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ABSTRACT

Background: For the last decades, the quality of semen has been object of several studies and
motivating the discussion, of whether or not there has been a decline of sperm quality
parameters among different geographic areas.

Methods: We analyzed semen parameters such as volume, sperm concentration, normal
morphology and motility of 3168 samples of seminal fluid from men attending a fertility
clinic in the central area of Portugal. Samples were classified in 5 groups according to the date
of collection: Group I includes samples collected in 1994, 1995 and 1996; Group Il includes
samples collected in 1999 and 2000; groups I, IV and V include samples collected in 2005,

2009 and 2013, respectively.



Results: We found no differences of mean sperm concentration between 1994-1996 (Group 1)
and 2013 (Group V). There was a statistically significant difference of mean sperm volume
between the two groups from 3.59+£1.9 to 3.31+1.7 milliliters (p=0.031). These parameters
implied a decrease of mean quantity from 282.2+316.4x10 (Group 1) to 232,3£246.3x10
(Group V) spermatozoa per ejaculate (p=0.0105). The differences in age and duration of
sexual abstinence between the two groups were not statistically significant.

Conclusion: Our data show differences in volume of seminal fluid and mean quantity of
spermatozoa per ejaculate. These differences are not sufficient evidence to prove deterioration

of sperm quality in male population studied in this fertility clinic between 1994 and 2013.

RESUMO

Introducdo: Estudos prévios demonstraram um declinio da qualidade espermatica em areas
geograficas distintas, motivando discussdo cientifica sobre a existéncia ou ndo de declinio
destes parametros.

Meétodos: Foram analisados parametros de 3168 amostras de ejaculado como a concentracéo
média de espermatozoides, o volume médio do ejaculado, a quantidade média de
espermatozoides por ejaculado, a percentagem de espermatozoides no ejaculado com
mobilidade e morfologia normais de homens que recorreram a uma clinica de fertilidade da
Regido Centro de Portugal. Foram também analisadas a idade média e duracdo da abstinéncia
sexual a data de realizacdo do exame. As amostras reunidas foram classificadas de acordo
com o ano da colheita em 5 grupos. O Grupo | inclui amostras colhidas em 1994, 1995 e
1996; o grupo Il inclui amostras colhidas em 1999 e 2000; os grupos I, IV e V

compreendem amostras colhidas nos anos 2005, 2009 e 2013, respetivamente.



Resultados: A concentracdo média de espermatozoides dos grupos I (82,8+82,7x10%/mL) e V
(73,4+68,7x10°/ml) ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa. O volume médio
do ejaculado no Grupo | (3,59+1,9mL) foi significativamente superior ao do Grupo V
(3,31+1,7mL);(p=0,031). A quantidade média de espermatozoides por ejaculado foi de
282,2x10°+316,4 no Grupo |, enquanto a quantidade média de espermatozoides por ejaculado
no Grupo V foi de 232,3+246,3x10° espermatozoides por ejaculado (p=0,0105). A idade e a
duracgéo da abstinéncia sexual ndo apresentaram diferencas.

Conclusdo: Foram identificadas alteracdes significativas do volume do ejaculado e da
quantidade média de espermatozoides por ejaculado. Contudo, as alteracfes verificadas nao
sdo suficientes para ser sugerida uma deterioracdo da qualidade espermatica da populacdo

masculina estudada nesta clinica de fertilidade entre 1994 e 2013.

PALAVRAS-CHAVE:

Analise/qualidade do esperma; concentracdo/quantidade de espermatozoides; morfologia dos

espermatozoides; mobilidade dos espermatozoides; declinio da fertilidade masculina



INTRODUCAO

Ao longo das Ultimas décadas, os estudos realizados no ambito da satde reprodutiva
masculina, com a finalidade de avaliar a qualidade espermatica, tém gerado controvérsia na
comunidade cientifica devido aos resultados discordantes obtidos pelos diferentes
investigadores.'?

A meta analise de Carlsen e colaboradores (1992), ao analisar 61 estudos realizados
em diferentes regides geograficas, generalizou o declinio da fertilidade masculina, entre 1938
e 1990." * * De facto, grande parte dos estudos retrospetivos posteriores com o intuito de
averiguar a existéncia de alteracbes da qualidade espermatica corroboraram o declinio
verificado por Carlsen e colaboradores.® > Autores como Auger e colaboradores (1995)
apresentaram conclusdes concordantes com o supra referido estudo, ao apresentarem
alteracdes da qualidade espermatica como a diminuicdo da concentracdo de espermatozoides
no ejaculado e da sua mobilidade numa amostra de 1351 individuos saudaveis estudada
durante 20 anos, em Paris®. Contudo, Paulsen e colaboradores (1996) contra argumentaram a
existéncia de declinio da fertilidade masculina ao demonstrarem a conservagdo da qualidade
espermética de 510 individuos jovens saudaveis em Seattle, durante 21 anos.'? J& Fisch e
colaboradores (1996) evidenciaram uma melhoria da qualidade espermatica, que se traduziu
pelo aumento da concentracdo de espermatozoides de 1283 individuos, também nos Estados
Unidos.™® Fisch e Paulsen, e os respetivos colaboradores, reportaram ainda, diferencas nas
carateristicas dos ejaculados de homens de diferentes regides, sugerindo uma forte relagédo
com a érea geografica."> ** Diferentes 4reas geogréficas estdo associadas a diferentes fatores
genéticos, estilos de vida e condi¢cbes ambientais sugerindo uma influéncia multifatorial na

qualidade espermatica. ’ A area geogréfica e a deterioracdo da qualidade espermatica



parecem estar relacionadas, sobretudo se houver um aumento da incidéncia de neoplasias
testiculares nessa mesma regido.® *°

A qualidade espermatica deficiente e a maior incidéncia de neoplasias testiculares
podem estar associadas a presenca de malformacGes congénitas, em especial a hipospédias e a
criptorquidia, integrando a Sindrome de Disgenesia Testicular’®. A crescente incidéncia de
patologias que interferem com a reproducdo como a Sindrome de Disgenesia Testicular

corrobora a hipétese de uma etiologia multifatorial."®

3, 16, 17 18, 19

O estilo de vida, tal como a dieta, a profisséo, o alcoolismo crénico® e os

habitos tabagicos marcados (>20 cigarros/dia)," %

podem interferir com a qualidade
espermatica.

Por outro lado, atividades antropogénicas condicionam a libertagdo de compostos’
com estrogénios exdgenos (como o bisfenol A, o dietilestilbestrol e o etinilestradiol) e anti
androgénios [como o (1,1-dicloro-2,2-bis(p-chlorofenil)etileno (DDE) e o 1,1,1-tricloro-2,2-
bis(4-clorofenil)etano (DDT)]*, que sio substancias capazes de interferir com a qualidade
espermatica, uma vez que funcionam como disruptores do eixo endécrino e bloqueiam e/ou
interferem com a acdo das hormonas sexuais circulantes.!” Poluentes organicos persistentes
(POPs) como os policlorobifenilos (PCB) podem afetar o volume do ejaculado, a morfologia
e a concentragdo de espermatozoides®’ e aumentar o risco de neoplasia testicular.

Independentemente da etiologia, a deterioracdo da qualidade espermatica afeta a
eficacia reprodutiva, o que pode constituir um problema de satide publica a longo prazo.? De
facto, a qualidade espermatica é um indicador da saude reprodutiva masculina, que por sua
vez influencia a satide reprodutiva de uma populagio.’

Com o presente estudo, pretende-se efetuar uma andlise retrospetiva da qualidade

espermatica das amostras de ejaculado de individuos que recorreram ao Servico de Medicina

da Reproducdo do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra por situac6es de infertilidade



conjugal entre 1994 e 2013. De acordo com alguns dos estudos supra citados, serdo estudados
alguns parametros do espermograma como o volume médio do ejaculado, a concentracdo
média de espermatozoides, a quantidade média de espermatozoides por ejaculado, a
morfologia e mobilidade normal dos espermatozoides, entre outros. A avaliagdo dos
parametros laboratoriais dos espermogramas ao longo das duas Ultimas décadas tem o intuito
de averiguar a presenca ou auséncia de alteragdes nos parametros que nos propomos a estudar.
Pretendemos determinar a existéncia de alteragdes significativas dos espermogramas que

possam ser responsaveis pelo declinio da fertilidade masculina em Portugal.

Por conseguinte, os resultados obtidos poderdo alertar para a necessidade de adogao

de medidas promotoras de saude orientadas para a fertilidade masculina.



MATERIAIS E METODOS

Caraterizacéo do estudo

Este € um estudo descritivo, transversal e retrospetivo que consistiu na recolha e

interpretacéo de dados de espermogramas analisados entre 1994 e 2013.

Anélise e classificagdo das amostras de ejaculado

As amostras de ejaculado foram analisadas e classificadas de acordo com a 32 Edigéo
(1992), 42 Edicdo (1999) e 52 Edicao (2010) das normas descritas no manual da Organizacéo
Mundial de Satude (OMS) — “World Health Organization (WHO) Laboratory Manual for the

Examination and Processing of Human Semen”.

Recolha de dados dos espermogramas

Foram reunidos os dados relativos a 3168 espermogramas analisados no Servico de
Medicina da Reproducdo do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC) entre
Janeiro de 1994 e Dezembro de 2013. A analise laboratorial dos espermogramas avaliados

neste estudo decorreu nos anos de 1994, 1995, 1996, 1999, 2000, 2005, 2009 e 2013.

Os espermogramas pertencem a homens que recorreram ao referido servigo por

infertilidade conjugal, sendo este o Unico critério de incluséo.

Informatizacao dos dados recolhidos

Os documentos com a analise laboratorial dos espermogramas realizados entre 1994 e
2005 encontravam-se em suporte de papel, pelo que foram informatizados e organizados com

recurso ao software Microsoft Office Excel 2007.



Classificagéo das amostras em grupos

As 3168 amostras de ejaculado foram agrupadas em 5 grupos de acordo com 0 ano em
que foi efetuada a colheita, por forma a obter grupos de dimensdes semelhantes. Deste modo,
o0 “Grupo I” retine os espermogramas analisados em 1994, 1995 ¢ 1996. O ”Grupo II” integra
0s espermogramas analisados em 1999 e 2000. O “Grupo III” inclui as amostras analisadas
em 2005, o “Grupo IV” integra as amostras analisadas em 2009 e o “Grupo V” reline as

amostras de ejaculado analisadas em 2013.

Parametros laboratoriais estudados

Neste estudo, foram avaliados os seguintes parametros laboratoriais: volume médio do
gjaculado (mL), concentracdo média de espermatozoides no ejaculado (milhdes de
espermatozoides/mL), quantidade média de espermatozoides por ejaculado (milhdes de
espermatozoides/ejaculado), morfologia normal dos espermatozoides (%), mobilidade dos
espermatozoides (%), pH do ejaculado, concentracdo de leucdcitos no ejaculado (milhdes de
leucdcitos/mL), aglutinacdo de espermatozoides no ejaculado. Foram ainda avaliadas as

seguintes carateristicas fisicas do ejaculado: cor, aspeto e viscosidade.

O volume do ejaculado é considerado normal, de acordo com a OMS, quando este é
igual ou superior a 1,5mL (2010).** Classificagdes mais antigas consideram normal um

volume igual ou superior a 2 mL (1992;1999).%> %

A concentracdo de espermatozoides é definida pela quantidade de espermatozoides
presentes em um mililitro de ejaculado (106/mL).?* A auséncia total de espermatozoides no
ejaculado denomina-se azoospermia.?* Foi calculada a percentagem de casos de azoospermia
em cada um dos grupos estudados. De acordo com a OMS (1992;1999), a concentracao de
espermatozoides do ejaculado era considerada normal quando igual ou superior a

20x106/mL.% ?® Desde 2010, a concentracdo de espermatozoides minima no ejaculado para



cumprir o critério de normalidade preconizado pela OMS deve ser igual ou superior a
15x10%/mL.** A oligozoospermia designa uma concentracdo de espermatozoides no ejaculado

inferior a dos valores de referéncia da OMS.*

A quantidade média de espermatozoides (milhdes de espermatozoides/ejaculado)
corresponde ao nimero total espermatozoides por ejaculado.’* Foi calculada através do
produto da concentracdo média de espermatozoides e do volume médio do ejaculado. Os

critérios da normalidade da OMS sdo apresentados em anexo.

A morfologia dos espermatozoides do ejaculado é definida pela percentagem de
espermatozoides de morfologia normal presentes no ejaculado.?* A percentagem de
espermatozoides considerada como morfologia normal usada neste estudo dependeu do ano
da colheita do ejaculado ja que os critérios morfolégicos da OMS (1992) foram aplicados aos
espermogramas de 1994 a 1999, sendo normal uma percentagem de espermatozoides normais
superior ou igual a 30%;% os critérios morfolégicos da OMS (1999) foram aplicados aos
espermogramas de 2000, 2005 e 2009, sendo normal uma percentagem de espermatozoides
normais superior ou igual a 15%:;% por fim, segundo os critérios morfoldgicos da OMS (2010)
que foram aplicados aos espermogramas de 2013, a percentagem de espermatozoides com
morfologia considerada normal no ejaculado devera ser superior ou igual a 4%.%* Os critérios
morfolégicos da OMS foram reformulados em 1999, de modo a considerarem 0s critérios
estritos de Kruger na classificacdo morfolégica do ejaculado,?’ que consideravam uma normal
uma percentagem de espermatozoides com morfologia normal se esta fosse superior ou igual
a 15% (1999)*> ' e posteriormente superior ou igual a 4% (2010).2* %" Percentagens de
espermatozoides normais inferiores as preconizadas nos critérios da OMS traduzem

teratozoospermia.”* No presente estudo, a morfologia de cada ejaculado foi considerada



normal ou anormal de acordo com os critérios da OMS em vigor na data de realizacdo do

exame.

A mobilidade dos espermatozoides (%) foi classificada em mobilidade progressiva
rpida (Grau A), mobilidade progressiva lenta (Grau B), mobilidade in situ (Grau C) e
imobilidade (Grau D). A mobilidade progressiva total resulta do somatério das mobilidades A
e B. A mobilidade ndo progressiva corresponde & mobilidade de Grau C.**?°De acordo com
0s critérios mais antigos da OMS (1992;1999), a mobilidade progressiva total dos
espermatozoides do ejaculado (%) deveria ser igual ou superior a 50% (Grau A+B) e a
mobilidade progressiva rapida deveria ser igual ou superior a 25% (Grau A).” % Desde 2010,
a mobilidade total dos espermatozoides do ejaculado (%) deve ser igual ou superior a 40%
(Grau A+B+C) e a mobilidade progressiva deve ser igual ou superior a 32% (Grau A+B).%* A
mobilidade dos espermatozoides de uma amostra de ejaculado inferior a dos critérios de

normalidade denomina-se astenozoospermia.®*

O pH médio do ejaculado é considerado normal, de acordo com os critérios da OMS
(1992;1999;2010), quando é igual ou superior a 7,2.24?® Em 1992, a OMS preconizava que 8
como o limite superior da normalidade do pH do ejaculado,”® o que ndo se verificou nos

critérios da OMS mais recentes (1999;2010). 22

A concentracdo de leucdcitos (milhdes/mL) e definida pela quantidade de leucdcitos
num mililitro (mL) de ejaculado.?* De acordo com a OMS (1992;1999;2010), o ejaculado tem
uma concentragdo de leucocitos normal quando esta € inferior a um milhdo de leucdcitos por
mL.2*?® Deste modo, o valor da concentracéo de leucécitos de cada ejaculado foi classificado
em inferior a um milhdo por mL (<1x10%/mL) ou em superior ou igual a um milh&o por mL

(>1x10/mL).
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A aglutinacdo de espermatozoides no ejaculado consiste na agregacdo especifica de
espermatozoides méveis pela cabeca, cauda ou ambas.** Segundo a OMS (2010), a
aglutinacdo de espermatozoides ndo garante uma causa imunolégica de infertilidade. No
entanto, é sugestiva da presenca de anticorpos anti espermatozoides.”* Quando presentes no

ejaculado, os aglutinados foram classificados em raros ou frequentes.

O ejaculado apresenta-se sob a forma de um liquido homogéneo cinza opalescente.? O
aspeto do ejaculado foi classificado em translicido, normal e opaco. A cor do ejaculado foi
classificada em clara, amarela, branca, normal e avermelhada. A cor pode estar alterada em
determinadas situacBes, como ictericia ou hematospermia,®* sendo esta Gltima definida pela
presenca de sangue no ejaculado. A viscosidade do ejaculado foi classificada: em diminuida,

normal e elevada.
Outros parametros estudados
Foram ainda estudados os seguintes parametros: idade média (anos) dos individuos de

cada grupo e duracdo média de abstinéncia sexual (dias).

A idade média dos individuos de cada grupo corresponde a idade média em anos dos

individuos de cada grupo a data de realiza¢do do exame.

A duragdo média da abstinéncia sexual corresponde ao numero de dias sem
estimulagdo sexual até a data da realizacdo do exame. Os homens que frequentaram o Servigo
de Medicina da Reproducdo dos CHUC foram aconselhados a manterem uma abstinéncia

sexual durante 3 a 5 dias.

11



Analise estatistica das variaveis

Os parametros avaliados neste estudo foram classificados em numéricos e nominais,

de acordo com natureza das variaveis.

Os dados foram analisados com o software SPSS® (Statistical Package for the Social
Science) versao 20.0. Todas as variaveis foram submetidas ao teste Kolmogorov-Smirnoff de
modo apurar a normalidade da distribuicdo da amostra. Foi aplicado o teste de Kruskall-
Wallis as varidveis numéricas ndo paramétricas. As variaveis nominais, foram efetuados

Crosstabs com o teste Chi2.

Representacdes graficas

Nas representacdes graficas, foram utilizados o software Graphpad Prism6® para 0s

graficos e o Microsoft Office Word para as tabelas.

Apresentacgéo dos resultados

Os resultados foram apresentados sob a forma de médiatDP (desvio-padrdo). As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

12



RESULTADOS

Caracterizacdo da Amostra

A amostra é constituida por 3168 espermogramas com data de colheita entre Janeiro
de 1994 e Dezembro de 2013. Os espermogramas foram agrupados em 5 grupos de acordo
com a data da analise: o Grupo | (n=698), o Grupo Il (n=485), o Grupo Il (n=709), o Grupo

IV (n=650) e 0 Grupo V (n=626);(Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo da Amostra

Grupos Anos/Grupo Espermogramas /Ano Total de espermogramas/ grupo

1994 226

Grupo | 1995 243 698
1996 229
1999 291

Grupo Il 485
2000 194

Grupo 111 2005 709 709

Grupo IV 2009 650 650

Grupo V 2013 626 626

Total 3168

Foram calculadas as idades médias de realizacdo dos espermogramas, dentro de cada
grupo (Tabela.2). A idade média de realizacdo de espermograma no Grupo | foi de 33,6+5,3
anos (16-67 anos). No Grupo V, a idade média de realizacdo de espermograma foi de
33,8+4,4anos (21-45 anos). A diferenca da idade media dos grupos | e V ndo é

estatisticamente significativa (p=0,904);(Grafico 1).
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Tabela 2. Idade média dos individuos de cada grupo a data de realizagédo do exame

Grupos Idade médiatDP (anos) Minimo Maximo
Grupo | 33,645,3 16 67
Grupo Il 33,54 ,4 21 59
Grupo I 33,4454 17 54
Grupo IV 34,445,6 15 57
Grupo V 33,8+4,4 21 45
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Grafico 1 — Idade média dos individuos de cada grupo a data de realiza¢do do exame

O gréfico representa a idade média dos individuos de cada grupo a data de realizagdo do exame. A idade média
entre dos individuos dos grupos | e V ndo apresenta diferencas estatisticamente significativas (p=0,904). No
Grupo 1V, a idade média apresentou diferengas estatisticamente significativas com os grupos 1, Il e 1l (*p<0,05
qguando comparamos o Grupo | com o Grupo IV; #p<0,05 quando comparamos o Grupo Il com o Grupo 1V;
&&p<0,01 quando comparamos o Grupo Il com o Grupo V).
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Volume médio do ejaculado

O volume médio do ejaculado no Grupo | foi de 3,59+1,9mL e foi superior ao volume
médio dos restantes grupos. O Grupo V apresentou um volume médio do ejaculado inferior ao
do Grupo I, que foi de 3,31+1,7mL (Tabela 3). A diferenca observada entre 0 volume médio
do ejaculado dos grupos | e V € estatisticamente significativa (p=0,031). Os individuos com

azoospermia foram excluidos da analise estatistica (Grafico 2).

Tabela 3. Volume medio do ejaculado

Grupos Volume médio do ejaculado (mL)xDP
Grupo | 3,59+1,9
Grupo 11 3,30+1,6
Grupo 111 3,29+1,7
Grupo IV 3,28+1,8
Grupo V 3,31+1,7
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Gréfico 2 — Volume médio do ejaculado

O gréfico representa 0 volume médio do ejaculado dos diferentes grupos. O volume médio do ejaculado do
Grupo | é superior ao dos restantes grupos (*p<0,05 quando comparamos o Grupo | com o Grupo V; **p<0,01
quando comparamos o Grupo | com os grupos Il e V).
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Concentracdo média de espermatozoides

O Grupo | foi o0 grupo que apresentou a concentracdo média de espermatozoides mais
elevada, com 82,8+82,7x10° espermatozoides por mililitro (mL). O Grupo V apresentou uma
concentracdo média de 73,4+68,7x10%espermatozoides por mL (Tabela 4). Ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a concentracdo média dos grupos |

e V (p=0,2735);(Grafico 3). Os casos de azoospermia foram excluidos da analise estatistica.
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Grafico 3 — Concentragdo média de espermatozoides (casos de azoospermia excluidos)

O grafico representa a concentracdo média de espermatozoides por mL de ejaculado. O Grupo | foi o grupo que
apresentou o valor de concentragdo média de espermatozoides mais elevado com 82,8+82,7x10%/mL, enquanto o
Grupo |1l foi o grupo que apresentou o valor da concentracdo média de espermatozoides mais baixo, com
51,2+48,6x10°/mL. (****p<0,0001 quando comparamos o Grupo | com os grupos 11, 111 e 1V; ####p<0,0001

quando comparamos o Grupo Il com o Grupos V; $$p<0,01 quando comparamos 0 Grupo 1V com o Grupo V).
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Tabela 4. Concentracdo média de espermatozoides

Grupos Concentragao média de espermatozoide =DP por grupo (milhdes/ml)
Grupo | 82,8+82,7
Grupo Il 59,4+63,3
Grupo 111 51,2+48,6
Grupo IV 56,8+51,3
Grupo V 73,4+68,7

Percentagem de Azoospermia por grupo (%)

Azoospermia é definida pela auséncia total de espermatozoides no ejaculado.?* No
Grupo I, apenas 1% dos individuos apresentaram azoospermia. O Grupo V é 0 grupo com

maior numero de individuos com azoospermia, que correspondiam a 15,5% do total desse

grupo (Tabela 5).

Tabela 5. Percentagem de Azoospermia por grupo

Grupos Azoospermia/grupo (%)
Grupo | 1,0%
Grupo Il 8,2%
Grupo 111 14,5%
Grupo 1V 8,0%
Grupo V 15,5%
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Quantidade média de espermatozoides por ejaculado
A quantidade média de espermatozoides corresponde ao ndmero total de

espermatozoides por ejaculado e resulta do produto do volume médio do ejaculado e da

concentracdo média de espermatozoides. **

A quantidade média de espermatozoides (Tabela 6.) foi superior no Grupo I, com
282,2+316,4x10° de espermatozoides por ejaculado. O Grupo V apresentou uma quantidade
média de espermatozoides inferior a do Grupo |, com 232,3+246,3x10%espermatozoides por

ejaculado (p=0,0105);(Grafico 4). Foram excluidos os casos de azoospermia da analise

estatistica

Tabela 6 — Quantidade média de espermatozoides por grupo

Grupos Quantidade média de espermatozoides +DP por ejaculado (milhdes/ejaculado)
Grupo | 282,2+316,4
Grupo Il 190,8+211,4
Grupo 1l 172,5+196,2
Grupo IV 183,5+211,8
Grupo V 232+246,3
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Gréfico 4 — Quantidade media de espermatozoides do ejaculado (casos de azoospermia excluidos)

O grafico representa a quantidade média de espermatozoides por ejaculado. Foram excluidos os casos de
azoospermia. O Grupo | é o grupo com maior quantidade média de espermatozoides por ejaculado com
282,2+316,4x10%spermatozoides por ejaculado. O Grupo V apresenta uma quantidade média de
espermatozoides por ejaculado inferior & do Grupo | (p=0,0105). Foram ainda registadas diferencas
estatisticamente significativas entre os restantes grupos (* p<0,05 quando comparamos o Grupo | com o Grupo
V; ****n<(0,0001 quando comparamos os grupos ILI11 e IV com o Grupo I; ##p<0,01 quando comparamos 0
Grupo Il com o Grupo V; $$p<0,01 quando comparamos o Grupo IV com o Grupo V).

Mobilidade dos espermatozoides do ejaculado

No presente estudo, foi apresentada a percentagem de espermatozoides imdveis
(mobilidade de Grau D) por grupo. O Grupo | apresenta uma percentagem média de
51,9+16,7% espermatozoides imoveis no ejaculado, enquanto o Grupo V apresenta uma
percentagem média de espermatozoides imoveis de 35,8+32,3% (Tabela 7). A diferenca entre
as percentagens de espermatozoides imoveis no ejaculado dos grupos | e V foi considerada

estatisticamente significativa (p<0,0001); (Gréfico 5).
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Gréfico 5 — Percentagens de espermatozoides com Mobilidade tipo D (imdveis)

O grafico representa a percentagem media de espermatozoides imdveis por grupo. O Grupo | apresenta uma
maior percentagem de espermatozoides imdveis no ejaculado, com 51,9£16,7% espermatozoides imdveis. O
Grupo V é o grupo com menor percentagem de espermatozoides imoveis. (*p<0,05 quando comparamos o
Grupo Il com o Grupo I; ****p<0,0001 quando comparamos os grupos Ill, IV e V com o Grupo I;
####p<0,0001 quando comparamos o Grupo Il com o Grupo V; $$$$ p<0,0001 quando comparamos o Grupo |11
com o Grupo V; ++++p<0,0001 quando comparamos o Grupo IV com o Grupo V).

Tabela 7. Percentagem de espermatozoides com Mobilidade tipo D (imdveis)

Grupos Percentagem média + DP de formas de espermatozoides imdveis (%)
Grupo | 51,9+16,7

Grupo Il 48,8+20,4

Grupo 111 48,3+219

Grupo IV 46,9+21,4

Grupo V 36,9+22,3

20



Morfologia normal dos espermatozoides do ejaculado

A morfologia de cada ejaculado foi considerada normal ou anormal de acordo com o0s
critérios da OMS (1992,1999,2010) em vigor na data de realizacdo do exame.”**°A
morfologia normal foi apresentada atraves da percentagem de individuos com espermogramas

com morfologia normal dentro de cada grupo.

No Grupo I, 86,4% dos individuos tinham um ejaculado com espermatozoides de
morfologia anormal de acordo com os critérios de normalidade da OMS (presentes em
anexo). O Grupo V apresenta uma percentagem inferior de individuos com morfologia
anormal do ejaculado (60,3%), comparativamente a do Grupo I. A percentagem de individuos
com morfologia normal do ejaculado do Grupo V foi superior a do Grupo | (39,7%);(Tabela
8). A diferenca entre os grupos | e V, relativamente a percentagem de individuos com
morfologia normal dos espermatozoides do ejaculado €é estatisticamente significativa

(p<0,05).

Tabela 8. Percentagem de individuos com morfologia normal (%6)

Grupo

Morfologia | 1 i v \Y

Formas normais

0 9 0 ) 9
(% de individuos por grupo) 13,6% 6,3% 41,7% 70,0% 39,7%

Formas anormais
86,4% 93,7% 58,3% 30,0% 60,3%

(% de individuos por grupo)
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Concentracéo de Leucdcitos no ejaculado

De acordo com os critérios da OMS (1992;1999;2010), o valor da concentra¢do de
leucécitos de cada ejaculado foi classificado como sendo inferior a um milhdo por mL

(<1x10®/mL) ou superior ou igual a um milhdo por mL (>1x10%/mL).**%

Cerca de 73,1% dos espermogramas do Grupo | apresentaram uma concentracdo de
leucécitos no ejaculado inferior a 1x10%/mL. Os restantes 26,9% dos espermogramas do
Grupo | apresentaram uma concentracdo de leucécitos no ejaculado igual ou superior a
1x10%/mL. No Grupo V, cerca de 72,5% dos espermogramas apresentaram uma concentragao
de leucécitos no ejaculado inferior a 1x10%/mL (Tabela 9). Ndo ha diferencas na

concentracdo de leucocitos no ejaculado entre estes dois grupos (p>0,05).

Tabela 9. Concentracéo de leucécitos no ejaculado (milhdes/mL)

Grupo
Leucdcitos (106 /mL) I Ti i v \%
<1x10®/mL
0, 0 0, 0, 0,
(% de individuos por grupo) 73,1% 88,0% 85,2% 65,7% 72,5%
>1x10°/mL
Lo 26,9% 12,0% 14,8% 34,3% 27,5%
(% de individuos por grupo)

Presenca e classificacio de aglutinados no ejaculado

A aglutinacdo de espermatozoides no ejaculado consiste na agregacgdo especifica de
espermatozoides moveis pela cabeca, cauda ou ambas. 2*Quando presentes no ejaculado, estes
foram classificados em raros ou frequentes. Ndo se valorizou o local de agregacdo dos

espermatozoides neste trabalho.
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A avaliagdo da presenca de aglutinados no ejaculado demonstrou auséncia destes em
93,4% dos espermogramas do Grupo I. No Grupo V, cerca de 84,5% dos espermogramas
estavam isentos de glutinados no ejaculado. Ndo h& diferencas nas percentagens de

espermogramas sem aglutinados, entre os grupos | e V (p>0,05);(Tabela 10).

Quando presentes no ejaculado, os aglutinados foram classificados em raros ou
frequentes. Dos 10-25% espermogramas com aglutinados, todos eram raros, exceto no Grupo

I11, que apresentava uma maior percentagem de aglutinados frequentes.

Tabela 10. Percentagem de ejaculados com aglutinados presentes (%)

GRUPO

Aglutinados (%) I I I v \Y;
Ausentes 93,4% 16,7% 88,4% 77,7% 84,5%
Presentes 6,6% 83,3% 11,6% 22,3% 15,5%

pH médio do ejaculado

O pH médio dos ejaculados do Grupo | foi de 8,2+0,2 enquanto o pH médio dos
espermogramas do Grupo V foi de 8,4+0,5. A diferenca entre os grupos | e V €

estatisticamente significativa (p<0,0001).

Caracteristicas fisicas do ejaculado

Cor: A cor da amostra de esperma ndo foi registada no Grupo I. No Grupo V, 78% das
amostras de esperma eram de cor normal, 8,4% de cor amarela, 7% de cor branca, 6,5% de

cor clara e 0,2% de cor avermelhada.
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Viscosidade: Cerca de 92,7% dos espermogramas do Grupo | apresentavam uma viscosidade
normal, enquanto os restantes 7,3% apresentavam uma viscosidade elevada. No Grupo V,
cerca de 78,2% dos espermogramas apresentavam uma viscosidade normal, enquanto 14%
apresentava uma viscosidade elevada. Nao foram encontradas diferencas na viscosidade dos

espermogramas dos grupos | e V (p>0,05).

Aspeto: O aspeto do ejaculado comecou a ser analisado a partir do Grupo 11, pelo que nédo
existem dados deste parametro para os grupos | e 1l. Do Grupo 111, 91,6% dos espermogramas
apresentavam um aspeto normal, enquanto 8,4% dos espermogramas apresentavam um aspeto
translicido. No Grupo V, 70,8% dos espermogramas apresentavam um aspeto normal,
enquanto 25,8% dos espermogramas apresentavam um aspeto translucido. Ainda no Grupo V,
cerca de 3,2% dos espermogramas apresentavam um aspeto opaco. Ndo foram encontradas

diferencas no aspeto dos espermogramas dos grupos I e V (p>0,05).

Duracédo da Abstinéncia sexual dos participantes:

Os participantes foram aconselhados a manter 3 a 5 dias de abstinéncia sexual antes da
realizacdo do exame, de acordo com o preconizado pela OMS.?**® N3o foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre o Grupo | os restantes grupos, principalmente

com o Grupo V (p=1,000).
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DiscuUssAO

A qualidade espermatica pode ser considerada um indicador da salde reprodutiva
masculina, pelo que o estudo laboratorial dos espermogramas de uma amostra representativa
da populacdo masculina de determinada regido permite especular sobre a saude reprodutiva
dessa mesma populacdo em estudo, e a sua possivel influéncia na perpetuacdo de geracoes

futuras.’

Os diversos estudos que tém sido realizados ao longo dos anos tém apresentado
resultados discordantes entre si, na medida em que alguns autores demonstraram a existéncia

de uma deterioracdo da qualidade espermética nalgumas populagdes® * 7+ 10

, enquanto outros
demonstraram a conservacdo ou mesmo a melhoria da qualidade espermaética ao longo dos
anos.’? 13 Até a atualidade, a qualidade espermatica da populacdo masculina portuguesa era
desconhecida. A interpretacdo da analise laboratorial de 3168 espermogramas colhidos e
analisados no Servico de Medicina da Reprodugdo dos CHUC, entre Janeiro de 1994 e
Dezembro de 2013, permitiu aferir acerca da qualidade espermatica dos homens da Regido
Centro de Portugal que recorreram ao referido servico em contexto de infertilidade conjugal.
Os espermogramas analisados foram agrupados em 5 grupos de acordo com a data da anélise:
Grupo | (n=698), Grupo Il (n=485), Grupo IIl (n= 709), Grupo IV (n= 650) e Grupo V
(n=626). Antes da colheita, os individuos foram aconselhados a cumprir um periodo de
abstinéncia sexual de 3 a 5 dias, de acordo com as recomendagbes da OMS
(1992;1999;2010),%*?° 0 que se verificou na generalidade dos grupos uma vez que n&o foram
identificadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p=1,000). Uma
duracdo da abstinéncia sexual inferior ao periodo de tempo preconizado pode estar associada

a reducéo do volume do ejaculado® %
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Os individuos que efetuaram a colheita entre 1994 e 1996 (Grupo I) tinham uma idade
meédia de 33,6+5,3 anos a data de realizacdo do exame. Em 2013, os individuos apresentavam
uma idade média de 33,8+4,4 anos a data de colheita do ejaculado. Nao existem diferencas
relativamente & idade média dos individuos do Grupo | e do Grupo V (p=0,904). Estes
resultados estdo de acordo com Andolz e colaboradores (1999), que também nado registaram
diferencas na idade de 22 759 homens cujo ejaculado foi analisado, entre 1960 e 1996,
Contudo, estes resultados ndo sdo concordantes com Auger e colaboradores (1995), que
verificaram um aumento estatisticamente significativo da idade dos individuos, de 32 anos em
1973 para 36 anos em 1992, em Paris (p<0,001).® De facto, Fisch e colaboradores, que
estudaram a qualidade espermatica de 1 283 homens durante 25 anos nos Estados Unidos,
constataram que o aumento da idade estava associado a diminuicdo da mobilidade dos
espermatozoides e do volume do ejaculado (p<0,001).*® Como tal, a idade do homem & data
do exame é um dado relevante, uma vez que o seu aumento esta relacionado com o declinio
da fertilidade masculina.*

Relativamente aos resultados do volume médio do ejaculado, foram identificadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos | e V, dado que o volume médio do
ejaculado em 1994-1996 (3,59+1,9mL) foi significativamente superior ao volume médio do
ejaculado registado em 2013 (3,31+1,7mL);(p=0,031). Estes dados estdo de acordo com
Andolz e colaboradores (1999), que demonstraram um declinio significativo do volume do
ejaculado de 22 759 homens no nordeste de Espanha (p<0,001)." Também Carlsen e
colaboradores (1992) demonstraram um declinio significativo do volume do ejaculado de
3,4mL para 2,75mL (p=0,027).* Autores como Auger e colaboradores (1995) néo registaram
diminuicdes significativas do volume dos ejaculados analisados.’

Entre os varios estudos que demonstraram a existéncia de um declinio da qualidade

espermatica, a concentracdo de espermatozoides do ejaculado foi um dos parametros mais

26



afetados.®> * ®!° Recentemente, Sripada e colaboradores (2007) demonstraram o declinio
significativo da concentracdo média de espermatozoides do ejaculado de uma populagdo
escocesa entre 1994 e 2005, corroborando os resultados apresentados por lIrvine e
colaboradores (1994), que analisaram num estudo de coorte o ejaculado de 577 homens,
também na Escécia.® Outros autores como Auger e colaboradores (1995) demonstraram,
também, diminuicdo da concentracdo de espermatozoides no ejaculado de uma populagdo
masculina parisiense, 89x10¢/mL para 60x106/mL, durante 20 anos.® Em contrapartida, e de
acordo com os resultados obtidos neste estudo, Berling e Wolne-Hanssen (1997) néo
observaram a deterioracdo da qualidade espermatica, de uma populagdo masculina no sudeste
da Suécia.** Por outro lado, constataram um aumento da concentragdo de espermatozoides, 0
que ndo se verificou neste estudo. No presente estudo, verificou-se que havia uma
concentracdo média de espermatozoides no ejaculado de 82,8+82,7x10%/mL em 2013 (Grupo
V) e de 73,4+68,7x10%/ml em 1994-1996 (Grupo I), sem significancia estatistica (p=0,2735).
Também Andolz e colaboradores (1999) demonstraram a inexisténcia de deterioracdo da
concentracdo de espermatozoides no ejaculado na populacdo espanhola, referindo ainda um
aumento dessa mesma concentracdo de espermatozoides.’ Fisch e colaboradores também
demonstraram que ndo havia declinio da qualidade esperméatica na populacdo
estudada.”*Ainda, Paulsen e colaboradores (1996) contra argumentaram o declinio da
qualidade espermatica ao evidenciarem um aumento da concentracdo de espermatozoides nos
espermogramas de uma populagdo masculina nos Estados Unidos.* Tanto Paulsen e
colaboradores (1996), como Fisch e colaboradores (1996;1999) vincaram a importancia da
area geografica como condicionante da qualidade espermatica, ao encontrarem diferencas da
concentracio de espermatozoides no mesmo pais, em diferentes cidades.” ¥

Na determinagdo da concentracdo de espermatozoides, ndo foram contabilizados os

casos de azoospermia com o intuito de diminuir o viés. Feki e colaboradores (2009) excluiram
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amostras oligozoospérmicas, cuja concentragdo de espermatozoides era inferior a 20x10°/mL,
de modo a diminuir o viés.'> '* Neste estudo, verificou-se apenas 1% de casos de azoospermia
nos individuos do Grupo I, em 1994-1996. Contudo, em 2013 foram contabilizados mais
casos de azoospermia relativamente ao Grupo | (15,5% de casos de azoospermia nos
individuos do Grupo V).

A quantidade média de espermatozoides por ejaculado foi significativamente superior
no Grupo I, quando comparamos com a quantidade média de espermatozoides por ejaculado
do Grupo V (p=0,0105). A quantidade média de espermatozoides ndo é um parametro
habitualmente referido em estudos de deterioracdo da qualidade espermaética. Contudo, Irvine
e colaboradores (1994) registaram uma diminuicdo da quantidade média de espermatozoides
por ejaculado na populacéo estudada.?

Relativamente a morfologia normal dos espermatozoides do ejaculado, esta foi
representada pela percentagem de individuos cujos espermogramas apresentavam uma
morfologia normal, dentro de cada grupo, de acordo com a data da colheita (OMS
1992,1999,2010). O Grupo V apresentou uma percentagem de individuos com valor de
morfologia normal (39,7%) superior a do Grupo | (13,6%);(p<0,05). Estes dados séao
concordantes com Berling e Wolne-Hanssen (1997) que detetaram um aumento da
percentagem de espermatozoides com morfologia e mobilidade normais.®* Também Paulsen e
colaboradores (1996) descreveram o0 aumento da percentagem de espermatozoides com
morfologia normal e de espermatozoides méveis no ejaculado de 510 homens saudaveis em
Seattle, estudados entre 1972 e 1993.** De acordo com os Gltimos dois autores referidos
anteriormente, no presente estudo também se verificou uma percentagem de espermatozoides
moveis em 2013 superior a do grupo | em 1994-1996 (p<0,0001). Por outro lado, Andolz e
colaboradores (1999) detetaram uma diminuicdo da percentagem de espermatozoides com

morfologia normal por ejaculado, apesar do aumento da percentagem de espermatozoides
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méveis.! Também Vicari e colaboradores (1992), detetaram uma diminuicio da percentagem
de espermatozoides com morfologia e mobilidades normais, associado ao decréscimo da
concentracdo de espermatozoides numa populacdo masculina proveniente de Italia.> Em Paris,
Auger e colaboradores (1995) concluiram acerca da diminuicdo da percentagem de
espermatozoides com morfologia e mobilidade normais.’

Relativamente a outros pardmetros do espermograma, como a concentragdo de
leucdcitos por ejaculado e a presenca de aglutinados no ejaculado dos individuos dos grupos |
e V, ndo foram detetadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). Atualmente, a
literatura é escassa quanto a relacdo da deterioracdo da qualidade espermética com alteracdes
de outros pardmetros avaliados no espermograma, como a concentracdo de leucdcitos, a
presenca de aglutinados e o pH do ejaculado. Feki e colaboradores (2009) apresentaram
resultados discordantes com o presente estudo ao demonstrarem um aumento significativo da
concentracdo de leucdcitos no ejaculado de 2 940 homens do Sul da Tunisia.'* Sabe-se que a
concentracdo de leucdcitos no ejaculado esta frequentemente associada a um quadro infecioso
em curso.?* Alguns autores relataram ainda que, o consumo de tabaco pode estar associado ao
aumento da concentracéo de leucécitos no ejaculado®.

O pH médio dos ejaculados do Grupo | (8,2+0,23) foi inferior ao do Grupo V
(8,4+0,5);(p<0,0001).

As carateristicas fisicas do ejaculado podem traduzir uma situagdo patolégica.?* A cor
pode estar alterada em situacdes de hematospermia ou de ictericia, assim como alteracGes do
aspeto podem refletir indiretamente a concentracdo de espermatozoides.®* Um ejaculado
menos opaco pode estar relacionado com uma concentracdo de espermatozoides baixa. Nao
foram identificadas diferencas entre os parametros fisicos dos espermogramas dos grupos | e

V (p=0,05).
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Este estudo apresentou algumas limitacGes, designadamente: o Unico critério de
inclusdo do estudo foi o recurso ao Servico de Medicina da Reproducdo dos CHUC em
contexto de infertilidade conjugal; verificou-se a auséncia dos dados da “Mobilidade de Grau
A”, “Mobilidade de Grau B” ¢ “Mobilidade de Grau C” nos grupos | e 1, uma vez que estes
apenas comecaram a ser avaliados a partir de 2005 (Grupo I11); as trés edi¢cdes do manual da
OMS (1992;1999;2010) em vigor na data da colheita do espermograma apresentam diferentes
critérios de normalidade para a morfologia.?*?® De acordo com estes critérios, para que a
morfologia de um espermograma fosse considerada normal, a percentagem de
espermatozoides com morfologia normal deveria ser superior ou igual a 30% (1992).%° Desde
1999, os critérios morfoldgicos da OMS consideraram os critérios estritos de Kruger para
classificar a morfologia dos espermatozoides do ejaculado,?’ que seria normal quando a
percentagem de espermatozoides com morfologia normal fosse superior ou igual a 15%
(1999)%* #' e posteriormente superior ou igual a 4% (2010).2* %

Deste modo, a analise dos 3168 espermogramas no Servico de Medicina da
Reproducgdo dos CHUC demonstrou que a idade média e a duracdo da abstinéncia sexual entre
os grupos | e V ndo sdo diferentes. A concentracdo média de espermatozoides do ejaculado
também ndo apresentou diferengas entre os grupos | e V. Por outro lado, em 1994-1996
registou-se um volume médio do ejaculado e uma quantidade média de espermatozoides por
ejaculado superiores relativamente a 2013. Observou-se uma maior percentagem de
espermatozoides com mobilidade normal, bem como do ndmero de individuos com
espermograma de morfologia normal no Grupo V. O pH médio do ejaculado também
apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos | e V. N&o se verificaram
diferencas na presenca de aglutinados e na concentracdo de leucocitos do ejaculado, entre

grupos l e V.
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CONCLUSAO

As alteracdes observadas na analise de 3168 amostras de ejaculado, a exce¢do do
volume médio do ejaculado e da quantidade média de espermatozoides por ejaculado, ndo séo
suficientes para ser sugerida uma deterioracdo da qualidade espermatica nos ultimos 20 anos.

Apesar do elevado numero de artigos publicados, a atribuicdo de determinada etiologia
as alteracGes observadas na qualidade espermatica podera ser dificultada pela diversidade de
fatores condicionantes das mesmas, presentes no ambiente natural da populacdo estudada.

Os resultados obtidos no ambito deste estudo poderdo ser validados através da
ampliacdo da amostra analisada, sendo também util para fomentar a realizacdo de futuros
estudos retrospetivos ou observacionais, entre outros, da qualidade espermatica em diferentes
regides de Portugal, de modo a averiguar a existéncia de alteracdes intra e/ou inter regionais,
servindo de termo de comparacao para estudos posteriores que pretendam investigar possiveis
causas de infertilidade masculina especificas do pais, ou mesmo possiveis solu¢fes para essa

infertilidade.
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APENDICE |

Valores de referéncia dos parametros da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

OMS (1992) OMS(1999) OMS(2010)

Volume (mL) >2 >2 >1,5
Contagem de espermatozoides (10%/mL) >20 >20 >15
Quantidade de espermatozoides (10® por ejaculado) >40 >40 >39
Mobilidade (%0) >50 >50 >40

Mobilidade progressiva (%) >25 (Grau A) >25 (Grau A) >32 (Grau A+B)
Morfologia (%) >30 >14* >4%
Leucdcitos (106/mL) <1,0 <1,0 <1,0
pH 7,2-8,0 >7,2 >7,2

Adaptado de: Esteves SC. Clinical relevance of routine semen analysis and controversies surrounding the 2010 World Health Organization

criteria for semen examination.

Legenda: Mobilidade progressiva rapida (Grau A), mobilidade progressiva lenta (Grau B); Mobilidade progressiva total (Grau A+B); *

Critérios estritos de Kruger.®
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