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Infertilidade




Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a infertilidade
é definida como a incapacidade de conceber apds 12 meses ou
mais de relagcdoes sexuais vaginais regulares sem o uso de
contraceptivos

4 )
91,2 milhGes de pessoas com idades

entre 15 e 49 anos vivem com

infertilidade em todo o mundo
N J

Gurunath et al., 2011; Liang et al., 2025




CONTRIBUICAO PARA INFERTILIDADE

. Fatores
Pode ocorrer devido a masculinos

fatores masculinos, 30%

fatores femininos ou
uma combinacao dos
dois fatores

Fatores
femininos
30%

Agarwal et al., 2015
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Infertilidade masculina

Existe uma preocupacao crescente de que a qualidade do
sémen humano esta em declinio
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A contagem de espermatozoides esta diminuindo em ritmo acelerado em todo o mundo

2017 PAPER

K

2022 PAPER

101 mill/ml 49 mill/ml
(1973) (2018)

® >1972
® >2000

-1.16% per year

N -2.64% per year

Levine et al., 2022




Taxa de prevaléncia de infertilidade masculina Variacao percentual anual estimada na taxa de
padronizada por idade por 100.000 habitantes, 2021 prevaléncia de infertilidade masculina, 1990-2021
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Liang et al., 2025




Causas de infertilidade masculina

Testiculares j— 30 -40%

Hormonais }— 20 - 30%

Fatores mais
COINUAS Obstrutivos }— 10 - 20%

Genéticos }— 10 - 15%

Gore et al., 2015




Fatores testiculares
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Varicocele Criptorquidia Hipospadia
Imagens: https://www.invitra.com/en/male-sterility/

Katz; Teloken; Shoshany, 2017




Fatores hormonais

Hipotalamo

Espermatogénese

Imagem: https://www.invitra.com/en/male-sterility/

Ring; Lwin; Kohler, 2016




Fatores obstrutivos

Imagens: https://www.invitra.com/en/male-sterility/

Katz; Teloken; Shoshany, 2017




Fatores genéeticos

Anomalias cromossdmicas — Sindrome de Klinefelter
(47,XXY)

Microdelecoes do cromossomo Y
Fibrose cistica

Mutacao no gene do receptor de androgeno

Ferlin: Arredi; Foresta, 2006




Fatores de risco idiopaticos (1/3 dos casos)
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Calor excessivo

S o

Celular Gordura saturada Estresse Infeccao

Agarwal et al., 2021




Espermograma




Analise de sémen

» Indicada em casos de infertilidade conjugal
» Avaliacao e controle do paciente vasectomizado

» Avaliacao de doencas testiculares e penianas sobre a
espermatogénese

» Investigacoes médico-legais

WHO, 2021




« Sémen normal — mistura de espermatozoides e secrecoes
provenientes dos testiculos e epididimos, 0s quais sao
misturadas durante a ejaculacao com secrecoes oriundas da
prostata, vesiculas seminais e glandulas bulbouretrais

« Composicao final — liquido viscoso que forma o ejaculado

WHO, 2021




Coleta do Material e Preparacao do Paciente

 Amostra deve ser coletada apos um periodo de abstinéncia
sexual de 2 a 7 dias

» Se abstinéncia sexual for superior a 7 dias — aumenta
numero de formas imaturas, de espermatozoides mortos e
volume do sémen

» Se abstinéncia sexual for inferior a 2 dias — diminui
volume do sémen e numero de espermatozoides

WHO, 2021




WHO, 2021

NAO utilizar lubrificante
ou preservativo

Higienizar MAOS e
PENIS com agua e
sabonete

Coletar por masturbacao
SEM perda de material

“Preplcio

Secar com papel toalha

Entregar o frasco no
laboratorio em até 1 hora




Exame Macroscopico

« Tempo de liquefacio
* Aspecto

* Volume

« Cor

* Viscosidade

. pH

WHO, 2021




Tempo de liquefagao e aspecto

* Imediatamente apos ejaculacao, o sémen forma um coagulo
gelatinoso e espesso, adquirindo aspecto heterogéneo, formando
coagulos para proteger espermatozoides do contato com pH
vaginal (3 a 6)

» Essa coagulacao é resultado da interacao de proteinas secretadas
principalmente pelas vesiculas seminais. As principais proteinas
envolvidas sao as seminogelinas | e |l

WHO, 2021




Tempo de liquefacdo e aspecto

 Liquefacao € o processo natural em que o coagulo gelatinoso se dissolve,
transformando o sémen em um liquido homogéneo € menos viscoso

O principal objetivo da liquefacao é liberar os espermatozoides do coagulo
para que eles possam ganhar motilidade total e migrar pelo trato reprodutor
feminino em direcao ao ovulo

« Aliquefacao é causada pela acao de enzimas proteoliticas (proteases), cuja
protease mais importante neste processo € a calicreina 3 (KLK3), mais
conhecida como Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

WHO, 2021




Tempo de liquefacdo e aspecto

* Tempo de liguefacao ocorre geralmente em menos de 20 minutos
em temperatura ambiente

 Prostatite (inflamacao da prostata) € a causa mais comum da nao
liguefacdo do sémen, ja que a prostata € a fonte da enzima PSA

 Amostra de sémen deve estar completamente homogénea antes
do exame microscopico

WHO, 2021




Tempo de liquefacdo e aspecto

 Amostra normal tem aparéncia homogénea e opalescéncia
acinzentada

« Essa aparéncia pode ser menos opaca, se a concentracao dos
espermatozoides for muito baixa

WHO, 2021




Tempo de liquefacdo e aspecto

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




Tempo de liquefacdo e aspecto

 Alteracdes no tempo de liguefacao ou auséncia da liquefacao
devem ser relatadas

* Presenca de grumos ¢ sinal de liguefacao incompleta, e pode
interferir na contagem e motilidade dos espermatozoides

 Amostras seminais normais, podem conter granulagoes
gelatinoides (corpos gelatinosos), os quais nao se liquefazem,
e aparecem nos periodos de abstinéncia sexual, devido a
diminuicao da motilidade dos tubulos seminiferos

WHO, 2021




Tempo de liquefacdo e aspecto

 Procedimento:

» Tempo de liguefacao deve ser feito imediatamente apos
ejaculacao cronometrando tempo

» OMS estabelece que tempo de liquefacao deve ser observado
em temperatura ambiente até 60 minutos apods coleta do sémen

WHO, 2021




Tempo de liquefacdo e aspecto

 Procedimento:

» Ocasionalmente, a amostra pode nao
liguefazer e nesse caso tratamento

adicional € necessario para tornar
amostra analisavel — deve-se agitar a
amostra em Vortéx, até se liquefazer

WHO, 2021




Volume

* Volume seminal final é diretamente proporcional a quantidade de
secrecao da prostata e das vesiculas seminais, ja que volume
proveniente dos testiculos e epididimo e reduzido

* Volume varia em um mesmo individuo em um curto espaco de tempo,
dependendo da frequéncia de coitos

* Procedimento: medir volume com proveta, pipeta graduada ou
pesando o frasco

WHO, 2021




Volume

| Pesagem antes e
004, 57, depois da coleta

Densidade proxima de 1 g/ml

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




Volume
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Hipospermia Normal Hiperespermia
<1,4ml 1,4ml a 5ml > 5ml

Imagem: https://www.invitra.com/en/male-sterility/

WHO, 2021
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Volume

* Volume normal: 1,4ml a 5ml

* Hipospermia: volume menor que 1,4ml
» Insuficiéncia ou auséncia de abstinéncia sexual

» Insuficiéncia vesicular (Clamydia ou Mycoplasma)

> Baixos niveis séricos de testosterona

WHO, 2021




Volume

» Hiperespermia: volume maior que 5,0ml|
» Abstinéncia sexual prolongada

» Afeccoes prostato-vesiculares, principalmente tumores malignos
ou benignos

* Aspermia: auséncia de ejaculacao
» Agenesias (auséncia de um orgao ou tecido)

» Ejaculacao retrograda

» Alteracoes no controle neuroldgico da ejaculacao

WHO, 2021




Cor

* Normalmente sémen € branco leitoso, branco opalescente ou
levemente acinzentada

* Presenca de piocitos em grande quantidade confere ao sémen cor
amarelada, enquanto que presenca de hemacias confere cor
avermelhada

WHO, 2021




Cor normal € branco
Ou cinza opalescente

Translucido
(oligozoospermia)

Vermelho acastanhado
(hemospermia)

Alaranjado (ictericia ou
medicamentos)

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




Branco Amarelo Ambar Vermelho Castanho
opalescente

WHO, 2021




Viscosidade Normal — Fio até 2 cm

Viscosidade aumentada — Fio superior a 2 cm

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




ol

Analise deve ser realizada
depois de 30 minutos apos
coleta e nao mais que 1 hora

N 7 s IR a1

e _ N
Valor Normal — 7,2 a 8,0 - & N mE
6 EEEEEENE

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




pH

* pH do sémen € alcalino, resultante da somatoria do pH alcalino da
secrecao vesicular e da secrecao prostatica levemente acida.
Predominancia da acidificacao ou alcalinizacao alteram motilidade
dos espermatozoides

* Deve-se manter frasco bem fechado, pois em contato com ar, pH
tende a elevar-se devido ao desprendimento de CO,, pela acao
da anidrase carbdnica, causando elevacao de pH de ate 9,0

WHO, 2021




Exame Microscopico

* Motilidade

* Vitalidade

« Contagem de espermatozoides

« Contagem de células redondas e hemacias
* Morfologia de celulas germinativas imaturas
* Morfologia dos espermatozoides

WHO, 2021




Motilidade

* Procedimento:
» Homogeneizar amostra em temperatura ambiente (20°C a
24°C)
» Colocar 10ul de sémen em lamina de vidro limpa e cobrir com
laminula de 22mm x 22mm

» Fazer 2 laminas (fazer média entre laminas)

» Procedimento tambem pode ser feito na camara de Makler

WHO, 2021




Motilidade

e Se numero de espermatozoides por campo variar consideravelmente
— indica que amostra nao esta homogeneizada

* Se numero de espermatozoides for muito pequeno — deve centrifugar
amostra

» Avaliacdo da motilidade, deve ser realizada até 60 minutos apos coleta,
observando espermatozoides em objetiva de menor aumento,
rastreando 4 a 6 campos para avaliar 100 espermatozoides obtendo a
porcentagem das categorias classificadas

WHO, 2021




Motilidade

A — motilidade progressiva rapida (25 pm/s)

B — motilidade progressiva lenta (de 5 a 25 ym/s)

C — motilidade nao progressiva (inferior a 5 pm/s)

D — espermatozoides imoveis

WHO, 2021




Motilidade

Espermatozoides avangam Nao avangam
NN AN

N N
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Motilidade Motilidade Motilidade nao
progressiva progressiva progressiva
linear nao linear

Imagem: https://www.invitra.com/en/male-sterility/

WHO, 2021




Motilidade

WHO, 2021



Motilidade

Motilidade progressiva > 30% A+B

» Astenospermia: espermatozoides tem baixa motilidade
» Astenospermia extrinseca: devido aumento da viscosidade

» Astenospermia intrinseca: nivel baixo ou ausente de frutose

WHO, 2021




Vitalidade

* Coloracao de eosina passa
somente atraves da membrana
plasmatica danificada de células
mortas

Em células viaveis a membrana
e Intacta

Imagem: LACIT —-UFSC

WHO, 2021




Avaliacao de Vitalidade

Procedimento:
» Misturar uma aliquota de 50 uyl de sémen com um volume igual de
suspensao de eosina-nigrosina e aguardar 30 segundos para fazer o
esfregaco

» Fazer leitura em imersao, contando 200 espermatozoides

» Espermatozoides vivos nao se coram (brancos), enquanto mortos coram-
se em rosea

» Resultado — % de espermatozoides vivos

WHO, 2021




Avaliacao de Vitalidade

Valor Normal — acima de 54% de espermatozoides vivos

Necrospermia — acima de 54% de espermatozoides mortos.
Pode ocorrer na deficiéncia de frutose

Observacao: neste esfregaco corado pela eosina-nigrosina €
possivel analisar morfologia dos espermatozoides vivos

WHO, 2021




Concentracao

Camara de Neubauer Exame microscopico inicial para
determinar a diluicao necessaria

Diluicdo com fixador para
Imobilizacao dos espermatozoides

ApOs a diluicao, os dois lados do
hemocitometro sao carregados

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




Concentracao

Camara de Neubauer
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Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




Concentracao

Camara de Neubauer

Tiefe B EERm B \NEUBAUEF

Depth {8 B IMPROVED

Profondeur . IR BRIGHTLINE
0,100mm §& "

0,0025mm? [ | QUALlVIDROS

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021




Concentracao

Camara de Neubauer

Imagem: LACIT — UFSC

WHO, 2021



Concentracao

Sao contados apenas espermatozoides maduros, com cauda

Ao menos 200 espermatozoides devem ser contados
Contagem deve ser feita em duplicata

Valor Normal — acima de 16.000.000/ml

WHO, 2021




Concentracao

Table 2.1 Sufficient volumes of ejaculates - final volumes of diluted sperm suspensions for adequate handling

Spermatozoa Spermatozoa
per *400 field per *200 field

> 800 1:50 (1 + 49)

Ejaculate (pl) Fixative (ul)

160-800 1:20(1+19)
b64-160 1:10(1+ 9)
8-64 1:5(1+4)

<8 1:2(1+1)

WHO, 2021



Concentracao

Table 2.4 Calculation of sperm concentration from sperm count

Number of large squares

Number of grids counted in each chamber
counted in each chamber

Correction factor values

1:2

20 40 100 200 300 400 200 600 700 800 700

1:3 8 16 40 80 120 160 200 240 280 320 360

1:10 4 8 20 40 60 80 100 120 140 160 180

1:20 2 20 60 10 80 70

1:50 24 28 32 36

WHO, 2021



Concentracao

Camara de Makler

 Banho-maria por 5 minutos

5 ul de amostra

o Apllcag’ao imediata &
da laminula &

S 1oum ae

C4, |NSTRY

Imagem: LACIT — UFSC

MAKLER, 1980




Concentracao
— WP d Ledpeilmd _ e

Camara de Makler

Imagem: LACIT —-UFSC

MAKLER, 1980




JBRA Assisted Reproduction 2024;28(2):215-223 . . .
doi: 10.59035/1518-0557.20240023 OI'IQIFIEI' artlcle

Agreement and internal quality assurance of the Neubauer
hemocytometer and Makler chamberfor human sperm concentration

determination

Ane Francyne Costa?!, Fabiana Botelho de Miranda Onofre?!, Alexandre Sherlley Casimiro Onofre!?

Department of Clinical Analysis, Federal University of Santa Catarina, Florianopolis, Brazil



Neubauer x Makler (amostras de sémen)

Método de contagem de Média IC 95% IC 95%
espermatozoides (10%/ml) inferior superior
212 58,5

Hemocitometro de Neubauer 57,3 :
Camara de Makler 212 58,8 58,4

n = numero de amostras; DP = desvio padrdo; IC = intervalo de confianca




Neubauer x Makler (amostras de sémen)

Grafico de Bland e Altman
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Neubauer x Makler (amostras de sémen)

Regressao linear
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Neubauer x Makler (amostras de sémen)

Comparacao de diferentes faixas de concentracao
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Neubauer x Makler (amostras de sémen)

Comparacao de diferentes faixas de concentracao
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Concentragao de espermatozoides de 40 a 80 (1 06lml) Concentragao de espermatozoides > 80 (106/ml)
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Diferencas determinadas com teste t. p < 0,05




Concentracao

Oligozoospermia — quando numero de espermatozoides € menor
que 16.000.000/ml

» Pode ser permanente
» periodica (confirmado através de espermogramas seriados,

com intervalo de 2 semanas, durante periodo de 3 meses)

Causas — infeccao do trato genital, anomalias cromossOmicas,
alteracoes hormonais e abstinéncia sexual

WHO, 2021




Concentracao

Azoospermia — auséncia de espermatozoide no sémen

Causas — mesmas que causam oligozospermia, alem de
obstrucoes biliares, agenesias gonodais € auséncia de celulas de

Sertoli

WHO, 2021




Contagem total

Concentracao (hemocitometro de Neubauer) x Volume

WHO, 2021




Células redondas e hemacias

« (Células germinativas, leucocitos e células epiteliais

 Mesmo procedimento para a contagem de espermatozoides
na camara de Neubauer

WHO, 2021




Células redondas e hemacias

WHO, 2021



Células redondas e hemacias
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Células redondas e hemacias
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Acrossoma

caveca | (@ @7 Morfologia

' ™ Ncleo

Peca intermediaria{

* Coloracao de Papanicolaou
 Formas normais (>4%)

« Defeitos em cabeca, peca
Intermediaria, cauda e excesso de
citoplasma residual

Imagem: LACIT —UFSC

WHO, 2021




Anomalias de cabeca Morfologia

Cabeca redonda Cabega amorfa
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Sem  Acrossoma — —
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Fusiforme Piriforme Macrocefalico Bicefalico

Microcefalico

Excesso de
Peca grossa Pecafina citoplasma residual
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Anomalias de
peca intermediaria
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Cauda curta

N
Anomalias de
cauda

“~4

v
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WHO, 2021




Morfologia

10 micrbmetros

Espermatozoides
normais

WHO, 2021
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Espermatozoides
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WHO, 2021
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WHO, 2021




Morfologia

Resultados da analise das caracteristicas morfologicas do
espermatozoide — Valor preditivo como determinante da
fertilidade

Numero médio de defeitos por espermatozoide — Indicador

importante da funcao espermatica tanto in vivo como in vitro

Espermatozoide morfologicamente anormal geralmente apresenta
multiplos defeitos

WHO, 2021
. ____.___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________




Morfologia

Valor de referéncia OMS (2010) > 4% normais

Teratospermia: % de espermatozoides normais abaixo dos limites
de referéncia

Causas: alteracoes na temperatura escrotal como varicocele e
hidrocele

WHO, 2021




Testes complementares

» Testes de funcao espermatica

 Elucidar problemas nao
identificados no espermograma
gque podem ser potenciais causas
da infertiidade masculina

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 = marcacao de "nicks" por dUTP-biotina
mediada por desoxinucleotidil transferase terminal.

AGARWAL et al., 2021

Testes complementares

Fragmentacao de DNA

¥

TUNEL, SCSA,
SCD e cometa

Espécies reativas de
oxigénio

-

Potencial de
oxidagao - redugao

Fungao mitocondrial

.

Potencial de membrana
mitocondrial

Teste de ligacao a
Zona pelucida

.

Ensaio hemizona

Reacgao acrossomal

-

Coloragao pelo FITC-PSA




human semen
Sizth Edition

Edl(}ées dO manual da OMS st
para exame e processamento
de sémen humano

WANG et al., 2022




Distribuicao de resultados de exame de sémen de homens em casais que iniciaram
uma gravidez natural dentro de um ano apds inicio de relacao sexual desprotegida

Parametro seminal

Volume (ml)

Concentragao (105/ml)

Contagem total (106 por ejaculado)
Motilidade total (a+b+c, %)
Motilidade progressiva (a+b, %)
Motilidade nao progressiva (c, %)
Espermatozoides imoveis (d, %)
Vitalidade (%)

Formas normais (%)

CAMPBELL et al., 2021; WHO, 2021

5,0
1,4
16
39
42
30
1

(IC 95%)
(1,3-1,5)
(15 — 18)
(35-40)
(40 — 43)
(29 — 31)
(1-1)
(19 — 20)
(50 — 56)
(3,9 — 4,0)

Percentil

25
2,3
36
108
55
45
4
30
69
8

50

3,0

66

210

64
55
8
37
78
14

75

4,2
110
363

73
63
15
45
88
23

83
71
26
53
95
32




Controle de
qualidade




Controle de qualidade

Essencial para garantir a confiabilidade e comparabilidade dos
resultados do espermograma

Controle interno: amostras de controle referéncia (comerciais) ou
recontagem de uma aliquota por um segundo analista ou em um
segundo dia para verificar a variabilidade intra e inter-analista. A
diferenca entre as contagens deve estar dentro de limites
estatisticamente aceitaveis

WHO, 2021




Controle de qualidade

Controle externo: avaliar a acuracia dos resultados do laboratorio
em comparagao com um padrao de referéncia externo e a
consisténcia com outros laboratorios

O programa externo envia ao laboratério amostras de sémen

liofilizadas, fixadas ou videos de motilidade/concentracao

A participacao regular no programa de controle externo e
fundamental para a acreditacao do laboratorio e garante que os
resultados dos pacientes sejam confiaveis no contexto global

WHO, 2021
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