) relataram diagndstico de hipotireoidismo, resultando em 42
(20,0%) participantes com resultado alterado sem explicagdo aparente. Ademais, 3
participantes nao responderam os questionarios e foram excluidos da analise.
Portanto, para a investigagcdo da relagdo entre habitos de vida e qualidade do

sémen, 192 participantes foram analisados.
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Figura 8 — Fluxograma do estudo
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Linhas solidas indicam participantes incluidos nas analises. Linhas pontilhadas em
vermelho indicam participantes que foram retirados das analises.

3.2 ESPERMOGRAMA

Os resultados de espermograma sao baseados nos 192 participantes
incluidos na analise da relacdo entre qualidade do sémen e habitos de vida e estdo
detalhados na tabela 1. Para algumas analises como motilidade, morfologia,
vitalidade e dano a integridade da cromatina a analise foi realizada somente em 189
amostras que tinham presengca de espermatozoides, ja que 3 participantes
apresentaram azoospermia. De forma geral, as médias dos parametros
espermaticos estavam acima dos limites de referéncia estabelecidos pela OMS
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como valores normais, com exce¢ao do numero de células que deve estar abaixo
dos limites para serem considerados normais.

A média de volume no estudo foi de 3,14 ml, a de concentragao foi de 64,7 x
108/ml, a de contagem total de espermatozoides foi de 184,9 x 108, a de motilidade
progressiva foi de 47,4%, a de vitalidade foi de 66,4% e a de morfologia normal foi
de 14,1%. Além desses parametros que habitualmente sdo considerados os mais
importantes para a analise do espermograma, também foi avaliado o indice de dano
a integridade na cromatina, que apresentou meédia de 23,1% no estudo, variando de
2,0 2 96,0%.

Verificou-se na analise de diferenciacdo do numero total de células redondas
que a média para presenca de células germinativas (0,73 x 108/ml) foi maior do que
a média de leucocitos (0,17 x 10%/ml) e do que a média de células epiteliais (0,03 x
108/ml).

Dos 192 participantes analisados, 150 (78,1%) n&o apresentaram alteragéo
em nenhum parametro espermatico, ja 42 (21,9%) participantes apresentaram
alteracdo em ao menos um parametro (tabela 2). O parametro do sémen que
apresentou maior frequéncia de alteragdo no estudo foi concentracdo de
espermatozoides com 29 (15,1%) participantes apresentando valores inferiores a
16,0 x 10%/ml. O parametro com menor frequéncia de alteracdo foi o volume de

sémen com 14 (7,3%) participantes apresentando volume seminal inferior a 1,4 ml.
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Tabela 1 — Resultados da analise do sémen

Limites de
referéncia

2a7 3,42 1,26 2,0 7.0 3,0

<1 hora 33,4 7.3 10,0 55,0 30,0
> 14 3,14 1,49 0,40 7,9 3,00
_ 27,2 7.7 0,30 7,5 9,0 75

> 16,0 64,7 59,5 0,0 3253 48,6
>39,0 184,9 159,8 0,0 8759  151,5
- 216 133 0,0 60,0 19,0
; 25,7 10,4 6,0 55,0 25,0
; 41,2 13,1 15,0 86,0 50,0

o Motilidade progressiva >300 47.4 13.0 6.0 75.0 47.0
a+b = f ’ ’ ’ U ’

¢ Motilidade total >42,0 58,8 13,1 14,0 85,0 60,0
a+b+c

Morfologia (%) 2
24,0 14,1 7,2 1,0 38,5 13,5

| - Nomais |

[« Anormais | - 85,9 7,2 61,5 99,0 86,5
; 85,9 7,2 61,5 99,0 86,5
> 54,0 66,4 14,0 0,0 88,0 68,0
- 32,0 11,9 0,0 76,0 32,0
<1,00 0,71 0,64 0,15 7.5 0,60

Total de células redondas (10/ml) <1,00 0,93 1,20 0,0 10,4 0,59

e Células germinativas - 0,73 1,10 0,0 10,4 0,40
e Células epiteliais - 0,03 0,09 0,0 0,60 0,0

Dano a integridade da cromatina @ - 23,1 13,3 2,0 96,0 19,8

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: @ Analises com base em amostras com presenca de espermatozoides (189 amostras).
Demais analises em 192 amostras. Limites de referéncia com base nos limites estabelecidos pela 62
edicdo do manual da OMS para analise de sémen (WHO, 2021). DP = desvio padrao.

Média DP Minimo Maximo Mediana

Parametro seminal
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Tabela 2 — Classificagdo dos parametros seminais em relagéo limites de referéncia estabelecidos
pela Organizagcao Mundial da Saude

Classificagao acima do
valor de referéncia, n (%)

Classificagao abaixo do

Parametro seminal Valor de referéncia Ao 2
valor de referéncia, n (%)

Concentragao (10%/ml) = 16,0 163 (84,9) 29 (15,1)

Contagem total (105/ml) = 39,0 164 (85,4) 28 (14,6)

prnge 230,0 172 (91,0) 17 (9.0)
Motilidade nao
progressiva (a+b+c) 2 242,0 173 (91,5) 16 (8,5)

Morfologia (%) 240 173 (91,5) 16 (8,5)
Vitalidade (%) @ > 45,0 174 (92,1) 15 (7,9)
Volume (ml) >14 178 (92,7) 14 (7,3)

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: @ Andlises com base em amostras com presenca de espermatozoides (189 amostras).
Demais analises em 192 amostras. Valores de referéncia com base no manual de analise de sémen
da Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2021)

Coeficientes de correlagdo foram calculados para averiguar a forga de
correlacdo entre os parametros do sémen (Tabela 3). Correlagdo positiva
significativa foi averiguada entre os parametros de concentragdo, contagem total,
vitalidade, motilidade (progressiva e total) e morfologia normal (p < 0,0001). O
parametro de volume demonstrou correlagao positiva apenas para o parametro de
contagem total (coeficiente = 0,346; p < 0,0001), o que é esperado ja que o calculo
de contagem total depende diretamente do volume. Volume ndo demonstrou ter
relagdo com os demais parametros espermaticos.

Dano a integridade da cromatina demonstrou correlagcdo negativa com os
parametros de vitalidade (coeficiente = - 0,161, p = 0,029), motilidade progressiva
(coeficiente = - 0,151; p = 0,042), motilidade total (coeficiente = - 0,196; p = 0,008) e
morfologia normal (coeficiente = - 209; p = 0,005). Avaliando os defeitos
morfologicos individualmente, verificou-se que dano a integridade da cromatina
apresentou correlagéo positiva significativa somente com o parametro de defeito da
cabecga dos espermatozoides (coeficiente = 0,209, p = 0,005), mas ndo com defeito
de peca intermediaria (coeficiente = - 0,092, p = 0,218), defeito de cauda (coeficiente
= 0,103, p = 0,167) ou excesso de citoplasma residual (coeficiente = 0,063, p =
0,401).



Volume (ml)

Concentragao
(10%/ml)

Contagem total
(10¢/ml)

Vitalidade (%)

Motilidade

progressiva (a+b)

(%)

Motilidade total

(atbtc) (%

Espermatozoides

normais (%)

Dano a integridade
da cromatina (%)

Legenda: As diferengas significativas entre os grupos foram determinadas com analise de coeficientes de correlagado de postos de Spearman, p < 0,05.

Volume (ml)

1,00

- 0,119 (0,100)

0,346 (< 0,0001)

- 0,046 (0,530)

- 0,052 (0,474)

- 0,045 (0,539)

- 0,020 (0,780)

- 0,098 (0,186)

Tabela 3 — Correlagdes entre os parametros espermaticos

Concentragao
(10%/ml)

1,00

0,868 (< 0,001)

0,294 (< 0,001)

0,285 (< 0,0001)

0,287 (< 0,0001)

0,273 (< 0,0001)

0,045 (0,543)

Contagem total
(10%/ml)

1,00

0,256 (< 0,001)

0,265 (< 0,0001)

0,275 (< 0,0001)

0,253 (< 0,0001)

-0,12 (0,871)

Vitalidade (%)

1,00

0,768 (< 0,001)

0,813 (< 0,001)

0,431 (< 0,001)

-0,161 (0,029)

Motilidade
progressiva
(a+b) (%)

1,00

0,948 (< 0,0001)

0,421 (< 0,0001)

- 0,151 (0,042)

Fonte: elaborado pela autora.

Motilidade total
(a+b+c) (%)

1,00

0,435 (< 0,0001)

- 0,196 (0,008)

Espermatozoides
normais (%)

1,00

- 0,209 (0,005)

Dano a
integridade da
cromatina (%)

1,00

60
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3.3 RELAGAO ENTRE QUALIDADE DO SEMEN E HABITOS DE VIDA

A maioria dos participantes do estudo nasceram no estado de Santa
Catarina (47,9%), porém participantes originarios de outros estados (Figura 9), bem
como de outros paises (Tabela 4) fizeram parte da pesquisa. Todos estavam

morando em Santa Catarina no momento da pesquisa.

Figura 9 — Estado de origem dos participantes do estudo

7

Frequéncia

92
| 47

1

Da plataforma Bing
© Micrasoft, Dperstreethiap

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: 92 (47,9%) participantes do estudo nasceram no estado de Santa Catarina, 31 (16,1%) em
Sao Paulo, 22 (11,5%) Rio Grande do Sul, 13 (6,8%) no Parana, 7 (3,6%) em Minas Gerais, 4 (2,1%)
em Goias, 4 (2,1%) no Rio de Janeiro, 3 (1,6%) no Para, 2 (1,0%) no Amazonas, 2 (1,0%) em
Tocantins, 1 (0,5%) no Maranhé&o, 1 (0,5%) no Mato Grosso, 1 (0,5%) em Pernambuco e 1 (0,5%) em
Sergipe.

Tabela 4 — Pais de origem dos participantes do estudo

Pais Frequéncia

Angola

Argentina

Coloémbia

Fonte: Elaborado pela autora.



62

As caracteristicas da populacdo do estudo estdo descritas na Tabela 5.
Participantes responderam perguntas sobre habitos de vida que foram hipotetizados

ter relacdo com parametros do sémen.

Tabela 5 — Caracteristicas da populagéo do estudo (continua)

Caracteristica Resultados

264 (6.5)
9 (50,0)
96 (50,0)
239 (3.9)
128 (66.7)
64 (33.3)
71(37,0)
113 (58,9)
7(36)

1(05)

| < Solteiro | 151 (78.6)
41(21,4)
166 (86,5)
26 (13,5)
2,54 (2,06)

34.(17,7)
87 (45,3)
57 (29,7)
12(6,3)
2(1,0)
112 (58,3)
80 (41,7)
32 (16,7)

[ o sm 0000000 | 160 (83,3)

IST no ultimo ano, n (%)
|« Noo 0000000000000 175 (91,1)

17 (8,9)
151 (78,7)
17 (8,9)
10 (5,2)
3(1.6)
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Tabela 5 — Caracteristicas da populagéo do estudo (concluséo)

Caracteristica

e Hipertensao

e Psoriase

e TDAH

e Diabetes

e Doenca celiaca

Varicocele, n (%)

Cirurgia pélvica, n (%)

Atividade fisica, n (%)
e Nao pratica atividade fisica
e 1a2vezes por semana
e 3 a4 vezes por semana
e 5 a6 vezes por semana
e 7 vezes por semana
Pratica de ciclismo, n (%)

COVID-19, n (%)

Sintomas graves por COVID-19, n (%)

Tempo entre infecg¢ao e coleta por COVID-19,
meses (DP

e 0 a6 meses apds infecgao, n (%)
e > 6 meses apds infecgao, n (%)
Frustracao devido a infertilidade, n (%)

Infertilidade na familia, n (%)

Escala de estresse percebido, média (DP)

Escala de eventos de vida estressantes, média
(DP)

Fonte: Elaborado pela autora.

Resultados

3(1,6)
2 (1,0
2(1,0)
1(0,50)
1(0,50)
1(0,50)
1(0,50)

177 (92,2)
15 (7,8)

159 (82,8)
33 (17,2)

56 (29,2)
42 (21,9)
47 (24,5)
40 (20,8)
7(3,6)

158 (82,3)
34 (17,7)

98 (51,0)
94 (49,0)

89 (46,4)
5 (2,6)

34 (36,2)
60 (63,8)

182 (94,8)
10 (5,2)

172 (89,6)
20 (10,4)
19,0 (7,0)

1,14 (1,19)

Legenda: DP = desvio padrao; IMC = indice de massa corpoérea; TDAH = transtorno de déficit de
atengdo com hiperatividade; COVID-19 = doenca infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2; kg/m? =
Quilograma por metro quadrado; IST = Infecgdo Sexualmente Transmissivel
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A distribuicdo de meédias para os parametros seminais entre as
caracteristicas dos participantes do estudo esta detalhada na tabela 6. Participantes
que relataram ter feito cirurgia pélvica apresentaram valores menores de
espermatozoides morfologicamente normais quando comparados com participantes
sem cirurgia pélvica (11,8% vs 14,6%, respectivamente; p = 0,022). Participantes
que declararam ter depressao apresentaram motilidade progressiva inferior a
participantes sem depressao (18,9% vs 21,9%, respectivamente; p = 0,025). Uso de
celular por mais de 5 horas diarias em comparacéo com frequéncia inferior a 5 horas
foi relacionado com redugdo em volume (2,91 ml vs 3,31 ml, respectivamente; p =
0,021) e contagem total de espermatozoides (154,0 x 10 vs 206,9 x 1069,
respectivamente; p = 0,035).

Demais caracteristicas como idade, IMC, estado civil, escolaridade,
consumo de tabaco, frequéncia de consumo de alcool, IST no ultimo ano, doencgas
cronicas, atividade fisica, pratica de ciclismo, celular no bolso, infecgcdo por COVID-
19, tempo de infecgdo por COVID-19, frustracdo devido a infertilidade e infertilidade
na familia ndo demostraram ter relacdo com os parametros do sémen.

Os parametros de sémen foram divididos entre acima e abaixo dos limites de
referéncia estabelecidos pela OMS, no qual parametros com resultados abaixo dos
limites foram considerados alterados. Participantes que relataram sintomas graves
relacionados a infecgdo por COVID-19 tiveram 11,1 vezes mais chance de
apresentar resultado de morfologia normal abaixo do limite de 4% do que
participantes assintomaticos ou com sintomas leves (IC 95% = 1,49 a 82,1; p =
0,044). Participantes que relataram ter varicocele demonstraram 5,4 vezes mais
chance de apresentarem vitalidade inferior a 54% do que participantes que nao
relataram varicocele (IC 95% = 1,47 a 19,7; p = 0,021).
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Tabela 6 — Distribuicdo de médias dos pardmetros seminais entre caracteristicas da populagéo do estudo (continua)

Parametros seminais

ili Dano a
n (%) Volume  Vitalidade Concentragio Contagem Motilidade Morfologia

: Total integridade da
(ml) (%) (10%/ml) total (10%)  Progressiva +bt normal (%) :
(a+b) (%) (@ (o/)") cromatina (%)
(1}

Caracteristicas

96 (50,0) 3,32(1,52) 67,9(12,3) 193,3(174,1) 22,8(13,1) 47,5(125) 59,2(13,0) 14,2(7.6) 21,9 (11,6)
> 25 96 (50,0) 2,96 (1,44) 650 (154) 176,5(144,5) 204 (13,5) 47,2(135) 58,3 (13,3) 14,0(6,9) 24,3 (14,8)
. 0,114 0,249 0,787 0,147 0,965 0,644 0,944 0,317

128 (66,7) 3,18 (1,50) 65,1 (15,6) 180,6 (161,4) 21,0(13,1) 46,8 (13,5) 57,8(13,7) 13,8(7,3)  23,5(13,5)

64(333) 3,08(148) 69,1(9,31) 1934 (151,3) 229(13,7) 484 (120) 606(11,7) 147(71)  222(13,1)
- 0,673 0,125 0,409 0,387 0,442 0,225 0,459 0,491
Estado civil

151 (78,6) 3,19 (1,46) 66,1 (13,6) 187,7(1651) 21,6 (13,4) 46,7 (12,8) 582(12,9) 13,6(6,9) 234 (13,6)
41(21,4) 297 (1,62) 67,5(155) 1746 (139,9) 21,9 (13,1) 49,7 (13,4) 61,0(13,8) 158(82)  21,9(12,2)
. 0,244 0,266 0,820 0,871 0,105 0,138 0,087 0,574
Escolaridade

71(37,0) 3/13(145) 66,0(154) 182,1(1655) 216(13,4) 47,1(12,9) 584(13,5) 13,7(7,5) 23,6 (12,6)
;ES;‘I‘;;“””” 121 (63,0) 3,16 (1,56) 67,1(11,2)  189,5(150,6) 21,6 (13,2) 47,9(13,2) 59,3 (12,5) 14,8(8,7) 22,3 (14,5)
B 0,999 0,965 0,381 0,991 0,606 0,691 0,175 0,410

Consumo de tabaco

166 (86,5) 3,22 (1,51) 67,1(12,2) 186,4 (163,0) 21,4(13,3) 47,6(12,8) 59,1(12,8) 14,0 (7,2) 23,1 (13,3)
26 (13,5) 2,64 (1,52) 62,0(22,1) 175,0(139,5) 22,9(13,2) 455(14,4) 56,7 (152) 14,9 (7.6) 23,2 (13,7)
- 0,081 0,642 0,933 0,490 0,691 0,761 0,650 0,927
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Tabela 6 — Distribuicdo de médias dos pardmetros seminais entre caracteristicas da populagéo do estudo (continua)

Parametros seminais

ili Dano a
n (%) Volume  Vitalidade Concentragio Contagem Motilidade Morfologia

: Total integridade da
(ml) (%) (10%/ml) total (10%)  Progressiva +bt normal (%) :
(a+b) (%) (@ (o/)") cromatina (%)
(1}

Caracteristicas

Frequéncia de
consumo de alcool
121(63,0) 3,24 (1,52) 66,5(13,8) 181,5(158,8) 20,5(13,4) 46,9 (130) 582(13,4) 143(68)  22,6(13,6)
. 0,308 0,885 0,710 0,086 0,458 0,414 0,392 0,546
IST no ultimo ano

DES T 175(91,1) 3,19(1,53)  64(14,1)  1859(160,4) 21,8(13,4) 47,2(130) 587(132) 14,1(7,2)  23,1(132)
S 1789 262(087) 67,1(125) 1740(157,9) 19,9 (125) 484 (132) 59,3(124) 140(7,9) 233 (145)
. 0,176 0,984 0,626 0,501 0,672 0,768 0,696 0,954

DES 177(92,2) 3,11(1,50) 66,6(139)  1850(160,5) 21,8(133) 47,8(130) 59,1(130) 140(68) 233 (13,0)
S 15(78) 345(141) 637(146) 183,0(1563) 19,3(128) 427(128) 545(133) 151(11,00 205 (16,5
. 0,345 0,355 0,883 0,447 0,161 0,221 0,971 0,183
159 (82,8) 3,07 (1,47) 66,6 (14,6) 190,1(159,6) 22,4 (13,4) 48,0 (12,6) 59,4 (12,8) 14,6 (7,3) 22,9 (12,3)
33(17,2) 048 (1,54) 655(10,5) 159,6 (160,6) 17,8 (12,4) 44,1 (14,5) 557 (14,5) 11,8(72) 24,0 (17.6)

= 0,095 0,161 0,242 0,075 0,170 0,170 0,022 0,849

Doenca cronica

151 (78,6) 3,14 (1,51) 66,5 (14,0) 184,0 (156,3) 21,3 (13,1) 47,3(12,8) 58,6(12,9) 14,2(7,2) 23,3 (13,6)

41(21,4) 3,15(1,42) 66,2 (14,1) 188,0 (174,0) 23,0 (14,1) 47,5(13,8) 59,4 (13,8) 136(7,3) 22,4 (12,2)
: 0,758 0,647 0,827 0,601 0,702 0,939 0,559 0,880

Sim
Sim
Sim
im
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Tabela 6 — Distribuicdo de médias dos pardmetros seminais entre caracteristicas da populagéo do estudo (continua)

Parametros seminais

ili Dano a
n (%) Volume  Vitalidade Concentragio Contagem Motilidade Morfologia

Total integridade da
(a+b+c) normal (%)

(%)

Caracteristicas

Declaragéao de
depressao
*
*

Atividade fisica

(ml) (%) (10%/ml) total (106)  Progressiva

(a+b) (%) cromatina (%)

175(91,1) 3,15(1,51) 66,9 (13,5) 183,8(154,2) 21,9(13,6) 21,9(13,6) 59,0(13,3) 14,2 (7,0) 22,8 (13,3)
17 (8,9) 3,05(1,33) 61,1(17,6) 1964 (2146) 189(9,9)  189(9,7) 557 (10,4) 125(9,4) 25,9 (14,1)
- 0,980 0,077 0,745 0,479 0,025 0,112 0,245 0,333

im
98 (51,0) 3,23(1,52) 669 (130) 176,8(1651) 21,3(135) 47,0(138) 584(136) 133(69)  24,1(150)
94 (49,0) 3,05(0,46) 659(14,9) 193,2(154,4) 22,0(13,2) 47,7(121) 59,2(12,6) 14,9(7,5) 22,0 (11,3)
. 0,463 0,831 0,221 0,786 0,938 0,847 0,082 0,513
DEE T 158(82,3) 3,13(1,51) 66,1(14,8) 183,6(168,6) 20,7 (13,1)  46,7(133) 583(135) 142(76)  233(138)
34(17,7) 3,19(143) 67,7(9,53) 190,6(111,9) 258(136) 50,3 (11,1) 609(11,0) 138(55  22,2(11,1)
im

p - 0,761 0,839 0,251 0,053 0,124 0,224 0,848 0,899

Uso de celular
Até 5 horas por dia 112 (58,3) 3,31 (1,48) 65,9 (15,6) 206,9 (176,0) 21,8 (13,6) 47,4 (13,2) 58,9 (12,8) 14,2(7,1) 22,3 (12,1)
> de 5 horas por dia 80 (41,7) 291(1,48) 67,1(11,4) 154,0 (128,7) 21,5 (13,0) 47,2 (12,8) 58,5(13,6) 13,9 (7,5) 24,2 (14,9)

B 0,021 0,992 0,035 0,910 0,992 0,976 0,556 0,500

Celular no bolso
DR 32(16,7)  2,81(1,37)  60,5(204) 143,3(1158) 204 (132) 457 (148) 56,4 (160) 153 (8.2) 26,7 (18,9)
160 (83,3) 3,21(1,51) 67,6(12,0) 193,2(1662) 21,9(133) 47,7(126) 59,2(125) 13,0(70) 224 (119)

R 0,221 0,106 0,139 0,596 0,725 0,515 0,482 0,378
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Tabela 6 — Distribuicdo de médias dos par&metros seminais entre caracteristicas da populagéo do estudo (conclus&o)

Parametros seminais

ili Dano a
n (%) Volume  Vitalidade Concentragio Contagem Motilidade Morfologia

. Total integridade da
(ml) (%) (10%/ml) total (10%)  Progressiva +bt normal (%) :
(a+b) (%) (atbtc) cromatina (%)

(%)

Caracteristicas

CoviD
ﬁ,fegies SRS 34(36,2) 3,32(1,84) 6862 (117) 1995(199.6) 24,2(123) 505(114) 63,1(11,0) 159(8,6) 184 (10,6)
;gg;zzes g 60 (63,8) 3,13(1,35) 63,0(21,5) 191,3(153,4) 242(14,6) 592 (14,2) 592 (14,1) 143(7.,1) 22,0 (12,1)

- 0,617 0,277 0,738 0,863 0,589 0,357 0,621 0,162
Slntomas graves por
coviD
Frustragao devido a
infertilidade

89 (46,4) 3,19(1,56) 66,5(16,1) 1856 (155,2) 24,2(13,9) 487 (132) 60,1(13,2) 151(7,4) 20,6 (11,7)
5(52) 3,26(0,42) 69,0(11,6) 2992 (356,4) 21,6(12,8) 50,8(13,3) 63,6(14,6) 10,6(10,0) 27,3 (12,9)
- 0,547 0,902 0,837 0,633 0,980 0,892 0,283 0,278

182 (94,8) 3,17 (1,45) 66,9 (13,3) 187,6 (160,0) 22,0 (13,3) 47,4(13,2) 588(13,2) 14,3(7,2) 22,9 (13,4)
10(5,2) 3,69(2,12) 581(228) 1349 (154,3) 14,9(10,9) 454(9,0) 581 (10,6) 9,8 (6,9) 26,6 (12,9)
- 0,151 0,108 0,170 0,120 0,534 0,524 0,076 0,315

Infertllldade na
familia

172 (89,6) 3,16 (1,52) 66,3(13,9) 186,2(160,3) 22,0(13,3) 47,5(13,0) 59,0(12,9) 14,3(7,3) 22,9 (13,5)
20(10,4) 3,01(1,28) 67,3(151) 173,5(159,0) 18,3(13,4) 46,5(13,0) 56,7 (14,5) 127(6,3) 250 (11,6)
- 0,877 0,573 0,634 0,197 0,875 0,663 0,596 0,323

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: Valores apresentados como média + desvio padrdo. N = numero de participantes; IMC = indice de massa corpérea; COVID-19 = doenga
infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2; kg/m? = Quilograma por metro quadrado; IST = Infecgdo Sexualmente Transmissivel.
As diferengas significativas entre os grupos foram determinadas com teste de U de Mann-Whitney, p < 0,05.
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Analises de regresséo linear foram realizadas para verificar associagao entre
parametros do sémen e os questionarios de estresse percebido (Tabela 7) e eventos
de vida estressantes (Tabela 8). As analises de estresse ndao demonstraram ter

relagdo com os parametros de sémen no estudo.

Tabela 7 — Analises de regresséo linear entre parametros do sémen e estresse percebido

Nao ajustado Ajustado
Parametro seminal
Coeficiente IC 95% p Coeficiente IC 95% p
- 0,003 -001120006 0558  -0001  -0017a0014 0880
Vitalidade 0,010 -0,00520025 0174 0,023 -0,00120,047 0,062
- 0,001 007220070 0,978 0,063 -0,05020,177 0,270
Contagem total - 0,031 -014820,087 0,608 0,059 -015420271 0,585
'(\g?fﬂ';dade progressiva 0,007 -0,01420029 0,496 0,036 -0,00220074 0,060
LGl k1013 ol 0,009 -0,01020,028 0,905 0,034 000120067 0,051
(atb+c)
Morfologia normal 0,009 -0,012a 0,030 0,393 0,028 - 0,008 a 0,063 0,130
St 0003 -0030a0025 0859  -0029  -0,076a0,017 0,208
cromatina

Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Ajuste na regressao linear realizado para idade, indice de massa corpoérea,
consumo de tabaco, consumo de alcool, infeccdo sexualmente transmissivel no ultimo ano,
varicocele, cirurgia pélvica, relato de depressao, frequéncia do uso de celular, e sintomas graves por
COVID-19. p < 0,05.

Tabela 8 — Andlises de regressao linear entre pardmetros do sémen e eventos de vida estressantes

Nao ajustado Ajustado
Parametro seminal
Coeficiente IC 95% p Coeficiente IC 95% p

0,004 004720054 0,881 0,125 -017320423 0407

Vitalidade 0,010 -0,07820,098 0,824 0,003 -013220,138 0,960
- 0,055 -047020,360 0,794 0,259 -035920,877 0408

Contagem total -0124 -081620568 0,724 0,488 -066321,638 0401

?g‘jtg';dade PGS 0,041 -0,08420,166 0,519 0,016 2019720229 0,879

el et o] 0,043 -0,0684a0,155 0,444 0,010 -017820,198 0916

(atb+c)

Morfologia normal 0,015 -010920,139 0,807 0,052 -014720251 0,605

St 00g2  -024220079 0,319 -0209  -0457a0,039 0,097

cromatina

Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: Ajuste na regressao linear realizado para idade, indice de massa corporea,
consumo de tabaco, consumo de alcool, infecgao sexualmente transmissivel no ultimo ano,
varicocele, cirurgia pélvica, relato de depresséo, frequéncia do uso de celular, e sintomas graves por
COVID-19. p < 0,05.
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4DISCUSSAO

Globalmente, a taxa de frequéncia de infertilidade masculina aumentou em
8,22% de 710,19 por 100 mil habitantes em 1990 para 768,59 por 100 mil habitantes
em 2017, com taxa crescente de 0,291% ao ano. Além disso, as maiores estimativas
de infertilidade masculina foram observadas em paises com indice sociodemografico
mais baixos, pois embora n&do seja possivel tratar todos os casos, o tratamento
adequado leva a diminuigdo das taxas de infertilidade em regides economicamente
desenvolvidas (SUN et al., 2019). O ponto de partida da investigagao de infertilidade
masculina é a analise do sémen. Apesar do espermograma n&ao medir por completo
o potencial de fertilizagdo dos espermatozoides, parametros como a concentracao
de espermatozoides e a morfologia normal mostraram estar associados
inversamente ao tempo até a gravidez natural. Testes adicionais para investigar a
qualidade dos espermatozoides também podem contribuir para melhorar o
diagnostico e o manejo dos pacientes (WANG; SWERDLOFF, 2014). Ademais,
muitas condigbes de saude podem afetar a fertilidade masculina (AGARWAL et al.,
2021), o que ressalta a necessidade de uma avaliagcdo completa para identificar
fatores de estilo de vida ou condi¢des médicas trataveis ou reversiveis que podem
afetar a qualidade dos espermatozoides

Em nosso estudo, foi investigada a qualidade do sémen de alunos e
colaboradores da Universidade Federal de Santa Catarina. Ao todo, 210
participantes aceitaram participar da pesquisa e desses, 27,1% apresentaram ao
menos um parametro seminal abaixo dos limites estabelecidos pela OMS. Porém, 15
participantes foram excluidos por apresentar condigdes clinicas (criptorquidia,
hipospadia e hipotireoidismo) ou uso de medicamentos (reposi¢céo de testosterona e
uso de finasterida) que sabidamente influenciam negativamente os parametros do
sémen (AGARWAL et al., 2021; CROSNOE et al., 2013; NIKOOBAKHT et al., 2012;
SAMPLASKI et al., 2013) e 3 foram excluidos por n&do responder o questionario.
Dessa forma, a frequéncia de alteracdo nos parametros do sémen sem explicacao
aparente em 192 participantes foi de 21,9%, com oligozoospermia sendo a alteracao
mais comum com frequéncia de 15,1%. A frequéncia de alteracdo nos parametros
seminais de um estudo em homens pré-vasectomizados foi de 12,8%
(PASQUALOTTO et al.,, 2006), em homens diagnosticados com cancer antes de
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iniciar quimioterapia foi de 15,0% (JAYASENA et al.,, 2018) e de militares em
exercicio foi de 62,5% (ZOU et al., 2011).

Em uma metanalise avaliando a concentracdo de espermatozoides de
homens nao selecionados quanto ao status de fertilidade, verificou-se que homens
ocidentais (América do Norte, Europa, Australia e Nova Zelandia) possuiam média
de concentragdo de 49,1 x 108/ml, enquanto homens de outras regides (América do
Sul, Asia e Africa) obtiveram concentragdo média de 61,2 x 108/ml (LEVINE et al.,
2022). A média de concentragdo de espermatozoides encontrada em nosso estudo
foi de 64,7 x 10%/ml, uma média semelhante ao de homens de regides nao
ocidentais. Estudos brasileiros demonstraram uma reducao de 44,1% a 56,7% da
concentragcédo de espermatozoides nas ultimas duas décadas no pais (BACCARO et
al., 2017; BORGES et al., 2015). Baccaro e colaboradores (2017) verificaram que a
concentragdo média de espermatozoides em 2010 era de 48,3 x 10%/ml, enquanto
Borges e colaboradores (2015) encontraram concentragdo média de 26,7 x 10%/ml
no mesmo ano. Diferentemente do nosso estudo, essas investigagées aconteceram
em clinicas de fertilizagcdo, o que pode influenciar na redu¢dao da média, uma vez
que baixa concentragcdo de espermatozoide € um fator comum na infertilidade
masculina (KUMAR; SINGH, 2015).

A avaliagdo da morfologia sob microscopia Optica mostra que as
modificagdes morfolégicas durante a espermiogénese sao pouco homogéneas em
humanos, gerando espermatozoides com morfologias variadas (GATIMEL et al.,
2017). Observacgbes de espermatozoides que migram através do muco do canal
endocervical superior ajudaram a definir um espermatozoide de formato normal
(MENKVELD et al., 1990). De acordo com o critério estrito de analise, apenas uma
pequena porcentagem dos espermatozoides possui morfologia normal. O limite de
referéncia atual é de 4% (WHO, 2021). J& a motilidade progressiva influencia
diretamente nas taxas de fertilidade durante a concepcdo natural e assistida
(DCUNHA et al., 2022; SIMON; LEWIS, 2011). Verificamos média para motilidade
progressiva e morfologia normal de 47,4% e 14,1%, respectivamente.
Comparativamente, um estudo brasileiro realizado em 2006 de homens pré-
vasectomizados observou motilidade progressiva de 58,7% e morfologia normal de
17,6% (PASQUALOTTO et al., 2006).

Além das analises normalmente incluidas no espermograma, nosso estudo

também investigou o dano a integridade da cromatina por meio da analise de



72

intensidade de coloracdo nuclear com azul de toluidina. Esse exame foi realizado
porque a analise de rotina do sémen ¢é incapaz de estimar os dados na cromatina do
espermatozoide. A integridade do DNA espermatico influencia a capacidade
funcional, portanto, testes que medem a fragmentacdo do DNA s&o importantes para
avaliar os disturbios da fertilidade (HAMILTON; ASSUMPCAO, 2020). Evidéncias
apontam uma associagao entre alta fragmentacao do DNA espermatico e resultados
ruins no que diz respeito a concepg¢ao natural, inseminacgao intrauterina e também a
abortos recorrentes (AGARWAL; CHO; ESTEVES, 2016; MCQUEEN; ZHANG;
ROBINS, 2019; SANTI; SPAGGIARI; SIMONI, 2018). Falhas no processo de
protaminagdo, apoptose e agao de espécies reativas de oxigénio (EROs) sao
consideradas as causas mais importantes de fragmentacdo do DNA (GOSALVEZ
BERENGUER et al., 2008). A sexta edicdo do manual da OMS recomenda e detalha
como testes de fragmentagcao de DNA como o TUNEL, SCSA, SCD e cometa devem
ser realizados (WHO, 2021). Esses métodos, no entanto, exigem o uso de
equipamentos e insumos caros e muitas vezes inacessiveis para a maioria dos
laboratorios de andrologia (POURMASUMI et al., 2019).

O azul de toluidina € um corante nuclear basico usando para coloragéo
metacromatica da cromatina (ERENPREISA et al., 2003). Um estudo comparativo
verificou que a proporcao de células espermaticas com integridade de DNA anormal
analisadas pelo teste de azul de toluidina demostraram forte correlagcdo com a
proporcdo de células anormais detectadas pelos ensaios de SCSA e TUNEL
(ERENPREISS et al., 2004). Além disso, dano a integridade da cromatina com azul
de toluidina foi altamente preditivo para infertilidade (TSAREV et al., 2009). Dessa
forma, o teste de azul de toluidina € uma alternativa mais barata aos métodos
tradicionais e tem potencial para se tornar um teste de rotina para avaliacdo da
integridade do DNA espermatico. Em nosso estudo, a média de dano a integridade
da cromatina determinada pelo método de azul de toluidina foi de 23,1%, variando
de 2,0% a 96,0%. O dano a integridade da cromatina apresentou correlagao
negativa significativa com os parametros de vitalidade, motilidade progressiva,
motilidade total e morfologia normal, ou seja, os valores para esses parametros
diminuiram a medida que o dano de cromatina aumentou. Nao observamos
correlagdo entre dano a integridade da cromatina e os parametros de volume,
concentracdo ou contagem total de espermatozoides. Divergindo de nossos

resultados, Kim e colaboradores (2013) ndo observaram correlagdo entre dano a
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cromatina e morfologia com azul de toluidina (KIM et al., 2013). Ja Erenpreiss e
colaboradores (2004) observaram correlagcdo negativa com os parametros de
concentrac&o, motilidade e morfologia normal (ERENPREISS et al., 2004).

Para investigar se habitos de vida tem influéncia sobre os parametros do
espermograma, bem como sobre o dano a cromatina espermatica, realizamos uma
investigacdo em alunos e colaboradores da Universidade Federal de Santa Catarina.
Apesar de boa parte dos participantes terem nascido em Santa Catarina (47,9%),
homens originarios de outras regides do Brasil (47,9%), bem como provenientes de
outros paises (4,2%) que estavam, em sua maioria, estudando na universidade no
momento da pesquisa, aceitaram participar do estudo.

As caracteristicas e habitos de vida que influenciaram os parametros do
sémen em nosso estudo foram relato de cirurgia pélvica, relato de depressao, uso
de telefone celular por mais de 5 horas diarias, sintomas graves durante a infecgao
por COVID-19 e varicocele. Demais caracteristicas como idade, IMC, estado civil,
escolaridade, consumo de tabaco, frequéncia de consumo de alcool, IST no ultimo
ano, doengas crénicas, atividade fisica, pratica de ciclismo, celular no bolso,
infeccdo recente por COVID-19, frustragdo devido a infertilidade, infertilidade na
familia, estresse percebido e eventos de vida estressantes ndo demostraram ter
relagdo com os parametros do sémen. ’

Cirurgia pélvica se mostrou associada a diminuicdo de espermatozoides
morfologicamente normais no nosso estudo. Um estudo verificou que de 32 homens
que realizaram cirurgia de reparo de lesao posterior da uretra devido a faturas
pelvicas, trés apresentaram alteragdo em volume, motilidade e concentragdo, porém
morfologia ndo foi avaliada (ANGER; SHERMAN; WEBSTER, 2008). Cirurgia de
corregao de varicocele demonstrou melhorar a concentragdo, contagem total e
motilidade progressiva, bem como reduzir os indices de fragmentacdo de DNA
(SMIT et al.,, 2010). N6s nao avaliamos o tipo de cirurgia que os participantes
realizaram, porém, producdo em excesso de EROs devido ao procedimento
cirurgico, resultando em detrimento morfolégico, pode ser uma possivel explicagao
para essa associagao (ROSENFELDT et al., 2013). Estudos futuros estratificando os
participantes por tipos de cirurgia, bem como tempo entre o procedimento e o exame
do sémen, podem ser Uteis para avaliar de maneira mais adequada essa relacao.

Participantes que relataram ter depressdo apresentaram reducdo de

motilidade progressiva quando comparados a participantes sem depressao. A



74

associagao entre depressao e parametros espermaticos € conflitante. Enquanto
alguns estudos demostraram prejuizo para a concentragao espermatica (WDOWIAK
et al.,, 2017; ZOU et al., 2018) e motilidade progressiva e total (YE et al., 2022),
outros estudos nao viram associagcao entre qualidade seminal e depressao
(COWARD et al., 2019; HJOLLUND et al., 2004). Além disso, evidéncias sugerem
que o uso de medicamentos antidepressivos podem também impactar
negativamente a qualidade do sémen (BEEDER; SAMPLASKI, 2020).

Dada a importancia da relacédo entre estresse e saude, é razoavel suspeitar
que o estresse poderia estar ligado a infertilidade (GREIL, 1997). O préprio
tratamento de fertilizagao in vitro pode evocar ansiedade e os sintomas depressivos
sao considerados uma resposta normal a uma crise na vida de um casal infértil
(BABORE et al., 2017; CHIAFFARINO et al., 2011). Estudos avaliando o papel do
estresse na qualidade do sémen humano em homens férteis e em homens em
tratamento para infertilidade foram realizados ao longo das ultimas décadas. Alguns
trabalhos mostraram que o estresse psicologico foi associado a diminuicdo de
volume, concentragdo, contagem total, morfologia normal e motilidade progressiva
(ESKIOCAK et al., 2005a, 2005b; JUREWICZ et al., 2014; NORDKAP et al., 2016;
VELLANI et al., 2013), bem como uma maior probabilidade de classificacdo abaixo
dos limites da OMS para os parametros de concentragdo, motilidade e morfologia
(GOLLENBERG et al., 2010). Por outro lado, nenhuma associagéo foi encontrada
em outros estudos entre percepcao de estresse (BHADORIA et al., 2020; LUND et
al., 2023) ou eventos de vida estressante (BRAUNER et al., 2020; FENSTER et al.,
1997) e qualidade do sémen.

Um fator que poderia ter contribuido para essa discrepancia de resultados é
o método aplicado para medir o estresse individual. Enquanto alguns estudos
aplicaram a escala de estresse percebido (BHADORIA et al., 2020; JUREWICZ et
al., 2014; LUND et al., 2023; NORDKAP et al., 2016), outros aplicaram o inventario
de ansiedade traco-estado (ESKIOCAK et al., 2005a, 2005b; VELLANI et al., 2013)
ou a escala de eventos de vida estressantes (BRAUNER et al., 2020; FENSTER et
al., 1997; GOLLENBERG et al., 2010). Um estudo recente comparando a escala de
estresse percebido com a escala de eventos de vida estressantes em 1362 homens
que estavam se alistando ao servico militar demonstrou que a percepcao de
estresse, mas nao eventos estressantes em si, estava associada ao prejuizo da

funcao testicular, com redugdo de concentragado de espermatozoides, contagem total
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e motilidade (NORDKAP et al., 2020). Em nosso estudo, escolhemos também aplicar
a escala de estresse percebido e a escala de eventos de vida estressantes. Apesar
de relato de depresséo ter sido associada a redugao de motilidade progressiva, néo
observamos associagao entre qualidade do sémen e percepcao de estresse ou
numero de eventos de vida estressantes.

Uma das principais explicagbes bioldgicas apontadas para o estresse
psicolégico levar a reducdo da qualidade do sémen refere-se as variagdes da
secrecao de testosterona em resposta ao estresse. O nucleo paraventricular no
hipotalamo regula as respostas ao estresse e ativa o sistema simpatico-adrenal e os
eixos hipotalamo-hipéfise-gonadal (HHG) e hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA). A
ativagao dos eixos HHG e HHA leva a uma queda nos niveis de testosterona nos
testiculos, afetando as células de Sertoli e a barreira hematotesticular (NARGUND,
2015). Outra hipotese é de que o efeito do estresse é direto sobre a concentracao de
testosterona sérica e que o efeito sobre o hipotalamo e a hipdfise seja secundario a
baixa concentracdo de testosterona sérica. Dessa forma, a concentragcdo de
testosterona diminui @ medida que o nivel de estresse psicoldégico do individuo
aumenta, levando a um aumento secundario nas concentragbes de LH e FSH
(BHONGADE et al., 2015).

Receptores de glicocorticoides estdo presentes em células de Leydig, Sertoli
e células germinativas. Acredita-se que concentragdes permanentemente elevadas
de glicocorticoides induzam a apoptose nessas células (HAZRA et al., 2014,
MAEDA et al., 2015; YAZAWA; SASAGAWA; NAKADA, 2000). Um estudo verificou
que o polimorfismo Bcll do gene que codifica o receptor de glicocorticoides
subfamilia 3, grupo C, membro 1 (NR3C1) esta associada com a qualidade do
sémen de uma maneira dominante com heterozigotos mostrando melhores
parametros seminais quando comparados com homozigotos. Ja os polimorfismos de
nucleotideo unico 9B e Tth111l ndo foram associados aos parametros seminais
(NORDKAP et al.,, 2017). Esses polimorfismos do receptor de glicocorticoide
poderiam sugerir uma variabilidade da resposta individual ao estresse.

O estresse psicologico como fator primario e independente na infertilidade
masculina é dificil de ser isolado, pois fatores confundidores como obesidade,
consumo de alcool e o uso de tabaco estdo comumente associados a individuos
deprimidos e ansiosos (AL-ASADI; KLEIN; MEYER, 2015; REGIER et al.,, 1990).

Esses fatores ja foram associados a diminuicdo da qualidade dos parémetros
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seminais em alguns estudos (BENATTA et al., 2020; KOVAC; KHANNA;
LIPSHULTZ, 2015; RICCI et al., 2017), mas ndo em outros (BHADORIA et al., 2020;
KESKIN et al., 2016). Também ndo observamos qualquer associagdo entre esses
fatores e a qualidade do sémen em nosso estudo.

Outro fator que também pode estar ligado ao prejuizo da saude mental, bem
como a funcdo testicular, € a dependéncia a telefones celulares (DEEPINDER;
MAKKER; AGARWAL, 2007; THOMEE, 2018). Em nossa pesquisa, 0 uso de
smartphones por mais de 5 horas diarias foi associado com redu¢cdo de volume e
contagem total de espermatozoides. Estudos prévios verificaram que usar o telefone
celular para ligacbes de mais de 1 hora foi prejudicial para a concentragao
espermatica (ZILBERLICHT et al.,, 2015) e por mais de 4 horas foi associada a
reducdo de concentragdo, contagem total, motilidade e morfologia normal
(AGARWAL et al.,, 2008). Além do uso para conversa, usar o smartphone para
acessos a internet foi associado a redugédo na concentragdo e motilidade total de
espermatozoides em 2013 e reducdo no volume seminal em 2015 (ZHANG et al.,
2016). Zilberlicht e colaboradores (2015) sugeriram que carregar o celular préoximo
da regidao escrotal também poderia ser prejudicial aos parametros seminais
(ZILBERLICHT et al., 2015). Nao observamos essa associagdo em nosso estudo.
Hatch e colaboradores (2021) verificaram pouca associagao entre carregar o celular
no bolso e parametros de sémen ou fecundidade (HATCH et al., 2021).

O principal mecanismo pelo qual os telefones celulares poderiam prejudicar
a qualidade do sémen é por meio da radiagao eletromagnética emitida por esses
aparelhos. O sistema reprodutor masculino é sensivel a fatores externos como
temperatura e estresse oxidativo (AGARWAL et al., 2018). A emissao de ondas
eletromagnéticas de radiofrequéncia entre 700 e 2700 MHz emitida por telefones
celulares pode ser absorvida pelo corpo e tem potencial efeitos adversos na
morfologia e fungao dos 6rgaos reprodutivos e produgao hormonal (KIM et al., 2021;
SINGH et al., 2018; WDOWIAK et al., 2020). Portanto, pequenas doses de
radioatividade também poderiam ser responsaveis por alterar as funcdes
reprodutivas masculinas.

Também verificamos em nosso estudo que participantes que relataram ter
varicocele demonstraram 5,4 vezes mais chances de apresentarem vitalidade abaixo
do limite de referéncia de 54% estabelecido pela OMS e que participantes que

relataram sintomas graves ou hospitalizagdo devido a infecgdo por COVID-19
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tiveram 11,1 vezes mais chances de apresentar resultado de morfologia normal
abaixo do limite de 4%. A varicocele € uma anomalia anatdmica urogenital que
causa a dilatacdo de veias testiculares e € reconhecida como uma das principais
causas de infertilidade masculina, sendo encontrada em cerca 15% de todos os
homens e em 19% a 41% dos homens que apresentam infertilidade primaria
(PASTUSZAK; WANG, 2015). A varicocele aumenta a temperatura escrotal e reduz
a perfusao testicular, o que leva ao prejuizo de parametros espermaticos (GILL et
al., 2021). Ja os efeitos da infeccdo por COVID-19 sobre o sistema reprodutor
masculino sdo menos elucidados.

Infecgdo moderada a grave por COVID-19 parece prejudicar os parametros
espermaticos (HOLTMANN et al., 2020). Pacientes diagnosticados com COVID-19
demostraram concentragdo espermatica significativamente inferior a controles
(individuos nédo infectados), porém nao houve associacdo com motilidade ou
morfologia (AKSAK et al., 2022). Ja pacientes recuperados de hospitalizagao por
COVID-19 demonstraram deterioracdo dos parametros seminais quando
comparados com controles. Esse mesmo grupo de pacientes que receberam alta
realizaram nova coleta cerca de um més depois. Foi observada melhora dos
parametros de contagem total, concentragcao, motilidade e morfologia normal (GUO
et al., 2021). Portanto, € improvavel que infeccao leve por COVID-19 afete a fungao
testicular a longo prazo, ja que o RNA de SARS-CoV-2 nao é detectado apds cerca
de um més em homens recuperados ou com doenga aguda (PAN et al., 2020;
VAHIDI et al., 2022; XIE et al., 2022). Dessa forma, a infecgéo por COVID-19 parece
apresentar consequéncia adversa, porém reversivel na funcao testicular.

Em nosso estudo, ndo observamos associagao entre deterioracdo dos
parametros seminais e infeccdo por COVID-19. Estratificamos também os
participantes infectados por COVID-19 por tempo de infecgdo. Participantes
infectados até seis meses antes da coleta ndo mostraram diferenga de participantes
que haviam sido infectados a mais tempo. De fato, a uUnica associacdo que
encontramos foi maior chance de participantes que relataram sintomas graves ou
hospitalizagdo por COVID-19 apresentarem resultado de morfologia normal inferior
ao limite de 4%. Comparativamente, homens férteis com COVID-19 foram divididos
em grupos de fase aguda e de fase de recuperagao clinica em um estudo realizado
no Ird. Andlise do sémen n&o revelou diferenga significativa na concentragao,

contagem total ou motilidade espermatica, porém os paréametros de morfologia
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normal e vitalidade estavam significativamente diminuidos em homens com a
doenca aguda (VAHIDI et al., 2022). Estudos atuais sao insuficientes para estimar
os danos a longo prazo na fertilidade de paciente gravemente afetados pela COVID-
19. Esses individuos devem ficar atentos para sinais de possivel infertilidade
associada a infeccdo por COVID-19 no futuro quando desejarem planejar uma
familia.

Nosso estudo apresentou algumas limitagbes. Observamos frequéncia
superior de espermogramas alterados em comparagdo com outros estudos em
populagdes nao selecionadas por status de fertilidade. Isso pode ser atribuido a um
possivel viés de selegdo, uma vez que a participagdo no estudo foi voluntaria e
individuos poderiam se interessar na pesquisa para acompanhar alguma condi¢ao
prévia relacionada a infertilidade. De fato, 5,2% dos participantes relataram
frustragao devido a infertilidade, o que pode ter contribuido com a superestimagao
de resultados alterados. Além disso, realizamos um estudo observacional sobre a
relagado entre habitos de vida e sua influéncia sobre parametros espermaticos, no
entanto, ndo estudamos os mecanismos pelos quais essas alteracbes acontecem e

estudos de coorte serdo necessarios para avaliar essa relagao.

5CONCLUSAO

A frequéncia de alteragdo nos parametros do sémen sem explicacido
aparente foi de 21,9%, com oligozoospermia sendo a alteragdo mais comum com
frequéncia de 15,1%. O dano a integridade da cromatina apresentou correlagao
negativa significativa com os parametros de vitalidade, motilidade progressiva, e
morfologia normal, mas ndo com os parametros de volume, concentragdo ou
contagem total de espermatozoides. A analise de habitos de vida e qualidade do
sémen demostrou que relato de cirurgia pélvica, depressao e uso de telefone celular
por mais de 5 horas foi associado a redugcdo de volume e contagem total de
espermatozoides. Participantes que relataram varicocele tiveram 5,4 vezes mais
chance de serem classificados abaixo do limite de referéncia para vitalidade de 54%
e participantes que relataram sintomas graves ou hospitalizacdo por COVID-19
tiveram 11,1 mais chance de serem classificados abaixo do limite de referéncia de
morfologia de 4% estabelecido pela OMS. Estresse percebido e eventos de vida

estressantes ndo demostraram ter relacdo com os parametros do sémen.
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CAPITULO 2. ANALISE DE SEMEN
APOS TRES HORAS EM DIFERENTES
CONDICOES DE ARMAZENAMENTE
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1INTRODUGAO

Embora o espermograma seja o passo inicial para a investigagcdo de
infertilidade masculina, a analise de rotina do sémen € incapaz de estimar os dados
na cromatina do espermatozoide (HAMILTON; ASSUMPCAO, 2020).

Evidéncias apontam associacao entre fragmentacao de DNA espermatico e
dificuldade em alcancar a gravidez (AGARWAL; CHO; ESTEVES, 2016; MCQUEEN,;
ZHANG; ROBINS, 2019; SANTI; SPAGGIARI; SIMONI, 2018). A analise de dano a
integridade da cromatina com azul de toluidina demonstrou boa correlagdo com
métodos tradicionais para analise de fragmentacdo de DNA, bem como foi preditivo
para infertilidade (ERENPREISS et al., 2004; TSAREYV et al., 2009).

As condicbes de armazenamento da amostra parecem influenciar os
parametros espermaticos de motilidade e vitalidade (APPELL; EVANS, 1977;
SCHULTE et al., 2008). Porém n&o € claro se o dano a integridade da cromatina tem
influéncia sobre esses parametros apds incubacdo da amostra em diferentes

condicoes.

2METODOS

2.1 INFLUENCIA DO ARMAZENAMENTO POR TRES HORAS DO SEMEN A
4°C E A 37°C SOBRE A CONCENTRACAO, MOTILIDADE E VITALIDADE
ESPERMATICA

Duas aliquotas da amostra bem homogeneizada foram separadas para
armazenamento em estufa a 37°C e em geladeira a 4°C por trés horas. Analises de
concentragdo, motilidade e vitalidade na terceira hora foram realizadas por um
observador diferente que nao tinha conhecimento dos resultados obtidos na analise
da primeira hora. O segundo observador foi previamente treinado antes de realizar
as analises. Os valores obtidos para concentracédo, motilidade e vitalidade na analise
de trés horas foram comparados com os resultados obtidos logo apds a liquefacao

da amostra.
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2.2 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para verificar se as medidas de
concentragcédo, motilidade e vitalidade logo depois da liquefagcéo e trés horas depois
apresentam distribui¢des iguais ou diferentes. As medianas para os parametros de
dano a integridade da cromatina, defeito morfolégico de cabega, defeito morfolégico
de peca intermediaria, defeito morfolégico de cauda, excesso de citoplasma residual,
numero de células germinativas e numero de leucécitos foram calculados e os
valores foram divididos entre percentil 50 inferior e superior para verificar a
distribuicdo das medidas de concentragdo, motilidade e vitalidade entre esses
grupos. As analises estatisticas foram realizadas com o software SPSS® versdo 22,0
(SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos da América) e com o software GraphPad
Prism® versdo 9,5 (GraphPad Software, San Diego, Estados Unidos da América). O
teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados e as

diferengas estatisticamente significativas foram definidas como p < 0,05.

3RESULTADOS

Analises de concentragcao, motilidade e vitalidade foram realizadas em 46
amostras logo apos a liquefagdo e trés horas depois de serem armazenadas em
geladeira a 4°C e em estufa a 37°C.

A média para concentragcao logo apos a liquefagao foi de 66,6 + 50,6 x
10%/ml. Analise da amostra armazenada em estufa a 37°C resultou em concentragdo
de 63,4 + 48,6 x 10%/ml e a amostra armazenada em geladeira a 4°C apresentou
concentragédo de 56,0 + 45,9 x 10%/ml. Diferenca estatistica foi observada entre a
analise apés liquefagdo e apds armazenamento em geladeira a 4°C (p < 0,0001),
mas nao entre analise apoés liquefagéo e apés armazenamento em estufa a 37°C (p
= 0,085) (Figura 10A).

Analise de vitalidade logo apés a liquefagdo apresentou média de 66,7 *
11,1%. Apos armazenamento em estufa e geladeira, a média para o parametro de
vitalidade foi de 63,9 + 14,0% e 66,2 + 16,3%, respectivamente. Nao houve diferencga
estatistica entre as analises de primeira hora e apds 3 horas na estufa (p = 0,256) ou

de primeira hora e apds 3 horas na geladeira (p = 0,481) (Figura 10B).
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A média de motilidade progressiva logo apés liquefacéao foi de 45,7 £ 11,5%.
Apds armazenamento em estufa e geladeira por trés horas, as médias para
motilidade progressiva foram de 33,0 £ 17,9% e 13,7 = 16,1%, respectivamente.
Analise apo6s armazenamento por trés horas em estufa e geladeira apresentaram
reducao significativa de motilidade progressiva para ambos os parametros quando
comparados a analise logo apés liquefagao (p < 0,0001 para ambos) (Figura 10C).

As medianas para os parametros analisados logo apos liquefagéo de dano a
integridade da cromatina, defeito morfolégico de cabega, defeito de peca
intermediaria, defeito de cauda, excesso de citoplasma residual, numero de células
germinativas foram calculados e os valores foram divididos entre percentil 50 inferior
e superior para verificar a distribuicdo das medidas de concentracdo, motilidade e
vitalidade entre esses grupos. Para numero de leucocitos o percentil 80 foi
calculado, pois boa parte das amostras nao tinham presenca de leucdcitos e a
mediana calculada foi zero.

Figura 10 — Analise de amostras apds a liquefacdo e trés horas apds armazenamento em estufa e
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Amostras de sémen foram analisadas para (A) concentracao, (B) vitalidade e (C)
motilidade progressiva logo apds a liquefacao (1 hora) e apés 3 horas de armazenamento em estufa
a 37°C e em geladeira a 4°C. As diferencas significativas entre os grupos foram determinadas com
teste de Kruskal-Wallis. p < 0,0001 (***).

Maior dano a cromatina de espermatozoides foi associada a redugéo
expressiva de concentragdo apds armazenamento em estufa (p = 0,028), bem com

apos armazenamento em geladeira por trés horas (p < 0,0001). Em amostras cujo
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dano a cromatina era menor, a concentragao se manteve estavel apos trés horas em
estufa (p = 0,889) e geladeira (p = 0,065). Amostras com maior proporgcéo de
defeitos de cabeca e defeitos de peca intermediaria também apresentaram queda
expressiva de concentracdo apds armazenamento em estufa por trés horas (p =
0,026 e p = 0,043, respectivamente) quando comparado as amostras com menor
proporcao desses defeitos (p = 0,768 e p = 0,726, respectivamente), porém esse
efeito ndo foi observado em amostras armazenadas em geladeira, no qual a redugéo
de concentragao foi significativa tanto no percentil inferior como superior para os
defeitos de cabeca e pecga intermediaria (Tabela 9).

O parametro de vitalidade se manteve estavel apds trés horas de
armazenamento tanto em estufa como em geladeira quando os parametros foram
divididos em percentis inferiores e superiores (p > 0,05) (Tabela 10). Ja o parametro
de motilidade progressiva sofreu queda apds armazenamento tanto em estufa como
em geladeira em analise de percentil para todos os parametros analisados (p < 0,05)
(Tabela 11).
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Tabela 9 — Andlise de concentragao ap6s liquefagao e apds trés horas de armazenamento em estufa e geladeira por percentil inferior e superior de
parédmetros do sémen

Concentragio (106/ml)

Parametros 1 hora 3 horas

Média (DP) Estufa (37°C), média (DP) p* Geladeira (4°C), média (DP) p*
52,2 (40,7) 51,2 (37,2) 0,889 46,8 (35,0) 0,065
76,8 (48,9) 71,2 (47.5) 0,028 60,5 (42,6) < 0,0001
71,1 (45,9) 68,5 (45,0) 0,768 61,6 (42,1) 0,027
62,8 (54,9) 59,1 (52,0) 0,026 51,4 (49,2) <0,0001
64,4 (56,3) 62,4 (55,3) 0,726 57,1 (53,5) 0,032
68,7 (45,3) 64,4 (42,0) 0,043 54,9 (38,0) <0,0001
71,5 (54,7) 67,1 (48,8) 0,313 59,4 (44,6) 0,004
62,4 (47,7) 60,3 (49,2) 0,162 53,2 (47,6) 0,003
70,6 (51,5) 68,0 (50,3) 0,733 60,4 (48,4) 0,008
62,9 (50,6) 59,2 (47,7) 0,054 52,1 (44,1) 0,001
47,7 (36,6) 45,0 (33,2) 0,119 39,4 (28,4) 0,002
83,8 (56,0) 80,3 (54,7) 0,170 71,3 (53,6) 0,004
70,3 (49,6) 68,4 (49,5) 0,242 60,7 (47,5) 0,001
51,0 (54,6) 42,8 (40,7) 0,123 37,0 (34,4) 0,008

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Amostras de sémen foram analisadas para concentragéo logo ap6s a liquefacao (1 hora) e apds 3 horas de armazenamento em estufa a
37°C e em geladeira a 4°C. As diferencgas significativas entre os grupos foram determinadas com teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05 (*). DP = desvio padrao.
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Tabela 10 — Andlise de vitalidade ap6s liquefagéo e apds trés horas de armazenamento em estufa e geladeira por percentil inferior e superior de parametros
do sémen

Vitalidade (%)
Parametros 1 hora 3 horas
Média (DP) Estufa (37°C), média (DP) p* Geladeira (4°C), média (DP) p*

68,8 (8,4) 65,9 (11,2) 0,289 69,4 (12,3) 0,972
66,6 (11,4) 60,9 (15,6) 0,198 62,4 (19,8) 0,935
70,8 (8,5) 67,3 (13,5) 0,676 69,1 (20,1) 0,414
63,4 (12,1) 61,1 (14,1) 0,271 63,8 (12,2) 0,809
67,1 (11,7) 65,1 (16,0) 0,845 67,3 (14,4) 0,403
66,4 (10,8) 62,8 (12,0) 0,136 65,2 (18,3) 0,820

62,2 (11,5) 62,3 (14,8) 0,989 64,7 (17,2) 0,166
66,0 (10,8) 66,0 (12,0) 0,639 69,3 (10,0) 0,299
67,4 (11,6) 62,1 (15,7) 0,241 63,5 (20,3) 0,954
65,1 (12,2) 62,6 (15,0) 0,135 67,2 (15,8) 0,277

< Percentil 50 72,1 (8,0) 65,8 (13,1) 0,097 68,0 (15,4) 0,566
> Percentil 50 68,3 (10,1) 65,1 (13,3) 0,808 65,3 (17,0) 0,989

68,4 (10,6) 62,0 (14,2) 0,530 67,2 (16,4) 0,497
64,9 (12,2) 65,8 (10,4) 0,882 62,2 (16,2) 0,813
Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Amostras de sémen foram analisadas para vitalidade logo apds a liquefagao (1 hora) e apds 3 horas de armazenamento em estufa a
37°C e em geladeira a 4°C. As diferencgas significativas entre os grupos foram determinadas com teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05 (*). DP = desvio padrao.
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Tabela 11 — Analise de motilidade progressiva ap6s liquefagao e apés trés horas de armazenamento em estufa e geladeira por percentil inferior e superior de
parédmetros do sémen

Motilidade progressiva (%)
Parédmetros 1 hora 3 horas
Média (DP) Estufa (37°C), média (DP) p* Geladeira (4°C), média (DP) p*

46,7 (11,8) 31,7 (18,0) 0,001 15,8 (17,5) <0,0001
45,7 (10,4) 32,7 (17,0) 0,001 11,4 (14,6) <0,0001
50,2 (8,1) 33,8 (16,1) < 0,0001 15,2 (17,0) < 0,0001
41,9 (12,7) 32,4 (19,7) 0,003 12,4 (15,7) <0,0001

45,9 (12,4) 32,7 (17,8) 0,001 16,4 (17,3) <0,0001
45,4 (10,7) 33,3 (18,4) 0,002 11,0 (14,7) <0,0001
49,8 (11,7) 33,6 (18,4) <0,0001 15,9 (18,0) <0,0001
42,2 (10,3) 32,5(17,9) 0,007 11,8 (14,5) <0,0001

Defeito de peca intermediaria

44,9 (12,2) 31,8 (17,1) 0,002 18,0 (17,4) < 0,0001
46,4 (11,0) 34,1 (19,0) 0,001 9,7 (14,1) <0,0001
42,9 (12,2) 31,0 (19,8) 0,009 10,0 (14,6) < 0,0001
48,3 (10,4) 34,8 (19,8) < 0,0001 17,1 (17,0) < 0,0001
46,6 (11,5) 31,0 (16,9) < 0,0001 12,8 (15,3) < 0,0001
42,0 (11,3) 35,0 (22,5) 0,02 17,4 (19,8) 0,017
Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Amostras de sémen foram analisadas para motilidade progressiva logo apés a liquefagéo (1 hora) e apds 3 horas de armazenamento em
estufa a 37°C e em geladeira a 4°C. As diferencas significativas entre os grupos foram determinadas com teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05 (*). DP = desvio
padrao.




87

4DISCUSSAO

Em nosso estudo, avaliamos no estudo a influéncia de condigbes de
armazenamento e do tempo de analise sobre a concentragao, motilidade e vitalidade
espermatica. Armazenamento por trés horas em estufa a 37°C foi responsavel por
redugao da motilidade progressiva, mas n&o de concentragdo. Ja armazenamento
por trés horas em geladeira a 4°C foi responsavel por redugdo de concentracdo e
motilidade progressiva. A propor¢cado de espermatozoides vivos se manteve estavel
em ambas as condigoes.

Uma analise temporal de 3, 6, 12 e 18 horas ap0s a coleta ja havia verificado
que motilidade tem reducdao expressiva apés 6 horas quando armazenado nas
temperaturas de 4°C e 37°C, porém a vitalidade € mantida estavel somente na
temperatura de 4°C por até 18 horas (APPELL; EVANS, 1977). Schulte e
colaboradores (2008) realizaram um estudo para identificar pacientes com
diminuicdo na motilidade espermatica de 1 a 2 horas apdés a coleta e examinar
relagbes preditivas com parametros espermaticos. Nesse estudo, 16% dos
participantes demonstraram reducao significativa de motilidade entre as horas 1 e 2.
Desses, a concentracdo e a porcentagem de morfologia normal foram
significativamente menores. Analisando os defeitos morfoldgicos, observou-se que
defeitos de cabecga e de peca intermediaria, mas ndo de cauda, foram relacionados
a reducédo de motilidade entre 1 e 2 horas (SCHULTE et al.,, 2008). Em nosso
estudo, observamos reducao de motilidade apds trés horas tanto em estufa como
em geladeira, no entanto, a redugcao de motilidade na geladeira foi muito mais
expressiva.

Nés também investigamos os fatores associados com a redugdo dos
parametros entre 1 e 3 horas de analise apdés armazenamento em estufa e
geladeira. Nenhuma caracteristica espermatica se mostrou associada a motilidade
ou vitalidade. Observamos que maior dano a cromatina espermatica foi associada a
reducao de concentracdo e que em amostras cujo dano a cromatina era menor, a
concentracdo se manteve estavel apos trés horas tanto em estufa como em
geladeira. A integridade da cromatina é crucial para a fertilizagao e desenvolvimento
de descendentes saudaveis (AGARWAL et al., 2020). Além disso, alta fragmentacéo
do DNA espermatico esta associada a dificuldade de concepcao natural e in vitro
(AGARWAL; CHO; ESTEVES, 2016; SANTI; SPAGGIARI; SIMONI, 2018).
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Verificamos que o DNA espermatico integro, bem como menor proporgéo de danos
a cabeca e a pecga intermediaria, evitaram a queda de concentracdo apos
armazenamento por trés horas em temperatura de 37°C. A fragmentacado de DNA é
uma caracteristica da apoptose (YAN et al., 2006). Além disso, células positivas para
TUNEL séo eliminadas por células fagocitarias (MCILROY et al., 2000; NONAKA et
al., 2017). Portanto, a queda de concentragdo em amostras com dano a cromatina
poderia estar relacionada ao mecanismo de fagocitose leucocitaria de células com
DNA danificado. Propomos que a avaliacdo temporal de parametros espermaticos
associada a analise de dano a integridade da cromatina com azul de toluidina possa
ser uma alternativa simples e barata para avaliar a capacidade funcional de
espermatozoides.

Uma limitacgdo nodo estudo da influéncia da temperatura e tempo de
armazenamento do sémen sobre os parametros espermaticos foi a realizagdo das
analises somente no ponto de trés horas apos a coleta. Apesar da analise ter sido
suficiente para realizar inferéncias sobre a concentragéo, analise na segunda hora
apds liquefacdo poderia ter oferecido mais informacdes sobre a motilidade
espermatica. Escolhemos o ponto de trés horas porque a analise em duas horas
seria inviavel logisticamente devido a necessidade de deslocamento entre o
laboratério e o hospital para conversar com os participantes e ao tempo demandado
para as analises apos a coleta. Preferencialmente, esse experimento devera ser

repetido no futuro com condicdes ideais.

5CONCLUSAO

Armazenamento por trés horas em estufa a 37°C foi responsavel por
reducdo da motilidade progressiva, mas ndo de concentragdo. Ja armazenamento
por trés horas em geladeira a 4°C foi responsavel por redugdo de concentracao e
motilidade progressiva. A propor¢ao de espermatozoides vivos se manteve estavel
em ambas as condi¢des. Maior dano a integridade da cromatina espermatica foi
associada a reducao de concentragado de espermatozoides, enquanto amostras com
menor dano da cromatina apresentaram concentracdo estavel apos trés horas tanto
em estufa como em geladeira. A avaliagdo temporal de parametros espermaticos

associada a analises de dano a integridade da cromatina com azul de toluidina pode
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ser uma alternativa simples e barata para avaliar a capacidade funcional de

espermatozoides.
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CAPITULO 3. COMPARACAO ENTRE
HEMOCITOMETRO DE NEUBAUER E
CAMARA DE MAKLER
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1INTRODUGAO

Existe uma variedade de métodos comercialmente disponiveis para avaliar a
concentracdo de espermatozoides, mas a falta de garantia da qualidade e
padronizagao pode levar a discrepancias nos resultados e, consequentemente, a
erros de diagndstico e selegdo equivocada da estratégia de tratamento (DARDMEH;
HEIDARI; ALIPOUR, 2021; PENG; ZOU; LI, 2015).

A avaliagdo da concentracdo espermatica com o hemocitdbmetro de
Neubauer € o método recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
demais laboratérios de andrologia (KUSTER, 2005; WHO, 2021; ZUVELA;
MATSON, 2020). A camara de Makler foi introduzida como uma alternativa para
facilitar a contagem de espermatozoides, pois a avaliagdo pode ser feita de maneira
mais rapida e direta a partir da amostra nao diluida (MAKLER, 1978).

Diversos laboratérios utilizam a camara de Makler (ALVAREZ et al., 2005;
WANG et al., 2022), incluindo o Brasil (BORGES et al., 2015; GLINA et al., 2010;
PASQUALOTTO et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2020). Resultados conflitantes na
comparacgao entre essas duas camaras foram observados entre estudos (BAILEY et
al., 2007; CARDONA-MAYA; BERDUGO; CADAVID, 2008; IMADE et al., 1993).
Dessa forma, € necessario garantir que os resultados obtidos por ambas as camaras
possam ser intercambiaveis antes de realizar quaisquer comparagdes com demais

pesquisas.

2METODOS

2.1.1 Determinagao de concentragao com o hemocitometro de Neubauer

O hemocitbmetro utilizado no estudo foi uma camara de contagem de
Neubauer espelhada (Qualividros, Minas Gerais, Brasil). O hemocitbmetro de
Neubauer é composto por uma lamina de vidro espessa, sobre a qual existem
plataformas de area conhecida e profundidade precisamente controlada. A grade de
contagem possui 3 mm x 3 mm de comprimento com 9 subdivisbes de 1 mm de
largura e 0,1 mm de profundidade cada. O quadrado central do hemocitémetro cobre

uma area de 1,0 mm?2e ¢é dividida em 25 quadrados menores com area de 0,2 mm? e
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volume de 0,004 mm3. Os quatro cantos do hemocitémetro cobrem uma area de 4,0

mm? e volume total de 0,4 mm?3 (Figura 11).

Figura 11 — Hemocitdbmetro de Neubauer

Tiefe 5 NEUBAUER

Depth IMPROVED

Profondeur i % BRIGHTLINE
0.100mm 5

0.0025mm: I || QUALVIDROS

Fonte: Imagens elaboradas no Laboratério de Citologia Clinica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LACIT — UFSC) com materiais e amostras do estudo.
Legenda: (A) Hemocitdmetro de Neubauer com laminula; (B) Foto obtida em aumento de 40x de um
dos lados do hemocitdmetro de Neubauer; (C) Foto obtida em aumento de 100x; (D) Foto obtida em
aumento de 200x.

Para a determinacdo de concentragdo, um exame microscopico inicial foi
realizado para determinar a diluicdo necessaria para avaliar pelo menos 200
espermatozoides (quadro 2). A diluicdo com fixador para imobilizagdo dos
espermatozoides foi preparada dissolvendo 50 g de bicarbonato de sédio (NaHCO3)
em cerca de 500 ml de agua destilada, acrescentando-se 10 ml de solugdo de
formaldeido 36 - 40% e completando o volume final para 1000 ml. Apés a diluigdo
adequada, os dois lados do hemocitdmetro foram carregados até ficarem cheios,

certificando-se de que ndao houve extravasamento da suspensdo de
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espermatozoides ou formacgdo de bolhas. O hemocitbmetro foi armazenado
horizontalmente por 10 a 15 minutos em uma camara Umida para permitir a
completa sedimentacido dos espermatozoides na camara e evitar o ressecamento da

amostra.

Quadro 2 — Determinacgéo da diluicao adequada com base no numero de espermatozoides por campo

Espermatozoides por
campo (x200)

1:50 (1+49) 50 2450
1:20 (1 + 19) 50 950
1:10 (1 + 9) 50 450
1:5 (1+ 5) 50 200
1:2 (1+1) 100 100

Fonte: adaptado de (WHO, 2021).

Diluicao adequada Sémen (pl) Fixador (ul)

A concentracdo do espermatozoides no hemocitdbmetro de Neubauer foi
estimada de acordo com os parametros estabelecidos pela OMS (WHO, 2021). Em
amostras concentradas, a contagem foi feita somente no quadrado central do
hemocitdbmetro. Nos casos de concentragdes muito baixas em que nao foi possivel
contar 200 espermatozoides no quadrado central, os espermatozoides foram
contados também nas demais grades da camara. Contagens foram realizadas em

duplicata para cada amostra de sémen e o valor médio foi contabilizado.

2.1.2 Determinacgao de concentragdo com a camara de Makler

A camara de Makler utilizada no estudo (Sefi Medical Instruments, Haifa,
Israel) é formada por duas pegas que quando unidas conferem a camara
profundidade de 0,01 mm. A laminula possui uma grade de 1 mm? no centro que é
subdividida em 100 quadrados menores com area de 0,01 mm? cada (figura 12).

A amostra de sémen foi colocada em banho-maria a 60°C por 5 minutos
para garantir a imobilidade dos espermatozoides antes da contagem. Uma aliquota
5ul da amostra aquecida foi transferida para a camara de Makler e a laminula foi
imediatamente aplicada. Cuidado foi tomado para evitar a formag¢ao de bolhas. Uma
avaliagdo microscépica inicial em ampliacédo de 100x foi realizada para garantir que

a amostra estivesse espalhada uniformemente na camara. Os espermatozoides




94

foram contados em ampliacédo de 200x. Em amostras concentradas, 10 quadrados
foram analisados e 0 numero de espermatozoides contados foi multiplicado por um
milhdo (10°) para obter a concentragdo por ml. A grande inteira (100 quadrados) foi
contada em casos de oligozoospermia e 0 numero de espermatozoides contados foi

multiplicado por 100 mil (10°) para obter a concentragéo por ml (MAKLER, 1980).

Figura 12 — Camara de Makler
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Fonte: Imagens elaboradas no Laboratério de Citologia Clinica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LACIT — UFSC) com materiais e amostras do estudo.
Legenda: (A) Camara de Makler com laminula; (B) A laminula da cAmara de Makler possui uma grade
de 1 mm?2 que é subdividida em 100 quadrados menores com area de 0,01 mm? e profundidade de
0,0001 mm? cada, foto obtida em aumento de 40x.

2.1.3 Determinagao de concentragdo com esferas de latex

Duas suspensdes padrao de esferas de latex de 4 ym com concentragdes
alvo determinadas pelo fabricante de 50,0 + 12,3 x 105/ml e 25,0 + 6,5 x 10%/ml
foram usadas como estoques de referéncia (QwikCheck Beads, Medical Electronic
Systems, Los Angeles, Estados Unidos da Ameérica). Estoques adicionais foram
preparados diluindo as suspensdes de 50,0 x 10/ml com tampao fosfato salino
(PBS) para atingir concentragdes finais de 15,0 x 10%/ml (300 ul de esferas de latex+
700 ul de PBS), 10,0 x 108/ml (200 pl de esferas de latex + 800 ul de PBS) e 5,0 x
108/ml (100 pl de esferas de latex + 900 uyl de PBS). Todas as suspensdes foram

contadas manualmente no hemocitdmetro de Neubauer e na camara de Makler
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(Figura 13) cinco vezes. Uma semana depois, novas suspensdes foram preparadas
e contadas mais cinco vezes, totalizando dez contagens para cada método.

Para analise no hemocitdmetro de Neubauer, as suspensdes de esferas de
latex de 5,0 x 10%/ml, 10,0 x 10%ml e 15,0 x 10%/ml foram diluidas com PBS
adicionando 100ul de esferas de latex a 100yl de PBS (diluicdo de 1:2). A
suspensao estoque de 25,0 x 10%/ml foi diluida adicionando 50 pl de esferas de latex
a 200 pl de PBS (diluigdo de 1:5). Finalmente, a suspensio estoque de 50,0 x 108/ml
foi diluida adicionando 50 ul de esferas de latex a 450 pl de PBS (diluicdo de 1:10).
Apos a diluicdo, os dois lados do hemocitdmetro foram preenchidos até ficarem
cheios, certificando-se de que a camara ndo estava cheia demais ou com
preenchimento insuficiente. O hemocitdmetro foi armazenado horizontalmente por
10 a 15 minutos em uma camera umida para permitir a sedimentacido completa das
esferas e evitar o ressecamento. A contagem foi realizada de acordo com os
parametros estabelecidos pela OMS (WHO, 2021).

Para analise na camara de Makler, aliquotas de 5ul das suspensbes de
esferas de latex nao diluidas (MC — ND) de 5,0 x 10%/ml, 10,0 x 108/ml, 15,0 x 108/ml,
25,0 x 10%/ml e 50,0 x 108/ml foram colocadas e contadas na cadmara de Makler.
Cada suspenséo estoque foi diluida na proporcao de 1:2 com agua destilada (CM —
H20), plasma seminal (CM — PS) e um crioprotetor (MC — CP) composto de proteina
de gema de ovo, glicerol e gentamicina (FUJIFILM Irvine Scientific, Santa Ana,
Estados Unidos da América) e também contados da camara de Makler (MAKLER,
1980).
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Figura 13 — Contagem de esferas de latex
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Fonte: Imagens elaboradas no Laboratdrio de Citologia Clinica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LACIT — UFSC) com materiais e amostras do estudo.
Legenda: (A) Esferas de latex no hemocitdémetro de Neubauer, foto obtida em aumento de 200x;
(B) Esferas de latex na cAmara de Makler, foto obtida em aumento de 200x.

2.2 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism®
versao 9,5 (GraphPad Software, San Diego, Estados Unidos da América).

O viés fixo entre os métodos foi testado por teste t pareado em casos de
distribuicdo normal e por teste de postos sinalizados de Wilcoxon para casos de
distribuicdo nao-normal. A comparacado entre as concentragcdes obtidas nas duas
camaras foi realizada usando limites de concordéancia de acordo com o método
descrito por Bland e Altman (BLAND; ALTMAN, 1986). Para a analise, a diferenga
de concentragao entre os dois métodos foi plotada contra a média. A concentracao
obtida no hemocitdmetro de Neubauer foi considerada referéncia. No grafico de

Bland e Altman, os limites de concordancia foram estimados a partir da média e
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intervalo de confianca de 95% (1,96 desvios padrdes) da diferenca de concentragédo
entre os dois métodos (BLAND; ALTMAN, 1999). A diferenga percentual [100 x
(concentragao obtida pelo hemocitdmetro de Neubauer - concentragdo obtida pela
camara de Makler) + média] também foi calculada e plotada contra a média das
concentragcbes no grafico de Bland e Altman. Analise de regresséao linear foi feita
para determinar se a diferenga entre as medidas mudaria dependendo da faixa de
concentracado analisada.

Coeficientes de variagdo e viés relativo ((concentragdo de estudo -
concentragcdo alvo) x 100) foram calculados para as analises de contagens de
esferas de latex entre o hemocitdbmetro de Neubauer e a camara de Makler. O teste
de Bartlett foi utilizado para avaliar a homogeneidade das variancias. O teste de
analise de variancia (ANOVA) de Welch com teste post hoc de comparagdo multipla
(T3 de Dunnett) foi usado para determinar se havia diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos testando diferenga entre médias.

3RESULTADOS

Todas as 241 amostras analisadas no estudo tiveram determinacédo de
concentracdo pelo hemocitbmetro de Neubauer, porém a determinagédo de
concentracado pela camara de Makler nao foi realizada em 20 das 241 amostras. As
20 primeiras amostras foram excluidas, pois a analise foi realizada sem a
imobilizacdo dos espermatozoides em banho-maria. A analise com o0s
espermatozoides em movimento contribui para a contagem do mesmo
espermatozoide mais de uma vez. Além disso, azoospermia foi observada em 9
amostras. Dessa forma o estudo de comparagdo entre o hemocitbmetro de
Neubauer e a camara de Makler para determinacdo de concentragao foi realizado
em 212 amostras.

3.1 GARANTIA DA QUALIDADE PARA MEDIDA DE CONCENTRACAO
UTILIZANDO ESFERAS DE LATEX

A comparagao da contagem de esferas de latex entre o hemocitdmetro de

Neubauer e a camara de Makler estd detalhada na tabela 12. O coeficiente de
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variacao (CV) foi calculado para todas as medigdes como um indice de preciséo e o
viés relativo (VR) como um indice de acuracia.

As medidas no hemocitbmetro de Neubauer demostraram os melhores
indices de precisdao no estudo com CV variando de 3,01% a 6,67%, enquanto as
medidas na camara de Makler para suspensdes de esferas nao diluidas (CM — ND)
variaram de 8,85% a 16,1%. Quando as suspensbes de esferas diluidas na
proporcdo de 1:2 foram avaliadas na camara de Makler, o CV variou de 8,46% a
25,6% para diluicdo com agua (CM — H20), de 11,8% a 18,6% para diluicdo com
plasma seminal (CM — PS) e de 9,31% a 12,6% para diluigdo com crioprotetor (CM —
CP). O CV para ambas as camaras foi o mais alto na concentragao alvo de esferas
de latex de 5,0 x 10%/ml e diminuiu gradualmente para valores de concentragdo mais
elevados.

As medidas na camara de Makler superestimaram as concentragbes de
esferas de latex em maiores propor¢cdes quando comparado as medias feitas no
hemocitdmetro de Neubauer para todas as concentracdes alvo de esferas de latex.
O viés relativo para as determinagdes do hemocitobmetro de Neubauer variou de
0,12% (da concentragdo alvo de 25,0 x 108/ml) a uma superestimagao de 8,40% (da
concentragdo alvo de 5,0 x 10%/ml). Entre as determinagdes na camara de Makler, o
maior viés relativo foi encontrado para a suspensdo nao diluida com uma
superestimagdo de 38,0% do valor alvo de 5,0 x 10%ml e o menor viés foi
encontrado para a suspensdo de esferas de 10,0 x 108/ml diluida com plasma

seminal com uma superestimacgao de 7,6% do valor alvo.
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Tabela 12 — Comparagéo de contagens de esferas de latex obtidas no hemocitémetro de Neubauer e
na camara de Makler

Concentragao alvo

211e06e/sr:tl=.)ras de latex Tg::::g;;? n (%i?:') DP CV (%) Mies (r;zl)atlvo

HN 10 5,42 0,36 6,67 8,40
CM - ND 10 6,90 1,11 16,1 38,0
CM - H20 10 5,94 1,52 25,6 18,8
CM-PS 10 6,20 1,15 18,6 24,0
CM-CP 10 6,70 0,84 12,6 34,0

HN 10 10,2 0,51 5,05 2,10
CM - ND 10 12,8 1,72 13,5 27,6
CM - H20 10 11,4 0,97 8,52 14,4
CM-PS 10 10,8 1,91 17,7 7,60
CM-CP 10 11,7 1,27 10,8 16,7

HN 10 15,5 0,65 4,22 3,13
CM - ND 10 18,2 2,28 12,6 21,1
CM - H20 10 16,6 1,40 8,46 10,7
CM-PS 10 17,3 2,14 12,4 15,3
CM-CP 10 17,1 1,65 9,62 14,1

HN 10 25,0 0,80 3,18 0,12
CM - ND 10 27,8 1,94 6,98 11,0
CM - H20 10 29,0 3,10 10,7 15,8
CM-PS 10 28,9 3,92 13,6 15,4
CM-CP 10 27,8 3,11 11,2 11,0

HN 10 50,4 1,52 3,01 0,76
CM - ND 10 54,0 3,70 6,85 8,04
CM - H20 10 53,9 5,43 10,1 7,80
CM-PS 10 57,7 6,78 11,8 15,4
CM-CP 10 55,7 5,19 9,31 11,4

Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: HN = hemocitdmetro de Neubauer; CM — ND = contagens na camara de Makler de
suspensodes de esferas de latex n&o diluidas; CM — H20 = contagens na cdmara de Makler de
suspensdes de esferas de latex diluidas em agua destilada na proporgéo de 1:2; CM — PS =
contagens na caAmara de Makler de suspensdes de esferas de latex diluidas em plasma seminal na
propor¢ao de 1:2; CM — CP = contagens na camara de Makler de suspensdes de esferas de latex
diluidas em crioprotetor na proporgao de 1:2; n = nimero de amostras; DP = desvio padrao; CV =
coeficiente de correlagéo.
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O diagrama box e whiskers na figura 14 mostra a distribuicdo das medicdes
feitas com o hemocitdmetro de Neubauer e com a camara de Makler para cada um
dos valores alvo de esferas de latex. Todas as medidas apresentaram distribuicao
normal, porém ficou claro que os dados n&do apresentaram variancia igual entre os
grupos, o que foi confirmado pelo teste de Bartlett (p < 0,05) para todos os grupos.
Uma vez que houve violagao da suposi¢ao de homogeneidade de variancias, o teste
de ANOVA de Welch com post hoc de comparagdo multipla (T3 de Dunnett) foi
usado para determinar se havia diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos.

Na concentragdo alvo de 5,0 x 10%ml (figura 14A), houve diferenca
estatistica entre as analises nos grupos HN e CM — ND (p = 0,0177) e entre HN e
CM - CP (p = 0,0076). Na concentragéo alvo de 10,0 x 10%ml (figura 14B), houve
diferenca estatistica entre HN e CM — ND (p = 0,0084), entre HN e CM — H20 (p =
0,0305) e entre HN e CM — CP (p = 0,0476). Na concentragao alvo de 15,0 x 108/ml
(figura 14C), houve diferenca estatistica somente entre HN e CM — ND (p = 0,0414).
Na concentragdo alvo de 25,0 x 108/ml (figura 14D), houve diferencga estatistica entre
os grupos HN e CM — ND (p = 0,0132) e entre HN e CM - H20 (p = 0,0268). Nao
houve diferenga estatistica entre os grupos na concentragdo alvo de 50,0 x 10%/ml
(figura 14E).
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Figura 14 — Diagrama de box e whiskers com as diferengas de distribuicdo das medicdes feitas com o
hemocitdmetro de Neubauer e com a camara de Makler para determinagao de concentragao de latex

A

Concentragao de
esferas de latex (10%ml)

o

Concentragéo de
esferas de latex (108/ml)

10.0-

N
o
1

o
o
1

N
o
1

0.0

25—

Método de contagem

Método de contagem

E

Concentragéo de
esferas de latex (10%/ml)

70

=]
=)
1

o
o
1

B

Concentragao de
esferas de latex (106Iml)

O

Concentragao de
esferas de latex (106Iml)

20

15

40

20

1 I I 1 1
S P L
& & & &

Método de contagem

40

Método de contagem

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Diagrama de box e whiskers mostrando resultados das contagens de esferas de
latex no hemocitdmetro de Neubauer (HN), contagens na cAmara de Makler de suspensbes de
esferas de latex ndo diluidas (CM — ND), contagens na cAmara de Makler de suspensodes de esferas
de latex diluidas em agua destilada na proporgéo de 1:2 (CM — H20), em plasma seminal (CM — OS)
e em crioprotetor (CM — CP) nas concentragdes avo de (A) 5,0 x 108/ml, (B) 10,0 x 108/ml, (C) 15,0 x
108/ml, (D) 25,0 x 10%/ml e (E) 50,0 x 108/ml. A caixa do diagrama contém o quartil inferior (25°
percentil), o quartil superior (75° percentil) e a mediana no centro. Os whiskers representam o minimo
e 0 maximo. As linhas pontilhadas representam os valores de concentragao alvo. A diferenca
significativa entre os grupos foi determinada com ANOVA de Welch com post hoc de comparacéo

multipla T3 de Dunnett, p < 0,05 (*) e p > 0,01 (**).
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3.2 COMPARACAO ENTRE O HEMOCITOMETRO DE NEUBAUER E A
CAMARA DE MAKLER PARA DETERMINAGAO DE CONCENTRAGAO DE
ESPERMATOZOIDES

A concentragdo de espermatozoides determinada no hemocitbmetro de
Neubauer variou de 70,0 x 10%3/ml a 325,30 x 10%/ml, ja na determinagéo pela camara
de Makler variou de 10,0 x 10%ml a 307,7 x 10%/ml. A média da concentragdo para

cada um dos dois métodos de contagem esta descrita na tabela 13.

Tabela 13 — Comparagado da concentragdo de espermatozoides (108/ml) obtida pelo hemocitdmetro
de Neubauer e pela camara de Makler

Método de contagem de Média o IC 95% IC 95%

n
espermatozoides (108/ml) inferior superior

Hemocitometro de Neubauer 212 57,3
Camara de Makler 212 58,8 58,4 50,9 66,7

Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: n = nimero de amostras; DP = desvio padrao; IC = intervalo de confianga.

58,5 49,4 65,2

Os gréaficos de Bland e Altman sao mostrados na Figura 15. O viés
(diferenga média) foi estimado em -1,51 e os limites de concordancia foram de -
14,30 a 11,28 para analise de concordancia entre os dois métodos usando os dados
brutos (108/ml). Um efeito de funil pode ser observado na comparagéo, em que a
variacdo da diferenca foi menor para valores de baixa concentracido de
espermatozoides e aumentou conforme as concentragées se tornaram mais altas
(Figura 15A). Por essa razao, os limites de concordancia foram reavaliados apos
transformacao dos dados em diferenga percentual (Figura 15B). O viés foi estimado
em -7,99% e os novos limites de concordancia variaram de -41,6% a 25,6%. O viés
fixo foi significativo entre o hemocitdbmetro de Neubauer e a camara de Makler

determinado por teste t (p < 0,0001).
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Figura 15 — Graficos de Bland e Altman para determinagéo de concentragao de espermatozoides pelo

hemocitdmetro de Neubauer e pela camara de Makler
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Graficos de Bland e Altman mostrando a diferenga média (linha azul solida) e
limites de concordancia (diferenga média + 1.96 desvios padrdes (DP), linhas vermelhas pontilhadas)
entre a estimativa de concentragdo de espermatozoides no hemocitdmetro de Neubauer (HN) e a
camara de Makler (CM) em funcgao de (A) diferenca (10%/ml) em relagdo a média e (B) diferenca
percentual (%) em relagdo a média.

Foi possivel observar no grafico de Bland e Altman de diferenga percentual
em relacdo a média da concentracdo de espermatozoides (Figura 15B) que a
camara de Makler produziu valores que divergiram progressivamente dos do
hemocitdbmetro de Neubauer ao longo da faixa de concentragdo. A camara de Makler
superestimou os resultados da concentragdo de espermatozoides em maiores
proporgdes para valores de baixa concentracdo quando comparado a valores de
concentracdo mais altos. Esse viés proporcional foi confirmado por analise de
regressao linear (p < 0,0001) (Figura 16). Para investigar melhor esse
comportamento, as concentracbes de espermatozoides foram subdivididas em <
16,0 x 108/ml, 16,0 a 40,0 x 108/ml, 40,0 a 80,0 x 10%/ml e > 80,0 x 10%/ml com base
nas estimativas feitas com o hemocitometro de Neubauer. Os valores médios e
desvios padrdes para as diferentes faixas de concentracédo estao exibidos na tabela

14 para cada método de contagem.
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Figura 16 — Analise de regressao linear mostrando viés proporcional entre a estimativa de
concentracao de espermatozoides pelo hemocitdmetro de Neubauer e pela cdmara de Makler
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: HN = hemocitdmetro de Neubauer; CM = caAmara de Makler.

Tabela 14 — Comparagéao de diferentes faixas de concentragcéo de espermatozoides obtidas pelo
hemocitdbmetro de Neubauer e pela camara de Makler

Intervalo de Método de Média - IC 95% IC 95%

n
concentragéo (10%/ml) contagem (108/ml) inferior superior

HN 56 6,437 4,54 5,220 7,654

CM 56 7,328 4,88 6,021 8,635

HN 54 26,87 6,78 25,02 28,72
16,0 a 40,0

CM 54 28,65 6,95 26,76 30,55

HN 48 59,54 11,37 56,24 62,84
40,0 a 80,0

CM 48 61,33 12,58 57,67 64,98

HN 54 138,5 55,10 123,5 153,5

CM 54 140,1 53,84 125,4 154,8

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: HN = hemocitdmetro de Neubauer; CM = caAmara de Makler; n = numero de amostras; DP =
desvio padréo; IC = intervalo de confianga.
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Viés fixo foi encontrado para os valores de concentragao inferiores a 16,0 x
10%/ml (p < 0,0001) e para a faixa de 16,0 a 40,0 x 10%/ml (p < 0,0001), mas nao para
a faixa de 40,0 a 80,0 x 108ml (p = 0,052) ou para valores de concentragéo
superiores a 80,0 x 108/ml (p = 0,421).

Vinte e trés (10,8%) amostras apresentaram viscosidade elevada. Para
investigar se a viscosidade aumentada poderia influenciar a avaliagao, os resultados
de viscosidade alterada foram separados dos resultados de viscosidade normal.
Viés fixo ainda foi encontrado quando as amostras de alta viscosidade foram
retiradas da analise para valores de concentragdo inferiores a 16,0 x 10%/ml (p <
0,0001) e para a faixa de 16,0 a 40,0 x 10%/ml (p < 0,0001), mas n&o para a faixa de
40,0 a 80,0 x 10%/ml (p = 0,077) ou para valores de concentragéo superiores a 80,0 x
108/ml (p = 0,639). Como viscosidade elevada nao influenciou o viés fixo, os graficos
de Bland e Altman para as diferentes faixas de concentracdo incluiram essas
amostras.

A presenga de viés fixo em faixas menores de concentragdo pode ser
observada nos graficos de Bland e Altman na figura 17. Para valores de
concentragdo espermatica inferiores a 16,0 x 10%ml, a camara de Makler
superestimou as contagens do hemocitdmetro de Neubauer em uma média de
20,08%, enquanto na faixa de 16,0 a 40,0 x 105/ml, a camara de Makler apresentou
superestimacao de concentracdo de em média 6,71%. Para concentragcdes maiores
a diferenca percentual foi mais proxima de zero, com superestimacido nao
significativa de 2,69% e 1,46% para a faixa de 40,0 a 80,0 x 10%ml e para
concentragbes superiores a 80,0 x 10%ml, respectivamente. Alguns outliers
(diferengas fora dos limites de concordancia) podem ser observados nos graficos de
Bland e Altman. Esses erros de medicdo ocorreram uniformemente nas diferentes

faixas de concentracado de espermatozoides.
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Figura 17 — Graficos de Bland e Altman para determinagéo de diferentes subdivisées de
concentracao de espermatozoides de pelo hemocitdmetro de Neubauer e pela camara de Makler
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4DISCUSSAO

108/ml e (D) > 80 x 108/ml.

O aumento da concentracido de espermatozoides influencia o tempo de
gravidez até o valor de 55,0 x 108/ml (SLAMA et al., 2002). Portanto, a determinagéo

da concentragao de espermatozoides possui um valor clinico importante. O manual

de laboratorio da OMS para exame e processamento do sémen humano descreve

minuciosamente a melhor maneira de avaliar a concentragcdo de espermatozoides

(WHO, 2021), no entanto, muitos laboratdrios que incluem a andlise de sémen em
sua rotina sofrem com a falta de padronizagdo (BJORNDAHL et al., 2016). Assim, a

determinacao correta da concentracdo é fundamental em um cenario clinico, uma
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vez que uma avaliacdo imprecisa pode levar a erros diagnosticos e selegao
equivocada da estratégia de seguimento do paciente (DARDMEH; HEIDARI;
ALIPOUR, 2021; PENG; ZOU; LI, 2015).

A camara de Makler foi introduzida pela primeira vez em 1978 como um
alternativa para facilitar a contagem de espermatozoides (MAKLER, 1978). Desde
entdo, a camara de Makler foi incorporada por muitos laboratérios de andrologia.
Estudos realizados no Brasil relacionados a avaliacdo da qualidade do sémen
relataram o uso da camara de Makler (BORGES et al., 2015; GLINA et al., 2010;
PASQUALOTTO et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2020). Alvarez e colaboradores
(2005) relataram que 100% dos laboratérios que participaram de um programa de
controle da qualidade de andlise do sémen realizado na Espanha utilizavam a
camara de Makler em 1998. Ao final do periodo da pesquisa em 2002, 67,5% dos
laboratérios permaneceram utilizando a camara de Makler, enquanto 32,5% adoram
0 uso do hemocitémetro de Neubauer (ALVAREZ et al., 2005). De forma similar, o
uso da camara de Makler manteve-se estavel na China ao longo dos anos com
33,0% dos laboratérios de andrologia usando a camara em 2009 e 37,0% em 2020
(WANG et al., 2022). Por outro lado, 15 anos de experiéncia belga com avaliagao
externa da qualidade viram uma diminui¢cao de 12,0% para 5,0% do uso da camara
de Makler, enquanto o uso do hemocitémetro de Neubauer aumentou de 32,0% para
68,0% entre 1997 e 2012 (PUNJABI et al., 2016). A sexta edi¢do do manual da OMS
para analise de sémen recomenda o uso do hemocitdbmetro de Neubauer e
menciona que outras camaras podem ser usadas, mas precisam ser primeiro
validadas (WHO, 2021). Portanto, é essencial que os métodos de determinacéo da
concentracdo de espermatozoides sejam precisos e acurados e que praticas
internas de garantia da qualidade sejam implantadas.

Conclusbes sobre a garantia da qualidade na determinacdo de
espermatozoides entre 0 hemocitdmetro de Neubauer e a camara de Makler ndo sao
unanimes. Uma investigagdo comparando a contagem de espermatozoides entre o
hemocitdbmetro de Neubauer e a camara de Makler de 112 ejaculados de homens
férteis revelou que ambas as camaras eram comparaveis, produzindo valores
médios de concentracao semelhantes (CARDONA-MAYA; BERDUGO; CADAVID,
2008). Em outro estudo, foi detectado maior confiabilidade para a camara de Makler
quando comparado ao hemocitdmetro de Neubauer e a camara de Horwells, com

CV de 5,9%, 9,7% e 7,1%, respectivamente. Os autores recomendaram a camara de
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Makler porque esta forneceu valores de concentracédo intermediarios, enquanto o
hemocitdbmetro de Neubauer teria subestimado e a caémara de Horwells teria
superestimado a contagem de espermatozoides (IMADE et al., 1993). No entanto,
ndo ha garantia de que os valores intermediarios encontrados com a cédmara de
Makler nesse estudo fossem os resultados corretos e tanto a camara de Makler
como a de Horwells poderiam estar superestimando a verdadeira concentragdo de
espermatozoides. Uma maneira de corrigir esse problema é medindo concentragdes
conhecidas de espermatozoides ou medindo esferas de latex com concentragdes
conhecidas disponiveis comercialmente.

Em nosso estudo, esferas de latex de concentragbes conhecidas foram
empregadas para comparar a precisao e a acuracia do hemocitémetro de Neubauer
e da camara de Makler, que séo instrumentos comumente utilizados na avaliacao de
concentracdo de espermatozoides. Foi possivel inferir que as medi¢cdes obtidas na
camara de Makler superestimaram as concentragdes de esferas de latex em maior
proporcdo quando comparado ao hemocitbmetro de Neubauer para todas as
concentragdes investigadas. De maneira semelhante, suspensdes padronizadas de
esferas de latex foram contadas manualmente no hemocitdmetro de Neubauer e na
camara de Makler em outro estudo. As contagens de esferas obtidas com o
hemocitdbmetro ndo foram estatisticamente diferentes daquelas determinadas por
contagem eletrénica de particulas, enquanto as contagens obtidas com a camara de
Makler foram 62% maiores (GINSBURG; ARMANT, 1990). Nao encontramos uma
diferenga das concentragdes alvo dessa magnitude com analise utilizando a camara
de Makler em nossa investigacdo. A maior diferenca observada foi de
superestimacao de 38% durante a contagem da suspensao estoque nao diluida de
5,0 x 108/ml de esferas de latex.

Observamos que o hemocitdmetro de Neubauer foi mais preciso do que a
camara de Makler, com CV variando de 3,01% a 6,67%, enquanto para a camara de
Makler o CV variou de 8,46% a 25,7%. Semelhante aos nossos resultados, um
programa externo de garantia da qualidade na Australia encontrou um CV de 14,6%
para o hemocitdmetro de Neubauer, menor do que o observado para a camara de
Makler (24,1%). A camara de Makler também superestimou as concentracdes de
esferas de latex com um viés relativo de 17%, enquanto o hemocitbmetro de
Neubauer subestimou as contagens, com viés relativo de - 2,8% (ZUVELA,

MATSON, 2020). Ao invés de implementar esferas de latex, um estudo avaliou
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contagens repetidas de amostras de sémen. Nesse estudo, o hemocitbmetro de
Neubauer demostrou CV menor (8,50%) do que o obtido pela cdmara de Makler
(13,1%) (BAILEY et al., 2007). Johnson e colaboradores (1996) fizeram comparagao
entre analise manual e analise de sémen assistida por computador (CASA, do inglés
computer-assisted sperm analysis) de esferas de latex. Eles observaram que a
camara de Makler superestimou significativamente a concentragcdo de esferas de
latex durante as contagens manuais bem como pelo sistema CASA, ja o
hemocitdmetro subestimou a concentracdo média de esferas, porém a diferenga néo
foi significativa (JOHNSON; BOONE; BLACKHURST, 1996). Da mesma maneira,
outro estudo observou 0 mesmo padrdo para ambas as camaras, mas os autores
recomendaram o hemocitdmetro de Neubauer por apresentar o menor CV (7,1%)
(MAHMOUD et al., 1997). Dessa forma, nossos achados reafirmam o hemocitdmetro
de Neubauer como o método preciso e acurado para medigao de concentragao.

A variagao entre as medidas realizadas no hemocitdmetro de Neubauer e na
camara de Makler pode ser atribuida a diferenca na profundidade entre as camaras
e por erro de amostragem. Enquanto o hemocitdbmetro de Neubauer tem uma
profundidade de 100 um, a cdmara de Makler tem uma profundidade de 10 um.
Dessa forma, pequenas alteragdes por posicionamento inadequado da laminula
resultariam em maiores diferengcas na camara mais rasa. Além disso, quando 200
esferas sdo contadas em toda a camara de Makler, a concentragao calculada é de
20,0 x 108/ml, portanto, para valores de concentracdo abaixo desse limite, menos de
200 esferas serao contados, o que aumenta o erro de amostragem (PETERS;
ZANEVELD; JEYENDRAN, 1993; WHO, 2021). Esse fenbmeno foi observado em
nosso estudo, no qual concentragbes alvo de até 10,0 x 105/ml apresentaram
maiores valores de CV e de viés relativo e essas diferengas foram amenizadas com
0 aumento da concentragao.

Atrasar a aplicagdo da laminula da camara de Makler também pode ser um
potencial fator de erro, pois as contagens tendem a aumentar progressivamente
quanto mais tempo for levado para aplicar a laminula (MAKLER, 1980). Cuidado foi
tomado em nosso estudo para aplicar a laminula imediatamente apds a pipetagem
da amostra. Além disso, o meio utilizado para suspender as esferas de latex também
deve ser levado em consideragédo. Matson e colaboradores (1999) observaram que o
PBS nao fisioldgico foi a pior escolha porque as esferas assentam muito rapido na

camara de Makler, resultado em superestimacgao, enquanto a diluicdo com soro ou
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plasma seminal permite que as esferas se depositem mais devagar nos primeiros 10
segundos (MATSON et al., 1999). Mahmoud e colaboradores (1997) também
demostraram que misturar a suspensao de esferas de latex com plasma seminal
leva a uma estimativa correta de concentracdo (MAHMOUD et al., 1997).

Em nosso estudo, diluimos a suspensao estoque de esferas de latex com
PBS. Também diluimos todas as suspensdes na propor¢ao de 1:2 com agua,
plasma seminal e um crioprotetor utilizado durante o congelamento do sémen. A
diluicdo com PBS apresentou os piores indices de precisdo e acuracia no estudo
para andlise na camara de Makler. Os valores médios também foram
significativamente diferentes das medidas realizadas no hemocitdmetro de Neubauer
para as suspensdes de 5,0 x 10%/ml, 10,0 x 10%/ml e 15,0 x 10%/ml também diluidas
com PBS. As avaliagbes com a camara de Makler de suspensdes diluidas em agua
e crioprotetor também apresentaram médias estatisticamente diferentes das
avaliagdes com o hemocitdbmetro de Neubauer para as concentragdes alvo de 5,0 x
10%ml, 10,0 x 10%ml e 25,0 x 108/ml. Em concordancia com os demais estudos
(MAHMOUD et al., 1997; MATSON et al., 1999), a avaliacdo na camara de Makler
com suspensodes de esferas de latex diluias com plasma seminal foi a Unica a néo
apresentar diferenca estatistica com as medidas realizadas no hemocitdbmetro de
Neubauer até a concentragdo alvo de 25,0 x 10%/ml, embora os CV ainda tenham
sido inaceitavelmente altos. Observamos também que para a concentragao alvo de
50,0 x 108/ml, nenhuma diferenca foi encontrada entre as camaras para suspensoes
de esferas diluidas e nao diluidas.

Além das analises de precisdo e acuracia para o hemocitbmetro de
Neubauer e a camara de Makler com o emprego de esferas de latex, analise de
concordancia entre as duas camaras também foi realizada com as amostras de
sémen do estudo. A diferenca média entre os dois métodos determinada no grafico
de Bland e Altman foi de - 1,51 x 108/ml, mostrando que a camara de Makler
superestimou a concentragdo espermatica em relacdo ao hemocitbmetro de
Neubauer ao longo das medigdes. Comparativamente, um estudo constatou que nao
houve diferenga significativa entre as concentracbes médias de espermatozoides
com ambas as camaras, porém apos subdivisdo das concentragdes de
espermatozoides, foi observado diferengca significativa no grupo com
oligozoospermia com superestimagdo das contagens pela cadmara de Makler
(MARCHLEWSKA et al., 2010).
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Bailey e colaboradores (2007) observaram que a cadmara de Makler mostrou
concordancia pobre com o hemocitdmetro de Neubauer, com tendéncia a
superestimar a contagem de espermatozoides. O grupo relatou que a camara de
Makler superestima o hemocitdmetro de Neubauer em maiores propor¢des a medida
que a concentragcdo de espermatozoides aumenta (BAILEY et al., 2007). Em nosso
estudo observamos o contrario. Verificamos que as diferengas em valores absolutos
(108/ml) de fato aumentaram com o aumento da concentragdo espermatica, porém
um efeito funil foi observado no grafico. Bland e Altman sugerem que os dados
devem ser transformados nesses casos, caso contrario os limites de concordancia
serdao mais amplos do que o necessario para valores de concentragao baixos e mais
estreitos do que deveriam ser para valores mais altos de concentracdo (BLAND;
ALTMAN, 1999).

Optamos por transformar os dados em diferengas percentuais porque os
resultados seriam mais faceis de serem interpretados. Observamos que a camara de
Makler superestimou a concentracdo de espermatozoides com um viés médio de -
7,99% quando comparada ao hemocitbmetro de Neubauer. A superestimacgao
ocorreu em maior proporgao para valores de concentracdo mais baixos quando
comparados a valores de concentragao mais altos, o que foi confirmado por analise
de regressao linear. Em seguida, analisamos diferentes faixas de concentracdo de
espermatozoides para determinar a magnitude com que a cadmara de Makler
superestimou cada uma das diferentes faixas. Diferenca sistematica foi encontrada
entre as camaras quando foram avaliadas faixas de concentracao inferiores a 40,0 x
10%/ml. Limites de concordancia amplos foram encontrados para avaliagdo de
concentragbes inferiores a 16,0 x 10%ml, especialmente para casos de
oligozoospermia grave (concentragdo espermatica inferior a 5,0 x 10%/ml). Como as
faixas mais baixas de concentracdo de espermatozoides, especialmente aquelas
proximas ao limite de referéncia, sdo as mais importantes para as decisdes clinicas,
uma determinagéo precisa é fundamental. Ao contrario da analise com esferas de
latex, no qual diluicdo com plasma seminal diminuiu a diferenga entre as duas
camaras, nao observamos esse mesmo comportamento na analise com amostras de
sémen para concentracbes mais baixas. Isso provavelmente se deve porque na
diluicio das esferas de latex, plasma seminal foi separado de um unico participante
e utilizado em todas as diluicbes. Ja& na analise de amostras do estudo, a

heterogeneidade inerente a cada amostra de sémen associada a maiores erros de
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amostragem em amostras de baixa concentragdo pode ter contribuido para gerar
maior discrepancia.

Analise de concentracdo de espermatozoides pelo hemocitbmetro de
Neubauer também apresentara algum grau de erro analitico, seja pela viscosidade e
heterogeneidade inerente ao sémen ou mesmo pelas etapas de diluicdo que nao
sao necessarias para a avaliagdo na camara de Makler. Utilizamos pipetas de
deslocamento negativo em nosso estudo porque ndo tinhamos disponiveis em
nosso laboratério as pipetas de deslocamento positivo recomendadas pelo manual
da OMS (WHO, 2021). Observamos que amostras com alta viscosidade néao
influenciaram nossos resultados e a eliminacdo dessas amostras nao erradicou a
diferenga sistematica entre o hemocitdmetro de Neubauer e a camara de Makler
para concentragdes espermaticas inferiores a 40,0 0 x 108/m.

Boa concordancia entre o hemocitdmetro de Neubauer e a camara de
Makler foi encontrada para valores de concentracao espermatica superiores a 40,0 x
10%/ml em nosso estudo, com diferencas médias mais proximas de zero e limites de
concordancia mais estreitos. Como a maioria das determinagcdes de concentracao
de espermatozoides de homens da populagdo geral deve render resultados
superiores a 40,0 x 10%/ml (LEVINE et al., 2022), ndo deve haver grande impacto
nos resultados de laboratérios que preferem a camara de Makler se esses
laboratérios realizarem espermogramas somente em homens potencialmente nao
inférteis, como homens jovens selecionados para o servigo militar, por exemplo. No
entanto, essa ndo € a realidade da maioria dos laboratérios de andrologia, pois
geralmente séo focados na avaliagao de homens em investigagao de infertilidade e a
maioria dos problemas de infertlidade em homens estd associada a baixas
concentragbes de espermatozoides (KUMAR; SINGH, 2015; LEAVER, 2016). Dessa
forma, se valores de concentragéo inferiores a 40,0 x 10%/ml forem detectados pela
camara de Makler, a avaliagdo com o hemocitbmetro de Neubauer deve ser
realizada para garantir que os resultados sejam acurados e precisos.

Uma limitagdo na comparacdo entre o hemocitdbmetro de Neubauer e a
camara de Makler foi a utilizagdo de pipetas de deslocamento negativo para as
analises. Pipetas de descolamento positivo sdo recomentadas para a transferéncia
de amostras viscosas. Nao observamos diferenca quando separamos as amostras
mais viscosas da analise, porém idealmente a analise deveria ter sido realizada

comparando as duas formas de pipetagem diretamente.
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5CONCLUSAO

O uso de suspensdes padronizadas de esferas de latex disponiveis
comercialmente se mostrou adequado para avaliar a qualidade da medicdo de
dispositivos de contagem de espermatozoide. As estimativas no hemocitbmetro de
Neubauer foram mais precisas e acuradas do que na camara de Makler, mostrando
mais consisténcia entre as contagens e resultados mais proximos das
concentracdes alvo, respectivamente. Além disso, medidas com a camara de Makler
mostraram maior grau de superestimacdo quando comparadas com as
determinagdes no hemocitdbmetro de Neubauer. Avaliagdes na camara de Makler
com suspensdes de esferas de latex diluidas com plasma seminal apresentaram
resultados mais proximos dos estimados no hemocitometro de Neubauer até a
concentragéo alvo de 25,0 x 10%/ml. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada
entre os métodos na avaliacdo de suspensdes de esferas de latex nao diluidas ou
diluidas para a concentragdo alvo de 50,0 x 10%/ml.

Na avaliagdo com amostras de sémen, a concordéncia entre o
hemocitdbmetro de Neubauer e a camara de Makler foi ruim para valores de
concentragédo espermatica inferiores a 40,0 x 108/ml, com maior discrepancia para
amostras com oligozoospermia. A avaliagcdo de concentragao de espermatozoides
com a camara de Makler apresenta risco de superestimar os resultados e embora a
qualidade da medicdo tenha melhorado gradualmente para valores de
concentragcdes mais altos, a camara de Makler se mostrou um substituto ruim para o
hemocitdmetro de Neubauer para avaliagcdo de amostras de baixa concentragao.
Laboratérios de andrologia devem estabelecer claramente qual método esta sendo
empregado para a avaliagdo da concentragdo de espermatozoides para que o
clinico possa ser informado sobre a incerteza da medida com a camara de Makler
durante a investigacao de infertilidade masculina.
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CONCLUSOES GERAIS

Alguns aspectos de habitos de vida como relato de cirurgia pélvica,
depressao, uso por mais de 5 horas de telefone celular, varicocele e sintomas
graves ou hospitalizagao por COVID-19 foram associados ao prejuizo de parametros
espermaticos. Maior dano a integridade da cromatina espermatica foi associada a
reducdo de concentracdo de espermatozoides, enquanto amostras com menor dano
da cromatina apresentaram concentracdo estavel apds trés horas tanto em estufa
como em geladeira. Além de testes de rotina, a avaliagcdo de dano a integridade da
cromatina com azul de toluidina pode ser um método alternativo simples e barato
para avaliar a capacidade funcional de espermatozoides. Por fim, a camara de
Makler € um substituto ruim para determinar a concentragcdo espermatica e as
medigbes apresentam maior precisdo e acuracia com o hemocitbmetro de

Neubauer.
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ANEXO A — CARTAZ DE DIVULGAGAO DO PROJETO
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VENHA FAZER SEU
ESPERMOGRAMA

CONVIDAMOS HOMENS ACIMA DE 18 ANOS PARA PARTICIPAR DO
PROJETO DE PESQUISA DE DOUTORADO DO PROGRAMA DE POS
GRADUAGAO EM CIENCIAS MEDICAS DA UFSC E FAZER A ANALISE
DO SEMEN DE FORMA GRATUITA

Nos dultimos 50 anos houve um declinio de 50-60% nas
contagens de espermatozoides da populacdo masculina.
Fatores hormonais, testiculares ou obstrutivos podem levar a
infertilidade, porém em cerca de 15% dos casos nao ha uma
causa aparente. Felizmente, mudanc¢as nos habitos de vida e
tratamentos adequados podem melhorar a qualidade do
sémen. Faca o0 espermograma e avalie sua saude e a saude de
seus espermatozoides.

Contato

P projetoespermogramaufscegmail.com I ACI T
L) (48) 988659042

LABORATORIO DE CITOLOGIA CLIiNICA - UFSC
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ANEXO B - QUESTIONARIO DE DADOS DEMOGRAFICOS E HABITOS DE VIDA

Numero do protocolo:

Data:
Data de nascimento: Idade:
Peso: Altura:
Estado civil: ( )solteiro ( )casado

Escolaridade: ( ) ndo possui
() ensino fundamental incompleto ( ) ensino fundamental completo
() ensino médio incompleto () ensino médio completo

() ensino superior incompleto () ensino superior completo

Estado do Brasil onde nasceu:

Estado do Brasil onde mora atualmente:

Se fuma, qual o numero

A ” . N
Vocé é fumante? ( )sim ( )néao de cigarros por dia?

Se fuma, teve inicio com qual idade?

Se sim, com qual frequéncia?
Vocé consome bebidas alcodlicas? | ( )1 veznasemana
() 2vezes nasemana
( )sim ( )ndo (  )de 3 a4 vezes nasemana
(

) 5 ou mais vezes na semana

Se consome bebidas alcodlicas, teve inicio em qual idade?

Com qual frequéncia vocé faz uso de | ( ) menos de 5 horas por dia

celular? () mais de 5 horas por dia

O celular fica normalmente no bolso da calga? ( )sim ( )nao
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Nao pratico exercicios fisicos

)
R R ) 1 a 2 vezes por semana
Com qual frequéncia vocé pratica
. ) 3 a 4 vezes por semana
exercicios fisicos?
) 5 a 6 vezes por semana

) 7 vezes por semana

Vocé tem ou teve alguma infecgao Se sim, qual(is)?

sexualmente transmissivel no ( )HIV/IAIDS ( ) sifilis () clamidia
ultimo ano? () herpes ( ) gonorreia ( ) hepatite B
( )sim ( )nado ( )outros

Vocé tem alguma doenga Se sim, qual(is)?

croénica? ( )diabetes ( )hipertensdo ( )asma

( )depressdo ( )colesterolalto ( ) artrite

( )sim ( )nao () outros

Esta fazendo uso de
algum medicamento? Se sim, qual(is)?

( )sim ( )nado

O medicamento é de uso continuo? ( )sim ( )néo

Vocé ja fez alguma cirurgia na regiao pélvica? ( )sim ( )néao

Vocé trabalha ou faz pratica de alguma das seguintes atividades de maneira constante (ao
menos duas vezes por semana)?

() Trabalho com agrotoxicos como herbicidas, fungicidas, inseticidas, bactericidas ou acaricidas
() Trabalho com metais pesados, como chumbo, mercurio, prata, cobre, zinco, etc.

() Trabalho em condi¢des de calor excessivo como cozinheiro, padeiro, fundidor de metais,
fabricante de vidro, mineiro, etc.

() Transporte por motocicleta

() Pratica de ciclismo

() Nao trabalho ou faco pratica de nenhuma das atividades acima

Vocé ja teve cancer? )
] . Se sim, qual tipo de cancer?
( )sim ( )nao

Se sim, qual tipo de cancer?

Vocé tem algum caso de

cancer na familia?
) Grau de parentesco: ( )mae () pai
( )sim ( )nao )
( )irmao(a) ( )avo(o)
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Vocé tem filhos?

( )sim ( )ndo Numero de filhos: Idade do ultimo filho:

Vocé ja passou mais de seis meses tentando ter filhos e nao teve sucesso?
( )sim ( )nao

Vocé ja se sentiu frustrado por tentar ter filhos e ndo conseguir?
( )sim ( )nao

Ja teve relato de problemas de infertilidade na familia (avds, pais, tios, irmaos)?
( )sim ( )nao

Teve COVID-19? Apenas responda sim se
realizou teste em laboratoério ou farmacia. Quando? Més/Ano:

( )sim ( )néo

Vocé apresentou sintomas graves ou internagées hospitalares por causa da COVID-19?

( )sim ( )nao

Vocé possui algumas das seguintes condig¢des clinicas?
() Varicocele (dilatagéo das veias que drenam o sangue testicular)

() Criptorquidia (os testiculos nao descem para a bolsa escrotal)
() Hipospadia (malformagéo congénita da genitalia masculina)
() Obstrugao no sistema de ductos que transportam o sémen

() Nao possuo nenhuma das condigbes citadas acima

Os parametros do espermograma podem sofrer alteragées biolégicas normais entre uma
coleta e outra. A atividade das glandulas sexuais acessorias e o tempo desde a ultima
atividade sexual podem ser responsaveis por variabilidade entre um mesmo individuo. Caso
algum de seus parametros do espermograma estejam abaixo dos valores de referéncia vocé
gostaria de ser contactado para uma segunda coleta para confirmagao do resultado?

( )sim ( )nao

Vocé acredita ter alguma condicao clinica que nao foi perguntada no questionario que possa
ter relagao com sua fertilidade?
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ANEXO C - ESCALA DE ESTRESSE PERCEBIDO

135

Vocé deve responder as perguntas marcando com um “X” a nota que mais

se adequa a sua percepcéo de estresse no ultimo més. As notas vao de 0 (menos

me identifico) a 4 (me identifico completamente).

z |20 (s 60| 9
Neste ultimo més, com que frequéncia 5 S5 R2>135 |3
’ q q 0 own |@® T | T
Y] o o | o ® o
’ Vocé tem ficado trise por causa de algo que 0 ’ 5 3 4
aconteceu inesperadamente?
Vocé tem se sentido incapaz de controlar as
2 o ) 0 1 2 3 4
cosias importantes em sua vida?
3 Vocé tem se sentido nervoso e “estressado”? 0 1 2 3 4
Vocé tem se sentido confiante na sua
4 - , 0 1 2 3 4
habilidade de resolver problemas pessoais?
Vocé tem sentido que as coisas estao
5 0 1 2 3 4
acontecendo de acordo com a sua vontade?
5 Vocé tem achado que nao conseguiria lidar 0 1 5 3 4
com todas as coisas que vocé tem que fazer?
Vocé tem conseguido controlar as irritagoes
7 . 0 1 2 3 4
em sua vida?
Vocé tem sentido que as coisas estao sob o
8 K o | 1 | 2| 3] 4
seu controle?
9 Vocé tem ficado irritado porque as coisas que 0 ’ 5 3 4
acontecem estao fora do seu controle?
Vocé tem sentido que as dificuldades se
10 | acumulam a ponto de vocé acreditar que nao 0 1 2 3 4
pode supera-las?
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ANEXO D - INVENTARIO DE EVENTOS DE VIDA ESTRESSANTES

Vocé deve responder as perguntas com SIM ou NAO para as situacdes que

vivenciou no ultimo ano:

Neste ultimo ano... Sim Nao

Vocé teve algum problema de saude que o impediu de
1 realizar alguma de suas atividades habituais (trabalho,
estudo ou lazer) por mais de um més?

Vocé esteve internado em hospital por uma noite, ou mais,

2 em razao de doenca ou acidente?

3 Faleceu algum parente proximo seu (pai, mae, cénjuge,
filho ou irmao)?

4 Vocé enfrentou dificuldades financeiras mais severas do
que as habituais?

5 Vocé foi forcado a mudar de casa contra sua vontade (por
exemplo, por aumento de aluguel)?

5 Vocé passou por algum rompimento de relagdo amorosa,

incluindo namoro, divorcio ou separagao?

Vocé foi assaltado ou roubado, isto €, teve dinheiro ou
7 | algum bem tomado, mediante uso ou ameaga de
violéncia?

8 | Vocé foi vitima de alguma agressao fisica?

Pagina 1de 1



ANEXO E — PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %foﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da qualidade de sémen humano no Brasil utilizando métodos de analise
padréo e coadjuvantes

Pesquisador: Alexandre Sherlley Casimiro Onofre

Area Tematica: Reprodugdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriacéc e fatores que afetam a salde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa" todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reproducgéo Humana que ndo necessita de anélise ética por parte da CONEP;);

Verséo: 2

CAAE: 19806819.1.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.707.913

Apresentacdo do Projeto:

O presente projeto, “Avaliacdo da qualidade do sémen humano no Brasil utilizando métodos de analise
padrdo e coadjuvantes” trata de um projeto de pesquisa envolvendo o Programa de poés-graduacéo em
Ciéncias Médicas, o Programa de pds-graduacdo em Farmécia e o curso de graduacio em Farmacia da
UFSC. Assina a folha de rosto como pesquisador responséavel, o pesquisador Alexandre Sherlley Casimiro
Onofre. Conforme explicado pelos pesquisadores, problemas de fertilidade vem se tornando cada vez mais
frequentes entre casais no mundo. Parte desses problemas de fertilidade pode ser atribuido a reducéo
assustadora da qualidade do sémen ao longo dos ancs em paises ocidentais. No Brasil, poucos estudos
avaliam a qualidade do sémen, pertanto, estudos prospectivos representativos sédo necessarios para
confirmar esse declinio na qualidade do sémen, além de elucidar os possiveis fatores associados a esse
fenédmeno na populacdo brasileira.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a qualidade do sémen humano no Brasil utilizando métodos padréo, testes rapidos e

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairre: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOFPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep propesq@contato ufsc br
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Continuacio do Parecer: 3.707.913
coadjuvantes.

Objetivo Secundario:

- Identificar a prevaléncia de resultados alterados de espermograma na populacéo adulta saudavel.

- Comparar os parametros espermaticos do sémen de homens saudaveis e ndo saudaveis.

- Verificar a eficacia de testes rapidos para a analise de concentracéo e de motilidade em comparacédo com
o método padréo.

- Avaliar o dano ao DNA dos espermatozoides dessas populacdes.

- Avaliar o estresse oxidativo no sémen.

- Identificar a presenca de HPV no sémen dos homens estudados.

- Aplicar questionarios epidemiolégices a fim de identificar fatores adicionais que podem contribuir com a
reducdo da qualidade do sémen nessas populagdes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os autores:

Riscos: Os riscos com essa pesquisa sdo minimos, sendo o participante pode se sentir desconfortavel ao
coletar a amostra de sémen em um ambiente laboratorial e/ou ao responder alguma pergunta de um

questionario epidemiologico.

Beneficios: Este estudo trard beneficios diretos para os participantes, os quais terdo informacdes quanto
aos pardmetros do seu sémen, possibilitando o encaminhamento para profissionais especializados em caso
de resultados alterados. O estudo também proporcionara dados representativos da populacéo brasileira,
uma vez que os limites de referéncia estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude e utilizados no
Brasil sdo originados de dados da populacdo norte americana e europeia, que ndo necessariamente
representam a realidade do Brasil.

Comentérios e Considera¢des sobre a Pesquisa:

Pode contribuir para o conhecimento generalizavel sobre o tema.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:
Adequados

Recomendacdes:
- Incluir o Dr. Henrique Peres Rocha na equipe da pesquisa na Plataforma Brasil.

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 83.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesg@contato.ufsc.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Rrad ™

- Considerando que todas as pendéncias apontadas em parecer anterior foram atendidas, este CEP & de

parecer favoravel a aprovacéo da pesquisa.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Investigador

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/10/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1418722.pdf 15:02:28
Qutros cartarespostacep.pdf 29/10/2019 |Ane Francyne Costa | Aceito
15:00:51

Declaracéo de declaracaodrhenrique.pdf 29/10/2019 |Ane Francyne Costa | Aceito

Pesquisadores 14:52:20

TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 29/10/2019 |Ane Francyne Costa | Aceito
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ANEXO F — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Médicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. estd sendo convidado como voluntario a participar da pesquisa “Avaliacdo da
qualidade de sémen humano no Brasil utilizando métodos de analise padrao e coadjuvantes” a
ser desenvolvida na Universidade Federal de Santa Catarina sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Alexandre Sherlley Casimiro Onofre. O motivo que nos levou a este estudo ¢ a
preocupagdo com a redugdo da qualidade da satide dos espermatozoides de homens ocidentais
ao longo dos ultimos anos e nosso objetivo ¢ identificar as carateristicas do sémen de homens
de nossa regido brasileira. Além disso, pretendemos avaliar testes rapidos comerciais para a
identificacao de problemas relacionados a parametros espermaticos, uma vez que estes t€ém o
potencial de facilitar o acesso e tornar menos custosa a identifica¢do inicial de problemas
relacionados a fertilidade masculina. Nesse estudo pretende-se avaliar parametros obtidos a
partir da anélise de seu sémen utilizando algumas metodologias tais como a visualizagdao
microscopica para determinacdo de concentracdo, motilidade, vitalidade e morfologia de seus
espermatozoides, além da anélise de dano ao DNA, estresse oxidativo, presenca de HPV e a
aplicacdo de testes rapidos comerciais para analise de parametros espermaticos.

Essa pesquisa serd realizada com participantes do sexo masculino de fertilidade
desconhecida e com homens em investigacdo de infertilidade conjugal. A coleta de sémen
serd realizada no laboratorio de andlises clinicas do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC). Nao participardo da pesquisa homens que declararem
possuir alteracdes genéticas e/ou estruturais do sistema reprodutor masculino que
comprometam a produgdo e/ou ejaculacdo de sémen e homens com menos de 18 anos.

Assinando este termo, o Sr. concorda em participar deste estudo que consistird em
coletar uma amostra de sémen por ejaculagdo apds abstinéncia sexual de 2 a 7 dias e
responder a um questiondrio auto-aplicado sobre seus habitos de vida e comportamento
sexual. O Sr. fornece acesso ao seu material (amostra de sémen) e também as informagdes que
estardo no seu prontuario médico, caso seja encaminhado e atendido por um médico que trata
da satide do homem. A sua amostra de sémen sera utilizada para realizar o teste de
espermograma, analise de dano ao DNA, analise de estresse oxidativo, presenca de HPV e
andlise por testes rapidos no sémen. A coleta do material e o preenchimento do questionario
terdo uma dura¢ao de mais ou menos 20 minutos.

Se for identificada alguma alteracdo em seus pardmetros espermaticos o Sr. recebera
um documento de encaminhamento para a especialidade médica de urologia que podera ser
utilizado para agendar sua consulta na unidade basica de saude (UBS) mais proxima de sua
moradia ou em uma clinica de sua preferéncia.
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Os riscos com essa pesquisa sdo minimos, sendo que o Sr. pode se sentir
desconfortavel ao coletar a amostra de sémen em um ambiente laboratorial e/ou ao responder
alguma pergunta do questionario. O Sr. tem a garantia que receberd respostas ou
esclarecimentos a todas as suas perguntas sobre os assuntos relacionados a pesquisa, por meio
do contato com os pesquisadores. O Sr. ndo terd nenhuma despesa decorrente desta pesquisa,
nem recebera qualquer vantagem financeira e tem a liberdade de retirar seu consentimento a
qualquer momento, sem qualquer represalia/prejuizo. Os pesquisadores declaram que
cumprirdo as exigéncias contidas na Resolugdo CNS 466/2012 (especialmente nos itens V.3
e IV.4), que o sigilo/privacidade dos participantes serd garantido durante todas as etapas da
pesquisa, inclusive na divulgacdo dos resultados. Os pesquisadores tomardo todas as
providéncias necessarias para manter o sigilo de seus dados e mostrardo apenas os resultados
obtidos como um todo, sem revelar seu nome ou qualquer informagao relacionada a sua
privacidade. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo quando finalizada.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em 2 (duas) vias, sendo que uma
copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a voceé.

Duvidas sobre a pesquisa envolvendo principios éticos poderdo ser questionadas
diretamente a pesquisadora Ane Francyne Costa ou ao Comité de Etica em Pesquisa da UFSC
localizado no prédio Reitoria II, 4°andar, sala 401, localizado na Rua Desembargador Vitor
Lima, n° 222, Trindade, Floriandpolis. Telefone para contato: 3721-6094.

Eu, ,
portador do RG/CPF , concordo em participar desta pesquisa,
bem como com a utilizacdo dos dados coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha
identificagdo, conforme normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos. A
minha participacdo ¢ voluntdria podendo ser suspensa a qualquer momento. Pelo presente
consentimento, declaro que fui esclarecido sobre a pesquisa a ser realizada, de forma
detalhada, livre de qualquer constrangimento e obrigacao, e que recebi uma copia deste termo,
assinada pelos pesquisadores.

Florianopolis, de de

Assinatura do participante

Dr. Alexandre Sherlley Casimiro Onofre Me. Ane Francyne Costa
Responsavel pela Pesquisa Pesquisadora Participante
(48) 3721-3474 (48) 98865-9042
e-mail: asonofre@hotmail.com e-mail: projetoespermogramaufsc@gmail.com
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