RESUMO

Infertilidade masculina € uma das principais doencas que afetam a saude e a vida
social do homem. Estima-se que 7% dos homens no mundo enfrentam problemas de
fertilidade e as causas séo de origens diversas. Por outro lado, causas imunoldgicas
sd@o responsaveis por aproximadamente 10% dos casos de infertilidade conjugal,
sendo a quebra da barreira hemato-testicular e barreira imunolégica do epididimo e
glandulas acessorias em periodo pos-puberdade a mais evidente para producédo de
anticorpos anti-espermatozoide (ASA, do inglés anti-sperm antibodies). Infeccfes do
trato reprodutivo podem ser causadas pela flora natural ou por organismos
introduzidos durante o contato sexual, e séo classificados como doencas sexualmente
transmissiveis.

O funcionamento correto de todas as glandulas acessorias do trato reprodutor
masculino € necessario para que nao ocorram alteragdes no ciclo de maturacdo dos
espermatozoides e, ainda, infeccdo bacteriana crénica seminal pode gerar alteracdes
nos parametros seminais, resultando em diminuicdo do potencial fértil masculino. As
citocinas liberadas decorrente de resposta imunologica a um agente agressor induzem
alteracbes nestas barreiras responsaveis pela protecdo dos espermatozoides. A
autoimunidade espermética esta presente em até 35% da populacdo masculina e a
presenca destes anticorpos, ligados principalmente a cauda dos espermatozoides,

podem prejudicar o potencial fértil masculino.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO; 2002) estima que 80 milhdes de pessoas
ao redor do mundo apresentam problemas relacionados a infertilidade. De acordo com
a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM, do inglés AMERICAN
SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE; 2006), a infertilidade é considerada
uma doenca do sistema reprodutor, cujas funcbes nédo se encontram em estado
normal, que é constatada ap6s um periodo de doze meses de tentativa de concepc¢ao
sem sucesso, em que o casal manteve relacdes sexuais sem a utilizacdo de nenhum
método contraceptivo.

Em 30% dos casais que ndao conseguem engravidar, o homem €é o Unico
responsavel pela causa da infertilidade, sendo que causas femininas associadas as
masculinas ocorrem em 20% dos casos. Sendo assim, pode-se dizer que fatores
masculinos estdo presentes em cerca de 50% dos casais inférteis (THONNEAU et al;
1991). A presenca de infecgdo no trato genital masculino contribui para a diminuigao
da fertilidade uma vez que provoca sequelas temporarias ou permanentes nos 0rgaos
relacionados a reproducdo (HORNER et al; 2001). Sao definidas como a invaséo e
multiplicacdo de microrganismos nos tecidos do trato geniturinério, desde a uretra,
glandulas assessoras, epididimo até os rins, e estdo entre as doencas infecciosas
mais comuns na pratica clinica (HASENACK et al; 2004), por serem transmitidas por
contato sexual estas infec¢des sao classificadas como DST.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude as doencas sexualmente
transmissiveis (DST) sdo consideradas como um dos problemas de saude publica
mais comum em todo o mundo (WHO; 2013) e possuem um profundo impacto sobre
a saude sexual e reprodutiva. No Brasil, a incidéncia anual estimada das DST € de 10
a 12 milhdes de casos, sendo que em torno de 17% dos homens sexualmente ativos
declararam ter tido pelo menos um antecedente relacionado as DST (MINISTERIO
DA SAUDE; 2011).

Por outro lado, causas imunoldgicas sao responsaveis por aproximadamente 10%
dos casos de infertilidade conjugal (SINISI et al; 1993). Dentre as causas do
surgimento de anticorpos antiespermatozoides seminal, alguns fatores séo
considerados importantes, sendo a quebra da barreira hemato-testicular em periodo
pos-puberdade a mais evidente. Embora a fisiopatologia dos anticorpos
antiespermatozoides ainda ndo esteja totalmente esclarecida, sabe-se que a ligacéo

dos anticorpos aos espermatozoides afeta suas fungcdes por diferentes mecanismos.



Condicbes inflamatorias e infecciosas do sistema geniturinario masculino tém sido
constantemente discutidas como fator de risco para alteragbes nos parametros
seminais. Sendo a resposta inflamatoéria a primeira defesa do organismo a um dano
tecidual ou agente agressor, citocinas pro-inflamatérias produzidas a partir de
infeccbes bacterianas induzem alteragdes na permeabilidade da barreira hemato-
testicular, podendo alterar o potencial fértil masculino pela exposi¢do incomum dos
espermatozoides (WITKIN; 1998).

Frente a estas informacdes, compreender melhor a relacdo de infec¢cdes do
sistema reprodutor masculino com alteragdes nos parametros seminais e entender os
fatores, os efeitos e suas interacdes no prejuizo da qualidade fértil pode fornecer
informacdes para a determinacdo de estratégias preventivas e uma melhor indicacao

de tratamento.

2. OBJETIVO
O objetivo do presente estudo € avaliar o efeito da infeccdo geniturinaria nos
parametros seminais e a presenca de anticorpos anti-espermatozoides (ASA).

3. METODOLOGIA
3.1. Desenho do estudo e pacientes

Trata-se de um estudo retrospectivo, que incluiu pacientes inférteis em idade
reprodutiva (22 a 56 anos) do Laboratério de Andrologia Androscience, entre 0s anos
de 2006 e 2014 que realizaram analise seminal, teste de ASA anticorpos anti-
espermatozoides e avaliacdo microbiolégica do sistema geniturinario.

A base de dados respeitou a confidencialidade dos pacientes. Foram incluidos
dados dos prontuarios médicos relacionados a parametros seminais, anticorpos anti-

espermatozoides e infeccéo do trato geniturinério.

3.2Anélises microbioldgicas
Foi realizado analise microbiolégica de trés tipos de material:

3.2.1 Sémen
Apos coleta da amostra por meio de masturbacéo, a amostra foi semeada em

agar Tayer Matrtin, agar chocolate e agar Mac Conkey e incubadas em aerobiose em



estufa a 37°C por periodo de 24 a 72 horas. Foi observado as caracteristicas coloniais,
coloracdo de Gram e identificacdo do microorganismo conforme estruturas

encontradas.

3.2.2 Secregdao uretral
Apés coleta da secrecdo com auxilio de um swab introduzido na uretral, a amostra foi
semeada em triglicolato para multiplicacdo das colbnias e depois, em agar chocolate,
agar Mac Conkey e Thayer- Martins e armazenado em estufa 37°C por periodo de 24
a 72 horas. Foi observado caracteristicas colénias, coloracdo de Gram e identificacéo

do microorganismo conforme as estruturas encontradas.

3.2.3 Urina

Apés coleta do jato médio de urina, a amostra foi semeada em agar Cled e Mac
Conkey (Laminocultivo Uribac) e armazenada em estufa 37°C por periodo de 24 a 72
horas. Realizou contagem quantitativa de colénias, sendo divididas em <100.000
UFC/ml e >100.000 UFC/ml, caracteristicas coloniais, coloracdo de Gram, e
identificacdo conforme as estruturas encontradas. Apés centrifugacao da amostra, foi
realizado exame de Urina Tipo | para contagem de células epiteliais, leucdcitos,
nitrato, estearase leucocitaria, presenca de bactérias e leveduras.

3.3Parametros seminais
Os resultados das andlises seminais foram obtidos apds os pacientes aceitarem
participar do estudo voluntariamente e assinarem o termo de consentimento livre e

esclarecido.

3.3.1 Coleta de amostra seminal

As amostras de sémen foram obtidas por masturbacédo, apdés um periodo de 2
a 7 dias de abstinéncia ejaculatoria (WHO, 1999), em frasco de polipropileno estéril e
descartavel, em area anexa ao laboratorio. Apos a liquefagdo, a analise seminal foi
realizada de acordo com as recomendacdes da Organizacao Mundial da Saude (OMS;
1999/2010), e a morfologia espermatica foi avaliada também segundo o critério estrito
de Kruger (KRUGER et al; 1986).

3.3.2. Anélise seminal



As andlises seminais séo divididas em analise macroscopica, que avalia as
variaveis volume, tempo de liquefacao, cor, viscosidade, pH foram avaliadas, e anélise
microscopica, que possibilita verificar concentracdo de espermatozoides, motilidade
espermatica, numero total de espermatozoides, niumero total de espermatozoides
moveis, nimero total de espermatozoides méveis progressivos, motilidade total,
motilidade progressiva, morfologia e concentragcdo de células redondas e do numero
de leucdcitos polimorfonucleares, como descrito a seguir. Foram incluidas
informacdes sobre exame fisico uroldgico realizado pelos médicos do setor, como
peso, altura, presenca de varicocele, volume testicular, perfil hormonal e histérico

pessoal e familiar.

3.3.3. Quantificacdo de anticorpos anti-espermatozoides

A presenca de anticorpos ligados a espermatozoides foi avaliada pelo método
de mixed antiglobulin reaction (MAR), no qual adicionou-se 10 ul de sémen fresco em
uma lamina de vidro e 10ul das esferas de IgA e IgG. A amostra foi homogeneizada e
adicionou-se entdo sémen/esfera 10ul de soro anti-IgA e anti-lgG e misturou-se com
a ponta da pipeta. Adicionou-se uma laminula em cima da mistura. Ap6s 2 a 3 minutos,
a lamina foi examinada utilizando um microscoépio 6ptico comum, em magnificacao de
100 vezes.

Os espermatozoides mdéveis com immunobeads positivos formam um misto
aglutinado de particula, indicando a presenca de anticorpos de 1gG ou IgA, podendo

estar ligado a cabeca, peca intermediaria ou calda. (Figura 1).

Figura 1. Espermatozoide com esferas de immunobeads aderidas a cabeca.




3.4.Anélise estatistica

As amostras foram avaliadas para ver se apresentam homogeneidade das
variancias e normalidade dos residuos. Quando apresentaram, foi utilizado teste T de
Student para comparar as variaveis do estudo. Quando observado diferencas foi
utilizado o teste de Tukey (Tukey’'s HSD) para verificar quais grupos diferem entre si.
Posteriormente foi realizado um teste de correlacdo de Pearson para verificar
possiveis correlacdes entre as variaveis do estudo. Para todo o estudo foi adotado um
alfa de 5%.

4. RESULTADOS E DESENVOLVIMENTO

No total, 172 amostras foram incluidas no estudo: 68 no grupo infeccdo e 104 no
grupo controle. Como significancia estatistica foi adotada p<0,05 e as médias dos
parametros seminais e ASA foram comparados entre os grupos utilizando o teste T
de amostras independentes.

Nossos resultados mostraram que 59% dos pacientes apresentaram infeccao
causada por Staphulococcus spp, 30% por Enterococcus spp e 11% por Escherichia
coli (Tabela 1). Foi observado diferenca estatistica apenas nos indices de motilidade
espermatica, sendo reducdo do numero total de motilidade, na quantidade de
espermatozoides progressivos e grau B, e consequente aumento de espermatozoides
ndo progressivos e imdveis. Aumento do percentual de ASA foi observado, com

12,31% do grupo controle para 20,34% do grupo infeccdo (Tabela 2).

Tabela 1, Prevaléncia dos microrganismos do grupo

infeccéo.

Microrganismo Percentagem (%)
Staphylococcus spp 59
Enterococcus spp 30
Escherichia coli 11

Tabela 2. Comparacao entre os valores de concentragéo total de espermatozoides moveis, motilidade
total, motilidade progressiva, motilidade n&o progressiva, imoveis e ASA do grupo controle e infeccéo.

Grupo
Analise Seminal Controle Infeccéo P
(n=104) (n=68)
Volume seminal (ml) 2,49 2,17 0,189
Concentracéo total de espermatozoides 48.18 23.38 0,003*

progressivos (milhdes)



Numero total de espermatozoides

(milhGes/ejaculado) 157.4 11318 0.071
Motilidade total (%) 39,63 23,71 <0,001*
Motilidade progressiva (A+B, %) 61,5 50,04 0,00*
Motilidade n&o-progressiva (C, %) 22,04 26,34 0,011*
Iméveis (D,%) 38,34 49,96 <0,001*
Morfologia OMS (%) 9,46 7,61 0,135
Morfologia Kruger (%) 1,60 1,49 0,773
Anticorpos anti-espermatozoides (ASA) 12,31 20,34 <0,001*

*p adotado <0.05

A etiologia das infec¢des nesses 6rgdos ainda nao é bem definida, porém sabe-
se que estas infeccbes podem causar oclusdes nos ductos excretores, danos na
espermatogénese e resposta imunoldgica com a consequente producéo de anticorpos
anti-espermatozoides, afetando a capacidade reprodutiva do homem (GONZALES,
2004). Varios estudos mostraram que infeccdes estdo associadas a 35% dos casos
de infertilidade masculina e em sua maioria o contagio ocorre pelo contato sexual com
parceiro contaminado e assintomatico (ASKIENAZY-ELBHAR, 2005). Apesar de
todas as campanhas educativas sobre doencas sexualmente transmissiveis, as DST
ainda sdo um dos principais motivos de consulta médicas masculinas (PASSOS,
1995). Na atualidade, poucos pacientes portadores de DST procuram auxilio médico
nos primeiros sintomas da doenca, possibilitando que a mesma se desenvolva para
quadros mais graves que podem gerar inUmeras consequéncias.

Dentre as DST mais comuns em pacientes do sexo masculino estao as uretrites,
doenca infecto contagiosa causada por diversos patégenos, que acomete na maioria
dos casos homens em idade fértil, entre 20-30 anos, solteiros e sexualmente ativos,
sendo seus principais sintomas o0 corrimento uretral e a disuria. Estudos
epidemiologicos recentes enfatizam que ha uma prevaléncia muito substancial de
assintomaticos ou minimamente sintomaticos de infec¢des uretrais, especialmente em
homens mais jovens, o que pode tornar dificil o diagndstico e a detecgéo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Quando néo tratada, as uretrites podem evoluir para cura espontanea em algumas
semanas (HANDSFIELD, 1995), ou manter-se de forma cronica e evoluir para
prostata, vesiculas seminais e os epididimos, onde desenvolve infec¢cdes agudas e

cronicas (DIEMER, 2000). Tais infecgBes estdo entre as hipéteses que explicam a



inducado de anticorpos anti-espermatozoides e o0 seu papel na infertilidade masculina
(WITKIN, 1983).

Em relacdo aos anticorpos anti-espermatozoides, observamos o0 aumento da
média de beads no grupo infec¢do, ou seja, quase o dobro de beads aderidos quando
comparados ao grupo controle (que foi 12%), além de diminuicdo na concentracao de
espermatozoides progressivos e no percentual de motilidade total e progressiva, o que
resultou em consequente aumento de espermatozoides imdéveis. Porém nao houve
consideraveis alteracfes nos indices de morfologia. Esses resultados sugerem que
infec¢des do trato geniturinario masculino interferem principalmente nas funcbes do
epididimo, onde ocorre a maturacdo dos espermatozoides, influenciando suas
funcdes de motilidade. Estudos recentes mostraram que 90% dos casos de procura
meédica por dor testicular é causada por epididimite (HALLAK, 2013), o que sugere
que os sintomas surgem de uma patologia secundaria evolutiva provavelmente de um
nao tratamento, ou tratamento inadequado de infecgdes anteriores.

Do ponto de vista sécio-cultural, os homens buscam os servi¢cos de saude apenas
na medicina curativa geralmente quando se trata de doencas graves, esquecendo-se
dos servicos de promocdo de saude e prevencdo de doencas. HA& autores que
associam esse fato a prépria inclusdo do homem nos programas de saude publica,
onde o cuidado néo é priorizado e nem visto como uma préatica masculina (GOMES;
2007) o que facilita o agravamento destas infec¢cbes. De acordo com pesquisa
realizada na populacédo brasileira pelo Ministério da Saude, dentre os individuos
sexualmente ativos de 15 a 64 anos que declararam ter tido antecedentes
relacionados as DST, mais de um quarto dos homens (25,3%) buscaram atendimento
em farmécias ao aparecimento dos primeiros sinais relacionados a DST (corrimentos,
feridas, verrugas ou bolhas), e ndo procuraram um atendimento especializado para
tratamento (MINISTERIO DA SAUDE; 2011). Como a primeira urgéncia, em geral, €
aliviar a dor, muitas vezes a visita a farmacia satisfaz esta necessidade rapidamente.
No entanto, trabalhos mostram falhas no reconhecimento de sinais e sintomas de DST
por balconistas de farmacias e farmacéuticos, o que resulta no tratamento inadequado
e camuflagem da doenca (GARCIA; 1998).

Na rotina de investigacao do casal infértil a pesquisa de infec¢cdes genitais sempre
foi cercada de controvérsias, entretanto dados da literatura fundamentam o impacto
negativos dessas infeccdoes nos aparelhos genitais masculinos e femininos

(RODRIGUEZ; 2001). A rapida deteccédo e tratamento das infecgcdes tém ampla
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importancia para que ndo evolua para casos mais graves e diminua o impacto na
fertiidade do casal. Para isso faz-se necessario uma melhor acdo contra essas
infeccbes em programas de saude publica no Brasil, e ampliar os programas de saude
masculina para conscientizacdo da populacdo ao comprometimento da fertilidade

devido a infecgbes e tratamento inadequado.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Frente a nossos resultados, podemos sugerir que a presenca de infec¢do no
sistema geniturindrio pode interferir na barreira hemato-testicular, resultando em
aumento da presenca de ASA testiculares, o que pode interferir na qualidade da

motilidade espermatica e potencial fértil masculino.
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