IBAPORTO

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA

Saude Reprodutiva da Populacio
Masculina Portuguesa - estudo de
uma amostra populacional de
dadores de gametas

Ana Catarina Silva Fonseca

M

2019



Saude Reprodutiva da Populacdo Masculina
Portuguesa — estudo de uma amostra
populacional de dadores de gametas

Ana Catarina Silva Fonseca

up200706598@ichas.up.pt

Dissertacao de Mestrado Integrado em Medicina

Apresentada ao Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto

Orientador
Dr. Emidio André do Vale Fernandes

Assistente Hospitalar de Ginecologia/Obstetricia
do Centro Hospitalar Universitario do Porto, EPE

Coorientador
Prof. Doutor Antdnio Tomé da Costa Pereira

Assistente Graduado Sénior de
Ginecologia/Obstetricia do Centro Hospitalar
Universitario do Porto, EPE

Professor Catedratico Convidado do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade
do Porto

Junho, 2019



.«F-\m (‘Q»\C(:n.«.ur\., S0 o («:rr‘-zﬂ-m

Ana Catarina Silva Fonseca

0574

R
Dr. Emidio Vale Fernandes

Prof. Doutor Anténio Tomé Pereira



Life is not easy for any of us. But
what of that? We must have
perseverance and above all confidence
in ourselves. We must believe that we
are gifted for something and that this
thing must be attained. Marie Curie
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Resumo

Cada individuo tem o direito a uma vida sexual e reprodutiva satisfatéria e segura. Nesse
sentido, hd um empenho cada vez maior por parte de vdrios paises, incluindo Portugal, no
sentido de fazer chegar os cuidados de Saude Reprodutiva a sua popula¢do. Contudo, existem
escassos dados relativos ao estudo de amostras populacionais e ao resultado das intervengdes

implementadas no nosso pais.

Neste trabalho, propomo-nos estudar o estado actual de salde reprodutiva da populacado
portuguesa, utilizando como amostra os candidatos a dadores de gametas masculinos

constantes no Banco Publico de Gametas, inscritos entre 2011 e 2018.

Trata-se de um estudo nunca antes realizado na nossa populacdo e que permitiu concluir que,
na amostra estudada, tem havido uma diminuicdo da qualidade espermatica ao longo dos
ultimos 9 anos e que a motilidade progressiva dos espermatozoides estd negativamente
associada com o aumento do indice de massa corporal. Identificou-se ainda uma relacdo entre

o consumo de drogas e a diminuicdo do pH do ejaculado.



Abstract

Each individual has the right to have a safe and satisfactory sexual and reproductive life.
Therefore, several countries have made an effort to make Reproductive Health available to their
population, including Portugal. However, there are few data about populational studies and the

results of the implemented policies in our country.

In this work, we propose to study the current reproductive health status of the portuguese
population, by using as sample the sperm donors candidates from the Portuguese Public

Gametes Bank, registered from 2011 to 2018.

This is the first time that a study like this is realized in our population, and it allowed us to
conclude that in our sample there has been a decrease in sperm quality throughout the last 9
years, and that spermatozoa progressive motility is inversely associated with the increase of the
body mass index. We also identified an association between drug use and the decrease of sperm

pH.
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Introducao

Saude Sexual e Reprodutiva e a epidemiologia da
infertilidade

O conceito de Saude Sexual e Reprodutiva foi introduzido em 1994 na Conferéncia
Internacional sobre Populacdo e Desenvolvimento, englobando o direito a uma vida sexual
satisfatdria e segura, bem como o direito de decidir se, quando e com que frequéncia um
individuo deseja ter filhos™. Estas questdes s3o do foro do Planeamento Familiar, que se dedica
ndo sé a informacdo, prevencdo e diagndstico de infecdes sexualmente transmissiveis que
poderdo afetar a fertilidade do individuo, como também ao planeamento do nimero de filhos
desejados, quer a titulo individual ou enquanto casal. Faz ainda parte das atividades a
desenvolver no ambito do Planeamento Familiar a identificacdo e orientagdo de casais com

problemas de fertilidade?.

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude, a infertilidade é uma doenca do sistema
reprodutivo definida pela incapacidade de engravidar ao fim de 12 meses de relagGes sexuais
frequentes e desprotegidas®®. Esta pode ser subdividida em infertilidade primdria e infertilidade
secunddria. Se o casal nunca foi capaz de gerar uma gravidez trata-se de uma infertilidade
primdria. Contudo, se o casal ja tiver tido pelo menos uma gravidez, mas ndao conseguir
actualmente gerar uma nova gravidez, considera-se uma infertilidade secunddria. Entre 8 a 12%
dos casais a nivel mundial sofrem de infertilidade®. Actualmente, tem-se enquadrado a
incapacidade bioldgica de reprodugdo dos individuos sem parceiro(a) ou casais de individuos do
mesmo género em programas de Procriagcdo Medicamente Assistida (PMA). De acordo com a lei
portuguesa, por exemplo, além dos casais heterossexuais com infertilidade, também casais de
mulheres e mulheres solteiras, independentemente do diagndstico de infertilidade, podem

recorrer a técnicas de PMA, com a utilizacdo de espermatozoides de dador®.

As causas de infertilidade podem ser femininas, masculinas, de etiologia mista ou idiopatica’,
e devem-se a factores como a idade, a exposicdo a toxinas, drogas ou radiagao, a existéncia de
patologia, entre outros, embora a contribuicdo real de cada um dos factores para a redugdo da
fertilidade n3o seja ainda clara®. Contudo, o fardo da infertilidade ainda é muitas vezes
depositado na mulher, quer por razdes sociais como bioldgicas®. Tal é visivel na prdpria
investigacdo da causa da infertilidade, uma vez que dispomos de técnicas mais elaboradas para
o estudo da infertilidade feminina, bem como um maior desenvolvimento de técnicas para a

tratar, ao contrario do que acontece na infertilidade masculina. Enquanto que a infertilidade



feminina é muitas vezes tratada de forma farmacoldgica, a base de tratamentos hormonais que
tém os seus inerentes riscos, a infertilidade masculina € muitas vezes colmatada com o recurso
a métodos de PMA. Isto acarreta por si s6 um maior risco e pressao psicoldgica para a mulher.
Além disso, o proprio status da mulher na sociedade é muitas vezes dependente da sua
fertilidade, sendo que a incapacidade de ter filhos pode ser causa de divércios ou discriminagdo
em algumas culturas*>'°. E por isso importante alertar para a realidade da infertilidade
masculina, quebrando tabus e proporcionando um maior estado de Saude Sexual e Reprodutiva

para todos os individuos, independentemente do seu género.

Estima-se que existam cerca de 48,5 milhdes de casais inférteis em todo o mundo. Contudo,
os estudos epidemioldgicos sobre fertilidade masculina sdo escassos, uma vez que os inquéritos
populacionais sobre o assunto normalmente entrevistam casais ou apenas o elemento feminino
do casal, e porque em paises com sociedades patriarcais, a infertilidade masculina nao é
reportada, sendo que a responsabilidade da infertilidade recai sobre a mulher!l. Numa revis3o
da literatura realizada por Agarwal et al. demonstrou-se que a taxa de infertilidade atribuivel ao

factor masculino, a nivel mundial, varia entre 20% e 70%*.

Figura 1 - Distribuigdo mundial dos casos de infertilidade atribuidos a factor masculino (adaptado de Agarwal et al.,
2015)

De uma forma geral, cerca de 50% dos casos de infertilidade que ocorrem nos paises
desenvolvidos tém uma componente masculina (Figura 1). No entanto, é necessario ter em
conta que nos paises em desenvolvimento os dados estdo fortemente enviesados devido ao
estatuto social do homem, conforme referido anteriormente, sendo que nos paises

desenvolvidos a infertilidade masculina é melhor aceite e, consequentemente, os doentes



procuram mais ajuda por parte dos servigos de salde, existindo portanto um maior relato destas
situacBes'®. Por outro lado, as prevaléncias de infertilidade feminina descritas por Mascarenhas
et al. sdo superiores nos paises em vias de desenvolvimento, quando comparadas com os paises

desenvolvidos (Figura 2)%.

H<1%
W 1% - 1.99%
W 2% - 2.99%
W>3%

Figura 2 - Prevaléncia de infertilidade primdria em mulheres, a nivel mundial, em 2010 (adaptado de Mascarenhas et
al., 2012)

Fisiologia reprodutiva masculina

A espermatogénese ocorre nos tubulos seminiferos sob o controlo do eixo Hipotalamo-
Hipdfise-Génada (HHG). Tem inicio na adolescéncia, cerca dos 13 anos, e ocorre ao longo de
toda a vida, havendo, contudo, uma marcada reduc¢do nos individuos mais velhos. A Hormona
Libertadora de Gonadotrofinas (GnRH) é libertada pelo Hipotdlamo, sendo langada para o
Sistema Porta-Hipofisario e estimulando a Hipdfise a produzir a Hormona Luteinizante (LH) e a
Hormona Foliculo-estimulante (FSH). A sintese e secre¢do de GnRH depende da integracdo de
varios sinais, incluindo neurotransmissores, factores de crescimento, citoquinas, metabolitos e
esteroides sexuais, entre outros. A LH vai ser responsavel pela produgao de testosterona ao nivel
das células de Leydig, no testiculo, enquanto que a FSH vai estimular as células de Sertoli,
estimulagdo esta que é necessaria para a conversao de espermatideos em espermatozoides

(Figura 3).
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Figura 3 - Eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Gonada (adaptado de Ing et al., 2018)

Durante a espermatogénese, as espermatogdnias presentes na base dos tubulos seminiferos

comecam por se dividir por mitose, de forma a, por um lado, manter o seu nimero de células

estaminais e, por outro, originar espermatdcitos primarios. Estes espermatdcitos vao sofrer

meiose, dando origem a espermatdcitos secunddrios e, posteriormente, a espermatideos. Estes

ultimos sdo ja células hapléides, e irdo diferenciar-se em espermatozoides que serdo depois

libertados no limen dos tubulos seminiferos (Figura 4). A espermatogénese tem uma duracdo

total de 74 dias'?™4.

0 espermatozoide pode ser dividido em 3 zonas®:

e Cabeca — contém o nucleo e acrossoma. O nlcleo armazena o material genético em

haploidia (cromossomas somaticos e cromossoma X ou Y). J& o acrossoma é responsavel

por conter as enzimas hidroliticas necessarias para a digestdo do invélucro do ovdcito,

permitindo assim a sua fertilizacao;

e Peca intermedidria — contém mitocdndrias necessarias para produgao de energia;

e Cauda — contém o flagelo.

Apds maturagdo, os espermatozoides sdo armazenados no epididimo, onde se encontram

quiescentes. Durante a ejaculagdao, vao entrar em contacto com as secre¢des das glandulas

acessérias masculinas, que por sua vez vdo activar a motilidade dos espermatozoides'®.
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Figura 4 - Espermatogénese (ES - especializagdo ectopldsmica; AdC - compartimento adluminal; BTB—barreira sangue-
testiculo; BsC - compartimento basal; BM — membrana basal) (adaptado de Nishimura et al., 2017)

Apds um estimulo psicoldgico, visual, auditivo, olfatério ou tactil, ha activacdo do sistema
nervoso parassimpatico, com libertacdo de acetilcolina e consequente dilatacdo das artérias
pudendas, levando ao aumento do fluxo de sangue nos corpos cavernosos e esponjoso. Isto
conduz a compressao venosa e consequente turgescéncia do pénis, levando a sua eregdo. A
passagem dos espermatozoides pela uretra esta sob o estimulo do sistema nervoso simpatico,
que vai provocar a contragdao do musculo liso ao nivel do epididimo e ductos deferentes. O
estimulo parassimpatico também vai levar a secre¢dao do conteudo das glandulas uretrais e
bulbouretrais. Durante a ejaculagdo propriamente dita, os estimulos simpatico e somatico levam
a contragdo dos musculos bulbocavernosos, provocando assim a ejecdo do sémen através da
uretra. A detumescéncia do pénis resulta do estimulo simpatico, que causa a dilatacdo da

vasculatura peniana e consequente flacidez!*

As glandulas sexuais acessdrias do homem incluem a préstata, vesiculas seminais e glandulas
bulbouretrais, e em conjunto produzem o plasma seminal, importante para a neutraliza¢do do
ambiente acido da vagina e para a manutencdo da viabilidade dos espermatozoides apds a
ejaculacdo®. A prodstata vai produzir e secretar o fluido prostatico, que contém moléculas

necessarias para o metabolismo dos espermatozoides durante o processo de fertilizacdo®. O



fluido secretado pelas vesiculas seminais é essencial para a nutricdo e suporte energético dos
espermatozoides, protegendo-os do stress oxidativo e destrui¢cdo imunolégica®®. Por Gltimo, as
glandulas bulbouretrais secretam uma solucdo alcalina, com glicoproteinas, que neutraliza a

acidez do trato urindrio e o lubrifica antes da ejacula¢do®.

Apds as relagdes sexuais desprotegidas, os espermatozoides sdo depositados na vagina e,
posteriormente, migram ao longo do cérvix, onde estdo em contacto com o muco cervical, que
pode conter anticorpos anti-espermatozoides, funcionando como uma barreira a fertilizagao.
Para além do movimento préprio dos espermatozoides, a peristalse uterina facilita a sua
progressdo até as trompas de Faldpio. Durante este trajecto, o préprio espermatozoide vai
sofrendo alteragbes, num processo denominado de capacitacdo. Neste processo, o
espermatozoide passa a um estado de motilidade hiperactivada, ganhando capacidade de
penetrar as camadas externas do dvulo, sendo que para tal o espermatozoide perde algumas
das suas proteinas de superficie!®. Ao nivel da ampola das trompas de Faldpio, os
espermatozoides encontram o évulo, rodeado pela corona radiata e pelo cumulos odforo, tendo
de penetrar ambas as camadas (Figura 5). Depois de penetrarem a corona radiata, os
espermatozoides ligam-se a zona pelucida e sofrem uma reacdo acrosomal, com fusdo da porcao
externa da membrana acrosomal com a membrana plasmatica. Apenas apds completar esta fase
é que o espermatozoide consegue penetrar totalmente a zona pellcida, através dos
movimentos de propulsdo da cauda do espermatozoide e da digestdo enzimatica ao longo do
seu caminho. Depois de penetrar a zona pellcida, o espermatozoide atravessa o espago
perivitelino e sé depois é que entra em contacto com o dvulo em si, conseguindo entdo fundir-
se com a sua membrana plasmatica. Apds esta fusdo, ocorre uma despolarizacdo da membrana
plasmatica do 6vulo, impedindo assim a poli-espermia, ou seja, a fertilizacdo do évulo por mais
do que um espermatozoide. De seguida, ocorre a descondensacdo do nucleo do espermatozoide

e completa-se a meiose no dvulo fecundado'”8,

Sperm penetration triggers
completion of
second meiotic division

Follicle cells

' Zona pellucida
Release of acrosomal @,\
enzymes allows

sperm to penetrate KO
zona pellucida

Cortical granule

=g Plasma membrane

Sperm penetration
causes cortical granules
to release their contents,
rendering zona pellucida
impenetrable to others

Sperm penetrates oocyte

Figura 5 - Fertilizagdo (adaptado de Schoenwolf et al., 2014)



Factores que afectam a qualidade espermatica

A Saude Sexual e Reprodutiva de um individuo resulta de vérios aspectos, nomeadamente
comportamentais, econdmicos e de saude em geral, sendo que todos eles se encontram

interligados (Figura 6).

Acesso a
cuidados de
saude

Habitos de
vida
saudaveis

Praticas de

Sexo seguro

Acesso a
informacao

Figura 6 - Factores condicionantes de infertilidade

InfecBes sexualmente transmissiveis, nomeadamente infe¢Ges por Neisseria gonorrhoeae e
Chlamydia trachomatis, estdao na base de Doenga Inflamatdria Pélvica nas mulheres, podendo
levar a infertilidade. Os estudos sobre o impacto destas infecGes na fertilidade masculina sdo
muitas vezes contraditdrios e com muitas limitacGes, pelo que ndo é possivel afirmar com toda
a certeza que estas infecbes também reduzem a fertilidade masculina. Contudo, pensa-se que
exista uma associacdo entre algumas infecGes sexualmente transmissiveis e a reducdo da

fertilidade masculina'®?°.

A melhor forma de prevenir a infecdo passa por praticas de sexo
seguro, com uso de preservativo. Para tal, é importante apostar na educac¢do da populagéo,
comegando nas camadas mais jovens, devido ao maior risco de praticas de sexo ndo protegido,
e na consciencializacdo da populacdo para os riscos a curto e longo prazo*. O acesso a
informacdo é preponderante para a ado¢do de praticas saudaveis, permitindo a todos os
individuos, independentemente do seu género, o controlo sobre a sua vida sexual e reprodutiva,

evitando a propagacdo de infe¢Bes sexualmente transmissiveis, gravidezes indesejadas e as

consequéncias dai decorrentes?.



Por outro lado, os habitos de vida saudaveis também s3do preponderantes para a boa Saude
Sexual e Reprodutiva dos individuos. O tabagismo estd associado a exposicdo a nicotina,
mondxido de carbono, metais pesados, espécies reactivas de oxigénio, entre outros, o que leva
a reducdo da qualidade e quantidade espermatica, reducdo da motilidade e alteragdes da
morfologia dos espermatozoides, sendo o seu efeito mais marcado naqueles com maiores
cargas tabdgicas??%. Os efeitos do tabaco sdo notdrios também na descendéncia, conforme
evidenciado por estudos em modelos animais. Sobinoff et al. demonstraram que o consumo
materno de tabaco durante a gestacdo e amamentacao estd relacionado com a diminuicao, na
progenia, da populagdo de células germinativas, dano no DNA (acido desoxirribonucleico) das
células germinativas e espermatozoides andmalos?®. Noutro estudo, foi avaliado o impacto do
tabaco na descendéncia feminina, também num modelo animal, verificando-se uma reducao do
numero de odcitos, um aumento dos niveis de stress oxidativo nos odcitos remanescentes e
diminuicdo da interacdo espermatozoide-odcito, o que levou a subfertilidade, aumento do

tempo necessério para procriar e diminui¢cdo do tamanho das ninhadas®*.

Varios estudos efectuados até ao momento demonstraram que uma dieta tipicamente
mediterranica, rica em acidos gordos dmega 3, antioxidantes e vitaminas, e com baixo consumo
de acidos gordos saturados e trans, esta associada a menos casos de homens com parametros
espermaticos abaixo dos valores de referéncia. Enquanto que o consumo de legumes, fruta,
peixe, carne de aves, cereais e produtos lacteos com baixos niveis de gordura esta associado a
uma melhor qualidade espermatica, uma dieta rica em carnes processadas, lacticinios gordos,
alcool e bebidas acucaradas esta correlacionada com uma diminuicdo da qualidade do ejaculado

e baixas taxas de fecundidade?®.

O consumo diario de alcool estd também associado a uma diminuicdo do volume de ejaculado
e a uma alteracdo da morfologia dos espermatozoides?*?®, Este efeito ocorre por interferéncia
no eixo HHG, interferindo com a producdo de GnRH, FSH, LH e testosterona, bem como
alterando a funcdo das células de Leydig e Sertoli. Consequentemente, existe uma diminuicdo
da espermatogénese, com diminuicdo da qualidade do ejaculado e dos niveis de hormonas
masculinas®. O uso de drogas recreativas, como marijuana e cocaina, foi j& associado a
diminuicdo da concentracdo, niumero total de espermatozoides e motilidade, bem como

morfologia anormal®..

O excesso de massa adiposa é responsavel pelo aumento da conversdo de testosterona em
estrogénio, que por sua vez vai interferir com o eixo HHG, diminuindo a libertacdo de

gonadotrofinas e alterando a espermatogénese, como resultado de um hipogonadismo



secunddrio. Além disso, o aumento de leptina proveniente do tecido adiposo é responsavel pela
diminuic3o de testosterona??. Por outro lado, o excesso de peso e a obesidade est3o associados
a um estado pré-inflamatério, com producdo aumentada de espécies reactivas de oxigénio. A
propria adiposidade escrotal é responsavel pelo aumento da temperatura local. Todos estes
factores resultam numa alteracdo da espermatogénese, aumento do stress oxidativo,
diminuicdo da motilidade dos espermatozoides, fragmentacdo do DNA e diminuicdo da

interacdo espermatozoide-odcito>?!.

Actualmente, verifica-se um aumento da pressdo social para que, tanto homens como

|”

mulheres, tenham um corpo “ideal”, fomentando o consumo de uma alimentacdo saudavel e a
pratica de exercicio fisico. Contudo, tem-se verificado, paralelamente, um aumento do consumo
de esteroides anabolisantes androgénicos, quer por atletas como por ndo-atletas. Este grupo de
farmacos é composto por testosterona e derivados. No entanto, verificou-se que a
administracdo de testosterona externa exerce um feedback negativo no eixo HHG, suprimindo
a espermatogénese, provocando atrofia testicular, infertilidade, perda de libido e disfuncao
eréctil??2. Consequentemente, ocorre hipogonadismo hipogonadotréfico, podendo existir

azoospermia transitdria cuja recuperacdo pode demorar até 2 anos. O efeito desta classe de

farmacos é dependente da dose, duracdo do consumo e tipo de esteroide usado?.

Conforme referido anteriormente, o excesso de peso e a obesidade estdo correlacionados com
uma diminui¢do da qualidade do ejaculado. O exercicio fisico nestes individuos permite
aumentar a concentra¢dao, motilidade progressiva e o nimero de espermatozoides com
morfologia normal, bem como os niveis de testosterona?’. Contudo, nem todo o tipo de
exercicio fisico parece ser benéfico, dependendo ndo sé do tipo de exercicio em si, mas também
da sua duragdo e frequéncia. O ciclismo é o principal exemplo de potenciais efeitos adversos do
exercicio fisico, principalmente quando praticado na estrada. Wise et al. demonstraram que
existe uma associa¢do entre a pratica de ciclismo durante mais de 5 horas semanais e a reducdo
da concentrac3o e motilidade dos espermatozoides?®. Num estudo realizado na Republica do
Malawi, onde ocorreu um aumento do uso de téxis-bicicleta, verificou-se que os condutores
destes veiculos apresentavam um menor volume, concentragdo, motilidade total e motilidade
progressiva dos espermatozoides, e ao mesmo tempo apresentavam um aumento da
concentragdo de espermatozoides com morfologia anormal, quando comparado com um grupo
controlo sauddvel, com uma profissdo diferente?. A relacdo entre a prética de ciclismo e a
reducdao dos parametros de fertilidade esta relacionada com o impacto mecanico de estar
sentado no selim, o sobreaquecimento das génadas e o uso de roupas apertadas®. Os estudos

referentes a outros tipos de exercicio, nomeadamente a corrida e o levantamento de pesos, sdo



ainda inconclusivos quanto ao impacto na fertilidade masculina, existindo inclusive estudos
discordantes entre si***2, Quanto aos desportos de impacto, como por exemplo wrestling, skate,
lacrosse e basebol, a lesdo testicular pode levar a infertilidade devido a hipogonadismo primdrio,
através da diminuicdo da produgao hormonal, ou hipogonadismo secunddrio, devido a formacao
de anticorpos anti-espermatozoides, pelo que o uso de coquilha neste tipo de desportos é
altamente recomendavel. No entanto, a incidéncia de trauma testicular €, ainda assim, muito
baixa e n3o parece ter um impacto substancial nas taxas de infertilidade globais®’. Contudo,
importa referir que o exercicio regular e moderado, de uma forma geral, ndo parece ter um

impacto negativo na fertilidade masculina®.

Bhongade et al. conseguiram correlacionar o stress psicoldgico com a alteracdo de parametros

de fertilidade. No seu estudo, o stress psicoldgico foi avaliado através de um questionario
validado (Hospital Anxiety and Depression Score) e, posteriormente, correlacionado com as
alteracdes observadas no espermograma e niveis hormonais. Desta forma, verificaram que os
niveis aumentados de stress psicolégico provocavam uma diminuicdo da testosterona total
presente no sangue, com consequente aumento secundario dos niveis de LH e FSH. Como

resultado final, a qualidade espermatica nestes individuos estaria alterada, com diminuicao da

contagem de espermatozoides, da motilidade e das formas morfolégicas normais®.

De acordo com a literatura, verifica-se um declinio progressivo dos parametros avaliados no
espermograma que acompanha o incremento da idade dos homens. Assim, a partir dos 34 anos
verifica-se uma diminuigdo da contagem total de espermatozoides e da sua motilidade total, e
a partir dos 40 anos parece existir uma redugado da concentragao espermatica e da fragdo de
espermatozoides com morfologia normal. Com o avangar da idade, verifica-se uma reduc¢do da
motilidade progressiva a partir dos 43 anos e uma redu¢do do volume de ejaculado a partir dos

45 anos?'.

A exposicdo a metais pesados, solventes organicos, pesticidas e compostos quimicos
disruptores enddcrinos tem vindo a levantar sérias preocupagdes na area da saude reprodutiva.
A contaminacdo do Homem pode ocorrer através da exposicdo ocupacional, ambiental ou pela
propria alimentagdo. Chumbo, mercurio, cadmio, crémio, percloro-etileno, tolueno, xileno,
benzeno e pesticidas organofosforados sdo alguns dos compostos que foram até agora

identificados como reduzindo a fertilidade quer feminina como masculina*.

Outros factores condicionantes da qualidade espermatica sdo ainda controversos, como é o
caso das alteracGes do sono. A secrecdo de testosterona segue um padrdo diurno, com niveis

maximos durante o sono, estando relacionada com o inicio do sono REM (Rapid Eye Movement),
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mas ndo com a concentracdo de melatonina. Apesar de existirem estudos que demonstram
alteracOes nos parametros de qualidade espermitica em doentes com patologia do sono
(apneia obstrutiva do sono, insénia e shift-work disorder), os resultados nem sempre sdo

congruentes, e ainda n3o foram identificados quais os mecanismos implicados neste processo®.

Bancos de Gametas

O primeiro banco de gdmetas masculinos com um objectivo terapéutico foi criado em 1964,
no lowa, nos Estados Unidos da América. Contudo, a criopreservacdao de espermatozoides
humanos remonta a 1949, e a primeira gravidez com gametas masculinos descongelados tera
ocorrido em 1953. S6 com o desenvolvimento destas técnicas é que foi possivel criar e expandir
os bancos de gametas a nivel mundial. Deste entdo, sé nos Estados Unidos da América, ja terdo

nascido mais de 1 milh3o de criancas gracas a doac¢do de gdmetas masculinos®.

Apesar de diferentes paises europeus terem diferentes regras quanto a doacdo de gametas,
em 1996 foi criado um documento com linhas orientadoras, de forma a uniformizar algumas
regras para a doacdo de espermatozoides. Assim, no que diz respeito ao recrutamento de
dadores, definiu-se que os dadores devem ser informados quanto ao uso dos seus gametas,
numero maximo de familias que poderao ter filhos a partir dos seus gametas, quais os riscos
médicos dos procedimentos e a legislacdo e regras do centro em causa. Além disso, devera ser
prestado aconselhamento, sendo necessario consentimento informado, podendo a qualquer
altura o dador retirar o seu consentimento para o uso dos gdmetas. Os dadores deverdo ter pelo
menos 18 anos e ndo mais que 45 anos. Deverd ser encorajada a doagdo andnima de gdmetas e
ndao remunerada, contudo poderdo ser pagas as despesas de deslocacdo devidamente
documentadas. Estas despesas pagas deverdao ter um montante maximo, de modo a garantir

que a remuneracdo monetdria ndo é o principal motivo de doac¢do®’.

Deverad ser realizada uma avaliacdo da histéria médica passada do dador, bem como do seu
actual estado de saude, por um médico. Devera ser realizado um screening de doencas
infecciosas, sendo que na avalia¢do inicial o dador deverd ser negativo para as seguintes
doencas: HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) 1 e 2, HTLV (Virus linfotrépico das células T
humanas) | e Il (de acordo com a prevaléncia local), Sifilis, Hepatite B e C, Neisseria gonorrhoea
e Chlamydia trachomatis. Na avaliagao final, devera ser negativo para Neisseria gonorrhoea e
Chlamydia trachomatis. Apds 6 meses de quarentena deverd ser negativo para HIV 1 e 2 e HTLV

I e Il (se aplicavel), Sifilis, Hepatite B e C. Tanto na avaliagdo inicial como ao fim de 6 meses de
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quarentena, os dadores deverdo ser avaliados quanto a infecdo por citomegalovirus e, se se
verificar seroconversao, o dador devera ser rejeitado. Deverad ser feita uma analise do caridtipo
do dador, podendo ser pertinente avaliar doengas recessivas prevalentes em certas etnias.
Dadores que apresentem doencgas hereditarias major deverao ser rejeitados. Contudo, se for
detetado um factor de risco genético no dador, a decisdo quanto ao uso ou ndo dos seus

gametas deverd ser tomada em conjunto com um geneticista®’.

Os centros deverdo garantir os mais altos padrdes de qualidade nos procedimentos e
armazenamento dos gdmetas, devendo ser regulados por procedimentos bem definidos. Nos
centros de doacdo deverdo trabalhar pessoas devidamente treinadas e com recurso a todos os
equipamentos necessarios. Os programas de doa¢do de gametas deverdo ser coordenados por
equipas multidisciplinares, com um nivel minimo de actividade, de acordo com a situacao
geografica, e deverdo ser garantidos os procedimentos de controlo de qualidade. Pode ser
possivel trocar gdmetas entre centros que apresentem os mesmos standards mas o comércio
de gametas devera ser proibido. Apenas podem ser usados gadmetas masculinos que tenham
estado em quarentena durante pelo menos 6 meses, apds a realizacdo de screening para
doencas infecto-contagiosas, antes e depois da quarentena. N3o podem ser usados
espermatozoides de 2 dadores diferentes no mesmo ciclo de tratamento. Os registos médicos

dos dadores dever3o ser guardados em ficheiros separados no centro?.

Os beneficidrios deverao ser informados quanto aos métodos de recrutamento e screening dos
dadores, riscos médicos do tratamento, legislacdo, procedimentos e respectiva taxa de sucesso
de inseminagdo ou de fertilizagao no centro em questdo. Os beneficidrios deverao ainda receber
aconselhamento e deverdao dar o seu consentimento informado. A doag¢do de gametas ndo
deverd ser usada para fins eugénicos, devendo existir uma compatibilidade entre as
caracteristicas fenotipicas do dador e do(s) beneficidrio(s). Os beneficiarios seronegativos para
citomegalovirus apenas deverdo receber gametas de dadores que também o sejam. Apesar do
risco de consanguinidade consequentemente a doac¢do de gdmetas ser muito baixo, o nimero
de criancas que nascem a partir de um determinado dador deve ser limitado e controlado, bem
como devido a razdes sociais e psicoldgicas. Uma vez que, numa mesma familia, varias criangas
podem ser concebidas usando gametas do mesmo dador, devera ser controlado o nimero de

familias beneficiarias desse mesmo dador?’.

O centro devera manter um registo do resultado dos tratamentos realizados com recurso a
doacdo de gametas, incluindo o nimero de gravidezes resultantes. Cada centro devera fornecer

informac3o publica, anualmente, relativa aos tratamentos e respectivas taxas de sucesso¥.

12



Banco Publico de Gametas Portugués
A ideia da criagdo do primeiro Banco Publico de Gametas (BPG) em Portugal remonta ao ano

de 2009, altura em que o Conselho Nacional de Procriagdo Medicamente Assistida (CNPMA) se
pronunciou acerca da imperiosidade de criar um BPG, destinado a facilitar os tratamentos de
fertilidade com recurso a gametas de dadores, no Servigco Nacional de Saude. Em 2010, o Centro
Hospitalar Universitario do Porto (CHUP) apresentou uma proposta para a criacdo de um BPG,
gue recebeu parecer favoravel do CNPMA poucos meses depois. A criacdo do BPG no Centro de
Procriacao Medicamente Assistida do CHUP foi aprovada em 2011, pelo Despacho ministerial n®
3219/2011 de 17 de Fevereiro, iniciando a sua actividade a 23 de Maio de 2011. Posteriormente,
em 2017, foi desenvolvida uma rede nacional de Centros Publicos de PMA, afiliados ao BPG, no
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e no Centro Hospitalar Universitario de Lisboa
Central (Maternidade Dr. Alfredo da Costa). Estes centros afiliados sdo responsaveis pelo
recrutamento e sele¢do dos dadores, bem como pela colheita, controlo e criopreservacao dos
respectivos gametas que recolham. O armazenamento e distribuicdo dos gametas é da
responsabilidade do BPG do Centro de Procriacdo Medicamente Assistida do CHUP. A abertura
destes centros afiliados de colheita permitiu alargar a actividade do BPG a todo o territdrio

nacional3®%,

De acordo com as recomendac¢des do CNPMA, cada dador masculino ndo pode estar na origem
de nados-vivos em mais do que 8 familias. Mais ainda, de acordo com as regras do BPG, cada
dador devera ter entre 18 e 40 anos e podera fazer até um maximo de 7 dadivas. A doacdo
devera ser voluntdria e ndo remunerada. No entanto, os dadores de gametas masculinos
poderdo ser ressarcidos pelas despesas efectuadas ou dos prejuizos resultantes da dadiva, no
valor maximo de um décimo do valor do Indexante de Apoios Sociais (IAS) em vigor, por dadiva
e no momento da realizagao das analises pds-quarentena. Ficam ainda isentos do pagamento
de taxas moderadoras no Servico Nacional de Saude durante 3 anos. Desde Maio de 2018, a
doagdo de gametas em Portugal deixou de estar ao abrigo do anonimato, conforme decidido
pelo Acérddo do Tribunal Constitucional n2 225/2018. A selecdo dos dadores de gdmetas passa
por um processo rigoroso de avaliagdo dos candidatos, consistindo numa consulta de Avaliagdo
da Fertilidade, consulta de Psicologia, realiza¢do de analises sanguineas, estudo genético (com
aconselhamento prévio em consulta de Genética Médica) e avaliacgdo dos parametros

espermaticos?®2,
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Avaliacao e selecao dos candidatos a dadores

Na primeira consulta no BPG do CHUP, é realizada uma entrevista aos candidatos, de forma a
avaliar brevemente se o potencial dador ndo tem alguma caracteristica major que o exclua a
priori. Para tal, é tida em consideracao a idade do candidato, que devera ser entre os 18 e 0s 40
anos, a histéria médica pessoal e familiar, com particular énfase para patologia infeciosa,
familiar, hereditdria e genética. Apds esta primeira consulta, é realizada a colheita de gametas
para avaliacdo citobioquimica, bem como a colheita de sangue para screening de doencas
infeciosas (Hepatite B, Hepatite C, HIV 1 e 2, Sifilis, e outros agentes dependendo da origem
geografica e histdria de viagens anteriores, nomeadamente HTLV | e Il). Posteriormente, os
candidatos terdo ainda uma consulta de psicologia de forma a avaliar as suas motiva¢Ges para a

doac¢do, nomeadamente o risco de coacdo financeira®4,

Contudo, basta o candidato preencher um dos critérios de exclusao listados na Tabela | ou ndo
preencher um dos parametros de aceitacdo do espermograma principal (Tabela Il) para que o
processo de doagdo ndo prossiga. Nesse caso, o candidato é informado e, se necessario,
referenciado para consulta de especialidade (por exemplo, Genética Médica ou Andrologia). O
espermograma principal consiste no espermograma inicial, realizado aquando da primeira visita
ao BPG**®, Importa salientar que os critérios espermaticos para aceitacdo de um individuo
enquanto dador de gdmetas sao diferentes e mais exigentes do que aqueles considerados como

referéncia para a populagao, de acordo com a World Health Organization (WHQO) (Tabela Il1).

Tabela | - Critérios de exclusdo de candidatos a dadores

Critérios de exclusao de candidatos a dadores

Histdria clinica ndo satisfatoria

Espermograma principal ndo satisfatério

Avaliacdo negativa na consulta de psicologia

Serologias alteradas

Parametros espermaticos pés-descongelagdo da amostra ndo satisfatorios
Positividade para Chlamydia na urina

Patologia genética

Parametros espermaticos em dadiva ndo satisfatdrios
Serologias pds-quarentena alteradas

Desisténcia em dadiva

Impossibilidade de comparéncia para andlises pds-quarentena

Posteriormente, sera feita a primeira dadiva, que serd submetida a criopreservacdo e

descongela¢do de forma a avaliar a viabilidade dos espermatozoides. O dador poderd fazer um
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maximo de 7 ddadivas no total, sendo que, aquando da segunda ddadiva, é colhida urina para
avaliacdo de infecdo por Chlamydia e sangue para estudo genético, incluindo cariétipo e
pesquisa de mutagdo para fibrose quistica e atrofia muscular espinhal. A avaliagdo final é feita 6
meses apods a Ultima dadiva, de forma a garantir um periodo de quarentena que permita
confirmar a negatividade das serologias e marcadores viricos, condi¢cdo necessdria para o uso

das amostras de gdmetas®’.

Todas as dadivas sdo validadas apds teste de descongelacdo, de forma a garantir o controlo de
qualidade da amostra total. Caso duas dadivas ndo cumpram os critérios de aceitacdo, o dador

serd excluido definitivamente®’.

Tabela Il - Valores seminais de aceitagdo para espermograma principal

Critérios Valores de referéncia do BPG
Aglutinagao Ausente
Volume >1,5ml
pH >7,2(e<9)
Concentragao > 60x10° espermatozoides/ml

Ou

90x10° espermatozoides/ejaculado com volume > 1,5ml

Motilidade > 50% de formas progressivas
Morfologia 2 4% normais
Leucécitos < 1x10°% /ml

Algumas das anomalias dos parametros espermdaticos podem ser classificadas em:

e Azoospermia — auséncia de espermatozoides no ejaculado apds centrifugacao;

e Oligozoospermia — concentracdo < 15x10°8 de espermatozoides/ml;

e Astenozoospermia — motilidade progressiva < 32%;

e Teratozoospermia — percentagem de formas normais < 4%;

e Oligoastenoteratozoospermia — reducdo da concentracdo, motilidade progressiva e

formas normais;

e Oligoteratozoospermia — diminuicdo da concentracdo e da percentagem de formas

normais;

e Oligoastenozoospermia — diminuigdo da concentragao e da motilidade progressiva;

e Astenoteratozoospermia — reducdao da motilidade progressiva e da percentagem de

formas normais.
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Tabela Il - Valores seminais de referéncia para a populacdo, de acordo com a WHO

Critérios Valores de referéncia da populagao
Volume >1,5ml

pH 27,2

Concentragao > 15x10° espermatozoides/ml
Motilidade > 32% de formas progressivas
Morfologia > 4% normais

Leucdcitos

< 1x10° /ml
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Objectivos

Nas ultimas décadas, alguns estudos tém vindo a verificar uma diminuicdao dos parametros
avaliados pelo espermograma, sugerindo uma diminuicdo da fertilidade masculina. Contudo,
tais conclusdes devem ser feitas de forma cuidadosa, uma vez que os diferentes estudos
apresentam vieses de selecdo, com uma grande heterogeneidade geografica, étnica e

metodoldgica®®®.

Em Portugal, apenas uma minoria dos potenciais dadores masculinos avaliados no BPG relinem
as condicGes necessdrias para se tornarem dadores efectivos, na medida em que, apesar de
apresentarem espermogramas normais, ndo cumprem os critérios espermaticos de
admissibilidade do BPG. Assim, este trabalho pretende estudar de forma retrospetiva a saude
reprodutiva da populagdo portuguesa, tendo como objetivo identificar os factores de risco que
mais afetam a fertilidade masculina. Para tal, os potenciais dadores de gdmetas masculinos
avaliados no Banco Publico de Gdmetas/Centro de Procriagcdo Medicamente Assistida do Centro

Hospitalar Universitario do Porto serdo utilizados como amostra da populagdo nacional.

Este trabalho reveste-se de grande importancia, uma vez que ndo foram até agora realizados
estudos na populagdo portuguesa que permitam correlacionar os diversos factores de risco

conhecidos com uma eventual redugdo dos indicadores de fertilidade masculina.
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Material e Métodos

Colheita dos dados

Todos os candidatos a dadores de gadmetas masculinos do Banco Publico de Gametas, inscritos
entre Maio de 2011 e Dezembro de 2018, foram considerados para este estudo. A partir da base
de dados do BPG, foi recolhida informacdo sobre idade aquando da doacdo, estado civil,
profissdo, nimero de filhos prévios, dados antropométricos, caracteristicas fenotipicas (cor do
cabelo, textura do cabelo, cor dos olhos, cor da pele, etnia), historia médica actual e passada,
histéria familiar, exposicdo ocupacional, avaliacdo laboratorial do espermograma e avaliacdo
seroldgica. Todas as amostras de sémen foram recolhidas por masturbacao, no BPG, apds um
periodo recomendado de 2 a 3 dias de abstinéncia sexual. Todos os dados foram anonimizados

através da realizacdo de uma tabela cruzada, gerando-se um cédigo para cada candidato.

A colheita dos dados e a realizacdo do presente estudo foram previamente analisadas e
autorizadas pela Comiss3o de Etica para a Saude, pelo Gabinete Coordenador de Investigacdo,
pela Direcdo do Departamento de Ensino, Formacdo e Investigacdo do Centro Hospitalar
Universitario do Porto e pelo seu Presidente do Conselho de Administracdo [N/REF.2

2018.227(197-DEFI/196-CES)].

Analise estatistica

Todos os dados foram analisados através da ferramenta estatistica IBM SPSS Statistics 25.
Todos os dados sdo expressos como média * erro padrao (+ SEM), salvo indica¢do do contrario.
Foi considerado como sendo estatisticamente relevante um nivel de significancia de 0,05. Os

niveis de significancia sdo apresentados da seguinte forma: * para p<0,05 e ** para p<0,01.

O teste T para amostras independentes foi utilizado para comparar conjuntos de dados obtidos
a partir de grupos independentes de individuos, nomeadamente a idade, IMC e factores de risco
e os parametros do espermograma. Posteriormente, foi utilizado o teste ANOVA para avaliar as
diferengas e interagdes entre os factores sociodemograficos e de risco e os parametros do

espermograma.

18



A evolucgdo dos varios parametros do espermograma ao longo dos anos foi analisada através
do teste ANOVA. Posteriormente, foi realizado o teste Post Hoc de Turkey, de forma a determinar

entre que anos existiam diferencas significativas das médias.

Todos os graficos representam os respectivos valores médios, e as barras de erro representam

o erro padrao associado, salvo indicacdo do contrario.
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Resultados

Descricédo sociodemografica

Até Dezembro de 2018 existia um total de 267 individuos inscritos no Banco Publico de
Gametas. Destes, 21 foram excluidos da andlise estatistica por ndo apresentarem valores de
espermograma (excluidos & priori por avaliacdo da histéria clinica insatisfatéria ou por
desisténcia). Foram também excluidos 20 individuos que estavam inscritos nos centros afiliados
do BPG de Coimbra e Lisboa, de forma a minimizar os vieses associados a forma como é

conduzida a entrevista. Ficou-se, assim, com uma amostra de 226 individuos no total.

A idade dos candidatos a dadores variou entre os 18 e os 40 anos, uma vez que é o intervalo
de idade entre o qual é possivel fazer a doacdo de gdmetas masculinos em Portugal, no BPG.
Assim, a amostra estudada apresentava uma idade média de 27 anos (Tabela IV). Contudo, a
grande maioria dos dadores encontrava-se na faixa etaria abaixo dos 30 anos. A amostra

apresenta uma distribuicdo normal do valor de IMC, com uma média de 23,7 kg/m?.

Quanto ao estado civil, a grande maioria dos candidatos a dadores de espermatozoides
incluidos na amostra eram solteiros (77,9%), sendo que cerca de 55% eram estudantes
(incluindo ensino secundario, profissional e universitario). Na Tabela IV encontram-se listadas

as diversas situa¢des profissionais de acordo com a Classificacdo Portuguesa de Profissdes*.

Como factores de risco para a reducdo da fertilidade masculina, foram analisados os consumos
de alcool, tabaco e drogas (Tabela IV). Considerando o consumo de alcool, os dados inscritos na
base de dados do BPG encontravam-se codificados sob a forma de “Sim”, “Ndo”, “Sim
socialmente” e “Sim as refeicGes”. De forma a garantir a homogeneidade de resultados, estas

~x o n

categorias foram agrupadas em “Sim” e “Nao”, conforme consumiam alcool actualmente (“Sim”,
“Sim socialmente” e “Sim as refeicdes”) ou ndo, respectivamente. Desta forma, 56,2% da

amostra referiu algum tipo de consumo de alcool (Tabela IV).

Da mesma forma, o consumo de tabaco encontrava-se codificado na base de dados do BPG
como “Sim”, “Nao”, “Sim socialmente” e “Antecedentes de tabagismo”, pelo que foram criados
dois novos grupos, considerando o consumo actual de tabaco. Assim, considerou-se como “Sim”
o consumo de tabaco e o consumo social, e como “Ndo” a auséncia de consumo de tabaco e os
antecedentes de tabaco. De acordo com esta reclassificacdo, 19,9% dos candidatos a dadores

referiam algum tipo de consumo de tabaco no presente (Tabela IV).
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Por ultimo, o consumo de estupefacientes foi o parametro que apresentou maior variabilidade

n o«

na base de dados do BPG, existindo varias classificacdes (“Sim”, “Ndo”, “Sim - charro de vez em
guando”, “Sim - socialmente”, “Sim - haxixe”, “Nao desde hd 3 anos”, “Nao desde ha 1 ano
(haxixe)” e “No passado”). De forma a homogeneizar os varios critérios, o consumo de drogas

x "

foi também reclassificado em “Sim” e “Ndo” de acordo com a existéncia ou ndo de consumo
actualmente. Desta forma, verificou-se que menos de 9% dos individuos referiam consumo

actual de drogas.

Tabela IV - Descrigéo sociodemogrdfica da amostra de candidatos a dadores de gdmetas

Idade média (+ SEM), anos 27 (x0,35)
IMC médio (+ SEM), Kg/m? 23,7 (+0,19)
Estado Civil, n (%)
Solteiro 176  (77,9)
Casado 23 (10,2)
Outro* 27  (11,9)
Situacdo Profissional, n (%) **
Estudante 124 (54,9)
Empregado
Profissdes das Forcas Armadas 6 (2,7)
Representantes do poder legislativo e de érgdos executivos, 4 (1,8)
dirigentes, directores e gestores executivos
Especialistas das actividades intelectuais e cientificas 28 (12,4)
Técnicos e profissdoes de nivel intermédio 14 (6,2)
Pessoal administrativo 4 (1,8)
Trabalhadores dos servigcos pessoais, de protecc¢ao e seguranca e 9 (4,0)
vendedores
Trabalhadores qualificados da industria, construcdo e artifices 8 (3,5)
Operadores de instalacdes e maquinas e trabalhadores da 3 (1,3)
montagem
Trabalhadores ndo qualificados 3 (1,3)
Desempregado 14 (6,2)
Factores de Risco, n (%)
Consumo de Alcool 127  (56,2)
Consumo de Tabaco 45  (19,9)
Consumo de Drogas 20 (8,8)

*Qutro: Unido de facto, divorciado, ndo definido
** 9 valores omissos
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Avaliacao do espermograma da amostra de candidatos
a dadores

Todos os individuos da amostra fizeram pelo menos um espermograma, para avaliar a sua
elegibilidade como dadores de gdmetas, mas apenas o primeiro espermograma foi utilizado para
o estudo (espermograma principal). Os valores médios de cada parametro do espermograma
(volume, pH, motilidade progressiva, concentragao, morfologia normal e nimero de leucdcitos)

encontram-se na Tabela V.

Dos 226 individuos, 66,1% apresentavam normozoospermia de acordo com os critérios da
WHO, ou seja, ndo apresentavam qualquer pardmetro espermatico fora dos valores de
referéncia. Ao avaliar os varios parametros do espermograma, identificaram-se os seguintes
diagndsticos: 8,4% de individuos com oligozoospermia (n=19), 9,7% com astenozoospermia
(n=22), 23,9% com teratozoospermia (n=54), 3,1% com oligoastenoteratozoospermia (n=7),

5,3% com oligoteratozoospermia (n=12), e 4,9% com astenoteratozoospermia (n=11).

Tabela V - Avaliagdo do espermograma principal da amostra de dadores

Parametros do o Valores de Referéncia Individuos com valores
Média + SEM

espermograma WHO fora do normal, % (n)
Volume (mL) 3,1 £+ 0,11 > 1,5 11,9 (27)
pH? 8,0 £+ 0,02 > 7,2 0,4 (1)
Motilidade Progressiva (%) 54,1 + 1,06 > 32 9,7 (22)
Concentracdo (*10%/mL) 81,5 + 4,28 > 15 8,4 (19)
Morfologia Normal (%) ° 7,4 + 0,25 > 4 23,9 (54)
Leucdcitos (*108/mL) 0,5 + 0,16 <1 58 (13)

a2 4 valores omissos
b1 valor omisso

Foi ainda analisada a evolugdo de cada um dos parametros do espermograma ao longo dos
anos. Verificou-se que os parametros de Concentragdo e Morfologia Normal apresentavam
diferencas estatisticamente significativas entre alguns anos. Desta forma, verificou-se uma
diminui¢do do valor médio da concentracdo de espermatozoides no ejaculado no ano de 2017

(61,27%7,27) em comparag¢do com o ano de 2018 (111,53+12,11, p=0,014) (Figura 7).
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Relacao entre os valores do espermograma e 0s
factores sociodemograficos e os factores de risco

Uma vez que cerca de metade dos individuos da amostra se encontravam na faixa etaria abaixo
dos 25 anos (48,7%), esta idade foi utilizada com cut-off para a restante anadlise estatistica
(Tabela VI). Assim, avaliando os vdrios pardmetros do espermograma, verificou-se uma
diferencga estatisticamente significativa no que diz respeito a percentagem de espermatozoides
com morfologia normal. O grupo de individuos com idade igual ou inferior a 25 anos apresentou
uma média de 6,9% (+ 0,34) de espermatozoides com morfologia normal, enquanto que os
individuos mais velhos apresentavam uma média de 7,9% (+0,35) de espermatozoides normais

(Figura 9 A). Nado se verificaram diferencgas estatisticas nos restantes parametros avaliados.

A amostra foi subdividida em duas categorias de acordo com o IMC, permitindo classificar os
potenciais dadores em “IMC Normal” (IMC <25 kg/m?) ou “Excesso de peso/Obesidade”
(IMC=25 kg/m?) (Tabela VI). Verificou-se que os individuos com excesso de peso/obesidade
apresentavam uma motilidade progressiva média inferior (50,7+2,14) aos que tém um IMC

normal (55,5+1,20) (Figura 9 B).

Tabela VI - Comparagdo dos valores médios de cada pardmetro do espermograma tendo em conta os factores
sociodemogrdficos

Factores Socio-demograficos

Idade IMC, kg/m?
<25 >25 p <25 225 4]
(n=110) (n=116) (n=159) (n=67)
Volume (mL) 3,1 £0,15 3,2 +£0,15 0,492 3,2+0,13 3,0 £0,18 0,336
pH? 8,1 +£0,03 8,0 +£0,03 0,189 80 +0,02 8,1 0,03 0,530

Motilidade 52,8 +1,56 55,3 +£145 0,250 55,5 +1,20 50,7 +2,14 0,036
Progressiva (%)

Concentragao 79,2 +5,63 83,7 £6,41 0,601 80,4 +4,82 84,0 £8,84 0,704
(*10%/mL)

Morfologia 6,9 £0,34 79 035 0,034 7,4 £0,28 74 £049 0,974
Normal (%) °

Leucdcitos 0,3 £0,09 0,7 £0,30 0,197 04 0,16 0,6 040 0,595
(*10%/mL)

a 4 valores omissos: 2 com <25 anos e 2 com >25 anos; 3 com IMC <25 kg/m2 e 1 com IMC >25 kg/m?2.
b1 valor omisso: 1 com >25 anos; 1 com IMC <25 kg/m?2.
Independent T-test
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Figura 9 - Valores médios de Morfologia Normal em fung¢éo da idade e da Motilidade Progressiva em fungéo do IMC;
*
p<0,05

Foram considerados como factores de risco para alteragdes dos parametros do espermograma
o consumo de tabaco, alcool e drogas (Tabela VII). Assim, verificou-se que a maioria dos
candidatos a dadores ndo consomem tabaco nem drogas. Contudo, mais de metade dos
individuos afirmou consumir alcool regularmente (as refeicbes ou socialmente). Importa
salientar que na base de dados do BPG ndo existe informacdo quanto a quantidade de grama de
alcool ingeridas por dia, o que seria uma informacdo pertinente a avaliar. No que diz respeito ao
consumo de tabaco, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa no nimero de
leucdcitos presentes no ejaculado de fumadores e ndao fumadores. Na amostra, os candidatos a
dadores que eram fumadores apresentaram uma média de 0,1 (+0,05) milhGes de leucédcitos

por mililitro, comparado com 0,6 (+0,20) milhdes de leucdcitos por mililitro nos ndo fumadores
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(Figura 10), sendo a idade média em cada um destes grupos de 26,2 e 26,8 anos,
respectivamente. No entanto, ndo se verificaram diferencas estatisticas em nenhum dos
parametros do espermograma entre os individuos que tém como factores de risco o consumo

de dlcool ou drogas, e os que ndo tém (Tabela VII).

Leucocitos vs Consumo de Tabaco

080 *

0,60

0,40

Leucocitos (*10*6/mL)

0,20

0,00

MN&o Sim
Consumo de Tabaco

Error Bars: +/- 1 SE

Figura 10 — Valor médio de leucdcitos presentes no ejaculado em fungdo do consumo de tabaco; *p<0,05
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Tabela VIl - Comparagdo dos valores médios de cada pardmetro do espermograma tendo em conta o consumo de tabaco, dlcool e drogas

Factores de Risco

Tabaco Alcool Drogas

Sim Nao Sim Nao Sim Nao

(n=45) (n=181) P (n=127) (n=99) P (n=20) (n=206) P
Volume (mL) 32 + 028 3,1+ 0,11 0,840 3,1+ 0,14 3,14 + 016 0,965 29 £ 035 32+ 011 0,571
pH? 80 + 004 80+ 002 0,89 80+ 003 80 + 003 0,599 7,94+ 0,10 80t 002 0315
Motilidade ..o, )16 542+ 122 0880 541+ 140 540 + 164 0962 535+ 423 542 + 1,09 0,871
Progressiva (%)
(cfl':;j:[’;';“ 822 + 907 813+ 485 093 808+ 577 824 * 640 0858 802 + 13,69 816+ 451 0928
Morfologia o, 466 73+ 026 0288 78+ 033 70 + 037 0,093 68+ 090 7,5+ 025 0438
Normal (%)
Leucéei
eucacitos 01+ 005 06t 020 0,025 03+ 010 072 + 034 0,19 04+ 031 04t 017 0,901

(*10%/mL)

2 4 valores omissos: 1 fumador e 3 ndo fumadores; 2 consumidores de alcool e 2 ndo consumidores de alcool; 4 ndo consumidores de drogas.
b1 valor omisso: 1 fumador; 1 consumidor de alcool; 1 ndo consumidor de drogas.
Independent T-test




Efeito dos factores sociodemograficos e dos factores de
risco nos parametros do espermograma

Foi realizada uma avaliagio ANOVA para controlar o efeito dos varios factores
sociodemograficos (Idade e IMC) e de risco (consumo de tabaco, dlcool e drogas), bem como as

suas interagoes, nos diferentes parametros avaliados pelo espermograma.

Ao avaliar o pH da amostra, verificou-se que o consumo de drogas tem influencia no valor
deste parametro [F (1, 201)= 6,823, p= 0,010]. Assim, observou-se que o consumo de drogas
leva a uma diminui¢do do pH de 8,09+0,031 nos individuos que ndo consomem, para 7,86+0,082
nagueles que consomem. Ainda assim, o valor de pH manteve-se acima do valor normal para a

populacdo (pH>7,2) (Figura 11).

Quanto aos restantes parametros do espermograma, nomeadamente Motilidade Progressiva,
Concentragdo e Numero de Leucécitos, ndo se verificaram interagdes significativas entre os
varios factores testados. Quanto ao Volume do ejaculado e a percentagem de espermatozoides
com Morfologia Normal, apesar de se verificarem interacdes com alguns dos factores
sociodemograficos e de risco avaliados, estes resultados ndo sdo estatisticamente significativos
nem biologicamente representativos, uma vez que resultam da andlise entre grupos com um

numero reduzido de individuos (Apéndice 1).

Foi ainda avaliada a influéncia do nimero de cigarros consumidos sobre cada um dos

parametros do espermograma, ndo se objectivando qualquer correlacdo (Tabela VIII).

Efeito do consumeo de drogas no pH

10,00 |

n=206 ** n=20

6,00

pH

2,00 |

00 -
Nao Sim

Consumo de Drogas

Error bars: +- 1 SE

Figura 11 - Efeito do consumo de drogas no pH da amostra; **p<0,01
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Por ultimo, e de forma a predizer o comportamento de cada um dos parametros do
espermograma em funcdo dos factores sociodemograficos e de risco anteriormente analisados,
foi realizada uma avaliagao estatistica através de regressao linear. Contudo, nao se verificou
uma regressdao linear estatisticamente significativa para nenhum dos parametros

(0,02<R?<0,045).

Tabela VIl - Influéncia do numero de cigarros consumidos sobre cada um dos pardmetros do espermograma, na
amostra total de dadores

Parametros espermograma Analise ANOVA

Volume F(1,213)=0,445; p = 0,505
pH F(1,209)=0,139; p=0,710
Concentragao F(1,213)=0,534; p=0,466
Motilidade Progressiva F(1,213)=0,784; p=0,377
Morfologia Normal F(1,212)=0,293; p=0,589
Leucdcitos F(1,213)=0,486; p =0,487

Avaliacdo dos individuos com espermogramas
anormais

Na amostra avaliada, cerca de um tergo dos individuos (33,93%) apresentava pelo menos um
parametro de espermograma fora dos valores determinado pela WHO como normais (Figura

12).

Avaliagédo do espermograma

.Tndns o0s pardmetros dentro dos
valores de referéncia
Pelo menos um pardmetro fora
dos valores de referéncia

Figura 12 - Distribuigdo dos individuos de acordo com a avaliagéo do espermograma
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Considerando apenas os individuos com um espermograma alterado, verificou-se ainda que a
grande maioria dos individuos (68,49%) apresentava apenas um parametro fora dos valores de

normalidade (Figura 13), sendo a morfologia o parametro mais vezes alterado (Tabela IX).

MNumero de parametros fora dos valores de normalidade

G0

40

Percentagem (%)

20

\

/ / vy
3,70% F% £z LI

1 2 3 4 5

# parametros

Figura 13 - Numero de pardmetros fora dos valores de normalidade, considerando os individuos ndo
normozoospérmicos

Tabela IX - Percentagem de individuos com alteracées em cada pardmetro do espermograma

Variaveis do espermograma % de individuos com alteragGes
Volume 35,5
pH 1,3
Concentragao 25,0
Motilidade Progressiva 28,9
Morfologia Normal 57,9
Leucdcitos 17,1

A avaliagdo estatistica pelo método ANOVA foi repetida, utilizando os mesmos critérios, mas
considerando apenas os individuos que tinham pelo menos um parametro do espermograma

alterado e excluindo os individuos com normozoospermia.

Ao analisar a percentagem de espermatozoides com Formas Normais, verificou-se que este
parametro é influenciado pela idade [F(1, 58)=7,010, p=0,010]. Na amostra, os individuos com
idade igual ou inferior a 25 anos apresentavam em média uma percentagem de

espermatozoides com formas normais inferior ao valor considerado como normal para a
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populacdo (3,46+0,707), sendo a diferenca significativa face a média dos individuos com mais
de 25 anos (7,78+0,767) (Figura 14). N3do existem diferencas entre os dois grupos quanto ao
consumo de factores de risco.

Efeito da idade na Morfologia Normal

10,00
ok

n=36
8.00 '
3z
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E
560
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=
o =
2 n=40
g o 7,78
(=]
=
2,00
00 - -
<=25 anos =25 anos

Idade (anos)

Error bars: +/- 1 SE

Figura 14 - Efeito da idade na morfologia normal, nos individuos ndio normozoospérmicos; **p<0,01

N3do se verificaram interacdes entre os varios factores sociodemograficos e de risco nos
restantes parametros do espermograma. A auséncia de diferencas biologicamente significativas
pode, em parte, estar relacionada com o facto de, ao se fazer uma sucessiva subdivisdao da
amostra, cada grupo ficar com um numero muito reduzido de individuos (em alguns casos
apenas 1 ou 2 individuos), o que ndo permite retirar conclusdes (Apéndice 2). Foi também
analisado o efeito do numero de cigarros consumidos por dia sobre cada um dos parametros do

espermograma, ndo se tendo verificado qualquer tipo de influéncia na amostra (Tabela X).

Tabela X - Influéncia do numero de cigarros consumidos sobre cada um dos pardmetros do espermograma, nos
dadores com pelo menos um pardmetro anormal

Parametros espermograma Anadlise ANOVA

Volume F(1,72) = 1,002; p = 0,320
pH F(1,69)=0,854; p=0,359
Concentragao F(1,72)=0,318; p=0,575
Motilidade Progressiva F(1,72)=0,005; p=0,943
Morfologia Normal F(1,72)=2,233;p=0,139
Leucécitos F(1,72)=0,649; p=0,423
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Discussao

O sucesso da fertilizacao, quer natural quer através de métodos de procriacdo medicamente
assistida, estd intimamente relacionado com as caracteristicas dos gametas masculinos e
femininos. Neste sentido, os potenciais dadores inscritos no BPG foram utilizados como amostra
da populagdo portuguesa masculina, de forma a ser possivel estudar a qualidade espermatica e
determinar qual o efeito dos varios factores sociodemograficos e de risco sobre os parametros

do espermograma.

A amostra estudada apresentava uma idade média de 27 anos, sendo formada essencialmente
por estudantes do ensino secundario, universitario e profissional, com um IMC médio normal.
Quanto aos factores de risco analisados, verificou-se que mais de metade da amostra
apresentava algum tipo de consumo de dalcool aquando da recolha dos gametas, quase um
guarto da amostra apresentava tabagismo activo e menos de um décimo referiu consumo actual

de drogas.

Na amostra avaliada verificou-se que as principais anomalias espermaticas encontradas, por
ordem decrescente de prevaléncia, eram a teratozoospermia, a astenozoospermia e a
oligozoospermia. Estes resultados sdao semelhantes aos encontrados por Ombelet et al., que
conduziram um estudo numa clinica de fertilidade na Bélgica, onde avaliaram os parceiros de
mulheres com anovulacgdo crénica®l. Estudos como estes revestem-se de particular interesse,
uma vez que permitem aferir, ainda que de uma forma indirecta, qual a prevaléncia de
anomalias nos espermatozoides da populagdo em geral. Particularizando para o estudo
realizado no BPG, tal adquire uma especial importancia, dado que quase um quarto da amostra
apresentava teratozoospermia, ou seja, existia uma elevada prevaléncia de espermatozoides
com formas anormais, o que ird comprometer a eficacia da fecundacdo, quer in vivo como in
vitro. Existem estudos que demonstram uma correlagdo positiva significativa entre a
percentagem de espermatozoides com formas normais e o indice de fertilizagdo. Esta variagdo
deve-se ao facto de apenas alguns dos espermatozoides com formas normais serem capazes de

sofrer a reac3o acrossomal e, consequentemente, serem capazes de se fundir com o odcito*.

Desde o inicio da década de 70 que se tem vindo a investigar se existe uma tendéncia para a
diminui¢do da qualidade espermatica. Neste ambito, Swan et al. identificaram uma diminuicao
de cerca de 50% da concentragdo espermatica na segunda metade do século XX, com particular
énfase para os Estados Unidos da América, Europa e Austrdlia. Neste periodo de tempo,

verificou-se um declinio de cerca de 3% por ano deste pardmetro>3. Previamente, Carlsen et al.
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tinham ja demonstrado uma diminuicdo do nimero de espermatozoides, bem como do volume
de ejaculado, entre o periodo de 1938 e 1991°*, Também numa meta-andlise realizada com base
em artigos publicados entre 1965 e 2015, Sengupta et al. demonstraram uma diminuicdo da
concentragdo de espermatozoides na popula¢do masculina europeia®. No estudo realizado no
BPG, verificou-se que tanto a Concentracdo como a Morfologia Normal dos espermatozoides na
amostra variaram significativamente ao longo dos anos. No que diz respeito a Concentragao,
apesar de ndo parecer haver uma tendéncia clara em relagdo ao seu declinio ao longo dos anos,
existe uma diminuicdo significativa do seu valor médio nos individuos que se registaram no BPG
no ano de 2017, quando comparado com os que se inscreveram em 2018. Importa salientar que
o numero de individuos inscritos por ano entre 2012 e 2015 é reduzido, quando comparado com
o restante periodo de tempo em estudo, o que leva simultaneamente a que o erro padrdo seja
superior nestes anos. Este motivo poderd explicar a auséncia de variacao significativa neste
intervalo de tempo. Por outro lado, ao analisar a percentagem de espermatozoides com
Morfologia Normal na amostra, verificou-se uma clara tendéncia da reducdo dos valores deste
parametro ao longo dos anos. Assim, no estudo aqui realizado, observou-se uma reducao
significativa da percentagem de espermatozoides com formas normais entre o ano de 2011 e os
anos de 2017 e 2018, correspondendo a uma reducdo de 26,89% e 30,73%, respectivamente.
Estes resultados estdo em linha com o reportado por van den Hoven et al., que demonstraram
que entre 1986 e 2011 ocorreu uma diminuicdo dos valores de espermatozoides
morfologicamente normais, num estudo realizado na cidade de Nimega, na Holanda. No referido
estudo, observaram uma diminuicdo de 30-80% para 0-10% de espermatozoides com formas
normais no final do estudo, entre 2004 e 2011, Resultados semelhantes foram obtidos por
Splingart et al., num estudo realizado numa amostra de dadores de gametas masculinos, na
regido de Tours, em Franca, entre 1976 e 2009°’. Uma vez que o estudo realizado no BPG é
relativo a um intervalo temporal subsequente ao estudado por van den Hover et al. e por
Splingart et al., poderemos estar perante novas evidéncias da continuagdao do declinio da
percentagem de espermatozoide com formas normais no ejaculado de candidatos a dadores de
gametas masculinos. Todavia, importa salientar que os varios estudos aqui referidos foram
realizados com base em populagdes distintas. Contudo, ndo existem estudos baseados na
populagdo portuguesa, o que seria importante para, por um lado confirmar se os dados aqui
obtidos sdao representativos da populacdo, e por outro para determinar se este padrdao de

reducdo de alguns dos pardmetros do espermograma representa uma tendéncia mais antiga.

O efeito da idade materna no sucesso da fertilizacdo e reprodugdo é extensamente

reconhecido. Contudo, no que toca ao género masculino, ndo existe um conceito definido de
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“idade paterna avancgada”. Stone et al. estudaram o efeito da idade sobre varios parametros do
espermograma e concluiram que, até aos 34 anos, nao existiam variacdes em nenhum dos
parametros. Contudo, a partir dos 34 anos, verificaram uma diminuicdo do nimero total de
espermatozoides, a partir dos 40 anos uma diminuicdao dos valores de concentracdo e de
morfologia normal e a partir dos 45 anos uma diminui¢cdo do volume de ejaculado®®. Numa
revisdo da literatura realizada por Kidd et al., varios artigos evidenciaram a diminuicdo da
percentagem de espermatozoides com morfologia normal entre os 30 e os 50 anos®®. Também
no Brasil, Oliveira et al. correlacionaram o aumento da idade com a diminuicdo da percentagem
de formas normais, da motilidade progressiva e da vitalidade espermdtica, bem como com o
aumento da fragmentacdo do DNA dos espermatozoides®®. Mas, ao contrario do que seria de
esperar, numa primeira analise do trabalho realizado no BPG, verificou-se que os individuos mais
jovens da amostra, com idade inferior a 25 anos, apresentavam em média menos
espermatozoides com morfologia normal, quando comparados com a faixa etdria entre os 26 a
40 anos, ndo tendo sido identificadas variagdes nos restantes parametros do espermograma. No
entanto, importa salientar que estes resultados ndo foram controlados para os factores de risco
nem para o numero de dias de abstinéncia. De facto, quando controlado para os factores de
risco, esta variagdo deixou de se observar. Contudo, o nimero de dias de abstinéncia é um factor
confundidor importante, conforme demonstrado por Auger et al.5%. Apesar de presente na base
de dados do BPG, este dado ndo se encontra sistematicamente preenchido, pelo que ndo é
possivel utiliza-lo para controlar os restantes parametros. Além disso, importa referir que os
artigos presentes na literatura utilizam como cut-off para a idade os 35 anos, enquanto que no
estudo aqui apresentado foi utilizada a idade de 25 anos. A op¢do em utilizar como cut-off esta
idade prendeu-se com o facto de os dadores terem entre 18 e 40 anos. Como tal, se se utilizasse
uma idade superior como cut-off, os grupos de individuos ficariam com tamanhos muito
dispares, o que nao permitiria uma andlise estatistica tdo precisa. Importa também referir que,
em Portugal, todos os estudos realizados tém como objectivo o estudo da idade materna
aquando do nascimento do primeiro filho, ndo existindo referéncia a idade paterna. De acordo
com a PORDATA, em Portugal, desde meados da década de 80 que a idade média materna
aquando do nascimento do primeiro filho aumentou de 23,6 anos em 1985 para 30,3 anos em
2017%2. Ainda assim, seria interessante ter conhecimento da idade paterna aquando da
concepcao, de forma a compreender se esta estaria associada a um risco superior de alteracoes

do espermograma e, consequentemente, a uma maior dificuldade reprodutiva.

Neste trabalho, realizado no BPG, demonstrou-se ainda uma diminuicdo da motilidade

progressiva média com o aumento do IMC. Este resultado esta de acordo com estudos recentes
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de Belan et al. e de Bieniek et al., que demonstraram uma correlacdo negativa entre estes dois
parametros. De facto, Belan et al. demonstraram ndo sé uma diminuicdo da motilidade
progressiva mas também do ndimero total de espermatozoides no ejaculado, enquanto Bieniek
et al. demonstraram uma correlagdo negativa entre o IMC e o volume, concentragao, motilidade
e morfologia dos espermatozoides®®%4. Campbell et al. tinham jd em 2015, através de uma meta-
andlise, identificado uma correlacdo negativa entre o IMC e a motilidade progressiva®. O
excesso de peso/obesidade tomam especial relevidncia uma vez que, de acordo com dados da
Direcdo-Geral da Saude (DGS), se verificou um aumento progressivo destes parametros na
populagdo portuguesa, entre 1960 e 1990. Estes dados resultam do Unico estudo a cerca da
evolucdo da obesidade em Portugal, realizado em inspe¢cbes militares e tendo como alvo rapazes
com 20 anos de idade®. Ainda assim, demonstram a importancia da implementacdo de medidas
que permitam reduzir o excesso de peso/obesidade, ndo sé pelo risco metabdlico e
cardiovascular associado, mas também devido ao impacto negativo sobre a saude reprodutiva
masculina. Mais ainda, Samavat et al. objectivaram uma tendéncia (ndo estatisticamente
significativa) para o aumento dos parametros de motilidade progressiva e nimero total de
espermatozoides em homens obesos submetidos a cirurgia baridtrica, e um aumento
significativo no volume e viabilidade das amostras, quando observados 6 meses apds a
intervencdo. Demonstraram ainda um aumento de hormonas sexuais como a FSH, LH e
testosterona total e sex hormone binding globulin, bem como a diminuicdo dos niveis de

estradiol e do nimero de individuos com hipogonadismo®’.

De acordo com a literatura, o consumo de tabaco deverd ter um efeito negativo sobre os varios
parametros do espermograma, uma vez que o consumo de tabaco provoca um aumento dos
niveis de espécies reactivas de oxigénio, com consequente aumento do stress oxidativo. Neste
sentido, existem evidéncias de que o tabagismo contribuird para a diminuicdo do volume,
motilidade progressiva, espermatozoides com formas normais e viabilidade, com aumento do
nimero de espermatozoides iméveis e de leucdcitos presentes no ejaculado®®°, Noutro estudo
realizado por Trummer et al., apenas foram identificadas diferencas entre fumadores e ndo
fumadores ao nivel do nimero de leucdcitos presentes no ejaculado’. Ainda assim, a Sociedade
Americana para a Medicina Reprodutiva emitiu, em 2018, uma opinido onde refere que o efeito
do tabaco na fertilidade masculina é dificil de discernir, uma vez que, apesar de se verificar uma
diminui¢cdo de varios parametros conforme anteriormente descrito, estes mantém-se dentro
dos limites da normalidade’. Contudo, na amostra avaliada neste trabalho, verificou-se uma
relagdo inversa entre o consumo de tabaco e a presenga de leucdcitos no ejaculado, ndo se

verificando variagcGes significativas para os valores de mais nenhum parametro do
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espermograma. Todavia, importa salientar que os estudos presentes na literatura utilizam como
populacdo de estudo individuos que recorreram a clinicas de procriagdo medicamente assistida,
devido a infertilidade, ndo sendo descrito se se tratavam de casos de infertilidade feminina ou
masculina, o que podera surgir como um viés de selecdo dos participantes. No estudo
apresentado, a utilizacdo de candidatos a dadores de gametas masculinos como amostra da
populacdo permite diminuir o viés de seleccdo, uma vez que, a partida, se tratara de uma
amostra saudavel. Ainda assim, seria expectdvel um aumento do nimero de leucécitos no grupo
de individuos fumadores. Esta aparente incongruéncia pode ser explicada pela grande
variabilidade do nimero de leucécitos no grupo dos nao fumadores. Uma vez que se tratava de
um grupo com mais individuos, existe inerentemente uma maior variabilidade, que poderd estar
associada a propria variabilidade individual ou mesmo a factores sistémicos nao controlados no
estudo, como por exemplo patologia infeciosa. Em particular, a existéncia de patologia infeciosa
ndo foi utilizada para controlar as analises estatisticas uma vez que os candidatos a dadores que
foram excluidos a priori por ndo apresentarem valores de espermograma principal de acordo
com os valores exigidos pelo BPG, nao foram avaliados para as vdrias patologias infeciosas. Por
outro lado, o grupo dos fumadores era mais reduzido e apresentava uma menor variacdo, o que

podera contribuir para a existéncia de diferencgas estatisticamente significativas.

O tabagismo ndo é o Unico factor de risco para a diminuicdo da qualidade espermatica. Tanto
o consumo de alcool como o consumo de drogas estdo associados a variagdes nos parametros
do espermograma, com diminui¢do do volume, nimero total de espermatozoides, motilidade e
células normais, sendo que o consumo crdénico e pesado de alcool tem maior relevo para estes
efeitos. Por outro lado, o consumo moderado de alcool ndo parece ter o mesmo impacto. Para
além do efeito nos parametros espermaticos, verifica-se também um aumento do racio
estradiol/testosterona associado ao consumo crénico de alcool. Contudo, num estudo realizado
por Lwow et al., onde os individuos foram divididos de acordo com o consumo de dlcool em dois
grupos, de alto e baixo risco, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas em
nenhum dos pardmetros espermaticos?®’2774, Quanto ao consumo de drogas recreativas, como
a marijuana, cocaina, ecstasy e opioides, varios autores referem um efeito negativo sobre o eixo
HHG e espermatogénese, uma vez que os receptores canabinoides se encontram localizados na
hipdfise, células de Leydig, células de Seroli e tecido testicular. Também aqui o consumo regular
apresenta maior relagdo com as alteragdes a nivel bioldgico. Contudo, existem alguns estudos
contraditdrios, que ndo verificaram diferencas com o consumo regular de marijuana, o que
podera estar relacionado com os diferentes habitos de consumo incluidos nos vdrios

estudos’?7>, Seria, portanto, expectdvel uma correlacdo negativa entre cada um destes factores
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de risco e os vérios parametros do espermograma. Todavia, ndo se verificaram diferencas
significativas em nenhum parametro, quando comparados individuos com e sem consumo
destes factores de risco. Um importante factor confundidor que nao foi possivel controlar neste
estudo foi a quantidade de alcool consumida por dia, bem como a duracdo temporal desse
mesmo consumo. O consumo de alcool era muitas vezes referido na base de dados do BPG como
sendo “as refeicGes” ou “socialmente”, o que por si s6 ndo permite quantificar a sua magnitude.
Em estudos futuros seria importante controlar esta variavel através da determinagdo do
consumo diario ou semanal de alcool. Da mesma forma, o consumo de drogas estava muitas
vezes classificado em “ocasional” ou “no passado”. Mais ainda, diferentes médicos poderao
inquirir sobre a exposicao a factores de risco de forma diferente, o que resulta em respostas
diferentes por parte dos candidatos a dadores. Por exemplo, a resposta poderd ser diferente
consoante se pergunta “Consome drogas?” ou “Alguma vez consumiu drogas?” ou “Consumiu
drogas recentemente?”. A prépria empatia criada entre médico-dador podera afectar a

honestidade da resposta, principalmente em assuntos mais sensiveis.

As andlises estatisticas até aqui discutidas comparavam os valores médios do espermograma
tendo em conta apenas uma varidvel. No entanto, a complexidade do Ser Humano estd
relacionada com a interacdo de varias varidveis no organismo. Desta forma, é mais relevante
considerar a influéncia que a interacdo entre os varios factores sociodemograficos e de risco

tém sobre a qualidade espermatica.

Assim, verificou-se uma diminui¢do significativa do pH do ejaculado associada ao consumo de
drogas, quando controlado para os restantes factores discutidos, mantendo-se ainda assim com
valores médios superiores ao limite inferior da normalidade para a populagdo. A relevancia
destes dados prende-se com o facto de o pH do sémen ser importante quer para a viabilidade
como para a mobilidade dos espermatozoides, sendo que em ambientes mais acidicos ocorre
uma diminuicdo de ambos os pardmetros’®. Contudo, n3o se verificaram intera¢cdes entre os
varios factores de risco e os restantes parametros do espermograma, o que podera ser atribuido,

em parte, ao numero reduzido de individuos presentes em cada subcategoria.

No que diz respeito ao consumo de tabaco, é importante também ter em conta o nimero de
cigarros consumidos por dia, bem como o nimero de anos de consumo. No estudo realizado no
BPG ndo se verificou uma interagdo positiva entre o nimero de cigarros consumidos e o declinio
dos parametros do espermograma. Todavia, conforme demonstrado numa meta-analise

realizada por Sharma et al., o volume, a contagem de espermatozoides, a sua motilidade e a sua
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morfologia normal sdo afectadas negativamente pelo consumo moderado (10 a 20 cigarros por

dia) e pesado (mais de 20 cigarros por dia) de tabaco®.

A Ultima abordagem deste estudo passou por avaliar a interacdo dos varios factores
sociodemograficos e de risco considerando apenas o subgrupo de individuos que apresentavam
pelo menos uma alteracdo no espermograma. Com esta subcategorizacdao da amostra, verificou-
se uma reducao significativa da percentagem de espermatozoides com Morfologia Normal em
individuos com idade inferior a 25 anos, apresentando em média, valores inferiores aos
considerados como normais para a populagdo. Ndo se verificaram diferencas relativas a
exposicao a factores de risco que pudessem explicar estes dados. Mais ainda, ndo se verificaram
outras interagdes estatisticas, em parte devido ao facto de se tratarem de categorias com um
numero reduzido de individuos, o que torna estas analises estatisticas bastante varidveis. Como
tal, seria necessario aumentar o nimero de individuos incluidos em cada categoria para obter

resultados estatisticos mais representativos e passiveis de analise estatistica.

Para além do niumero reduzido de individuos constantes em algumas das categorias analisadas
ao longo deste trabalho, existem outros vieses que poderdo explicar a auséncia de diferencas
estatisticas em alguns dos parametros estudados ou mesmo as incongruéncias face a literatura.
A auséncia de estudos de salde reprodutiva masculina portugueses semelhantes ao elaborado
no BPG, que agora se apresenta, torna mais desafiante a comparag¢do dos dados com os da
literatura existente, uma vez que os principais estudos existentes foram realizados em grandes
centros de fertilidade a nivel dos Estados Unidos da América, Franga e paises nérdicos. Por si s0,
as diferengas geograficas poderdao estar associadas a diferentes resultados. Uma vez que até
mesmo dentro do préprio pais poderao existir diferengas geograficas, optou-se por incluir neste
estudo apenas os potenciais dadores recrutados através do BPG - Porto. Outro viés que podera
estar a influenciar os resultados é o viés de sele¢do. A opg¢do de se incluir apenas os potenciais
dadores de gdmetas masculinos prende-se com o facto de, desta forma, se conseguir criar uma
amostra que, a partida, terd uma variabilidade semelhante a que se pode encontrar na
populagdo portuguesa. Contudo, deve-se manter sempre em mente que se tratam de pessoas
gue voluntariamente doam gametas, ou seja, ndo se trata de uma amostra randomizada da
populacdo, que seria o ideal para um estudo desta natureza. Por outro lado, apesar de a doagao
de gametas se tratar de um processo livre, voluntario e ndo remunerado, seria também
interessante compreender o que motiva estes homens a serem dadores. Apesar de ndao ser um
processo remunerado, a lei portuguesa prevé que os dadores sejam “ressarcidos pelas despesas
efetuadas ou prejuizos direta e imediatamente resultantes das suas dadivas num valor maximo

de um décimo do valor do IAS em vigor””’. Ndo existem estudos realizados em Portugal que
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avaliem as motivacdes dos dadores de gametas masculinos. No entanto, nos Estados Unidos da
América, onde a realidade é bastante diferente da portuguesa, onde existe bastante publicidade
em relacdo ao assunto, e a doacdo de gdmetas femininos e masculinos é remunerada, Rene
Almeling verificou que a principal motiva¢do para a doagdo de gametas masculinos era, de facto,
a remunerac¢ao monetdria. De acordo com o seu estudo socioldgico, as agéncias americanas que
recrutam gametas femininos tendem a apelar ao altruismo, enfatizando que as mulheres
estardo a ajudar casais inférteis que estdo a passar por uma situacao dificil, enquanto que os
bancos de gametas masculinos encorajam os homens a ganhar dinheiro de forma facil, através
da doacgdo de gametas, existindo inclusive um anuncio que refere Get paid for what you’re
already doing! (“Seja pago por aquilo que ja estd a fazer!”)’®. Sebastian Mohr refere ainda que
nos Estados Unidos da América, devido a forma como o sistema de saude funciona, a doacado de
gametas é muitas vezes vista como uma forma de aceder aos cuidados de saude, ao contrario
do que se verifica nos paises nordicos. Ainda assim, na Dinamarca, a principal motivacdo para
doar gdmetas masculinos prende-se com a remunerac3o (entre 40 a 80€ por amostra)’. Por
outro lado, num estudo realizado por Thijssen et al., onde avaliaram a motivacdo dos dadores
de gametas belgas, verificou-se que as principais motivacdes se relacionavam com ajudar outras
pessoas a realizar o sonho de ter uma crianga ou porque simpatizavam com alguém que tinha
dificuldades em engravidar®®. Ainda no que diz respeito ao viés de sele¢3o, verificou-se que, no
estudo realizado no BPG, mais de metade dos individuos eram ainda estudantes, e com idade
inferior a 30 anos. Isto implica que o estudo acabou por ser direcionado para uma faixa etaria
muito especifica e que, na maioria dos casos, ainda ndo estara a pensar em ter filhos. Apesar de
ndo permitir generalizar os resultados para a populagdo masculina portuguesa, é relevante
enfatizar que as alteragdes verificadas no estudo terdo repercussées ndao sé no presente, mas
também no futuro, pelo que importa antecipar e prevenir os efeitos na salde reprodutiva destes
jovens. Por outro lado, poderdo existir outras variaveis, ndo analisadas no presente estudo, que
possam estar a condicionar os resultados obtidos. Um exemplo pragmatico é o da avaliagao do
volume de ejaculado. Este parametro resulta essencialmente da actividade das vesiculas
seminais. Desta forma, dois tercos do volume de ejaculado resulta de secre¢des produzidas
pelas vesiculas seminais, enquanto que quase um tergo resulta de secre¢es prostaticas e cerca
de 10% deriva do testiculo e epididimo. Para além da prépria variabilidade inter-individual,
varios factores poderdo estar associados a alteracdo do volume de ejaculado, nomeadamente
um periodo de abstinéncia curto (nos primeiros 4 dias de abstinéncia ha um aumento diario de
11,9% do volume ejaculado), uma colheita incompleta, ejaculacdo retrégada, entre outros®.
Por ultimo, e conforme discutido anteriormente, o nimero de dias de abstinéncia pode ser um

factor confundidor, uma vez que periodos mais prolongados de abstinéncia estdo associados a
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maior volume de ejaculado, maior concentracao de espermatozoides e ao mesmo tempo a uma

diminuicdo da sua motilidade®?.

Este trabalho foi o primeiro a ser realizado em Portugal com o objectivo de investigar a saude
reprodutiva masculina em candidatos sauddveis a dadores de gametas. Trata-se de uma
primeira abordagem ao tema, tendo permitido identificar alguns pontos de interesse, tais como
a necessidade de homogeneizacdo do registo da base de dados do BPG, nomeadamente a

melhor caracterizacdo dos factores de risco dos candidatos.
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Apéndice 1 — Avaliacdo ANOVA dos efeitos dos
factores sociodemograficos e dos factores de risco nos
parametros do espermograma

Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariakle: Espermograma 1 - Motilidade Progressiva (%)

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 5879,783° 20 293,989 1,169 284
Intercept 116735,675 1 116735675 464 166 ,0oo
idade25 85,876 1 85,876 341 560
IMC2 735 1 735 003 857
tabaco2 29,233 1 29,233 116 734
alcoaol 4,566 1 4,566 018 893
drogas2 42,271 1 42,271 168 682
idade25 * IMC2 101,580 1 101,580 405 525
idade25 *tabaco2 73,590 1 73,590 293 589
idade25 * alcooal 82,663 1 82,663 329 56T
idade25 * drogas2 544,887 1 544,887 2167 143
IMC2 *tabaco2 4,876 1 4,876 019 889
IMC2* alcoal 304,332 1 304,332 1,210 273
IMC2 * drogas2 313,684 1 313,684 1,247 1265
tabaco2 * alcoal 49,754 1 49,754 1498 657
tabaco2 * drogas2 27,384 1 27,384 109 742
alcool * drogas2 o000 0
idade25* IMC2 * tabaco2 427,275 1 427,275 1,699 194
idade25* IMC2 * alcoal 446,010 1 446,010 1,773 a4
idade25 * IMC2 * drogas2 37,977 1 37,977 151 698
idade25 *tabaco2 * 90,885 1 90,885 L3681 548
alcool
idade25 *tabaco2 * 36,345 1 36,345 145 704
drogas2
idade25 * alcool * ,0o0 0
drogas2
IMCZ2 *tahaco2 * alcool 12,375 1 12,375 049 B25
IMCZ2 *tabhaco2 * drogas2 K[ ]o] 0
IMC2 * alcool * drogas2 ,0oo 0
tabaco2 * alcool * 000 0
drogas2
idade25 * IMC2 *tabaco2 000 0
*alcool
idade25 * IMC2 *tabaco2 000 0
*drogas2
idade25* IMC2 * alcoal * 000 0
drogas2
idade25 *tabaco2 ™ ,000 0
alcool * drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool * ,000 0
drogas2
idade25* IMC2 * tabaco2 ,000 0
*alcool * drogas2
Error 51556,627 205 261 496
Total 718827830 226
Corrected Total 57436410 2258

a. R Sguared = 102 (Adjusted R Squared = ,015)



Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:  Espermograma 1 - Concentragdo (1 0%6/m|)

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Caorrected Model 52776, 5047 20 2638825 B17 898
Intercept 240117510 1 240117510 56,141 ,aoo
idade25 13,077 1 13,077 003 956
IMc2 50,976 1 50,976 012 913
tabhaco? 3709117 1 3708117 867 353
alcool 2044 457 1 2044 457 478 490
drogas2 448 745 1 448745 108 T46
idade25* IMC2 4048 632 1 4048 632 947 332
idade25 *tabaco2 5676,087 1 5676087 1,327 251
idade25 * alcoal 6497 520 1 6497 520 1,519 218
idade25 * drogas2 609,166 1 609,166 142 708
IMC2 *tabaco2 3180019 1 3180019 744 ,390
IMC2* alcoal 2208655 1 2208655 516 473
IMC2 * drogas2 3422 840 1 3422840 ,800 a72
tabaco2 * alcool 1813,800 1 1813,800 424 516
tabaco? * drogas? 1667,847 1 1667,847 390 533
alcool * drogas2 Jooo 0 .
idade25* IMC2 *tahaco2 4180 1 4180 a0 975
idade25* IMC2 * alcool 1805920 1 1805920 422 B17
idade25*IMC2 * drogas2 58,947 1 58,947 014 807
idade25 *tahaco2 * 1925010 1 1925010 450 503
alcool
idade25 *tabaco2 * 2251108 1 2251105 526 468
drogas2
idade25 * alcool * ,0o0 0
drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool 1358,859 1 1359859 318 A73
IMC2 *tabaco2 * drogas2 Jooo 0
IMC2 * alcool * drogas?2 000 0
tabaco2 * alcool * ooo i]
drogas?2
idade25* IMC2 *tabaco2 000 ]
*alcool
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*drogas2
idade25* IMC2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25 *tabhaco? * ono ]
alcool * drogas2
IMCE2 * tabaco2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*alcool * drogas2
Errar BTE7AET,226 205 4277011
Total 2430761,130 226
Corrected Total 929563,730 225

a. R Squared = 057 (Adjusted R Squared =-,035)
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable: Espermograma 1 - Morfologia Mormal (%)

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Caorrected Model 619, 6467 20 30,982 2615 0oo
Intercept 2955052 1 2959052 249,785 ,aoo
idade25 021 1 021 002 967
IMc2 132,164 1 132,164 11,156 001
tabhaco? 76,688 1 76,688 6,474 012
alcool 46,477 1 46,477 3,923 049
drogas2 1,017 1 1,017 BB 770
idade25* IMC2 12,303 1 12,303 1,039 309
idade25 *tabaco2 18,158 1 18,158 1,533 217
idade25 * alcoal 8,233 1 8,233 685 405
idade25 * drogas2 20,528 1 20,528 1,733 190
IMC2 *tabaco2 202,362 1 202,362 17,082 ,0oo
IMC2* alcoal 110,107 1 110107 9,295 003
IMC2 * drogas2 19,768 1 19,768 1,669 198
tabaco2 * alcool 142 666 1 142 666 12,043 o1
tabaco2 * drogas2 5782 1 782 488 ABE
alcool * drogas2 Jooo 0 .
idade25* IMC2 *tahaco2 7,610 1 7,610 642 424
idade25* IMC2 * alcool §,248 1 9,248 781 378
idade25*IMC2 * drogas2 §,222 1 6,222 525 A68
idade25 *tahaco2 * 44 036 1 44 036 3717 a5
alcool
idade25 *tabaco2 * 5,339 1 5,339 788 ATE
drogas2
idade25 * alcool * ,0o0 0
drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool 116,610 1 116,610 5,843 002
IMC2 *tabaco2 * drogas2 Jooo 0
IMC2 * alcool * drogas?2 000 0
tabaco2 * alcool * ooo i]
drogas?2
idade25* IMC2 *tabaco2 000 ]
*alcool
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*drogas2
idade25* IMC2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25 *tabhaco? * ono ]
alcool * drogas2
IMCE2 * tabaco2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*alcool * drogas2
Errar 2416,669 204 11,846
Total 16476,000 225
Corrected Total 3036,316 224

a. R Squared = 204 (Adjusted R Squared = 126)
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable: Espermograma 1 - Leucdcitos

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Caorrected Model 41,2529 20 2,063 330 897
Intercept 5,759 1 5,759 920 ,338
idade25 343 1 343 055 815
IMc2 001 1 001 000 988
tabhaco? 637 1 637 102 750
alcool 1,999 1 1,999 319 A73
drogas2 243 1 243 039 844
idade25 * IMG2 087 1 087 014 908
idade25 *tabaco2 085 1 J0B& 014 807
idade25 * alcoal 788 1 789 126 723
idade25 * drogas2 044 1 044 007 933
IMC2 *tabaco2 ,303 1 303 048 826
IMGZ * alcoal 044 1 044 007 933
IMC2 * drogas2 ,288 1 2849 046 830
tabaco2 * alcool Joog 1 ooa oo b72
tabaco2 * drogas2 251 1 251 040 842
alcool * drogas2 Jooo 0 .
idade25* IMC2 *tahaco2 096 1 056 015 902
idade25* IMC2 * alcool 3,484E-5 1 3,484E-5 ooo 898
idade25*IMC2 * drogas2 ,288 1 2849 046 830
idade25 *tahaco2 * 1,234 1 1,234 87 658
alcool
idade25 *tabaco2 * 2,485 1 2,485 387 628
drogas2
idade25 * alcool * ,0o0 0
drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool 1,181 1 1,181 180 (663
IMC2 *tabaco2 * drogas2 Jooo 0
IMC2 * alcool * drogas?2 000 0
tabaco2 * alcool * ooo i]
drogas?2
idade25* IMC2 *tabaco2 000 ]
*alcool
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*drogas2
idade25* IMC2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25 *tabhaco? * ono ]
alcool * drogas2
IMCE2 * tabaco2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*alcool * drogas2
Errar 1282 964 205 6,258
Total 1373,000 226
Corrected Total 1324 217 225

a. R Squared = 031 (Adjusted R Squared =-,063)
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Espermograma 1 - Volume

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 65,0647 20 3,348 1,381 134
Intercept 314,491 1 314,481 128,718 ,aoo
idade2s 4,545 1 4,545 1,875 72
IMc2 12,451 1 12,451 5136 024
tahaco2 006 1 006 002 960
alcool 3,588 1 3,588 1,480 225
drogas2 003 1 003 004 8950
idade25 * IMC2 108 1 108 044 B34
idade25 *tabaco2 16,116 1 16,116 6,647 011
idade25 * alcool 1,440 1 1,440 G604 442
idade25 *drogas2 A72 1 AT72 236 628
IMC2 *tabaco2 16,029 1 16,029 6,612 011
IMC2 * alcooal 2,940 1 2,940 1,212 272
IMC2 * drogas2 007 1 007 003 957
tabaco2 * alcool 2,638 1 2,638 1,088 208
tabaco2 * drogas2 8,053 1 8,053 3322 070
alcool * drogas2 Jooo 0 .
idade25*IMC2 *tahaco2 1,535 1 1,535 633 A27
idade25* IMC2* alcool 7,666 1 7 666 3,162 077
idade25 * IMC2 * drogas? 307 1 307 127 722
idade25 *tabaco2 * 5211 1 5211 2,148 144
alcool
idade25 *tabaco2 * 5,652 1 5,652 3,881 047
drogas2
idade2s * alcool * ooo 0
drogas?
IMC2 *tabaco2 * alcool 1,643 1 1,643 G678 411
IMC2 *tabaco2 * drogas2 Jooo 0
IMC2 * alcool * drogas2 ,000 0
tabaco2 * alcool™ 000 0
drogas2
idade2s * IMC2 *tabaco2 ooo 0
*alcool
idade25* IMC2 *tabaco2 000 0
*drogas2
idade25*IMC2 * alcool * ,0oo 0
drogas?2
idade2s *tabaco2 ™ 000 0
alcool * drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool * 000 0
drogas2
idade25* IMC2 * tabaco2 ooo 0
*alcool * drogas2
Errar 497 004 205 2,424
Total 2788,220 226
Corrected Total 563,968 225

a. R Squared= 119 (Adjusted B Sguared = ,033)
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable: Espermograma 1 - Morfologia Mormal (%)

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Caorrected Model 619, 6467 20 30,982 2615 0oo
Intercept 2955052 1 2959052 249,785 ,aoo
idade25 021 1 021 002 967
IMc2 132,164 1 132,164 11,156 001
tabhaco? 76,688 1 76,688 6,474 012
alcool 46,477 1 46,477 3,923 049
drogas2 1,017 1 1,017 BB 770
idade25* IMC2 12,303 1 12,303 1,039 309
idade25 *tabaco2 18,158 1 18,158 1,533 217
idade25 * alcoal 8,233 1 8,233 685 405
idade25 * drogas2 20,528 1 20,528 1,733 190
IMC2 *tabaco2 202,362 1 202,362 17,082 ,0oo
IMC2* alcoal 110,107 1 110107 9,295 003
IMC2 * drogas2 19,768 1 19,768 1,669 198
tabaco2 * alcool 142 666 1 142 666 12,043 o1
tabaco2 * drogas2 5782 1 782 488 ABE
alcool * drogas2 Jooo 0 .
idade25* IMC2 *tahaco2 7,610 1 7,610 642 424
idade25* IMC2 * alcool §,248 1 9,248 781 378
idade25*IMC2 * drogas2 §,222 1 6,222 525 A68
idade25 *tahaco2 * 44 036 1 44 036 3717 a5
alcool
idade25 *tabaco2 * 5,339 1 5,339 788 ATE
drogas2
idade25 * alcool * ,0o0 0
drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool 116,610 1 116,610 5,843 002
IMC2 *tabaco2 * drogas2 Jooo 0
IMC2 * alcool * drogas?2 000 0
tabaco2 * alcool * ooo i]
drogas?2
idade25* IMC2 *tabaco2 000 ]
*alcool
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*drogas2
idade25* IMC2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25 *tabhaco? * ono ]
alcool * drogas2
IMCE2 * tabaco2 * alcool ™ 000 1]
drogas2
idade25* IMCZ2 *tabaco2 ono ]
*alcool * drogas2
Errar 2416,669 204 11,846
Total 16476,000 225
Corrected Total 3036,316 224

a. R Squared = 204 (Adjusted R Squared = 126)
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Apéndice 2 — Avaliacdo ANOVA dos individuos com
espermogramas anormais

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variahle: Espermograma 1 - Volume

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 58,4037 17 3435 1,581 100
Intercept 197,995 1 197,995 91,124 ooo
idade25 1,253 1 1,253 ETT 451
IMC2 3,026 1 3,026 1,393 243
tabaco2 3,290 1 3,290 1,514 224
alcool 050 1 050 023 JBBO
drogas2 856 1 856 394 A33
idade25* IMC2 820 1 820 378 A4
idade25 *tabaco2 026 1 026 012 914
idade25 * alcool 7,390 1 7,390 3,401 070
idade25 * drogas2 A36 1 A36 246 621
IMC2 *tabaco2 1,683 1 1,683 774 382
IMC2 * alcool 1,460 1 1,460 672 A16
IMC2 * drogas2 aoa 0 . . .
tabaco2 * alcool 1,313 1 1,313 G604 440
tabaco * drogas2 94895 1 94895 4,600 036
alcool * drogas2 aoa 0
idade25*IMC2 *tabaco2 003 1 003 001 972
idade25* IMC2 * alcool 1,687 1 1,687 T77 382
idade25* IMC2 * drogas2 ooo 1]
idade25 *tabaco2 ™ 000 0
alcool
idade25 *tabaco2 * 16,324 1 16,324 7,053 1o
drogasz2
idade25* alcool * 000 0
drogasz2
IMC2 *tabaco2 * alcoal 001 1 001 000 983
IMC2 *tahaco2 * drogas2 aoa 0
IMC2 * alcool * drogas2 aoa 0
tabaco2 * alcool * oo 0
drogasz2
idade25* IMC2 * tahaco2 000 0
*alcool
idade25* IMC2 *tabaco2 oo 0
*drogas2
idade25* IMC2 * alcool * 000 0
drogasz2
idade25 *tabaco2 ™ 000 0
alcool * drogas2
IMC2 * tabaco2 * alcool * oo 0
drogasz2
idade25* IMC2 * tahaco2 000 0
*alcool * drogas?2
Errar 126,023 58 2173
Tatal 681,170 76
Corrected Total 184 427 7h

a. R Sguared= 317 (Adjusted R Squared = 116)



Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariahle: Espermogramal - pH

Type I Sum
Saurce of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1,795% 17 106 847 634
Intercept 2000217 1 2000,217 16055484 ,aoo
idade25 422 1 422 3,386 071
IMc2 234 1 234 1,881 AT6
tabaco2 122 1 122 ReEd 326
alcool 019 1 018 153 6a7
drogas2 315 1 318 2,525 18
idade25* IMG2 116 1 A6 832 330
idade25 * tabaco2 001 1 001 011 918
idade25 * alcool 056 1 056 A53 A04
idade25 * drogas? 107 1 107 859 ,358
IMC2 *tabaco2 160 1 V160 1,280 263
IMC2* alcool 208 1 ,208 1,670 ,202
IMC2 * drogas?2 000 0
tabaco2 * alcool 031 1 031 248 B21
tabaco? *drogas2 il 1 155 1,241 270
alcool * drogas2 000 0 . .
idade25* IMC2 *tabaco2 235 1 235 1,884 76
idade25* IMC2 * alcool 132 1 132 1,069 308
idade2&* IMC2* drogas2 000 0
idade25 *tabaco2 * .0on 1]
alcool
idade25 *tabaco2 * 025 1 025 204 653
drogas2
idade25* alcool * .0on 1]
drogas2
IMG2 * tabaco2 * alcool 127 1 127 1,020 317
IMC2 *tabaco2 * drogas2 000 0
IMC2* alcool * drogas2 000 0
tabaco2 * alcool ™ .0oo ]
drogas?
idade25* IMC2 *tabaco2 .0on 1]
*alcool
idade25* IMC2 * tabaco2 000 0
*drogas?2
idade2&* IMC2 * alcool * .0on 1]
drogas2
idade25 *tabaco2 * .0on ]
alcool * drogas2
IMC2 *fabaco2 * alcool * 000 0
drogas2
idade25* IMC2 * tabaco2 000 0
*alcool * drogas2
Errar 6,852 a6 125
Total 4777140 73
Corrected Total 8647 72

a. R Squared = ,208 (Adjusted R Squared =-,037)
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariahle: Espermograma 1 - Motilidade Progressiva (%)

Type ll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 70052417 17 412073 1,165 321
Intercept 59689, 444 1 59689444 168,704 ,000
idade25 169,353 1 169,353 ATH 482
IMC2 27,855 1 27,855 078 78O
tabaco2 102,723 1 102,723 ,290 A82
alcool 92,818 1 92,818 262 10
drogas? 143,740 1 143,740 406 526
idade25* IMC2 325480 1 325480 820 341
idade25 *tabaco2 54,203 1 54 203 153 BO7
idade25* alcool 611,300 1 611,300 1,728 154
idade25 * drogas2 27,435 1 27,435 078 782
IMC2 * tabaco2 70,848 1 70,848 200 (656
IMC2 * alcool 1363,323 1 1363323 3,853 054
IMC2* drogas2 ooo 0 .
tabaco2 * alcool 117,060 1 117,060 k| JA67
tabacol * drogas2 63,939 1 63,939 81 672
alcool * drogas2 Jooo 0 . .
idade25*IMC2 *tabaco2 543,370 1 543,370 1,536 ,220
idade25 * IMC2 * alcool 1358,455 1 1358455 3,839 055
idade25* IMC2 *drogas2 Jooo 0
idade2s *tabaco2 * 000 0
alcool
idade25 *tabaco2 * 193,625 1 193,625 547 462
drogas2
idade25* alcool ™ 000 0
drogas2
IMCZ2 *tabaco2 * alcool 39,765 1 39,764 12 739
IMC2*tabaco2 * drogas2 ,ooo 0
IMC2™* alcool * drogas2 ooo 0
tabaco2 * alcool * ooo 0
drogas2
idade25* IMC2 *tabaco2 ooo 0
*alcool
idade25* |MC2 *tabaco2 000 0
*drogas2
idade2&™* |MC2*alcool * 000 0
drogas2
idade2s *tabaco2 ™ 000 0
alcool * drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool * 000 0
drogas2
idade25* IMC2 *tabaco2 ooo 0
*alcool * drogas2
Error 20821 118 58 353,812
Total 172816,370 76
Corrected Total 27526,3549 7h

a. R Squared = 254 (Adjusted R Squared = ,036)
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable: Espermograma 1 - Concentragdo (*10%6/ml)

Type lll Sum
Source of Sguares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 43440,335° 17 2555314 JGBO 800
Intercept 71965,287 1 71965,287 19,410 000
idade25 24 515 1 24,515 007 935
IMC2 5348363 1 5348363 1,443 235
tabaco2 322124 1 322124 0BT 768
alcool 527 169 1 527,169 142 707
drogas2 3308,228 1 3308,228 B8a2 349
idade25* IMC2 9214 046 1 9214 046 2,485 120
idade25 *tabaco2 3,588 1 3,588 00 875
idade25 * alcool 12060117 1 12060117 3,253 076
idade25 * drogas2 1142679 1 1142 6749 308 581
IMC2 *tabaco?2 8495 463 1 895 463 242 625
IMC2 * alcool 952 521 1 952,521 257 614
IMC2 *drogas2 ooo 0 .
tabaco2 * alcool 781,489 1 781,489 211 648
tabaco2 * drogas2 134,857 1 134,851 036 849
alcool * drogas?2 ooo 0
idade25* IMC2 *tabaco2 1990,741 1 1990,741 A37 ABT
idade25* IMC2 * alcoal 7198 366 1 7198,366 1,941 168
jidade25* IMC2 * drogas2 ooo i
idade25 *tabaco2 ™ 000 0
alcool
idade25 *tabhaco2 * 461 7149 1 461,719 125 725
drogas2
idade25* alcool ™ 000 0
drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcooal 1651,242 1 1651,242 A18 520
IMC2 *tabaco2 * drogas2 ooo 0
IMC2 * alcool * drogas2 ooo 0
tabaco2 * alcool * 00o 0
drogas2
idade25* IMC2 * tabaco2 ooo 0
*alcool
idade25* IMC2 * tabaco2 000 0
*drogas2
idade25* IMC2 * alcool ™ 000 0
drogas2
idade5 *fabaco2 ™ 000 0
alcool* drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool * ooo 0
drogas2
idade25* IMC2 *tabaco2 ,0oo 0
*alcool * drogas2
Errar 215042 638 58 3707632
Total 537000880 76
Corrected Total 2684832 877 7h

a. R Squared = 168 (Adjusted B Squared =- 076)

51



DependentVariable: Espermograma 1 - Leucdcitos

Tests of Between-Subjects Effects

Type Il Sum
Saurce of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 208 702* 17 12,277 691 799
Intercept 35,424 1 35424 1,893 63
idade2s 13,061 1 13,061 735 ,395
IMC2 136 1 136 003 931
tabaco2 32,000 1 32,000 1,800 185
alcool 3,895 1 3,895 219 a1
drogas? 2,889 1 2,889 163 688
idade25 * IMC2 122 1 22 ,ao7 934
idade25 *tabaco2 507 1 507 ,029 ,BE6
idade25 * alcool 25,358 1 25,358 1,427 237
idade25 * drogas2 1,567 1 1,567 083 768
IMC2 *tabaco2 1,331 1 1,331 078 785
IMG2 * alcool 1,873 1 1,873 105 T4T
IMC2 * drogas2 ooo 0 .
tabaco2 * alcool 6,067 1 6,067 341 A6
tabaco2 * drogas2 337 1 337 018 891
alcool * drogas2 ,0o0 0 .
idade25 * IMC2 *tabaco2 1,452 1 1,452 082 JT76
idade25 * IMC2 * alcoal 11,231 1 11,231 632 430
idade2s * IMC2 * drogas?2 .a0o 0
idade25 *tabaco2 * ,oo0 0
alcool
idade25 *tabaco2 * 5,624 1 5,624 316 A76
drogas?
idade25 * alcool * .0on 0
drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool 5,659 1 5,659 543 A64
IMC2 *tabaco2 * drogas2 ooo 0
IMC2* alcool * drogas2 Jooo 0
tabaco * alcool * ooo 0
drogas2
idade25 * IMC2 *tabhaco2 .ooo 0
*alcool
idade25 * IMC2 *tabaco2 ,0o0 0
*drogas?2
idade25* IMC2 ™ alcool * ooo 0
drogas2
idade25 *tabaco2 * ,oo0 0
alcool * drogas2
IMC2 *tabaco2 * alcool * ,0o0 0
drogas?
idade25* IMC2 *tabacol .0on 0
*alcool * drogas2
Errar 1030,830 58 17,775
Total 1366,000 76
Corrected Total 12349,632 ik

a. R Squared =168 (Adjusted R Squared=-,078)
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