UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

COMPARAGAO ENTRE OS CRITERIOS DE ANALISE SEMINAL DA OMS DE

1999 E DE 2010 E CONTAGEM TOTAL DE ESPERMATOZOIDES MOVEIS.

PATRICIA DE MORAES DE ZOR?ZI

Porto Alegre
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

COMPARAGAO ENTRE OS CRITERIOS DE ANALISE SEMINAL DA OMS DE

1999 E DE 2010 E CONTAGEM TOTAL DE ESPERMATOZOIDES MOVEIS.

PATRICIA DE MORAES DE ZOR?ZI

Orientadora: Profa. Dra. Helena von Eye Corleta

Dissertacao apresentada como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Medicina:
Ciéncias Médicas, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Programa de Pds- Graduagao em
Medicina: Ciéncias Médicas.

Porto Alegre

2016



BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra Anita Pimentel
Profa. Dra. Edimarlei Gonsales Valério
Prof. Dr. Edison Capp

Prof. Dr. Vanderlei Biolchi



DEDICATORIA

Aos meus pais, Luiz Jahir e Soraya, pela dedicacdo incondicional em
proporcionar uma boa educagao a mim e meus irmaos e pelo constante estimulo e
vibragdo com nossas conquistas.

Ao meu marido, Cristian, por estar ao meu lado em todos os momentos
importantes da minha formacao.

A minha irm3, Lizia, pelo exemplo de aluna e hoje professora estudiosa e
dedicada e ao meu irmé&o, Pedro, pelo estimulo e pela disponibilidade em ajudar
sempre.

A Queri, por ser uma companheira incondicional em todos os momentos

inclusive nas horas dedicadas a elaborac¢ao deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Profa. Dra. Helena von Eye Corleta, pelo exemplo de
profissional correta e competente com importante participagdo na minha formagao
como ginecologista e pelo estimulo a pesquisa e incansavel disponibilidade em me
orientar nesse trabalho.

A Ana Paula de Souza Kussler, pela disponibilidade e pelo auxilio imprescindivel
para a concretizagcéo do trabalho.

Aos pacientes e a todos, que de alguma forma, contribuiram para a realizagcao

deste trabalho.



RESUMO

Introducao: Em torno de 15% dos casais apresentam o diagndstico de infertilidade,
sendo que 50% se devem a fatores masculinos. Diversos testes de fungao
espermatica sdo propostos para a avaliagado da fertilidade, mas o espermograma € o
principal exame para o diagnéstico de infertilidade masculina. O valor progndstico das
caracteristicas seminais como concentracdo, morfologia e motilidade como
marcadores de infertilidade masculina é confundido. A avaliacdo desses e a
classificagao quanto a normalidade dos mesmos permanece sendo tema de discussao
frequente.

Objetivos: Comparar as diferentes classificagcbes de parametros seminais (OMS
1999, OMS 2010 e TMSC) e avaliar as caracteristicas de pacientes em terapia de
reprodugdo humana assistida que se relacionam com esses parametros.

Métodos: Foi realizado estudo longitudinal, retrospectivo, baseado em revisdo de
banco de dados para avaliar as caracteristicas e parametros seminais e comparar as
mesmas conforme as classificacdes da OMS de 1999, OMS de 2010 e TMSC de 477
homens submetidos a investigacdo de infertilidade ou tratamentos de reprodugao
assistida na clinica Generar — Reprodu¢ao Humana, entre 2011 e 2015.

Resultados: 401 pacientes tiveram alguma alteragao pela OMS 1999, 223 pela OMS
2010 e 200 pela TMSC. O critério que mais alterou a condicdo de uma amostra
seminal de anormal em 1999 para normal em 2010 foi a morfologia.

Conclusao: Os parametros se tornaram menos rigidos de 1999 para 2010 alterando
significativamente a propor¢ao de individuos que deixaram de ser classificados como

inférteis. A classificagdo baseada no TMSC pode ser util na indicagdo de alguns



tratamentos, mas nao pode definir um individuo como fértil ou infértil em funcao de

nao levar em consideragcao a morfologia espermatica.

Palavras-chave: Male Fertilityy Semen Analysis; Seminal Parameters;, Sperm

Function

ABSTRACT

Background: Approximately 15% of couples presenting the diagnosis of infertility, and
50% of cases are due to male factors. Several sperm function testing is proposed for
the evaluation of male fertility, but sperm is the first test for the diagnosis of male
infertility causes. The prognostic value of the seminal characteristics as concentration,
morphology and motility as male infertility markers is often confused. Evaluation of
semen parameters and classification for normality remains frequent topic of
discussion.

Objectives: Compare the different classifications of seminal parameters (OMS 1999,
WHO 2010 and TMSC) and evaluate the characteristics of patients treated in assisted
reproduction therapy relating to these parameters.

Methods: Retrospective study based on chart review evaluated 477 semen samples
from men undergoing investigation or infertility treatments in assisted reproduction
between 2011 and 2015.

Results: 401 patients were considered abnormal by the WHO 1999, 223 by WHO
2010 and 200 for TMSC. The criteria that most changed the classification was sperm

morphology.



Conclusion: The parameters have become less rigid 1999 to 2010 significantly
changing the proportion of individuals who are no longer classified as infertile. The
classification based on TMSC can’t define an individual as fertile or infertile regardless
due to not take into account the sperm morphology, but may be helpful when it comes

to the indication of the intrauterine insemination.

Keywords: Male Fertility; Semen Analysis; Seminal Parameters; Sperm Function
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1 INTRODUGAO

O espermatozoide foi descrito pela primeira vez em 1678 por Antoni van
Leeuwenhoek e seu assistente Johannes Ham na Holanda. Mais de 100 anos apés,
em 1784, o fisiologista italiano, Lazzaro Spallanzani, realizou a primeira inseminagao
artificial em um cdo com o nascimento de filhotes 62 dias apés. Em 1770, em Londres,
foi documentada a primeira inseminacao artificial em humanos. O procedimento foi
realizado por John Hunter, através da injegdo de sémen de um paciente com
hipospadia severa na vagina de uma mulher (OMBELET, 2015).

Atualmente, a inseminacéao artificial intrauterina (11U) com sémen homadlogo (do
parceiro) é utilizada para promover a concepg¢ao de casais com infertilidade sem
causa aparente ou fator masculino leve e a inseminagdo com sémen de doador tem
sido utilizada para casais com infertilidade masculina grave com ou sem azoospermia
ou para evitar algumas doengas genéticas bem como tem sido utilizada também para
casais homoafetivos ou mulheres solteiras que desejam gestar (OMBELET, 2015).

Aproximadamente 15% dos casais apresentam o diagndstico de infertilidade,
sendo que 50% dos casos se devem a fatores masculinos (JAROW, 2002). Segundo
publicacdo de 2014 de estudo realizado com a Sociedade Europeia de Reproducao
Humana e Embriologia (ESHRE), que revisou os tratamentos realizados em 2010 em
paises europeus, aproximadamente 176.512 ciclos de IlU foram reportados por 23
paises europeus. A maioria ocorreu na Franca, Itdlia e Espanha. A média de
nascimentos por ciclo foi de 8.9% nas inseminag¢des sem doagao. Para os tratamentos
de IlU com sémen de doador, 38.124 ciclos foram reportados por 20 paises sendo a
maioria da Dinamarca, Franca, Espanha e Reino Unido. A taxa de nascimentos por

ciclo nesses casos foi de 13.8% (KUPKA, 2014).
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Diversos testes de fungdo espermatica sao propostos para a avaliagao da
fertilidade, mas o espermograma € o principal exame para o diagndstico de
infertilidade masculina (TALWAR, 2015; ZHANG, 2014). A andlise seminal é
imprescindivel na investigacao inicial de casais inférteis, mas seus resultados sao
frequentemente tidos como absolutos na habilidade de promover uma gestacéo. Essa
andlise promove a informagcdo do estado dos tubulos seminiferos, epididimo e
glandulas sexuais acessorias. O valor prognostico das caracteristicas seminais como
concentracado, morfologia e motilidade como marcadores de infertilidade masculina é
confundido frequentemente. O potencial de fertilidade masculino é influenciado pela
atividade sexual, pelo funcionamento das glandulas acessorias e por outras
condi¢cdes. A analise seminal de rotina isoladamente apresenta suas limitagbes e néo
leva em consideragao outras causas de infertilidade masculina como disfuncdes
espermaticas com cromatina imatura ou danos no DNA espermatico. (ESTEVENS,
2012).

A avaliagao dos parametros seminais e classificagdo quanto a normalidade dos
mesmos é tema de discussdo frequente. Em 1999, a OMS publicou parametros
seminais considerados como normais baseada em estudo apenas de casais férteis.
Em 2010, a mesma reavaliou e publicou novas diretrizes menos rigorosas, mas ainda
baseada em homens que tiveram filhos naturalmente o que nédo significa
necessariamente que homens com parametros abaixo desses sejam incapazes de
engravidar suas companheiras (HAMILTON, 2015). Outra classificagcdo que vem
sendo estudada se baseia na contagem total de espermatozoides moéveis (TMSC-
Total Motile Sperm Count) sem levar em consideragdo a morfologia espermatica.

(AYALA, 1996).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRATEGIA PARA LOCALIZAR E SELECIONAR A INFORMAGCAOQ

A busca de referéncias bibliograficas envolveu as seguintes palavras- chave:

1) Male Fertility; 2) Semen Analysis; 3) Seminal Parameters; 4) Sperm Function nas

bases de dados do PubMed, Scielo e Lilacs conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado de busca de referéncias bibliogréaficas.

Palavras-chave PubMed Scielo Lilacs
Male Fertility 1002 114 1193
Semen Analysis 894 111 2427
Seminal Parameters 57 65 114
Sperm Function 293 27 424

Foram incluidos na revisdo da literatura para este trabalho, apenas artigos
publicados na lingua inglesa disponiveis no PubMed e portal CAPES nos ultimos 10
anos com resultados relevantes para este estudo. Também se realizou busca nas
referéncias dos artigos selecionados, em que os dados encontrados eram relevantes

para este estudo mesmo que de periodo anterior.
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2.2 AVALIAGAO DOS PARAMETROS SEMINAIS

Apesar dos diversos testes de fungao espermatica propostos para a avaliagao
da fertilidade masculina (TALWAR, 2015), o espermograma € principal para o
diagndstico e para avaliar a necessidade e qual o tipo de terapia indicada (ZHANG,
2014). Sao avaliadas principalmente os parametros seminais de contagem
espermatica total, motilidade, motilidade progressiva vitalidade, concentragao,
morfologia, volume e numero de leucécitos. Entretanto, a concentragcédo, motilidade e
morfologia sdo os principais critérios para avaliagcdo da qualidade espermatica e se
correlacionam com desfechos em tratamentos em reproducéo assistida (ZHANG,
2014; MERVIEL, 2010; BADAWY, 2009).

Embora o espermograma seja a melhor forma de se avaliar a fertilidade, existe
dificuldade principalmente nos casos de subfertilidade em funcdo de existir uma
grande variagao entre os parametros seminais de diferentes ejaculados de um mesmo
paciente. Por esse motivo, sugere-se a possibilidade de se indicar recoleta para
confirmacéao diagndstica em casos de a primeira amostra estar alterada (LEUSHUIS,
2014). A OMS recomenda que duas amostras sejam avaliadas e que em casos
discordantes, uma terceira analise seja realizada (WHO, 1999; WHO, 2010).
Entretanto, estudo prospectivo que avaliou 897 casais com subfertilidade conforme os
critérios da OMS de 1999, ndo encontrou diferenca em se predizer a chance de
concepgao quando se avaliava a primeira ou a segunda amostra seminal coletada,
concluindo que duas amostras ndo oferecem dados adicionais do que uma unica
amostra (LEUSHUIS, 2014).

Diversos fatores exercem influéncia sobre os parametros seminais. Um deles é

o tempo de abstinéncia sexual. Sugere-se que periodos prolongados de abstinéncia
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aumentam volume seminal e concentragao espermatica, mas reduzem motilidade e
vitalidade (MAYORGA-TORRES, 2015; MAGNUS, 1991). A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) recomenda um periodo de abstinéncia de 2 a 7 dias antes da coleta
seminal (WHO, 2010) e a ESHRE preconiza intervalos entre 3 a 4 dias (MAYORGA-
TORRES, 2015; KVIST, 2002).

Outras situagdes como a obesidade, tabagismo e estresse oxidativo sao
frequentemente relacionados com piora nos parametros seminais (MAYORGA-
TORRES, 2015; HAMMOUD, 2008). Também foram relatadas diferencas em
parametros seminais de homens férteis conforme a etnia com menor volume,
concentracao total e porcentagem de espermatozoides mdveis em homens negros
quando comparados com caucasianos em estudo que avaliou amostras seminais de
763 homens (BRUCE, 2013).

Estudos tem avaliado, também, diferentes formas de se realizar a analise
seminal com o surgimento da analise computadorizada com o intuito de tentar reduzir
as diferencgas entre os laboratdrios e as falhas humanas no diagndéstico de infertilidade
masculina (SANCHEZ, 2013). Entretanto, sugerem que a analise computadorizada
nao deve ser usada de rotina nas clinicas de reprodu¢do humana em funcao de nao
avaliar adequadamente a fungdo e a morfologia espermatica (MORTIMER, 2015;

WHO 1992).

2.2.1 Classificagbes Seminais

Em 1980 a OMS tentou esclarecer os questionamentos acerca da analise

seminal publicando a primeira de 5 edigdes sobre recomendacdes sobre a



15

normalidade dos parametros. O ponto desfavoravel dessa classificagao € que ela
nunca foi validada por estudos prospectivos (CATANZARITI, 2013).

Conforme diretrizes de 1980, classificava-se como normais amostras com:
concentracéo entre 20 e 200 milhdes de espermatozoides por mL, motilidade maior
ou igual a 80,5%, motilidade progressiva maior ou igual a 2% e morfologia normal
maior ou igual a 80,5%. Nao estabelecia, entretanto, valores de referéncia para
contagem total de espermatozoides, vitalidade e volume. Em 1987, surgiram novos
valores considerados normais: volume maior ou igual a 2 mL, concentracdo de
espermatozoides por mL acima de 20 milhdes, contagem total de espermatozoides
maior ou igual a 40 milhdes, motilidade total maior ou igual a 50%, motilidade
progressiva maior ou igual a 25%, vitalidade maior ou igual a 50%, morfologia normal
maior ou igual a 50% e menos de 1 milhdo de leucdcitos por mL. Em 1992, alterou os
valores de vitalidade para maior ou igual a 75% e de morfologia considerando normal
uma porcentagem maior ou igual a 30% e passou a considerar a motilidade normal
como maior ou igual a 25% de espermatozoides com motilidade rapida e progressiva
(tipo a) (ESTEVENS, 2012).

Em 1999, a OMS publicou novas diretrizes e considerou como avaliagéao
seminal normal os seguintes parametros: volume maior ou igual a 2ml, concentragao
espermatica de 20 milhdes de espermatozoides por ml, 50% de espermatozoides com
motilidade progressiva total e 25% de motilidade progressiva a (progressivos rapidos)
e 14 % de espermatozoides com morfologia normal (WHO, 1999).

EM 2010, entretanto, a OMS revisou seus critérios sobre normalidade dos
parametros seminais novamente e publicou novos pontos de corte. Os seguintes
parametros passaram a ser considerados normais: volume maior ou igual a 1,5ml,

concentrag&do maior ou igual a 15 x 10% espermatozoides por ml, motilidade a+b maior
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ou igual 32% e morfologia normal (conforme critérios de Krtiger) maior ou igual a 4%.
E passou a classificar os espermatozoides quanto a motilidade entre modveis
progressivos, moveis nao progressivos e imoveis (WHO, 2010). A tabela 2 mostra as

diferencas de cada manual da OMS.

Tabela 2. Classificagbes Seminais segundo a OMS.

Caracteristicas OMS 1980 | OMS 1987 OMS 1992 OMS 1999 OMS 2010*
Seminais
Volume (mL) ND =2 22 =2 1,5
Concentragao 20-200 =20 =20 =20 15
(x 108/mL)
Motilidade 228 2 25% 225% (a) 2 25%(a) 32%(a+b)
Progressiva 250%(a+B)
Vitalidade ND =50 275 =75 58
(% vivos)
Morfologia 80,5 > 50 > 30 =14 24
(% normais)

ND= Nao Definido “Menor limite de normalidade considerando o percentil 5
Tabela adaptada de Estevens, 2012.

Outra forma que recentemente vem sendo utilizada para avaliar a qualidade
seminal se baseia na contagem total de espermatozoides moéveis (TMSC). Essa
classificagao leva em consideracao o volume ejaculado, a concentracdo espermatica
e a porcentagem de espermatozoides moveis sem incluir a morfologia espermatica

(HAMILTON, 2015).
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2.2.1.1 OMS 1999

Os valores considerados normais pela OMS em 1999 citados anteriormente,
basearam-se em dados advindos de diversos laboratérios que utilizavam
metodologias variadas e analisavam populagbes variadas sem padronizagdo ou
definicdo de populacao fértil. Isso permitia erros na classificagdo de normalidade,
podendo classificar homens normais como inférteis caso os valores propostos de
normalidade fossem muito altos sem refletir necessariamente a realidade ou caso os
valores fossem muito inferiores aos necessarios para a gestagao por nao haver dados
sobre o tempo decorrido até as parceiras engravidarem (COOPER, 2010; VIEIRA,

2013; WHO, 1999).

2.2.1.2 OMS 2010

Em funcido de questionamentos acerca da populacdo usada como referéncia
no manual de 1999, a OMS revisou e modificou seus critérios em 2010 (COOPER,
2010). Os novos pontos de corte anteriormente citados foram definidos a partir de
estudo de 1953 homens de diversos paises em que suas esposas tiveram a gestagao
ha menos de 1 ano. Valores abaixo do percentil 5 desse grupo foram considerados
como anormais. Além disso, a classificacdo deixou de separar os espermatozoides
conforme seu tipo de motilidade em a, b, c ou d e passou a classifica-los entre moveis
progressivos, moéveis nao progressivos e imoveis (WHO, 2010). Os limites de
referéncia utilizados pela OMS se basearam em uma grande populagdo de homens
que recentemente foram pais. Homens com resultados abaixo desses limites ndo sao

necessariamente inférteis (HAMILTON, 2015).
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Estudo avaliou amostras seminais conforme a classificagdo 2010 da OMS de
pacientes encaminhados para centro de fertilidade masculina. Concluiu que os
pacientes com parametros acima dos critérios da normalidade estavam sub-
representados, mas encontrou que concentragao espermatica e motilidade foram
inferiores nos homens com pelo menos um outro parametro seminal abaixo os critérios
de 2010, sugerindo que pacientes com essas alteragdes geralmente apresentam
disfungao global na espermatogénese (BAKER, 2015).

Catanzariti e colaboradores estudaram 529 amostras seminais consecutivas de
427 homens coletadas no mesmo departamento em Ancona, na ltalia. As amostras
eram tanto de pacientes saudaveis como de pacientes inférteis, com infecgdes, com
varicocele ou outras patologias. Todas as amostras foram classificadas conforme os
parametros da OMS de 1999 e de 2010. Como resultado os autores encontraram que
199 (37,83%) pacientes foram considerados normais conforme as duas classificagdes,
246 (46,77%) foram considerados anormais conforme as duas classificacbes e 82
(15,59%) foram considerados anormais conforme a classificagdo de 1999 e normais
quando avaliados pelos parametros de 2010. Eles concluiram que nenhum paciente
que era considerado previamente como normal passou a ser considerado anormal de
acordo com a nova classificacdo, mas que aproximadamente 15% anteriormente
considerados anormais passaram a ter parametros seminais dentro da normalidade

conforme a classificacdo de 2010 (CATANZARITI, 2013).

2.2.1.3 TMSC

A classificagdo TMSC é obtida a partir da multiplicagéao do volume ejaculado

em mililitros pela concentracdo espermatica e pela proporcdo de espermatozoides
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com motilidade a e b dividido por 100% sem levar em consideracédo a morfologia
espermatica. A mesma é realizada pré-processamento seminal (AYALA, 1996).

Poucos estudos avaliaram o valor preditivo dos critérios seminais da OMS em
casais inférteis para estabelecer a relevancia no progndstico ou na escolha do
tratamento ideal. Hamilton e colaboradores avaliaram 1177 pacientes com infertilidade
masculina ou infertilidade sem causa aparente (normospermia) e classificaram as
amostras seminais de acordo com as diretrizes de 2010 da OMS e de acordo com
TMSC. TMSC maior do que 20 x 10° foi considerado normal. Eles compararam as
taxas de gestacado espontanea, por llU, por FIV e por ICSI entre os dois grupos e
concluiram que um TMSC normal se correlaciona melhor com taxa de gestacao do
que uma amostra considerada normal pela OMS e anormal pelo TMSC (HAMILTON,
2015).

Xiao e colaboradores avaliaram 147 homens com 2 amostras seminais prévias
a IlU anormais conforme os critérios da OMS de 2010 e 356 ciclos de |[lU com
estimulacao ovariana controlada e comparou com 120 homens que tiveram um valor
anormal pela classificagdo TMSC apenas no dia da 1lU de 265 ciclos. Os dois grupos
nao apresentaram diferengas significativas na idade das pacientes femininas, em
tempo de infertilidade, em numero de gestagdes prévias, no valor de FSH basal e no
numero de foliculos maduros no dia da maturacéao folicular. O estudo encontrou uma
taxa de gestacédo superior no segundo grupo (5% versus 17% com p<0,001). Os
autores concluiram que um valor anormal de TMSC no dia da inseminagéo nao tem
uma performance tdo ruim quanto amostras seminais alteradas de pacientes com
diagndstico prévio de infertilidade masculina (XIAO, 2015).

Outro estudo retrospectivo que analisou 1.038 1lU de 353 casais encontrou que

a melhor chance de gestacdo clinica se dava nos casais com as seguintes
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caracteristicas: mulheres com menos de 30 anos com fator de infertilidade cervical ou
anovulatério e homens com TMSC maior ou igual a 5 milhdes, esse ultimo com um
OR de 1.55 e p<0,05 (MERVIEL, 2008).

Estudo recente que avaliou 981 casais e 2.231 ciclos de |lU, comparou as
analises seminais e sua influéncia nas taxas de gestacgao por IlU. O estudo encontrou
como resultado que o TMSC melhor se correlacionou com taxa de gestacgéao por U,
mas as taxas de gestacao ndo se alteraram quando foram comparados apenas o0s
parametros anormais conforme as classificacbes da OMS de 1999 e de 2010
(PAPILLON-SMITH, 2015).

A classificagdo TMSC ja foi utilizada para se avaliar a relagcao custo-efetividade
dos tratamentos por nascidos vivos de casais inférteis em que a causa era
subfertilidade masculina, considerada pelo estudo TMSC entre 3 milhdes e 10
milhdes. Tiveram como resultado que o custo-efetividade por nascidos vivos foi melhor
na IlU quando comparada com FIV nos casais com TMSC maior do que 3 milhdes e

melhor com FIV quando TMSC abaixo de 3 milhées (MOOLENAR, 2015).

2.2.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € causado por uma alteragdo na regulagdo entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o sistema antioxidante,
responsavel por neutralizar e remover os radicais livres. O excesso de ROS gera uma
resposta patolégica que causa dano celular. O espermatozoide € particularmente
suscetivel a esse dano em funcdo de sua membrana rica em acidos graxos
insaturados que oxidam facilmente e devido ao citoplasma ser pobre em enzimas

antioxidantes. A oxidagao lipidica leva a perda da integridade da membrana com
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aumento na permeabilidade, inativagdo de enzimas celulares, dano ao DNA e
apoptose celular. A consequéncia desses danos é uma redugao na contagem e na
motilidade e alteracbes na morfologia espermatica (WALCZAK-JEDRZEJOWSKA,
2012). Estima-se que aproximadamente 25% dos homens inférteis apresentam niveis
seminais elevados de ROS (AITKEN, 2010).

O principal sistema de enzimas antioxidantes no semen € a triade de enzimas
superoxido dismutase que envolve as enzimas catalase , glutationa peroxidase e
superoxido dismutase. Essas sao metaloenzimas que catalisam reagdes do anion
superoxido presentes em ambas as formas intra- e extracelulares. A glutationa
peroxidase catalisa a redugao do peroxido de hidrogénio e de peroxidos organicos
como os peroxidos de fosfolipidos. Além desses, em seu sitio ativo,existe selénio na
forma de selenocisteina que esta localizada principalmente na matriz mitocondrial dos
espermatozoides, mas é encontrada também na forma nuclear para proteger o DNA
dos danos oxidativos. A glutationa peroxidase também ja foi encontrada no plasma
seminal, sugerindo a sua origem a partir da préstata (WALCZAK-JEDRZEJOWSKA,
2012).

Além das enzimas de neutralizacdo do excesso de producdo de ROS, um
papel importante no sistema antioxidante de protecdo é desempenhado por
antioxidantes n&o enzimaticos que incluem, entre outros, glutationa, &acido
pantoténico, coenzima Q10, carnitina, vitaminas A , E, C e complexo B e minerais
como zinco e selénio (WALCZAK-JEDRZEJOWSKA, 2012).

Agarwal e colaboradores avaliaram 318 amostras seminais de homens inférteis
e 56 de doadores de sémen. Foi realizada avaliacido dos parametros seminais e dos
niveis seminais de ROS. Os doadores com fertilidade comprovada atualmente e os

doadores com fertilidade comprovada nos ultimos dois anos apresentaram, como
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esperado, parametros seminais significativamente melhores do que todos os
pacientes inférteis. Além disso, o estudo encontrou niveis significativamente menores
de ROS nas amostras seminais dos dois grupos de pacientes doadores quando
comparado com amostras de pacientes sabidamente inférteis. O estudo concluiu,
também, que ROS se correlacionam negativamente com a concentragéao espermatica,

motilidade e morfologia (AGARWAL, 2014).

2.2.3 Estilo de Vida

A infertilidade masculina € um processo multifatorial. Considerando que a
maioria dos casos se relacionam com deficiéncia na produgao espermatica de origem
desconhecida, deve-se investigar fatores ambientais e nutricionais que possam
agravar a situagao incluindo exposi¢cao ao calor, agentes quimicos, pesticidas ou
metais pesados bem como habitos dietéticos (NAZNI, 2014).

Atividade fisica regular pode ser benéfica. Entretanto, exercicios rigorosos e
ciclismo por mais de 5h semanais foram relacionados com piora nos parametros
seminais possivelmente relacionados ao calor ou trauma (SHARMA, 2013; WISE,
2011).

Outro habito frequentemente relacionado com piora dos pardmetros seminais
€ o etilismo também relacionado com atrofia testicular e diminuicdo da libido
(SHARMA, 2013). Um estudo que avaliou 100 homens etilistas encontrou apenas 12
amostras seminais de etilistas com contagem espermatica normal e alteragdo em
morfologia foi significativamente maior no grupo de etilistas do que no controle (GAUR,

2010).
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2.2.3.1 Tabagismo

Os efeitos do tabagismo sobre a fungao reprodutiva masculina sdo amplamente
estudados e relacionados com alteragbes nos parametros seminais (GANDINI, 1997).
O cigarro contém aproximadamente 4000 componentes prejudiciais como mondxido
de carbono, oxido de nitrogénio, amdnia, hidrocarbonetos volateis, alcaloides,
nitrosaminas, nicotina e hidroxicotinina. E muitas dessas substancias geram ROS e
espécies reativas de nitrogénio que levam ao dano celular (TRABER, 2000).

Estudo, in vitro, que avaliou 10 amostras seminais de pacientes nao-tabagistas
submetidas a Nicotina e Cotinina concluiu que os efeitos deletérios do tabagismo no
espermograma nao se devem a essas substancias. E que os danos mais
provavelmente sao causados pelos componentes da fase gasosa do fumo como
aldeidos e hidrocarbonetos que induzem alteracdo na motilidade espermatica
(GANDINI, 1997).

Estudo publicado em 2014, que avaliou amostras seminais de 95 homens e
comparou os parametros conforme classificacdo da OMS de 2010 e niveis seminais
de 6xido nitrico entre pacientes férteis tabagistas, inférteis n&o tabagistas e inférteis
tabagistas encontrou uma média de 6xido nitrico no plasma seminal significativamente
menor nos pacientes férteis ndo tabagistas, seguido dos inférteis ndo tabagistas e
maior nos inférteis tabagistas (p=0,018). Os autores concluiram que o 6xido nitrico
pode exceder a capacidade antioxidante dos pacientes que fumam levando a um
maior dano oxidativo no plasma seminal destes e, consequentemente, diminuindo sua
fertilidade (YOUSEFNIAPASHA, 2015).

Outro estudo comparou 123 pacientes entre tabagistas e ndo tabagistas e

encontrou relagéo entre o tabagismo e piora nos parametros de contagem e motilidade
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espermatica- sendo a ultima mais significativa. Embora os efeitos do tabagismo
tenham sido descritos em todos os parametros seminais, seus efeitos especificos em
cada parametro ainda precisam ser estabelecidos (LINGAPPA, 2015).

O cigarro, sabidamente, gera aumento nas concentragdes de ROS e de cadmio
que afetam a qualidade espermatica. Entretanto, em casos de uma boa fungao
testicular prévia, as lesbes causadas pelos radicais livres podem ser compensadas

nao apontando alteracdo no espermograma nesses (SOARES, 2009).

2.2.3.2 Obesidade

A obesidade, definida pela OMS como Indice de Massa Corporal (IMC) acima
de 30kg/m?, € uma condigdo médica que sabidamente afeta negativamente a saude
com aumento em morbidade e mortalidade por diversos mecanismos (WHO, 2000).
Os efeitos do IMC sobre os parametros seminais vém sendo amplamente estudados.
Diversos estudos encontraram associagao negativa entre a obesidade e parametros
seminais com reduc¢ao na concentracdo espermatica, na motilidade, na vitalidade, na
morfologia e na integridade do DNA espermatico (DU PLESSIS, 2010).

Diversas alteragdes hormonais decorrentes da obesidade parecem ser
responsaveis por piora nos parametros seminais bem como na fungao erétil. Sugere-
se que o aumento nos estrogenos em homens obesos decorrente da aromatizagéo no
tecido adiposo é um importante mecanismo que leva a hipoandrogenemia e por
consequéncia, piora nos parametros seminais. A perda de peso pode corrigir esse
desequilibrio hormonal melhorando os parametros seminais (HAMMOUD, 2008).

Sugere-se, também, que a hiperinsulinemia, decorrente da obesidade, possa

alterar a fertilidade masculina. Estudo de caso-controle com 42 pacientes realizado na
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Africa do Sul, comparou as concentracdes séricas e seminais de insulina, glicose e
leptina de pacientes obesos com os valores de pacientes ndo-obesos. A obesidade foi
associada com o aumento sérico e seminal de insulina e leptina, mas nao houve
diferenga significativa na glicose seminal. Além disso, houve associagdo entre
obesidade e redugao na concentragao e na vitalidade espermatica e com aumento na
fragmentacdo do DNA espermatico. O estudo nao encontrou impacto na morfologia

ou na motilidade espermatica (LEISEGANG, 2014).

2.2.4 Comorbidades

Alteragbes nos parametros seminais tém sido relacionadas com diversas
comorbidades. Entre elas, a obesidade, sindrome metabdlica, dislipidemia e diabetes
como descrito anteriormente (HAMMOUD, 2008). Além dessas, doencgas
cardiovasculares e hipertensao também s&o descritas em associagao com infertilidade
masculina. A fisiopatologia exata ainda permanece incerta e dificil de avaliar uma vez
que essas doengas sdo menos frequentes em pacientes jovens em idade reprodutiva
(EISENBERG, 2015).

Existe uma relagao clara entre cancer de testiculo e infertilidade. Além disso,
tratamentos anti-neoplasicos também podem ser causa de infertilidade. Os
significativos avangos nos tratamentos para cancer aumentam a expectativa e a
qualidade de vida e a possibilidade de desejo de reprodugdo nos sobreviventes.
Infertilidade e azoospermia sao mais frequentes do que o hipogonadismo em funcéo
de as células germinativas serem mais sensiveis a quimioterapia e a radioterapia do
que as células de Leydig (VASSILAKOUPOULOU, 2015). Quimioterapicos podem

afetar diretamente a espermatogénese. O acometimento testicular € dose e droga-
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especifico. Regimes quimioterapicos que incluem agentes alquilantes sao
particularmente relacionados com azoospermia permanente e com infertilidade. A
cisplatina, frequentemente utilizada em tratamentos para cancer de testiculo, pode
afetar as células germinativas por um efeito toxico direto e pela alteragdo na secrecéo
de gonadotrofinas (PETERSEN, 2002; GERL, 2001). Além da quimioterapia, a
radioterapia também pode causar hipogonadismo e infertilidade pelo efeito direto da
radiacéo e pela possivel redug¢ao na microcirculagao testicular (QUARMBY, 1999).

A varicocele € uma alteracdo escrotal em que ha aumento dos vasos em
direcdo a veia testicular, mais comum a esquerda devido a anatomia com
comunicacgao direta com a veia renal deste lado. A incidéncia gira em torno de 20-24%
em adultos e € mais comum em homens inférteis afetando 25 a 40% desses. E
existem dados que mostram uma melhor taxa de gestacao e melhora significativa em
parametros seminais 1 ano apds a cirurgia para corregao da varicocele (GRASSO,
2014).

Outra condigao frequentemente relacionada a infertilidade masculina é a
criptorquidia com a migragdo inadequada dos testiculos para a bolsa testicular.
Aproximadamente 10% dos homens inférteis tém historia dessa patologia e o risco de
infertilidade é 6 vezes maior em pacientes com criptorquidia bilateral em comparacao
com unilateral ou sem criptorquidia (ABACI, 2013; CHUNG, 2014).

Hipotireoidismo e hipertireoidismo s&o as desordens da tiredide que mais
frequentemente afetam o sistema reprodutivo masculino. Hipotireoidismo por curtos
periodos de tempo aparentemente ndo afeta a fertilidade enquanto o hipotireoidismo
severo por periodos prolongados podem impactar na fungéo reprodutiva embora a
fisiopatologia no caso masculino ndo esteja bem estabelecida como na infertilidade

feminina. Um estudo que comparou parametros seminais de 24 homens
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hipotireoideos com os de 66 homens eutireoideos sem diferenga significativa em
idade, LH, FSH e testosterona livre entre os grupos, encontrou piora significativa em
contagem espermatica, motilidade e morfologia no grupo de casos (NIKOOBAKHT,

2012).

2.2.5 Inseminacao Intrauterina e Parametros Seminais

A llU é método de reproducéao assistida indicada em casos de infertilidade de
causa cervical, fator masculino relativo, anovulagdo, endometriose sem obstrugao
tubaria e infertilidade sem causa aparente (MERVIEL, 2010). Além disso, € um
procedimento frequentemente utilizado como primeira linha de tratamento em fungao
de apresentar um custo relativamente baixo e por ser tecnicamente simples, podendo
ser realizado em consultério médico e sem necessidade de equipamentos sofisticados
(DICKEY, 1999).

Muitos sao os fatores que influenciam nas taxas de gestacgéao por IIU. Entre eles
a idade da mulher, tempo e causa de infertilidade, contagem espermatica, niumero de
foliculos maduros, concentragéo de estrogénio no dia da administragcdo do HCG para
maturagao folicular e tipo de cateter utilizado. Entretanto, ndo € bem estabelecida a
ordem de importancia de cada um desses fatores (MERVIEL, 2010).

Estudo que avaliou 445 pacientes submetidas a um total de 820 ciclos de [IU
com uma taxa de gestagao por ciclo de 9,9% encontrou diferengas significativas na
taxa de gestagao conforme o valor de TMSC: 15% quando TMSC entre 5 x 10%e 10 x
10%; 5,6% quando menor do que 1 x 10%; 5,1% quando entre 1 x 106e 5 x 106e 10,8%
quando o TMSC era maior de 10 x 10°. Além disso, encontrou associacdo entre a

morfologia espermatica e fator progndéstico na 1lU, com uma taxa significativamente
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maior de gestacdo quando as amostras apresentavam mais de 10% de
espermatozoides morfologicamente normais (12,6%), seguida das amostras que
apresentavam entre 5 e 10% normais (10,1%) e com menor taxa de gestacao clinica
significativamente menor quando menos de 5% dos espermatozoides eram
morfologicamente normais (2,1%) (NIKBAKHT, 2011).

Um estudo retrospectivo realizado na Franga que analisou 4 anos de realizacao
de [IlU com um total de 1038 ciclos em 353 casais encontrou uma taxa de gestacao
por ciclo de llU de 16,4%. Os grupos de gestantes e n&o gestantes n&o tiveram
diferencgas significativas em idade ou causa de infertilidade. Os autores encontraram
uma chance 1,55 vezes maior de gestacdo com uma contagem total de
espermatozoides moveis acima de 5 milhdes e quando foi analisado combinadamente
oligospermia (menos de 20 milhdes de espermatozoide/ml) e astenospermia
(motilidade inferior a 25%), a taxa de gestagao clinica por casal reduziu de 37,6% para
13,4% (p<0,05) (MERVIEL, 2010).

Outro estudo que avaliou a influéncia das caracteristicas seminais nos
desfechos da [IU analisou 431 casais e 1.007 ciclos de tratamento por IIU entre 1999
e 2002. Os parametros seminais foram avaliados conforme as recomendagdes de
1999 da OMS e o unico parametro pré-processamento seminal que se correlacionou
com gravidez foi a motilidade espermatica. Casais com amostras com motilidade
acima de 80% apresentaram uma boa taxa de gestacao (17,6% com p<0,02) (ZHAO,
2004).

Borges e colaboradores realizaram um estudo que também avaliou a
importancia dos parametros seminais na 1lU, analisando 239 procedimentos de 155
casais. As indicagdes para o procedimento foram: fator masculino (38,6%),

infertilidade sem causa aparente (32,9%), sémen de doador (18,6%), fator ovariano
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(7,1%), fatores femininos e masculinos combinados (1,4%) e ovarios policisticos
(1,4%). Ataxa de gestacéo clinica por ciclo foi de 16,9% e por paciente foi de 24,5%.
Nao houve diferenca significativa entre a idade das mulheres e o numero de foliculos
detectados em ecografia transvaginal apds estimulagao ovariana controlada. Quando
se analisou a concentracdo espermatica do sémen fresco, motilidade total e
progressiva nao houve diferenga significativa entre os grupos de gravidas e nao-
gravidas. Quando foi realizada analise em relagado a morfologia espermatica, a média
de formas normais encontradas nas amostras do grupo que engravidou foi
significativamente maior do que no ndo engravidou (10,6 versus 6,4%,
respectivamente, com p=0,028). O estudo encontrou também uma taxa de gestacgao
significativamente maior quando o numero de espermatozoides inseminados foi maior

que 15 milhdes/mL (BORGES, 2003).

3 MARCO TEORICO

Aproximadamente 15% dos casais apresentam o diagndstico de infertilidade,
sendo que 50% dos casos se devem a fatores masculinos (JAROW, 2002). Diversos
testes de funcao espermatica sao propostos para a avaliacédo da fertilidade masculina,
mas o0 espermograma € o principal exame para o diagnostico (TALWAR, 2015;
ZHANG, 2014).

Os critérios de normalidade OMS em relagdo a analise do espermocitograma
de 1999 apresentava valores rigidos, classificando homens como inférteis sem
necessariamente significar que os mesmos fossem incapazes de conceber
naturalmente, sendo, por isso, revisada em 2010. Catanzariti e colaboradores,

avaliaram 529 amostras seminais tanto de pacientes férteis e inférteis conforme a
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classificagdo de 1999 e de 2010 da OMS. Concluiram que nenhum paciente que era
considerado previamente normal passou a ser considerado anormal de acordo com a
nova classificagéo, entretanto aproximadamente 15% considerados anormais em
1999 passaram a ter parametros seminais dentro da normalidade conforme a
classificagado de 2010 (CATANZARITI, 2013).

Outra classificagdo que vem sendo estudada € conhecida como TMSC e é
obtida a partir da multiplicagdo do volume ejaculado em mililitros pela concentragao
espermatica e pela propor¢ao de espermatozoides com motilidade a e b dividido por
100% sem levar em consideragédo a morfologia espermatica. A mesma é realizada pré-
processamento seminal e vem sendo estudada como alternativa na indicagao de [lU

para subfertilidade masculina (MOOLENAR, 2015; AYALA, 1996).

4 JUSTIFICATIVA

A justifica para a realizagdo do presente estudo baseou-se no fato de haverem
frequentes discussdes acerca da classificacdo dos parametros seminais e dos fatores
que podem influenciar nesses parametros e na fertilidade masculina conforme reviséo
da literatura. Além disso, terapias em reprodugdo assistida de baixa ou alta-
complexidade sao indicadas para casais inférteis levando-se em consideracgao,
também, esses parametros.

Por esses motivos, determinar qual a classificacdo seminal que se correlaciona
melhor com o grau de infertilidade masculina e definir quais os principais fatores que
alteram os parametros seminais € de importancia na investigagéo e orientagéo de
casais com fator de infertilidade masculina bem como na indicagdo do melhor

tratamento de reproducao assistida para cada casal.
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5 OBJETIVOS

5.1  OBJETIVO PRIMARIO

O objetivo principal deste estudo é comparar as diferentes classificagdes de
parametros seminais (OMS 1999, OMS 2010 e TMSC) e avaliar as caracteristicas de
pacientes em terapia de reprodu¢do humana assistida que se relacionam com esses

parametros.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Como objetivo secundario, idealiza-se avaliar a influéncia das diferentes
classificagdes seminais no diagnostico ou nao de infertilidade masculina bem como
indagar a possibilidade de influéncia das mesmas na escolha do tratamento adequado

para cada casal infértil.
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ABSTRACT

Introduction: Approximately 15% of couples presenting the diagnosis of infertility, and
50 % of cases are due to male factors. Several sperm function testing is proposed for
the evaluation of male fertility, but sperm is the first test for the diagnosis of male
infertility causes. The prognostic value of the seminal characteristics as concentration,
morphology and motility as male infertility markers is often confused. Evaluation of
semen parameters and classification for normality remains frequent topic of
discussion.

Methods: Retrospective study based on chart review evaluated 477 semen samples
from men undergoing investigation or infertility treatments in assisted reproduction
between 2011 and 2015.

Results: 401 patients were considered abnormal by the WHO 1999, 223 by WHO
2010 and 200 for TMSC. The criteria that mosto changed the classification was sperm
morphology.

Conclusion: The parameters have become less rigid 1999 to 2010 significantly
changing the proportion of individuals who are no longer classified as infertile. The
classification based on TMSC can’t define an individual as fertile or infertile regardless
due to not take into account the sperm morphology, but may be helpful when it comes

to the indication of the intrauterine insemination.

Keywords: Male Fertility; Semen Analysis; Seminal Parameters; Sperm Function
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INTRODUCTION

Approximately 15% of couples presenting the diagnosis of infertility, with 50%
of cases is due to male factors (JAROW, 2002). Several sperm function testing is
proposed for the assessment of fertility, but the spermogram is the main test for the
diagnosis of male infertility (TALWAR, 2015; ZHANG,2014).

According to a publication in 2014, there were a study carried out together with
the European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) which
reviewed the treatments conducted in 2010 in the European countries. Approximately
176.512 intrauterine insemination cycles were reported by 23 European countries in
2010. Most cases occurred in France, Italy, and Spain.The average number of births
per cycle was 8.9% in inseminations without donation. 38.124 cycles were reported by
20 countries where the majority was from Denmark, France, Spain and the UK. The
birth rate per cycle in these cases was 13.8% (KUPKA, 2014).

Semen analysis is extremely important in the investigation of infertile couples
and their results are often regarded as absolute in their ability to promote pregnancy.
This analysis promotes the information about the status of the seminiferous tubules,
epididymis and accessory sex glands. The prognostic value of the seminal
characteristics as concentration, morphology and motility which are considered as
male infertility markers is often confused. The male fertility potential is influenced by
sexual activity, the function of the accessory glands and other conditions. The routine
semen analysis alone has its limitations and does not take into consideration the sperm
dysfunction as immature chromatin or damage in the spermatic DNA. (ESTEVENS,

2012).
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The evaluation of semen parameters and classification, as well as the normality
of them is a frequent topic of discussion. In 1980 the WHO tried to clarify the questions
about the seminal analysis by publishing the first five editions of recommendations on
the normal parameters. The negative point of this classification is that it has never been
validated by prospective studies (CATANZARITI, 2013).

In 1999, the WHO published seminal parameters which considered as normal,
based only on the study of fertile couples. The values considered normal by the WHO
in 1999 were: volume greater than or equal to 2 ml, sperm concentration of 20x10°
sperm per ml, 25% of sperm motility with a (rapid progressives) and 14% spermatozoa
with normal morphology (WHO 1999). This classification is based on data coming from
different laboratories using different methodologies and analyzed various populations
without a standard or definition of fertile population. This allowed errors in the
classification of normality, and may classify normal men as infertile if the proposed
values of normality were very high without necessarily reflect the reality, or if the values
were much lower than those required for pregnancy because there is no data on the
time until the partner becoming pregnant (COOPER, 2010; VIEIRA, 2013).

In 2010, WHO published less strict guidelines, but still based on men who have
had children naturally which doesn’t necessarily mean that men with parameters below
these are infertile (HAMILTON, 2015). The new cut-off points were defined based on a
study of 1953 men of various countries in which their wives had the pregnancy less
than one year. Values below the 5th percentile of this group were considered abnormal.
The normal values after 2010 WHO review were: volume greater than or equal to 1.5
ml, concentration 15 x 10% spermatozoa per ml, motility a+b greater than or equal to
32%, and normal morphology (Kruger criteria) greater than or equal to 4%. Besides

that, the classification is no longer to separate the sperm according to their type of
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motility in a, b, ¢ or d and began to classify them among progressive furniture, not
progressive movable and immovable (WHO, 2010).

The reference limits used by the WHO is based on a large population of men
who recently were parents. Therefore, men with results below those limits are not
necessarily infertile (HAMILTON, 2015).

Another classification that has been studied is based on the total motile sperm
count (TMSC). Is obtained by multiplying the ejaculate volume by sperm concentration
in milliliters and the proportion of motile sperm a+b divided by 100% without taking
into account the morphology and the performed seminal preprocessing. (AYALA, 1996)

Few studies have evaluated the predictive value of the WHO seminal criteria for
infertile couples to establish the relevance prognosis or choice of treatment. Hamilton
and colleagues evaluated 1177 patients with male infertility or unexplained infertility
and classified the semen samples in accordance with the guidelines of the WHO in
2010 and according to TMSC. TMSC greater than 20 x 108 is considered normal. They
avaluated pregnancy rates comparing de two groups and found that normal TMSC
relates better with pregnancy than normal WHO. The study concluded that TMSC is
more useful to express the severity of the male factor infertility than WHO (HAMILTON,

2015).

METHODOLOGY

This study is a longitudinal, retrospective study with retrospective chart review
to evaluate the characteristics of 477 male patients in assisted reproduction therapy
and their semen parameters and compare the semen parameters according to WHO

classifications 1999, WHO 2010 and TMSC.
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477 men who had some treatment or investigation of infertility between 2011
and 2015 in the private reproduction clinic in Porto Alegre, Generar- Human
Reproduction were included.

The informed consent was replaced by the reviewers commitment term to
maintain secrecy name or characteristics that can identify patients (Appendix 1) and
by the document stating contact and permit the treating physician to review the files
(Annex 2).

Statistical analyzes were performed using SPSS version 21.0 software and the
significance level was 5% (p < 0.05). Quantitative variables were expressed as mean
and standard deviation or median and interquartile range. Categorical variables were
described by absolute and relative frequencies. To compare means, T-student test was
used. To compare the proportions, the qui-quadrado of Pearson test or Fisher's exact
tests were used. To compare alterations in WHO criteria among the criteria for 1999
and 2010, the McNemar test was applied.

This study is ethically and methodologically according to the Guidelines and
Norms Regulating Research Involving Human Beings and was submitted to the Ethics

Committee of the Federal University of Rio Grande do Sul / Brazil Platform.

RESULTS

The semen of 477 patients with a mean age of 37 was analyzed (Table 1).
Approximately 21% were obese and 10% were smokers. 25% reported a comorbidity,
and 1% reported having treated some neoplasia and 4.5% of patients have used a

psychoactive drugs.
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The data on semen samples are shown in Table 2. The average period of sexual
abstinence before collection was 3.65 £ 1.77 days.

When comparing the two classifications of WHO, there was a significant
alteration in all parameters from 1999 to 2010, except for total concentration. Of the
477 samples analyzed, 293 (61.4%) have at least two alterations for the 1999 criteria
and that number was reduced to 112 (23.5%) when they were classified by the WHO
2010 criteria.

Considering both the absolute and the relative differences to the three
parameters that have been most altered in semen samples evaluated at 2010 criteria
were respectively, morphology, vitality and motility a+b (Table 3). Figure 1 illustrates
these differences, highlighting the morphology as the most altered condition of the
patient 1999 to normal 2010 standard. Confirming this finding, it can be seen in Figure
2 that 85.1% of the samples did not show any alteration in morphology when they were
classified by the parameters 2010 of WHO. When semen samples were analyzed
according to three classifications studied, 401 (84.1%) had an alteration by the WHO
1999, 223 (46.8%) by WHO 2010 and 200 (41.9%) by TMSC.

When at least two of the clinically relevant seminal parameters (total
concentration, concentration per ml, motility and morphology) were altered, the number
of samples considered abnormal, decreased to 61.4% according to criteria of the WHO
1999 and to 23.5% as 2010.(Table 4).

The analysis of associations between normal samples (= 20 million) and altered
(<20 million) by TMSC with WHO classifications in 1999 and 2010 are presented in
Table 5. There was a significant association in all parameters. Of the 200 samples
considered modified by TMCS, 192 (96%) had at least 2 alterations by WHO in 1999

as the WHO 2010 only 108 (54%). On the other hand, of the 277 samples considered



44

normal by TMSC, 101 (36.5%) had more than 2 alterations by WHO in 1999 and only
4 (1.4%) had more than 2 alterations by WHO 2010.

Regarding the alteration in the parameter motility, patients with motility
alterations for 1999 and 2010, had a mean age significantly higher without association
with TMSC. And by WHO 1999, men with motility disorders showed significantly more
days of abstinence (Table 6) without association with TMSC classification or by WHO
in 2010.

The analysis of samples with alterations in morphology, showed higher
proportion of smokers and patients with comorbidities by 2010. There was no
association when these samples were classified according to the criteria of 1999 or
TMSC (Table 6).

When they were included in the analysis of parameters of volume, motility and
concentration in accordance with the WHO classifications of 1999 and 2010 without
taking into account the morphology and vitality, it was found that 25.4% of the patients
were obese with alteration for 1999 versus 15.8% of patients with no alteration in these
parameters. In addition, patients with 2 or more alterations by the 1999 classification
had significantly higher BMI (Table 6). These associations were not found when
evaluated TMSC classification.

Among patients with volume alteration, by 1999 there were a higher proportion
of hypertension (9.5% vs. 3.6%, p = 0.023) and shorter withdrawal time (Table 6).
However, according to the WHO 2010 and TMSC, were not significantly associated
with any of the variables.

The vitality analysis showed statistically significant increase in smokers and

higher mean age among patients with vitality alterations by 2010 (Table 6). The same
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semen samples classified by WHO criteria of 1999 and by TMSC no significant

association.

DISCUSSION

WHO normality criteria regarding 1999 seminal analysis had very strict values,
classifying men as infertile without necessarily mean that they were unable to conceive
naturally, and therefore revised in 2010. Catanzariti and colleagues evaluated 529
semen samples for both fertile and infertile patients, 199 (37.83%) patients were
considered normal as the two classifications, 246 (46.77%) by both abnormal and 82
(15.59%) were considered abnormal according to the classification of 1999 and normal
according to WHO classification of 2010. They concluded that any patient who was
previously considered standard has been considered abnormal according to the new
classification, though about 15% considered abnormal in 1999 began to have
parameters seminal within the normal range according to the 2010 classification
(CATANZARITI, 2013).

The present study is similar but more expressive data, probably due to all
samples were from patients of an assisted reproduction clinic. It was found that
approximately 84% of the samples had alterations in any parameter WHO 1999 while
this value was reduced to 46.8% in 2010. When analyzing at least two clinically
relevant parameters, 61,4% were altered by WHO classification 1999 and decreased
to 23.5% of patients considered altered by the WHO in 2010, confirming the data of
the WHO 1999 overestimates the amount of abnormal samples without necessarily

mean infertility.
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By the 2010 WHO classification, all semen parameters have become less
stringent by increasing the number of men with tests within normal limits. The
parameter that influenced the difference between the two classifications was
morphology in which 85.1% of the samples considered altered by the WHO in 1999
began to be considered normal by 2010 followed by vitality (56.3%), motility a + b (51,
3%). Total concentration parameter altered by only 0.6%. Although the morphology
was the parameter that most altered the WHO classification, some studies suggest
that it is not the primary parameter to be predicted breeding outcome. Study that
evaluated 856 IUI (Intra uterine insemination) found no significant difference in the
pregnancy rate for IUl in patients with smaller or larger morphology than 4% (17.3%
versus 16.7%) and concluded that altered in morphology should not be isolated
parameter to indicate IVF (In Vitro Fertilization) (DEVENEAU, 2014).

Another study that evaluates the impact of morphology in the success of Ul
found no significant difference in the rate of live births in couples with unexplained
infertility, but found a higher live birth rate in couples with male subfertility when more
than 4.5% of spermatozoa have normal morphology. (ERDEM, 2015).

Unlike previous, Nikbakht and Sharins have found significantly higher
pregnancy rate when samples have more than 10% morphologically normal
spermatozoa (12.6%), followed by samples showing normal between 5 and 10%
(10.1%) and lower rate of clinical pregnancy when less than 5% of the sperm were
morphologically normal (2.1%) (NIKBAKHT, 2011).

Few studies have evaluated the predictive value of seminal WHO criteria for
infertile couples to establish the relevance prognosis or choice of optimal treatment.
Recent studies have used TMSC rating for mainly evaluate the pregnancy rate in Ul

regardless of sperm morphology. Hamilton and colleagues evaluated 1177 patients
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with male infertility and unexplained infertility and classified the semen samples in
accordance with the guidelines of the WHO in 2010 and according to TMSC. TMSC
greater than 20 x 108 is considered normal. They avaluated pregnancy rates comparing
de two groups and found that normal TMSC relates better with pregnancy than normal
WHO (HAMILTON, 2015).

In our sample, patients were compared according to the three classifications
(WHO 1999, WHO 2010 and TMSC), 401 (84.1%) had an alteration by the WHO in
1999, 223 (46.8%) by the WHO in 2010 and 200 (41, 9%) by TMSC. In addition to this,
the analysis of associations between TMSC with alteration in WHO in 1999 and 2010
rankings, found significant association in all parameters (concentration, motility,
morphology, volume and vitality) between TMSC alteration with the other alterations in
the WHO rankings.

Of the 200 samples considered modified by TMCS, 192 (96%) had at least 2
alterations by WHO in 1999 as the WHO 2010 only 108 (54%). On the other hand, of
the 277 samples considered normal by TMSC, 101 (36.5%) had more than 2
alterations by WHO in 1999 and only 4 (1.4%) had more than 2 alterations by 2010.
Furthermore, it was found that the 200 samples considered altered by TMSC, 192
(96%) had at least 2 alterations by WHO in 1999, and approximately half of the
samples was also altered by 2010. Moreover, the normal 277 samples the TMSC , 101
(36.5%) had alterations in two or more parameters by WHO in 1999 and only four
(1.4%) by WHO 2010. It can be concluded that samples with altered TMSC correlate
with alterations and by WHO in 1999 patients with normal TMSC are likely to be
considered normal by the WHO 2010. This data can be useful when evaluating Ul
indicated that the morphology may not be decisive, since TMSC not consider the

morphology on your criteria. In addition, further studies are needed comparing the
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seminal ratings and correlating the same with natural conception rate and pregnancy
rate for IUI.

This study is in agreement with previously published studies that environmental
factors affect the sperm quality (NAZNI, 2014; GAUR, 2010; LINGAPPA, 2015; DU
PLESSIS, 2010; HAMMOUD, 2008).
Environmental factors, lifestyle and disease can worsen the seminal quality
deterioration in vitality, morphology and volume and with increased age there worsens
the parameters of motility and vitality. Added to this, another study reports the
deterioration in semen quality over the last 10 years in patients undergoing infertility
treatments with a significant reduction in concentration per (ml) total concentration and
percentage of normal forms corroborating the data that lifestyle and environmental
factors may alter male fertility (BORGES, 2015).

It concludes that the seminal ratings have often altered due to the
methodological difficulty in establishing that fact that individuals are unable to generate
a pregnancy naturally. In general, the parameters have become less rigid 1999-2010
significantly changing the proportion of individuals who are no longer classified as
infertile from the new criteria. And classification based on TMSC may have some value
when evaluating Ul indicated that the concentration and motility are the main
fundamental keys without defining an individual as fertile or infertile regardless due to
not take into account the sperm morphology. This study is limited to the fact of having
evaluated a sample in a clinic of assisted reproduction and not individuals generally
fertile and infertile. More studies are needed to understand and to offer treatments
based on evidence for male subfertility, for now the old parameters of the partnership
and infertility time play a fundamental role in the clinical indicate the assisted

reproduction treatments.
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TABLES

Table 1 - Characterization of the sample.

Characteristics Data

Age (Years) — average + DP 37,0+6,6

BMI (kg/m?) — average + DP 27,1+3,8

Obesity — n(%) 93 (21,1)

Smoking — n(%) 45 (10,0)

Comorbidities in general — n(%) 115 (25,8)
Hypertension 24 (5,0)
Insulin resistence /DM 6 (1,3)
Neoplasia 5(1,0)
Psychiatric disorder 22 (4,6)
Dyslipidemia 12 (2,5)

Table 2 - Data from semen samples.

Variables Data

Days of abstinence — average + DP 3,65+1,77
Volume (mL) — average + DP 2,84+ 1,43
Concentration (x10%) — md (P25 — P75) 32 (8-62)
Motility a+ b (%) — average + DP 38,6 +17,5
Cells red. (x10%) — md (P25 — P75) 2,6 (1,2-4,9)
Leukocytes — md (P25 — P75) 0,8(0,4-1,2)
Vitality (%) — média + DP 58,4 + 15,8
Normal morphology (%) — md (P25 — P75) 10 (6 — 15)

TMSC (x10°) — md (P25 — P75)

28,9 (5,1 — 73,7)
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Table 3 - Differences in the parameter alterations between the 1999 and 2010 WHO

classifications.

WHO

1999 2010 Absolute Relative
Alterations P

(n=477) (n=477) Diference  Diference

(%) (%)

Total concentration 163 (34,2) 162 (34,0) 0,2 0,6 1,000
Concentration/ml 170 (35,6) 146 (30,6) 5,0 14,0 <0,001
Motility a + b 310 (65,0) 151 (31,7) 33,3 51,2 <0,001
Morphology 335 (70,2) 50 (10,5) 59,7 85,0 <0,001
Vitality 400 (87,9) 175(38,5) 49,4 56,2 <0,001
With alteration — 4 general criteria * 401 (84,1) 223 (46,8) 37,3 44,4 <0,001
With at least 2 alterations 293 (61,4) 112 (23,5) 37,9 61,7 <0,001

* considered that the patient had abnormal groups on any of the four parameters is altered (total concentration, concentration

mL, motility and morphology)
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Table 4 - Alterations in 477 samples analyzed in accordance with the WHO

classifications of 1999 and 2010.

Variables N %

Classification WHO 1999

Total concentration < 40 millions 163 34,2
Concentration/ml < 20 x 10° 170 35,6
Motility a + b < 50% 310 65,0
Morphology < 14% 335 70,2
With alterations — 4 general criteria * 401 84,1
With at least 2 alterations 293 61,4
Classification WHO 2010
Total concentration < 39 millions 162 34,0
Concentration/ml < 15 x 108 146 30,6
Motility a + b < 32% 151 317
Morphology < 4% 50 10,5
With alterations — 4 general criteria * 223 46,8
With at least 2 alterations 112 23,5

TMSC (x108)
<20 200 41,9

=20 277 58,1

* The patient General alteration when any of the four parameters (total concentration, concentration ml, motility and

morphology) was altered according to the classification.
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Table 5 - Association between TMSC and alterations in WHO 1999 and 2010

classifications.
TMSC (x10°)
Variables <20 220 p
(n=200) (n=277)
Classification WHO 1999
Total concentration < 40 millions 161 (80,5) 2(0,7) <0,001
Concentration/ ml < 20 x 108 154 (77,0) 16 (5,8) <0,001
Motility a + b < 50% 178 (89,0) 132 (47,7) <0,001
Morphology < 14% 177 (88,5) 158 (57,0) <0,001
With alterations — 4 general criterias* 200 (100) 201 (72,6) <0,001
With at least 2 alterations 192 (96,0) 101 (36,5) <0,001
Classification WHO 2010
Total concentration < 39 millions 160 (80,0) 2(0,7) <0,001
Concentration/ ml < 15 x 108 140 (70,0) 6 (2,2) <0,001
Motility a + b < 32% 129 (64,5) 22 (7,9) <0,001
Morphology < 4% 46 (23,0) 4(1,4) <0,001
With alterations — 4 general criterias* 193 (96,5) 30 (10,8) <0,001
With at least 2 alterations 108 (54,0) 4(1,4) <0,001

* considers that the patient had abnormal groups on any of the four parameters is altered (total concentration,

concentration mL, motility and morphology)
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Table 6 - Significant associations with motility, morphology, volume, vitality and general (at least

one criteria) alterations.

Motility a + b — 1999

Motility a + b — 2010

Variables P P
<50% 2 50% <32% 2 32%
Age (years) — average + DP 37,6+6,8 35,8+ 6,1 0,005 38,0+6,6 36,5+6,6 0,019
Days of abstinence — average + DP 3,76 £ 2,02 3,45+1,15 0,035 3,70 £ 2,32 3,63+1,45 0,691
Morphology (%) — 1999 Morphology (%) - 2010
<14 214 i <4 24 i
Smoking — n(%) 45 (10,1) 0(0,0) 1,000 9 (20,5) 36 (8,9) 0,029
Presence of comorbidity — n(%) 82 (26,0) 33 (25,4) 0,982 21 (44,7) 94 (23,6) 0,003
Volume (ml) — 1999 Volume (ml) — 2010
<2 22 P <1,5 21,5 i
Hypertension — n(%) 11 (9,5) 13 (3,6) 0,023 5(8,3) 19 (4,6) 0,208
Days of abstinence — average + DP 3,37+ 1,49 3,74 + 1,84 0,049 360+1,78 3,66+1,77 0,825
Vitality (%) — 1999 Vitality (%) — 2010
<75 275 P <58 258 i
Smoking — n(%) 42 (11,2) 1(1,9) 0,067 23 (14,2) 20 (7,5) 0,039
Age (years) — average + DP 37,0+£6,5 35759 0,177 38,5+7,2 35,857 <0,001
criteria WHO 1999 criteria WHO 2010
With Without p With Without P
alteration alteration alteration alteration
Obesity — n(%) 62 (25,4) 31(15,8) 0,020 52 (24,2) 41 (18,2) 0,157
2 or more alterations 1999 2 or more alterations 2010
Yes No p Yes No P
BMI (kg/m?) — average + DP 27,4+ 3,8 26,6 + 3,8 0,025 27,7 £ 3,6 27,0+ 3,9 0,087

* The same variables were analyzed by TMSC rating without statistically significant associations (p>0,05).
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Figure 1 - Parameters according to WHO criteria, 1999 and 2010
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Altertions according to criteria of the WHO 1999
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Figure 2 - Evaluation of the samples that have alterations for 1999 and its situation by

the 2010 criterion.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Percebe-se que, de um modo geral, os parametros se tornaram menos rigidos
de 1999 para 2010 alterando significativamente a propor¢cao de individuos que
deixaram de ser classificados com inférteis a partir dos novos critérios. Conclui-se que
as classificagbes seminais tém mudado frequentemente em fungao da dificuldade
metodoldgica em se estabelecer quais individuos de fato sdo incapazes de gerar uma
gestacao naturalmente. E que a classificacdo baseada no TMSC pode ter algum valor
quando se avalia indicagao de IIlU em que a concentragéo e motilidade espermatica
sao fundamentais sem, no entanto, definir um individuo como fértil ou infértil
isoladamente em funcéo de nao levar em consideragao a morfologia espermatica.

O presente estudo tem como limitagao o fato de ter avaliado uma amostra em
uma clinica de reproducéao assistida e nao individuos em geral férteis e inférteis. Mais
estudos sdo necessarios para definirmos e oferecermos tratamentos baseados em

evidéncias para a subfertilidade masculina.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base na revisdo da literatura e dos resultados encontrados, acredita-se
que mais estudos deveriam ser realizados para avaliar qual das trés classificagdes
discutidas melhor se relaciona com a infertilidade masculina avaliando tanto casais
com fertilidade comprovada quando casais em tratamentos para infertilidade. Além
disso, sdo necessarios mais estudos comparando as trés classificagdes estudadas e
avaliando o desfecho gestagao nas diferentes terapias de reprodugao assistida para

auxiliar na indicacdo da melhor terapia para subfertilidade masculina.
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10 ANEXOS

10.1 ANEXO 1

TERMO DE SIGILO QUANTO A IDENTIDADE DOS PACIENTES

Eu, Patricia De Moraes De Zorzi, comprometo-me a nunca divulgar nomes ou dados

dos pacientes dos prontuarios por mim revisados que possam identifica-los. Esse

termo substituira o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido uma vez que o estudo

baseia-se em revisao de prontuarios sem contato pessoalmente com pacientes.

Patricia De Moraes De Zorzi
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10.2 ANEXO 2

DOCUMENTO INFORMANDO CONTATO COM MEDICO ASSISTENTE

Declaro que estou ciente do projeto “AVALIACAO DE PARAMETROS
SEMINAIS DE PACIENTES SUBMETIDOS A TRATAMENTOS EM
REPRODUGCAO HUMANA ASSISTIDA“ bem como da existéncia do termo de
confidencialidade em que os revisores se comprometem a no utilizar dados que
possam identificar os pacientes e autorizo a revisdo e coleta de dados dos
prontuarios de meus pacientes.

Dra. Helena von Eye Corleta Dra. Isabela Piva Fuhrmeister




