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RESUME

Actuellement les problemes de fertilité touchent jusqu'a 15% de la population en age de
procréer dans les pays occidentaux. Bien que I'age des femmes reste un facteur principal
dans le fait d’'obtenir ou pas une grossesse a terme, il ne faut pas négliger le réle des
hommes. Dans les couples ayant des problemes de fertilité, jusqu'a 50% des hommes
présentent des altérations de la qualité séminale. Parallelement, la qualité spermatique a
diminué ces dernieres années et une augmentation des anomalies du sperme ainsi que
des problémes d'infertilité masculine a été observée depuis plusieurs décennies, ce qui
suggere un réle important des facteurs environnementaux. Toutefois, I'effet de I'exposition
aux facteurs environnementaux susceptibles d'influer sur la spermatogenese et la qualité

spermatigue est encore mal compris et peu étudié.

L'objectif principal de cette thése doctorale est d'évaluer s'il existe une association entre
certains facteurs environnementaux et la qualité spermatique. Dans un premier temps
nous avons évalué les effets de I'exposition a la pollution de l'air extérieur sur la qualité
spermatique dans une cohorte d'hommes issus de couples ayant consulté un centre de
Procréation Médicalement Assistée entre 2014 et 2018 a Barcelone. Le volume séminal,
la concentration de spermatozoides, la motilité progressive, le nombre total de
spermatozoides et la fragmentation de I'ADN ont été les parameétres spermatiques
évalués. Des modeéles LUR ont été utilisés pour estimer I'exposition a NO2, NOx, PMuo,
PM2s, PMz2sabsorbance € PMcoarse aux adresses résidentielles et professionnelles des
participants, pour différentes fenétres d'exposition (0 - 9, 10 - 14, 70 - 90 et 0 - 90 jours
avant échantillonnage). Les estimations ont été ajustées en fonction de I'age, de I'IMC, du
tabagisme et de la consommation d'alcool a I'aide de modeles mixtes pour tenir compte
des mesures répétées. Deux cent quatre-vingt-neuf participants contribuant avec 947
échantillons (3.23 échantillons en moyenne par participant) ont été inclus. L'age moyen
des participants était de 37 ans. Les résultats de cette analyse ont montré une association
entre l'exposition a la pollution de l'air et une diminution de la qualité spermatique, en
particulier une diminution de la motilité progressive associée a I'exposition aux PM1o, une
diminution du volume séminal et une augmentation de la fragmentation de 'ADN associée
a l'exposition aux PM2s. Cependant dans cette analyse nous avons aussi trouvé que
lexposition aux NOx, aux PMazs et & la PMzsabsobance (COMposé des PM marqueur de

combustion) était associée a une augmentation du nombre total de spermatozoides.



Dans une deuxieme étude, l'objectif consistait a évaluer les effets de la température
ambiante sur la qualité spermatique d’individus sains de moins de 30 ans, qui se sont
présentés volontairement dans un centre de procréation médicalement assistée comme
candidats au don de sperme entre les années 2007 et 2012. Le volume séminal, la
concentration de spermatozoides et la motilité progressive ont été les parametres de
sperme étudiés dans cette étude. On a évalué I'exposition a la température ambiante en
fonction de différentes fenétres (0 - 9 jours, 10 - 14 jours, 70 - 90 jours et la période entiere
de 0 - 90 jours précédant l'échantillonnage). Les estimations, obtenues a partir de
modeéles mixtes, ont été ajustées en fonction de l'age, de tabagisme et du statut
socioéconomigue. Un total de 172 potentiels donneurs de sperme a été inclus, contribuant
avec 597 échantillons. L'age moyen était de 25 ans (Ecart type ET : 4.0) et chaque
donneur a donné en moyenne 3.4 échantillons (entre 1 et 21 échantillons par donneur).
Nos reésultats montrent que laugmentation de la température ambiante était

significativement associée a une diminution de la concentration

Les résultats présentés dans cette these doctorale, bien qu'a interpréter avec prudence,
ajoutent de nouvelles preuves sur les effets déléteres de plusieurs facteurs
environnementaux sur la qualité séminal. Ces résultats encouragent le développement de
stratégies de contrble des polluants de l'air, de continuer a agir de toute urgence pour
lutter contre le changement climatique et l'augmentation de la température moyenne
mondiale, et la révision constante des protocoles de référence pour I'évaluation et le
contréle des risques inhérents a I'exposition présents sur le lieu de travail, afin promouvoir

une meilleure qualité de la santé reproductive masculine.



CHAPITRE 1: INTRODUCTION ET ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), linfertilité est un probleme de santé du
systeme reproducteur masculin ou féminin caractérisé par lincapacité d'obtenir une
grossesse clinique apres au moins 12 mois de rapports sexuels réguliers sans protection.
Selon les données disponibles, linfertilité affecte entre 48 millions de couples et 186

millions de personnes en age de procréer au niveau mondial®.

Un couple sur six dans le monde souffre d'une forme d'infertilité. Entre 20 et 35 % des cas
d’infertilité sont dues a des causes féminines, 20 a 30% a des causes masculines, 20 a
30% a des problemes dans les deux membres du couple, et le restant a des causes
inconnues, selon la fiche d'information de la Société européenne pour la procréation
humaine et I'embryologie (ESHRE) sur les techniques de procréation assistée (TAR)
publiée en 2014 2.

Dans le cadre de cette thése, je m’intéresse a deux facteurs environnementaux, la
pollution atmosphérique et la température ambiante, qui pourraient altérer la qualité
spermatique. Dans cette section de la thése, je ferai d’abord un résumé de la fonction
reproductive masculine, ensuite je parlerai des deux facteurs environnementaux
mentionnés ci-dessus, et finalement de I'état des connaissances entre ces facteurs et la

gualité spermatique.

1.1 Fonction reproductrice masculine

1.1.1 Spermatozoide humaine
Le spermatozoide est le gaméte male dont la fonction est de fusionner avec le noyau de
l'ovule (gameéte femelle) pour former le zygote : une cellule unique dotée d'un ensemble

complet de chromosomes qui donne finalement lieu a I'embryon.

Les spermatozoides matures sont composés de deux composantes morphologiques et
fonctionnelles différentes : la téte et le flagelle qui sont entourées d'une méme membrane
plasmatique et sont reliees par une piece de connexion. La Figure 1.1 illustre la

morphologie d’'un spermatozoide.

La téte du spermatozoide contient le noyau, composé de chromatine hautement

condensée, et de l'acrosome, situé entre le noyau et la membrane plasmique apicale.



L'acrosome est un organite sécréteur qui contient des protéases et des enzymes
hydrolytiques qui dégradent la zone pellucide des ovocytes, favorisant la pénétration par

les spermatozoides.

Le flagelle comporte trois régions, dont chacune présente des caractéristiques bien
définies qui different par lorganisation du cytosquelette et de ses éléments de

signalisation :

e La piece intermédiaire : est la plus proche de la téte. Elle est constituée d'un

axonéme, qui est I'élément moteur du flagelle. L’'axonéme est entouré par 9 fibres
denses externes et recouvert par une gaine de mitochondries disposées en
formation hélicoidale qui fournissent ['énergie nécessaire a la motricité des
spermatozoides. Autour de la gaine de mitochondries on retrouve la membrane
plasmatique.

e La piéce principale : C'est la piéce la plus longue. La gaine de mitochondries est

remplacée par une gaine fibreuse qui offre protection, support et flexibilité a

'ensemble de la structure.

* La piéce terminale Elle est composée exclusivement de I'axonéme et la membrane

plasmique qui la recouvre.®

Flagelle Téte

| \ I 1
’ Noyau

Partie terminale

Partie principale
Acrosome

9\ _Membrane plasmatique
A\

Axoneme

Axoneme Gaine fibreuse

. Axoneme
Membrane plasmatique Membrane plasmatique

Figure 1.1. Morphologie du spermatozoide mature.

Adapté de: Olivera M, Ruiz T, Tarazona A, Giraldo C. El espermatozoide, desde la eyaculacion hasta la
fertilizacion. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias. 2006;19(4):426-436.
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50120-6902006000400008
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1.1.2 Spermatogenése

La spermatogenése est un procédé hautement spécialisé de différenciation cellulaire qui
entraine la formation de spermatozoides fonctionnels en vue d'une reproduction réussie.
La spermatogenese en tant que telle dure au total 90 jours environ, dont 74 jours
correspondent au processus de production des spermatozoides et le reste a sa maturation
et a son transport dans le tractus génital masculin. 11y a trois étapes principales qui, dans
I'ordre, consistent en : la prolifération mitotique ; la production des spermatides haploides

et finalement la cytodifférenciation progressive des spermatides en spermatozoides.

1.1.2.1 Phase proliférative ou spermatogonique

La production de spermatozoides commence par l'activation des spermatogonies a la
puberté et se poursuit pendant toute la vie de l'individu. Les spermatozoides sont formés a
partir des spermatogonies, des cellules germinales diploides non différenciées qui
tapissent la membrane basale dans les tubes séminiferes du testicule®. Le but de cette
phase est d'accroitre le nombre de spermatogonies pour étre en mesure de produire

d’énormes quantités de spermatocytes : les cellules précurseurs des spermatozoides.

La population de spermatogonies humaines est morphologiquement divisée en trois

classes® :

e Spermatogonies du type A : cellules indifférenciées dont 2 types sont décrits :

o Spermatogonies du type A sombre : (Ad pour leur acronyme en anglais

« dark »). Ces cellules agissent comme des cellules souches testiculaires,
sans jouer un r6le actif dans la production de spermatozoides. Elles
maintiennent la réserve de spermatogonies nécessaire a la
spermatogenése. Les spermatogonies de type Ad possedent un noyau avec
une chromatine hautement condensée et une faible activité cellulaire. Elles
ne se divisent qu'occasionnellement en réponse a une diminution drastique
du nombre de spermatogonies, donnant lieu a de nouvelles spermatogonies
du type A pales (Ap).

o Spermatogonies de type Ap : cellules avec un noyau ovoide et chromatine

légerement condensée, avec 1 a 3 nucléotides proéminents et forte activité
cellulaire. Ce type de cellules indifférenciées se divisent par mitose donnant
lieu & de nouvelles spermatogonies de type Ap et B. Chaque spermatogonie

Ap peut donner lieu a 2 spermatogonies du type B°.
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e Spermatogonies du type B : cellules avec un noyau sphérique et chromatine

irréguliere en agrégats périphériques. Au terme de 8 cycles de mitose chaque
spermatogonie B produit des cellules filles qui se différencient en 2 spermatocytes
primaires. (spermatocytes I) ©. La phase de production des spermatocytes | issus de

la mitose des spermatogonies dure approximativement 27 jours.

1.1.2.2 Phase méiotique ou spermatocytogenese

Cette phase se tient en deux étapes et vise a diviser par deux le matériel génétique pour
produire des cellules haploides appelées spermatides. Chacun de ces processus
méiotiques inclut une prophase, une métaphase, une anaphase et une télophase. La
prophase est divisée en quatre stades : leptoténe, zygoténe, pachytene et diplotene. Le
leptotene se produit dans le compartiment basal du tube séminiféere, tandis que les trois

autres se produisent dans le compartiment adluminal.

Les spermatogonies B se détache du compartiment de base pour former des
spermatocytes |, déclenchant la méiose. Ces spermatocytes | pré-leptoténes sont
diploides et sont les dernieres a reéaliser la synthése d'’ADN. Ces cellules migrent vers le
comportement adluminal du tube séminifére, en augmentent la taille et modifient la
configuration nucléaire avant de commencer la premiére division méiotique. Par
conséquent, chaque spermatocyte | donne lieu a deux spermatocytes secondaires
(spermatocytes Il) qui ont 23 chromosomes (22 autosomes et un chromosome sexuel X

ou Y). Ce premier cycle méiotique dure environ 23 jours’.

Les spermatocytes Il démarrent directement la deuxiéme division méiotique et chacun
donne deux spermatides dont chaque chromosome est constitué d'une seule chromatide?.
Comme il n'y a pas de réplication de 'ADN ni de recombinaison du matériel héréditaire,

cette étape progresse rapidement en environ 6 heures’.

1.1.2.3 Spermiogenese
Cette étape ne comporte aucune division cellulaire. Des changements morphologiques

conduisant a la transformation du sperme en spermatozoides sont observés. Les

principales phases de ce processus comprennent :



Phase de golgi : Au cours de cette phase, la spermatide commence a développer

sa polarité et se prépare a acquérir les parties principales d'un spermatozoide : la
téte, la piece intermédiaire et le flagelle. L'appareil de Golgi produit et libere des
enzymes lytiques formées dans le réticulum endoplasmique rugueux et qui vont se
concentrer a l'intérieur d'un seul gros granule acrosomique qui est en contact étroit
avec lenveloppe nucléaire®. A lautre extréme, la partie intermédiaire est
développée, ou les mitochondries et le centriole distal se rejoignent pour initier la
formation de I'axoneme.

Le matériel génétiqgue est d'abord enroulé par des histones, qui sont qui sont
remplacées par des protéines de transition apres désassemblage des
nucléosomes. Ensuite les protéines de transition sont remplacées par des
protamines pour former un complexe toroidal avec I'ADN hautement compacté?®.
Les protamines sont des protéines nucléaires spécifigues des spermatozoides
matures, riches en résidus d'arginine, qui permettent un emballage plus dense de

I'ADN dans le spermatozoide que celui des histones?!?.

Phase de la casquette : le granule sphérique acrosomique s’élargit et fusionne avec

les vésicules supplémentaires de l'appareil de Golgi. A ce point, 'acrosome n'est
plus sphériqgue mais s'aplatit et se propage a la surface du noyau ; il commence a

s'allonger et l'acrosome fait suite a cette modification, recouvrant finalement les

deux tiers de la surface nucléaire®?.

Formation du flagelle : Le flagelle se développe a partir de ['élongation des

microtubules dans l'un des centrioles de la spermatide. Une paire de microtubules
se rejoignent au centre de la structure et sont ensuite entourées de 9 autres
microtubules doubles externes formant l'axonéme. La cellule germinale en
développement est orientée de telle maniére que le flagelle en croissance est dirigé
vers le centre de la lumiére du tube séminifére®3.

Phase de maturation : Dans cette phase, I'excés de cytoplasme est phagocyté par

les cellules de Sertoli qui entourent le testicule. Ce sont des cellules épithéliales
dont le cytoplasme s'étend de la membrane basale a la lumiére du tube séminiféere.
Elles participent dans la formation de la barriere hématotesticulaire, au maintien du
microenvironnement tubulaire pour la prolifération et la différenciation correctes des
spermatogonies primitives et pour la production de spermatozoides. Les cellules de
Sertoli remplissent un certain nombre de fonctions supplémentaires au cours de la

spermatogenése, notamment la sécrétion d'inhibine et d'activine aprés la puberté,
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qui jouent un role conjoint dans la régulation de la sécrétion de 'hormone folliculo-
stimulante (FSH pour leur acronyme en anglais « Follicle-stimulating hormone ») ;
la sécrétion de la protéine de liaison des androgénes (ABP pour leur acronyme en
anglais «androgen-binding protein »), qui permet la concentration locale de
testostérone au niveau des tubes séminiferes et a proximité des gameétes en
développement ; entre autres!®.

Lorsque l'excédent de cytoplasme est relaché, des spermatozoides individuels,
matures mais immobiles sont formés*. Ces cellules immobiles sont le résultat final
de la spermiogenese, qui a une durée d'environ 24 jours. La phase de maturation
se termine par la spermiation, ou la libération de spermatozoides dans la lumiére

du tubule séminifére.

e Spermiation : La libération des cellules de Sertoli de spermatozoides matures mais

immobiles dans la lumiere du tube séminifere est contrblée par la FSH et la
testostérone.

Le testicule sécrete de locytocine et de la vasopressine qui stimulent les
contractions péristaltiques dans les cellules de Sertoli et dans les cellules myoides
des tubes séminiferes. Ces contractions permettent le transport des
spermatozoides immobiles qui sont immergés dans le liquide testiculaire sécrété
par les cellules de Sertoli vers I'épididyme?®.

Les spermatozoides gagnent motilité et la capacité de fécondation une fois qu'ils
atteignent I'épididyme. Cependant, les spermatozoides matures sont transportés a
travers le reste du systeme reproducteur masculin via la contraction musculaire

plutdt que la motilité des spermatozoides nouvellement acquise?.

Les différentes étapes de la spermatogenése sont illustrées dans la Figure 1.2
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Figure 1.2. Représentation des différentes phases de la spermatogénése.
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1.1.3 Maturation épididymaire

Les tubes séminiferes droits sont vidés dans un réseau de tubules appelé rete testis, qui
se trouve dans le médiastin testiculaire. La rete testis transporte les spermatozoides des
tubules séminiféres aux conduits efférents. 95% du fluide contenant des spermatozoides
est réabsorbé dans les canaux efférents avant d'entrer dans I'épididyme, ce qui contribue
a augmenter leur concentration. Les spermatozoides doivent passer par deux processus
de maturation extra-testiculaire : le premier dans l'appareil reproducteur masculin et est
connu sous le nom de maturation épididymaire, tandis que le deuxiéme se produit dans
I'appareil reproducteur féminin et est appelé capacitation. Les deux sont associés a des
changements biochimiques et fonctionnels dans les spermatozoides qui entrainent sa

féconditél’.

L'épididyme humain est divisé en trois régions anatomiques, chacun avec une expression
géneétique différente : le caput (le pble cranien du testicule), le corpus (la partie médiane)
et la cauda (la partie inférieure connectée au canal déférent). L’épithélium épididymaire
sécrete des protéines luminales qui varient selon la région de l'organe ou elles

provienent®,



En raison des interactions avec les protéines Iluminales libérées par I'épithélium
épididymaire et les epididymosomes (vésicules extracellulaires), la composition de
protéines, lipides et petit ARN dans les spermatozoides est considérablement modifiée

dans I'épididyme.*°

Les modifications biochimiques observées au cours de la maturation épididymaire
comprennent? : augmentation de la charge négative de la membrane plasmique induite
par la composition ionique, les molécules organiques et diverses protéines qui entrent en
contact avec les spermatozoides lors de leur transit a travers I'épididyme. L'augmentation
des ponts disulfure dans les protamines qui conduit au maintien du génome dans un
noyau hautement compacté et stable. L'augmentation de la fluidité de la membrane
spermatique attribuable a l'incorporation de lipides insaturés, a la diminution du rapport
cholestérol-phospholipides et la glycosylation de Ila membrane plasmique. La
phosphorylation des protéines du sperme (en particulier les résidus de tyrosine) qui

conduit a l'activation des protéines associées a la motilité du flagelle?'.

Pour protéger les spermatozoides pendant leur transit a travers I'épididyme, I'épithélium
épididymaire produit une variété de protéines antioxydantes qui aident a protéger les
spermatozoides des dommages oxydatifs, notamment la catalase, les glutathion
peroxydases, les glutathion-S-transférases, les peroxirédoxines, les superoxyde
dismutases, la thiorédoxine réductase et les thiorédoxines. Alors que d'autres protéines,
telles que l'albumine, la transferrine, la clustérine (SGP-2), les métalloprotéines et la
proenképhaline, se trouvent également dans la lumiére de I'épididyme, elles peuvent étre

associées a la maturation des spermatozoides??.

Le pH acide du liquide luminal, la stabilisation de la membrane spermatique, la liaison de
facteurs décapacitantes tels que les mucopolysaccharides et les protéines a la surface du
sperme, et la sécrétion caudale d'immobiline (qui empéche les spermatozoides de nager
dans ['épididyme) préviennent [lactivation de la capacitation prémature des
spermatozoides déja matures, leur faisant perdre momentanément leur capacité de fusion

avec les autres membranes?®.

Cette étape prend entre 10 et 12 jours. Les spermatozoides peuvent étre stockés dans

épididyme ety survivre jusqu’a trois semaines environ.
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La spermatogenése est particulierement sensible aux perturbations par des facteurs
externes au cours la différenciation des spermatogonies ; lors des premiers stades de la

spermiogenése et pendant la maturation épididymaire 23 24,

1.1.4 Le contréle hormonal de la spermatogenése

L'hormone de libération des gonadotrophines (GnRH pour leur acronyme en anglais
«Gonadotropin-releasing hormone ») est sécrétée par I'hypothalamus en quantités
régulieres et pulsatiles (environ toutes les 2 heures) stimulant la sécrétion hypophysaire et
€également pulsatile de deux gonadotrophines : I'hormone lutéinisante (LH pour leur
acronyme en anglais «Luteinizing hormone ») et la FSH. La LH se lie aux récepteurs de la
membrane cellulaire de Leydig et stimule la production de testostérone dans l'espace
interstitiel des tubules séminiféeres du testicule. La testostérone pénetre dans le
compartiment tubulaire ou elle se lie a I'ABP pour conditionner le développement de
I'épithélium séminal et le bon fonctionnement du tractus génital. Lorsque le taux de
testostérone augmente excessivement, elle exerce une rétroaction négative au niveau de
I'hypothalamus qui conduit a une diminution de la sécrétion de GnRH et avec elle une

diminution de la sécrétion de LH par I'hypophyse?.

La FSH se lie aux récepteurs de la membrane des cellules de Sertoli pour activer la
spermatogenése en stimulant la formation d’ABP, qui déclenche la spermatogenése dans
les tubules séminiféres et la maturation des spermatozoides dans I'épididyme. La FSH
sécrete également l'inhibine une hormone qui exerce un effet de rétroaction négatif sur la
sécrétion de FSH, soit dans les neurones hypothalamiques en réduisant la sécrétion de
GnRH ou directement dans les cellules gonadotropes hypophysaires avec l'objectif de

réduire la sécrétion de FSH2.

1.1.5 Thermorégulation de la spermatogenése
Afin d’assurer une spermatogenése optimale, la température testiculaire doit étre

maintenue entre 2 et 4 °C au-dessous de la température interne du corps?®

Les mécanismes impliqués dans la thermorégulation du scrotum et des testicules sont

décrits ci-dessous.

Le scrotum joue un réle thermorégulateur actif. C’est un sac dermique a peau fine avec

une vascularisation élevée et une absence de graisse sous-cutanée?’. Il posséde
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certaines caractéristiques anatomiqgues qui lui permettent de contribuer au maintien de la

température nécessaire a la spermatogenése :

Muscle crémaster : C'est une fine couche de muscle strié qui entoure le testicule et

le cordon spermatique dans le canal inguinal et le scrotum entre les couches
externe et interne du fascia spermatique. Lorsque la température augmente, le
muscle se relaxe, permettant aux testicules de descendre et de s'éloigner du reste
du corps. Quand la température est basse, le crémaster se contracte, rapprochant
les testicules du corps, assurant ainsi le maintien d'une température testicule
optimal pour la spermatogenese. Ce muscle peut également se contracter comme
mécanisme de défense contre certains stimuli tels que le stress physique, les
traumatismes, etc. et rétracter les testicules pour garantir leur protection?,

Tunique dartos : C'est un muscle lisse qui recouvre le scrotum. Comme le muscle

crémaster, la tunique dartos répond aux stimuli thermiques. A basse température, il
contracte la peau du scrotum pour en réduire la surface, le flux sanguin et la perte
de chaleur et élevant la température testiculaire a des niveaux optimaux. En cas de
hausse de température ; il permet a la peau du scrotum de se relaxer ; provoquant
une dilatation des vaisseaux sanguins environnants et l'augmentation du flux
sanguin dans la région, ce qui donne lieu & une diminution de la température
testiculaire?s.

Glandes sudoripares : nombreuses et largement réparties le long de la peau du

scrotum. lls stimulent la transpiration dans la région lorsquils détectent une
augmentation de la température corporelle ou scrotale, permettant a la température

de baisser en raison de I'évaporation de la sueur?,

Le scrotum agit également comme un dispositif de refroidissement et d'échange de

chaleur qui permet a la température testiculaire d'atteindre le méme niveau que le tissu

sous-cutané, provoquant une perte de chaleur directe du testicule et un refroidissement du

sang veineux provenant de cet organe®.

Dans le second mécanisme de régulation thermique, ce sang veineux quitte les testicules

dans de petites veines spermatiques qui se combinent pour former un réseau appelé

plexus pampiniforme. Ce plexus encercle les branches de l'artere testiculaire, permettant

au sang veineux du testicule de refroidir le sang artériel (qui, jusque-la, conservait la

température corporelle) en tant qu'échangeur de chaleur a contre-courant®.
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1.1.6 Les causes de l'infertilité masculine
Les causes de linfertilité masculine sont diverses, mais peuvent étre classée en différents
groupes en fonction de son origine : pré-testiculaire, testiculaire, post-testiculaire et

spermatique3l. Un récapitulatif de chacune de ces origines est présenté dans le Tableau

11
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Classification de I'infertilité masculine
en fonction de son origine

Classification de I'infertilité masculine en fonction de son
origine

Déficience pré-testiculaire

Hyperprolactinémie

Troubles thyroidiens

Diabéte

Troubles des glandes surrénales
Hypogonadisme hypergonadotrope
Hypogonadisme hypogonadotrope
Dysfonction érectile

Syndrome d'insensibilité [égére aux androgenes
Microdélétions du chromosome Y
Syndrome de Klinefelter

Syndrome de Noonan

Syndrome de Kallman

Dysgénésie gonadique XY
Endocrinopathie génétique

Des facteurs génétiques

Des anomalies chromosomiques.

Déficiencetesticulaire

Cryptorchidie et testicules atrophiques.
Varicocele

Orchite

Hydrocéle

Hypoplasie testiculaire

Tumeurs testiculaires,
Dysfonctionnement testiculaire primitif

Kystes épididymaires

Déficience post-testiculaire

Obstruction des voies spermatiques

Infertilité immunologique

Hypospadias

Lésions du tractus séminal, maladies inflammatoires,
Absence congénitale du canal déférent

Ejaculation précoce

Ejaculation rétrograde

Tableau 1.1 Classification de l'infertilité masculine en fonction de son origine
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Les catégories d’anomalies spermatiques selon les valeurs-limites de référence de IOMS
proposées dans son cinquieme manuel de laboratoire pour I'examen et le traitement du

sperme humain®, sont résumées dans le Tableau 1.2, avec leur définition.

Anomalie spermatique Description

Hypospermie Volume séminal complet inférieur a 1.5 mL.

Aspermie Volume séminal nul.

Hyperspermie Volume séminal supérieur a 6 mL.

Oligozoospermie Concentration spermatique inférieur a 15 millions/mL.

Polyzoospermie Concentration spermatique supérieure a 200 millions/mL.

Azoospermie Absence de spermatozoides sur I'éjaculat « frais » centrifugé a 3000
g pendant 15 minutes, examiné au microscope a fort grossissement
(X 400).

Asthénozoospermie Diminution de motilité de spermatozoides.

Akinétospermie Moatilité nulle de tous les spermatozoides du recueil.

Tableau 1.2 Anomalies du sperme associées au volume séminal, a la concentration spermatique, au nombre
total de spermatozoides et a la motilité des spermatozoides. Valeurs-limites de référence de 'OMS (2010)
pour I'examen et le traitement du sperme humain

Dans le cadre de cette these, nous mettrons l'accent sur I'un des facteurs critiques qui
influencent la fécondité masculine : la qualité spermatique qui permet d'évaluer le potentiel
reproducteur masculin. Certaines études suggerent qu'une faible qualité spermatique est
associée a un délai plus important dans I'obtention d'une grossesse 33 3+ 35, | 'un des outils
les plus utilisés pour I'évaluation de la qualité spermatique et qui permet un diagnostic
initial des problémes de santé reproductive chez les hommes est le spermogramme. |l
donne une description générale du volume, de la concentration spermatique, du nombre,

de la motilité et de la morphologie des spermatozoides.

Certaines études épidémiologiques suggérent une tendance mondiale a la baisse de la
qualité spermatique. Des 1974, des chercheurs ont fait état d'une diminution significative
des parameétres spermatiques analysés3® par rapport a ceux réalisés dans les études de
MacLeod et Gold en 1951 et 1956%" 8, De méme facon, dans une revue des études

menées entre 1938 et 1991 sur la qualité spermatique chez des hommes sans antécédent
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d'infertilité et publiée par Carlsen et al en 1992, une diminution globale de la qualité
spermatique a été observée®. En 1995, une étude portant sur 1351 hommes en bonne
santé et fertles de 1973 a 1992 a révelé une diminution de 2.6 % par an de la
concentration moyenne de spermatozoides ; de 0.3 % par an du pourcentage de
spermatozoides mobiles et de 0.7 % par an du pourcentage de spermatozoides
normaux*’. Plus récemment, en 2017, Levine et al **. ont passé en revue 2510 articles et
7518 résumés présentant des données avec des estimations de la concentration
spermatique et du nombre total de spermatozoides, extrayant un total de 244 estimations
chez 42935 hommes entre 1973 et 2011, constatant une diminution significative au cours
de cette période de ces deux paramétres spermatiques. Dailleurs, notant que les
échantillons prélevés pour les analyses de la qualité spermatique se situaient dans une
fourchette plus basse que celle définie dans sa quatrieme édition publiée en 1999, et
d'apres les hommes dont ces conjointes ont eu une grossesse avant I'étude, 'OMS a réagi
a ceci et a d'autres éléments en réduisant dans les cinquieme et sixieme éditions de son
Manuel de laboratoire pour I'analyse et la préparation du sperme humain, publiée en 2010

et 2021, respectivement, les seuils de normalité inférieurs des parameétres spermatiques*?
43, 32, 44

Néanmoins, la diminution apparente de la qualité spermatique continue de faire l'objet de
débats, car il y a aussi de nombreuses études qui contredisent les observations formulées
par les auteurs susmentionnés. Par exemple, une étude publiée en 1996 n'a constaté
aucune modification significative dans le volume séminal ou la motilité dans les analyses
du sperme de 1283 hommes, qui avaient conservé du sperme avant leur vasectomie aux
Etats-Unis entre 1970 et 1994%. Aussi, d'autres auteurs postulent que les progres
technologiques, l'amélioration des controles de la qualité, la standardisation et les
changements méthodologiques dans les laboratoires d’andrologie au cours des trois
derniéres décennies sont responsables des changements détectés dans les analyses du

sperme ; notamment en ce qui concerne le comptage du nombre de spermatozoides“®.

L'absence de consensus sur la qualité spermatique oblige a réaliser des études dans des
cohortes bien définies composées d'hommes représentant différentes catégories de
population. 1l existe I'hypothése que les différences observées entre les analyses de
gualité spermatique, et notamment le nombre de spermatozoides, sont liées a la variation
géographique des individus qui composent les cohortes des études de fertilité masculine.

Bien qu'en 1977, Smith et Steinberg avaient déja suggéré la possibilité que les différences
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géographiques pourraient étre l'une des causes des différences observées dans le
nombre de spermatozoides entre les couples de quatre états différents des Etats-Unis*’
ce n'est qu'a partir de la publication de Fish et Goluboff*® que I'on a évalué si les variations
géographiques pouvaient étre un facteur de confusion dans les études sur la qualité
spermatigue. Au cours des deux derniéres décennies, plusieurs études ont été publiées
sur la variabilité géographique de la qualité spermatique*® 5 5% 52; incluant une publication
de 2022 ou les données de 11 études portant sur 3484 participants provenant de cing
régions géographiques différentes ont été analysées, et ont conclu qu'il existe des
différences significatives dans les parameétres spermatiques influencés par les différences
géographiques®. Finalement, cette variabilité pourrait, a son tour, étre médiée par des

facteurs environnementaux.

1.2 Facteurs environnementaux et qualité spermatique

1.2.1 Définition
Selon le Dictionnaire de l'environnement et du développement durable, un facteur
environnemental est tout élément abiotique ou biotique, susceptible d'agir directement sur

tous les étres vivants au moins pendant une phase de leur développement>,

Bien qu'il existe des plus en plus d’études mettent en évidence une association entre les
expositions environnementales et la qualité spermatique>® 56 57 58 |es résultats ne sont
pas toujours consistants et cohérents, et différent selon I'exposition et le paramétre étudie,
notamment en ce qui concerne les deux facteurs environnementaux que j'étudie dans

cette these : la pollution de l'air extérieur et la température ambiante.

1.2.2 Pollution de I'air extérieur

La pollution de l'air extérieur ou pollution atmosphérique est définie par la présence dans
l'air de substances susceptibles d'avoir des effets nocifs sur la santé animale (incluant
lhumaine), la santé végétale ou l'environnement. La pollution atmosphérigue a des
sources d’origine naturelles (par exemple : brumes désertiques ou embruns marins) et
d’origine anthropiques c’est-a-dire générées par l'activité humaine. Actuellement dans les
pays a haut revenus les sources principales en milieu urbain sont le trafic routier et le
chauffage domestique®. La pollution peut avoir des effets néfastes sur la santé a court

terme, c'est-a-dire causant des événements de santé aigus quelques heures a jour aprés
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des expositions a des concentrations élevée, des pics de pollution, ou a long terme, c’est-
a-dire causant des événements de santé chroniques des mois ou années apres des

expositions de longue durée méme a des concentrations relativement basses.

La pollution atmosphérique se compose des deux grands groupes, les gazes, et les
particules, c’est-a-dire les éléments solides ou liquides suspendus dans I'atmosphére qui
sont divisées par leur taille. Les polluants de l'air d'intérét pour cette these sont les oxydes
d'azote (NOx, NO2) et les particules (PM pour leur acronyme en anglais «Particulate

matter »), et je m’intéresse a leurs effets de I'exposition a long terme.

Fin octobre 2022, la Commission européenne a proposé des lignes directrices plus strictes
pour la qualité de l'air extérieur que celles en vigueur actuellement qui datent de 2010. Le
but est d'atteindre l'objectif zéro pollution de l'air d'ici 2050. Ces modifications, une fois
ratifiees, fixeront des criteres de qualité de l'air « provisoires » d’ici 2030, plus conformes

aux directives actuelles de 'OMS.

Le Tableau 1.3 résume les valeurs limites de qualité de l'air pour ces polluants selon la
législation de I'Union Européenne (UE)%! y compris les nouvelles valeurs intermédiaires

proposées®, et les nouvelles lignes directrices de 'OMS publiées en 20213,

Polluant

Valeurs limites
actuelles UE

Valeurs «provisoire »
2030

Valeurs guide de ’'OMS

Dioxyde d’azote

40 pg/m3de moyenne sur

20 pg/méde moyenne sur

10 pyg/m3de moyenne sur

1 an

1 an

(NO2) 1lan 1an 1an

PMzs 25 pg/m3de moyenne sur | 10 pg/mde moyenne sur | 5 ug/m2de moyenne sur
1lan 1lan lan

PMao 40 pg/m3de moyenne sur | 20 pg/m3de moyenne sur | 15 pg/ m® de moyenne

surl an

Tableau 1.3 Valeurs limites de la qualité de I'air selon L'Union Européenne et 'OMS

Il a été démontré que méme a des niveaux en dessous des valeurs limites actuellement
recommandées, l'exposition a long terme a la pollution de l'air est associée a une
incidence accrue de mortalité prématurée, d'accidents cérébrovasculaires, de maladies

coronariennes et d'autres affections®?.

1.2.2.1 Oxydes d’azote
Les oxydes d'azote (NOx) sont un groupe de gaz composés d'oxyde nitrique (NO) et de
dioxyde d'azote (NO2). lls résultent de [utilisation de combustibles fossiles a haute

température et leurs sources d'émissions sont le trafic routier, les installations industrielles
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et les centrales électriques. La plus grande partie du NO libérée dans l'atmosphére est
rapidement oxydée en NO2. En présence d'hydrocarbures et de rayons ultraviolets, le NO2
est le principal producteur d'ozone troposphérique et d'aérosols de nitrate, qui contribuent

aussi a la masse totale des PM2,s dans l'air ambiant®®.

1.2.2.2 Matiéres particulaires (PM)

Les PM constituent un important facteur de risque pour la santé humaine et sont un
indicateur global de la qualité de l'air ambiant. Elles sont composées de divers éléments
qui varient dans le temps et I'espace en fonction de leurs sources et réactions dans
latmosphére. Entre les éléments le plus fréquents on retrouve des métaux, des composés
organiques et inorganiques, du carbone élémentaire, des ions et des endotoxines®. Les
PM sont divisées selon leur diametre de coupure en micrometres. Une breve description

des PM est faite dans le Tableau 1.4

Sources

Type PM Description

Niveau de pénétration

Particules ultrafines.
PMo.1 Taillede 0.1
micrometres.

Combustion a partir de sources
naturelles ou humaines.

lls pénétrent directement
dans le tissu pulmonaire, et
passer dans la circulation
sanguine

Particules fines.
Diameétre

PMz2s aérodynamique de
coupure autour de 2.5
micrometres

Les gaz d'échappement des
automabiles, les opérations
impliguant la combustion de
combustibles et de sources
naturelles comme les incendies
de forét et de gazon.

lls pénétrent dans les
bronchioles et peuvent
descendre jusqu'aux
alvéoles.

Particules grossiéres.
Diamétre

PM1o aérodynamique de
coupure autour de 10
micromeétres

Poussiéres en suspension
provenant de l'industrie, de la
construction, du commerce, etc.

Parties supérieures du
systéme respiratoire
(trachée et bronches)

Tableau 1.4 Classification et description des différentes Matiéres particulaires en épidémiologie

environnementale.

La différence entre le PMio et le PM2s constitue le PMcoase, €t les PM2.sabsorbance SONt

Y

obtenus a partir de la mesure de la réflectance des filtres PM2s et sa transformation

ultérieure en absorbance. Les PM2.sabsorbance SONt UN marqueur de carbone suie®’.

1.2.2.3 Estimations de I’exposition a la pollution de I’air en épidémiologie

Les polluants sont mesurés depuis de nombreuses années par des stations de mesure
fixes, qui sont gérées en France par les Agences Agrées de la Surveillance de la Qualité
de I'Air (AASQUA). Bien que les mesures obtenues soient indicatives de la qualité globale
de l'air extérieur d’une ville ou d’une région géographique définies, elles ne capturent pas
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a fine échelle la variabilité spatiale des polluants nécessaire pour estimer les effets des

expositions sur le long terme. 1l existe actuellement diverses méthodes de modélisations

utilisées en épidémiologie environnementale pour évaluer I'exposition aux polluants de lair

dans le cadre de l'évaluation des effets a long terme de ces expositions sur la santé

humaine. Parmi ceux-ci figurent :

Les modeles de dispersion : qui utilisent des données sur les sources d'émission de

polluants et les conditions météorologiques et topographiques associées, ainsi que
toutes les informations sur les caractéristiques physico-chimiques du polluant pour
évaluer I'exposition spatiale a la pollution de l'air, compte tenu de leur dispersion
dans l'atmosphére et de leurs transformations chimiques potentielles tels gu'ils sont
émis par la source a mesure qu’elles sont émises par la source®®.

La modélisation par interpolation spatiale : qui permet d'estimer ou prédire les

valeurs de concentration des polluants de l'air dans les zones ne disposant pas de
stations de mesure, en utilisant les données de stations de surveillance dans
d'autres secteurs®.

Les modeles Land Use Regression (LUR) : sont une technique qui se sert de

régressions et, sur la base de l'utilisation de systemes d'information géographique
(SIG), prévoit les concentrations d'un polluant donné dans une région donnée,
tenant compte des caractéristiques d'utilisation des sols, de la densité de
population, des conditions physiques et géographiques des terrains et des
conditions de circulation autour des sites de surveillance™. Les modeéles LUR sont
largement utilisés dans les zones densément peuplées pour analyser les
concentrations de pollution de l'air & des échelles spatiales fines™. Etant donné qu'il
s'agit de la méthode choisie pour estimer I'exposition a la pollution de l'air dans

cette these, elle sera décrite plus en détail au Chapitre 3 : Méthodologie.

1.2.2.4 Pollution de I’air et santé

Les effets sur la santé de la pollution de I'air comprennent : des problémes respiratoires,

des troubles neurodégénératifs’?, le cancer du poumon, des accidents cérébrovasculaires,

lasthme, des maladies cardiovasculaires, la naissance prématurée, des troubles du

développement” et des déces prématurés’™, entre autres. Les propriétés mutagenes des

PM ont également été décrites, en particulier pour les PM25". Le Centre International de
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Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé les PM comme cancérigenes du groupe 1 en
20137,

Les principaux mécanismes biologiques par lesquels la pollution aurait un effet sur la

santé sont :

e Activation des réponses immunologiques médiées par les lymphocytes T auxiliaires
de type 2 (Th2) et les lymphocytes T auxiliaires de type 17 (Th1l7) 7": Les Th2
produisent des interleukines-4 (IL-4) ; IL-5; IL-10 et IL-13, qui activent les

lymphocytes B et les éosinophiles et peuvent déclencher des affections telles que
I'asthme, la rhinite, la dermatite et 'anaphylaxie’®. Les Th17 produisent IL-17, IL-21
et IL-22, qui agissent comme recruteurs de neutrophiles. La réponse immunitaire
induite par Thl7 est pro-inflammatoire et est associée a des maladies auto-
immunes telles que l'arthrite rhumatoide, le psoriasis, la sclérose en plaques, etc’®.
L'expression des cytokines et des lymphocytes T régulatrices peut aussi étre
modifiée par la méthylation de I'ADN dans la région promotrice des genes

immunorégulateurs®.

e Activation des récepteurs cellulaires du type Toll (TLR pour son acronyme en

anglais «Toll like receptors») : favorisant la production de cytokines pro

inflammatoire tels qu'lL-1, IL-6 et IL-8.8!

e Surproduction d’espéces réactives d’oxygéne (ROS pour son acronyme en anglais

"réactive oxygen species") : Cela génére un déséquilibre redox et par conséquent

un stress oxydatif. Le stress oxydatif perturbe la signalisation cellulaire et déclenche
une variété de réponses inflammatoires qui peuvent avoir des effets nocifs sur la
santé. tels que la maladie d’Alzheimer, lasthme, le cancer, les maladies

cardiovasculaires, métaboliques et respiratoires, etc®..

e Augmentation des erreurs de réplication et inhibition de la réparation de I'ADN. :

Cela peut induire l'apparition de mutations et, éventuellement, au développement

d'un cancer®.

Au cours des derniéres années, l'exposition a la pollution de l'air a été associée a une
diminution de la qualité spermatique chez les hommes®. En effet, Selevan et al ont décrit
en 2000 une association significative entre les périodes de forte pollution de lair, la
diminution de la motilité des spermatozoides et l'augmentation du nombre de

spermatozoides présentant une chromatine ou une morphologie anormale®. Tandis que
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en 2005 les travaux publiés par Rubes et al en 2005 associaient lesdites expositions a une

augmentation de la fragmentation de 'ADN des spermatozoides®.

Bosco et son équipe ont publié des résultats en 2018 suggérant que les patients résidant
dans des zones a fortes concentrations de polluants de I'air ont une proportion moyenne
de fragmentation de I'ADN supérieure & 30 %%, Egalement, dans une étude réalisée
aupres de 1852 personnes dans la ville de Wuhan - Chine entre 2013 & 2015, et publiée
en 2020, Wang et al ont indiqué un fort effet négatif du SO2 et du NO: sur les résultats de
la qualité spermatique pendant le développement du sperme®’. Plus précisément avec la
diminution de la concentration spermatique, le nombre total de spermatozoides et la
motilité progressive. Plus récemment, dans la publication de Wu et al en 2022, une
association significative a été rapportée entre I'exposition aux PM2s et une diminution de la

motilité des spermatozoides chez les hommes fertiles®®.

Des études menées aupres d'espéces animales sentinelles et d'humains ont suggéré que
les polluants d'air ont un effet génotoxique sur les cellules germinales males®, et sont
capables d'induire du stress oxydatif, des changements épigénétiques, des dommages

directs aux spermatozoides et I'apoptose des cellules germinales®.

Bien que plusieurs études aient suggéré que la pollution de l'air pouvait avoir un effet
délétere sur la qualité spermatique, la plupart évaluent I'exposition a niveau écologique
plutét qu'a niveau individuel ; tel qu'elle est estimée dans la présente these. De plus, peu
d'études ont pris en compte de l'exposition aux polluants atmosphériques sur différentes
périodes pour évaluer leur effet pendant les périodes clés de la spermatogenése. Des
recherches supplémentaires sont nécessaires, en utilisant des échantillons répétés et une
estimation précise de l'exposition a la pollution atmosphérique ; en vue de fournir plus de
critéres permettant de déterminer si I'exposition a la pollution atmosphérique altére la
gualité spermatique.

1.2.3 Température ambiante

Selon un récent rapport sur le climat de I'Organisation météorologique mondiale (OMM),
en mai 2022 :« il est probable a 40 % que la température mondiale annuelle moyenne soit
temporairement supérieure de 15°C aux valeurs préindustrielles pendant au moins l'une

des cing prochaines années et cette probabilité augmente avec le temps » .
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L'exposition aux températures ambiantes extrémes a d'importants effets physiologiques
sur les humains. Les changements de température ambiante sont associés a des
variations des taux de morbidité et de mortalité®2. Une étude réalisée a Hong Kong qui a
collecté des données sur les admissions hospitalieres du ler janvier 1998 au 31 décembre
2009 a signalé une augmentation des admissions de 4.5 % pour chague augmentation de
1°C au-dessus de 29°C pendant les mois chauds, tandis que pendant la saison froide les
admissions augmentent de 1.4 % pour chaque diminution de 1°C dans la fourchette de 8.2
a26.9 °C*,

L'augmentation de la température ambiante induite par le changement climatique pourrait
€galement constituer une menace pour la fertilité masculine. Le processus de
spermatogenese est extrémement sensible aux changements de température. La
température du scrotum est entre 2°C et 4°C inférieure a celle du reste du corps®. Une
température testiculaire supérieure a 35°C peut produire des altérations de la
spermatogenése, entrainant une diminution du nombre total de spermatozoides et des
altérations de la motilité, de la morphologie et une fragmentation accrue de I'‘Acide

désoxyribonucléique (ADN)®%,

L'impact de la température sur la fertilité humaine a fait I'objet de nombreuses discussions
au cours des derniéres années. Une étude publiée en 2003 et qui a recueilli et analysé les
données sur la température global de l'air dans 19 pays industrialisés entre 1900 et 1994
a mis en évidence une association négative entre les variations de température et les taux

de natalité annuels de ces pays®.

Bien que peu d'études épidémiologiques sur l'effet de la température ambiante sur la
gualité spermatique aient été menées, la littérature dispose d'un ensemble substantiel de
données sur la relation entre les fluctuations saisonnieres et leurs effets sur les
parametres spermatiques. Les résultats d'une étude menée par Levine et al, dans laquelle
ils ont comparé la qualité spermatique de 131 travailleurs extérieurs pendant l'été et
I'hiver, publiés en 1990, montrent des diminutions significatives de la concentration
spermatiqgue, du nombre total de spermatozoides et de la concentration de
spermatozoides mobiles pendant I'été%. Gyllenborg et al . ont rapporté en 1999 qu'il y
avait une association entre les altérations de la qualité spermatique et les variations
saisonniéres, en particulier dans la concentration spermatique et le nombre total de
spermatozoides. De plus, la méme tendance saisonniere a été observée a des intervalles

de cing années consécutives®’. Une recherche portant sur 1082 hommes fertiles de quatre
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villes européennes (Copenhague, Danemark ; Paris, France ; Edimbourg, Ecosse ; et
Turku, Finlande) a reporté que le nombre total de spermatozoides et la concentration
spermatique étaient plus élevés pendant la saison d'hiver par rapport aux mois d'été%;
Plus récemment, De Giorgi et al (2015)%° et Tang et al (2022)% ont également signalé
des modifications des parameétres spermatiques dues aux variations saisonniéres, au
cours desquelles une meilleure qualité spermatique a été observée pendant la saison
hivernale par rapport a la saison estivale.

Il existe des preuves sur les effets des variations saisonnieres de température sur la
qualité spermatique, mais les études épidémiologiques sur les effets de la température
ambiante sur les parametres spermatiques sont toujours limitées, et la plupart ont été
réalisés sans échantillonnage de sperme a répétition, et sans avoir l'information précise et
individualisée sur les températures ambiantes auxquelles les participants des études
étaient exposés. Les résultats de ces études indiqguent que des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer s'il existe ou non un lien entre la qualité
spermatique et I'exposition a la température ambiante, et plus précisément son impact sur

les paramétres spermatiques.
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CHAPITRE 2. OBJECTIFS ET HYPOTHESES

2.1 Objectif principal et objectifs spécifiques

2.1.1 Objectif principal

L'objectif principal de cette these est d'évaluer s'il existe une association entre I'exposition

a des facteurs environnementaux et la qualité spermatique.

Les facteurs environnementaux évalués sont :

La pollution atmosphérique

La température ambiante

2.1.2 Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques sont de :

Evaluer les effets de I'exposition sur différentes fenétres d’exposition a la pollution
de lair sur certains parametres de la qualité spermatique(volume séminal,
concentration spermatique, motilité progressive, nombre total de spermatozoides et
fragmentation de 'ADN) dans une population sensible.

Evaluer les effets de la température ambiante sur différentes fenétres d’exposition
sur certains parametres de la qualité spermatigue (volume séminal, concentration
spermatique, motilité progressive), dans une population des individus

normozoospermiques.

2.2 Hypotheses

Les hypothéses suivantes ont été développées sur la base de la littérature précédemment

citée dans le chapitre 1 de cette these.

bY

L'exposition & la pollution de l'air est associée a une diminution de la qualité
spermatigue et a une fragmentation accrue de I'ADN, ce qui pourrait étre associé a
une diminution de la santé reproductive masculine.

Les effets de la pollution de l'air difféerent selon la période de spermatogenése a
laquelle le sujet est exposé.

L'exposition & des températures ambiantes élevées est associée a une diminution

de la qualité spermatique et a une augmentation de la fragmentation de I'ADN.
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CHAPITRE 3. METHODOLOGIE

3.1 Populations

Les données de deux populations d’études différentes ont été utilisées dans le cadre de
cette thése, et sont présentées ci-dessous

3.1.1 La cohorte SEMAP (pour I’étude des effets de I’exposition aux polluants de
I’air sur qualité spermatique)

L'étude des effets de l'exposition aux polluants de l'air sur les parametres de qualité
spermatique a été menée dans la cohorte SEMAP : Qualité SEMinale et Pollution de I'Air,
composé d'hommes issus de couples ayant fréquenté le Centre d'infertilité et de
reproduction humaine (CIRH) de la ville de Barcelone (Espagne), entre 2014 et 2018. Afin
d'acquérir un large spectre de variabilité des paramétres spermatiques, les participants ont
été seélectionnés indépendamment de la cause d'infertilité pour laquelle ils ont consulté
(masculine, féminine ou inconnue). Ceux qui ont accepté de faire partie de I'étude et qui
résidaient en Catalogne ont été inclus. Les sujets ayant subi une vasectomie ou ne
résidant pas en Catalogne ont été exclus. Par ailleurs, les participants qui avaient une
azoospermie obstructive ou de varicocele (grade 2, 3 ou bilatérale), qui sont toutes deux
des altérations liées a l'appareil reproducteur qui entrainent une réduction de la qualité
spermatique ont été exclus. Finalement, les sujets atteints d'asthénotératozoospermie
séveére ont été exclues car il est peu probable que les facteurs environnementaux soient la

cause principale compte tenu de la sévérité de cette affection.1%t 102

Pendant le recrutement, un document d’information sur le projet a été remis (Annexe 1),
ainsi que le consentement du patient a étre signé (Annexe 2) et un questionnaire détaillé
sur I'exposition environnementale (Annexe 3) qui recueille des renseignements sur les
facteurs suivants: expositions environnementales et professionnelles, consommation de
tabac, d'alcool et de drogues, exposition a des produits chimiques, utilisation du téléphone
portable, activité physique et habitudes alimentaires ; ainsi que leurs adresses de
résidence et de travail et d'autres données socio-économiques. Les participants qui ne
sont pas revenus, ou qui n'ont pas rempli le consentement ou le questionnaire, n‘ont pas

été inclus dans I'étude.
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Pour évaluer l'effet de la pollution de l'air sur la qualité spermatique, 289 personnes ont
été sélectionnées parmi celles qui étaient initialement éligibles, aprés exclusion des

participants qui n'ont pas indiqué leur adresse résidentielle.

by

Plusieurs spermogrammes ont été prélevés pour chaque patient, a des périodes
différentes, donnant un total de 1114 échantillons parmi tous les sujets. Dont 947 ont été

inclus dans I'étude sur la pollution de ['air.

3.1.2 La cohorte de potentiels donneurs de sperme (pour I'étude des effets de
I’exposition a la température ambiante sur qualité spermatique)

Afin d'évaluer l'effet de la température ambiante sur les parameétres de qualité spermatique
chez les individus normozoospermigues, une cohorte composée de 172 hommes sains,
résidant en Catalogne, ayant fréquenté le CIRH en tant que donneurs potentiels de
sperme entre 2007 et 2012, a été constituée. Chaque participant a fait I'objet d'une
entrevue individuelle, et son dossier médical a été inclus. Les données recueillies
comprennent les caractéristiques sociodémographiques, I'utilisation des médicaments, les
allergies, le style de vie (consommation du tabac, alcool ou drogues), les antécédents
médicaux familiaux, l'adresse résidentielle, etc. Au total, 597 spermogrammes ont été
recueillis auprés de ces participants.

3.2. Parametres classiques d’'un séminogramme

3.2.1 Paramétres spermatiques classiques

Des échantillons de sperme ont été prélevés sur place par masturbation dans des
contenants stériles apres une période d'abstinence (deux a cing jours ont été requis). Les
échantillons ont ensuite été liquéfiés a 37 °C pendant 20 minutes, puis traités dans les 45
minutes qui ont suivi I'échantillonnage. Les prélevements ont été mesurés dans un tube
centrifuge gradué de 15 mL afin de déterminer le volume séminal (mL). Une aliquote de
I'échantillon a été utilisée pour déterminer la concentration de spermatozoides (mill /mL) et
la motilité progressive (%) a l'aide d'une analyse de sperme assistée par ordinateur
(CASA), dune caméra de comptage Leja (Leja Products BV, Pays-Bas) et d'un

microscope platine chauffée a 37°C.
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Le nombre total des spermatozoides (10°) a été calculé a partir du produit du volume

séminal et de la concentration de spermatozoides.

3.2.2 Fragmentation de ['ADN

La fragmentation de 'ADN n’a été mesuré que por les participants de la cohorte SEMAP
Celle-ci a été détectée en utilisant la technique de I'analyse de la structure chromatine du
sperme (SCSA pour ses acronymes en francais)®® a l'aide d'un cytometre en flux
MACSQuant Analyzer (Miltenyi Biotec). Chaque échantillon de sperme a été dilué avec le
tampon TNE (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM Ethylénediaminetétraacétique
(EDTA), pH 7.5) jusqua lobtention d'une concentration finale de 2 x 10°
spermatozoides/mL dans un volume final de 200 uL. Ensuite, I'échantillon est traité avec
la solution acide (150 mM NacCl, 0.1% Triton X-100, 2N HCI, pH 1.2) et aprés 30 secondes
la coloration a l'acridine orange (6 pg/mL) est réalisée pendant 3 minutes. Au bout de ce
temps, l'acquisition peut étre réalisée avec le cytomeétre en flux, en comptant 5 000
spermatozoides. Finalement, on a signalé le pourcentage de spermatozoides avec de

I'ADN fragmente.

Selon la sixieme édition du Manuel de laboratoire de I'OMS pour l'analyse et la préparation
du sperme humain, la fragmentation de 'ADN constitue un test qui, sans étre routinier,

pourrait étre utile a des fins de diagnostic ou de recherche*,

La technique du SCSA est trés reproductible!®*. De nombreuses publications ont mis en
évidence son relevance dans l'évaluation de la fertilité masculine. Une étude menée
auprés de 215 couples danois qui prévoient une premiere grossesse et qui n'étaient pas
au courant de leur potentiel de fertilité a souligné le SCSA comme un outil qui contribue a
lidentification des échantillons de sperme de faible qualité, qui auraient pu ne pas étre
détectés au cours de l'analyse de routine'®. Selon deux études distinctes, Bungum et al'®
and Giwercman et al'®® ont affirmé que la fragmentation de I'ADN détectée par le SCSA
est un prédicteur indépendant de la fertilité masculine in vivo. Bungum recommandé
€également que tous les hommes qui subissent des analyses ou des traitements de
fertilités devraient étre soumis a un test SCSA en complément des analyses de sperme de
routine. Lu et al suggerent d'utiliser le SCSA pour évaluer la qualité spermatique chez les
hommes agés', et Zang et al recommandent son utilisation comme test supplémentaire

chez les hommes agés présentant une motilité progressive réduite®.
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Dans cette thése, les valeurs-limites de référence de I'OMS proposées dans son
cinquieme manuel de laboratoire pour I'examen et le traitement du sperme humain ont été
utilisées®?, a savoir : 2 1,5 mL pour le volume séminal, = 15x10%/mL pour la concentration
de spermatozoides, = 32 % pour la motilité progressive et 39 millions par éjaculat pour le
nombre total de spermatozoides. Dans le cas de la fragmentation de 'ADN, on a utilisé les

valeurs- limites de référence du test SCSA (< 25 %).

3.3. Variables d'exposition

3.3.1. Pollution de I'air extérieur

L'évaluation de I'exposition a la pollution de l'air a été estimée pour différents intervalles de
temps (fenétre d’exposition) avant I'échantillonnage de sperme, afin de prendre en
considération toute la période de spermatogenése (90 jours) et les périodes clés de
développement du sperme: 9 jours avant le prélevement, ce qui correspond a la phase de
stockage épididymaire; 10 - 14 jours, ce qui correspond a I'évolution de la motilité du

sperme; 70 - 90 jours, soit la durée totale de la spermatogenése'®.

Les adresses résidentielles, pour les participants des deux cohortes, et professionnelle
pour les participants de la cohorte SEMAP, a [linclusion ont été géocodées. Les
concentrations de NO2, NOx 110 111 et PM112 ont été estimées pour chaque adresse a l'aide
des modeles LUR développés dans le cadre du projet européen ESCAPE (European
Study of Cohorts for Air Pollution Effects; www.escapeproject.eu). Ce projet avait pour
objectif d'étudier les effets sur la santé d'une exposition a long terme a la pollution
atmosphérigue dans 36 sites d'étude européens, dont Barcelone et la Catalogne. Les
modeles LUR, utilisent des variables urbaines a micro-échelle telles que l'intensité du trafic
et la densité de population, en utilisant des SIG et des régressions logistiques, pour
prédire des concentrations extérieures de polluants atmosphérique pour une adresse

donnée.

La Figure 3.1 présente les distributions des niveaux des différents polluant de l'air a

Barcelone modélisée a partir des modeles LUR.

30



/ 3
~—, o
ws»{_'-" , N2
A ' pym3
e o wr High : 125
X 1ow : 1R
b

o High : 56
Low: 34

Figure 3.1. Distributions des niveaux de pollution de I'air a Barcelone modélisée a partir des modeles LUR.
Extrait de : Nieuwenhuijsen MJ, Basagafia X, Dadvand P, et al. Air pollution and human fertility
rates. Environment International. 2014;70:9-14. doi:10.1016/j.envint.2014.05.005

Pour les participants de la cohorte SEMAP, nous avons utilisé les adresses résidentielles
des patrticipants pour évaluer leur exposition & chacun des polluants dans le temps, en
utilisant les fenétres d'exposition décrites précédemment.

Tout changement d'adresse reportée par le participant dans leur dossier médical, a été

pris en compte pour les calculs d'exposition.

3.3.2. Température ambiante

On a calculé les températures maximales, moyennes et minimales auxquelles les
participants de la cohorte de potentiels donneurs de sperme étaient exposés, en
considérant les mémes fenétres d'exposition que pour la pollution atmosphérique, c’est-a-

dire entre 0 —9; 10-14; 70 - 90 et O - 90 jours avant I'échantillonnage.

La température moyenne quotidienne a été calculée en extrayant les données des stations

météorologiques disponibles situées dans les zones de qualité de l'air (ZQA) les plus
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proches de la zone de résidence des participants. Les ZQA sont les secteurs dans
lesquels des stations de surveillance de la pollution de lair sont situées. Les
concentrations des polluants mesurés dans une ZQA sont représentatifs des niveaux de
fond de l'ensemble du secteur qui la comprend, et la surface de chaque ZQA est
homogéne en ce qui concerne l'orographie, les conditions météorologiques, la densité de
population et le volume des émissions industrielles et du trafic. Cela signifie qu'en
Catalogne il n'est pas nécessaire de mesurer la qualité de I'air sur 'ensemble du territoire,
mais il suffit de disposer de données pour chaque type de secteur dans une ZQA, car
deux secteurs du méme type et dans la méme zone auront des niveaux d'émission
équivalents. Les niveaux d'émission sont caractérisés en fonction de I'occupation des sols
(niveau 1 : zones urbaines, suburbaines ou rurales) et du type de sources d'émission qui
affectent le territoire a évaluer (niveau 2 : zones de circulation automobile, zone

industrielle ou de fond)*3,

3.3.3. Autres variables d’intérét

Les variables suivantes ont été considérées en tant que facteurs de confusion
potentiels en fonction de leur association avec les paramétres de qualité spermatique et
de leur inclusion dans des recherches antérieures!4 115 116, 117,118 - '3ge des participants
(35 ans ou moins - plus de 35 ans); lindice de masse corporelle (IMC) (Sain, surpoids,
obese); le tabagisme (fumeur - non-fumeur); la consommation d'alcool (oui - non) et, pour
l'analyse de la température ambiante, le statut socio-économique (SES pour leur

acronyme en anglais « Socioeconomic Status »).

3.3.4. Analyses statistiques

Des modeéles mixtes multivariés avec interception aléatoire ont été utilisés pour évaluer les
associations de polluants de l'air ou la température avec les parametres de qualité
spermatigue, en considérant la distribution de chaque paramétre. Pour la concentration
de spermatozoides et le nombre total de spermatozoides, la régression binomiale
négative a été utilisée car il s'agit d'un modele qui permet de modéliser des variables de
comptage dont le résultat est généralement sur dispersé. Pour le volume séminal, une
régression linéaire transformée de maniere logarithmique a été effectuée afin de s'assurer
gue les données étaient normalement distribuées ; et pour la motilité progressive et la
fragmentation de I'ADN, une régression Tobit a été utilisée car les données observées

dans ces variables dépendantes, qui sont rapportées en pourcentages, sont censurées.
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CHAPITRE 4. RESULTATS

Cette section inclut deux articles scientifiques, le premier, soumis, est ici retranscrit tel que
dans la soumission, juste an traduisant le résumé et adaptant la mise en forme pour

faciliter la lecture, le deuxieme sera soumis dans les prochaines semaines.

4.1 Associations entre la pollution de ['air extérieur et parametres
spermatiques : Evidences recueillies auprés d'hommes de couples ayant

fréquenté une clinique de fertilité a Barcelone, en Espagne.»

4.1.1 Résumé en francais
Contexte : La qualité spermatique est un facteur contribuant a la fertilité des couples et
peut étre influencée par divers facteurs environnementaux, notamment l'exposition a la

pollution de l'air.

Objectif : Evaluer les effets de I'exposition & la pollution de I'air sur la qualité spermatique
chez les hommes issus de couples ayant des problemes de fertilité, pour plusieurs
polluants et fenétres d'exposition.

Méthodes : Des hommes ont été recrutés parmi des couples fréquentant une clinique de
procréation assistée a Barcelone entre 2014 et 2018. Leur mode de vie, leurs données
démographiques et leurs adresses de domicile et de lieu de travail ont été recueillis au
moyen d'un questionnaire. Les parametres spermatiques analysés étaient le volume
séminal, la concentration spermatique, la motilité progressive, le nombre total des
spermatozoides et la fragmentation de I'ADN. L'exposition au NO2, NOx, PMio, PMz2s,
PM2z.sabsorance €t PMcoarse a été estimée a l'aide de modéles LUR, a I'adresse résidentielle
et professionnelle, pour différentes fenétres d'exposition (0 - 9, 10 - 14, 70 - 90 et 0 - 90
jours avant I'échantillonnage). Les estimations, dérivées de modeles multiniveaux pour
tenir compte des mesures répétées, ont été ajustées en fonction de I'age, de I'MC, du
tabagisme et de la consommation d'alcool. Des analyses stratifiées ont été réalisées par

groupe d'age, statut tabagique, statut IMC et zone géographique d'exposition.

Résultats : 289 participants correspondant a 947 échantillons (3.23 échantillons par

participant) ont été inclus. L'age moyen des participants était de 37 ans. Une diminution de

la motilité progressive associée aux PM10 a été observée pour la fenétre d'exposition de 0

a 90 jours (B : -1.80 ; IC : -3.28 ; -0.31). Une diminution du volume séminal associée aux
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PM2zs (B : -0.038 ; IC : -0.076 ; -0.001) pour la fenétre d'exposition O - 9 jours ; et une
augmentation de la fragmentation de I'ADN (B : 1.56 ; IC : 0.09 ; 3.02) pour la fenétre
d'exposition de 0 a 90 jours a été observée. Enfin, une augmentation du nombre total de
spermatozoides associée aux NOx (B : 0.114 ; IC : 0.012 ; 0.284), PM2s (B : 0.09 ; IC :
0.04 ; 0.19) et PM2sabs (B : 0.10 ; IC : 0.008 ; 0.202) ont été trouvés dans la fenétre
d'exposition de 70 a 90 jours. Aucune autre association statistiquement significative n'a

été trouvée.

Conclusion : Nos résultats suggerent que les polluants atmosphériques peuvent avoir un
impact délétere sur les parametres spermatiques, et ces résultats dépendent du

parametre du sperme, du polluant et de la fenétre d'exposition évaluée.

4.1.2 Introduction

Infertility is defined as the inability to conceive after a period of 12 months or more of
unprotected sexual intercoursel. According to World Health Organization (WHO)
estimates, infertility affects an estimated 48 million couples worldwide?. Male factors may
contribute for to be primarily responsible for 20-30% of infertility cases®. The decrease in
seminal quality is one of the causes that could be associated with the increase in infertility
and is widely documented by several studies “®, including the one conducted by Carlsen
et al in 1992, which evidenced a drastic decrease in seminal quality in the last fifty years®.
However, other authors did not observe any decrease in semen quality over time -89, |t
is these inconsistencies that highlight the need to continue conducting studies on the

subject.

An increasing body of evidence indicates that environmental factors have an important role
in semen quality. One of these factors is air pollution. Air pollution is associated with a
range of adverse health effects'®, and there are already studies suggesting that air
pollution exposure is associated with lower seminal quality. In 1997, Mehta and Kumar
described an association between suspended particulate matter exposure and significant
decreases in both semen volume and sperm concentration in Indian mentl. Wu et al 12
reported a negative association between PM2s exposure and total sperm number among
men partners of women who underwent assisted reproductive technology procedures in

samples collected between 2013 and 2015 in Wuhan, China.

More recently, a significant decrease in progressive motility, total sperm number, and total
motility, was reported by Lieu et al. in a study conducted between 2009 and 2019 in 23936
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sperm donor candidates in Henan Province, China.*® However, the results obtained in
those studies are not always consistent and those differences could be due to the use of a
single sample per patient for analyzes of sperm quality or by the absence of individual
measuring data on the levels of air pollution to which each participant is exposed, among

others.

This study proposes to assess the effects of exposure to air pollution on some sperm
guality parameters (seminal volume, sperm concentration, progressive motility, total sperm
number and DNA fragmentation); in a population of men from couples with fertility
problems who attended an Assisted Reproduction center, using precise data on

contamination at the individual level.

4.1.3 Material and Methods

4.1.3.1 Study design and subject recruitment

We included men from couples who attended the Infertility and Human Reproduction
Center (CIRH) in Barcelona (Spain), between 2014 and 2018, regardless of the reason for
consultation (male, female, or unknown infertility). Those who agreed to be a part of the
study and who resided in Catalonia were included. Subjects who had undergone a
vasectomy or who did not reside in Catalonia were excluded, Participants with obstructive
azoospermia or varicocele (grade 2, 3 or bilateral) were also excluded, as these two
conditions are associated with alterations in the male reproductive system and could lead
to a decrease in seminal quality. Finally, subjects with severe asthenoteratozoospermia
were excluded since environmental factors are unlikely to be the main cause given the
magnitude of this condition.# 15,

Each participant received at the time of recruitment, a document with the information about
the project as well as an informed consent form to sign.

All individuals completed an extended questionnaire to collect information related to the
following factors: environmental and occupational exposures, tobacco, alcohol and drug
consumption, exposure to chemical products, mobile phone use, physical activity, and
dietary habits; as well as their residence and workplace addresses and other socio-
economic data. Participants who did not return, or who did not fill out the consent or

guestionnaire, were not included in the study.
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Multiple spermiograms were collected for each participant: the one at the time of
recruitment and the retrospective and prospective ones from medical histories. In total,
1114 spermiograms were obtained, of which 947 were included in the final analysis. This

study was approved by the Ethics Committee of the Parc de Salut Mar.

4.1.3.2 Semen collection and analyses

Classic sperm parameters.

Semen samples were gathered on-site by masturbation into sterile containers after an
abstinence interval (2 — 5 days were requested). The samples were then liquefied at a
temperature of 37°C for 20 minutes and processed within the first 45 minutes after
collection Samples were measured in a 15 mL graduated centrifuge tube to determinate
the seminal volume (mL). An aliquot of the sample was used to determine the sperm
concentration (mill / mL) and the progressive motility (%) using a computer-aided sperm
analysis (CASA), a Leja counting camera (Leja Products BV, The Netherlands) and a

microscope heated stage to 37°C.

The total sperm number (108 was calculated from the product of the seminal volume and

the sperm concentration.

DNA Fragmentation.

DNA fragmentation was detected using the Sperm chromatin structure assay (SCSA)
technique®. For this, a MACSQuant Analyzer flow cytometer (Miltenyi Biotec) was used.
Briefly, each semen sample was diluted with the TNE buffer (10 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) until obtaining a final concentration of 2 x 10° sperm / mL in a
final volume of 200 pL. Then, the sample is treated with the acid solution (150 mM NacCl,
0.1% Triton X-100, 2N HCI, pH 1.2) and after 30 seconds the staining with acridine orange
(6 ug / mL) is carried out for 3 minutes. After this time, the acquisition can be carried out
with the flow cytometer, counting 5,000 sperm. Finally, the percentage of sperm with

fragmented DNA was reported.

4.1.3.3 Air pollution data and exposure assessment
The levels air pollution was estimated using exposure models developed within the

framework of the ESCAPE project (European Study of Cohorts for Air Pollution Effects;
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www.escapeproject.eu) which aimed to study the health effects of long-term exposure to
air pollution in 36 European study locations.

The spatial exposure assessment approach was developed using LUR (Land Use
Regression) models.*® This method uses logistic regression equations to predict outdoor
concentrations at any point in the modeling area, based on micro-scale urban features
such as traffic intensity and population density. A GIS (Geographic Information System)
was used to store and map information on locations, road networks, traffic density and
composition, population density, altitude, and meteorological variables. There are LUR
models developed within the ESCAPE project specific for the main air pollutants: NO2 and
NOx 718 and for PM (Particulate Matter) *°.

A three measurement campaigns were conducted in different regions of Barcelona 3 times
for 15 days throughout a year. For PM’s, 20 measurement stations were established, with
40 measurement points for NO2 and NOx.

The temporal exposure assessment to air pollution was estimated for different time
intervals prior to collection of the semen sample in order to consider the different exposure
windows corresponding to the spermatogenesis period (i.e. 90 days) as well as the key
periods of sperm development: 9 days before the sampling, which corresponding to the
epididymal storage phase; between 10 -14 days corresponding to the development of
sperm motility and between 70 - 90 days which corresponds to the initial stage of
spermatogenesis?.

A weighted average of the concentrations of each air pollutant was calculated from each
participant's personal addresses. Any change in the participant's residence had to be

reported and was integrated into the exposure calculation.

4.1.3.4 Statistical analysis

To assess possible selection bias, the sociodemographic and lifestyle characteristics of
study participants and excluded people were compared using the Student's t-test for the
variables age and BMI, and the Xz testto determine whether there was a difference in BMI
categorization, education level and consumption habits between the two populations.

In addition, we used the ANOVA analysis of variance for the age and BMI variables, and
the Xz test for the BMI classification, education level and consumption habits (smoking
habits and alcohol consumption), in order to compare if there were any significant
differences between participants who had provided three or more samples, only two

samples, or a single sperm sample.
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We used multivariate mixed models with random intercept to evaluate the associations of
the air pollutants with sperm quality, considering the distribution of each parameter. For
the sperm concentration and total sperm number we use a negative binomial regression,
for the seminal volume a log transformed linear regression was performed to ensure that
the data were normally distributed. While for the progressive motility and DNA
fragmentation a censored Tobit regression was used without any transformation, given
their distribution.

Air pollution concentration were scaled by interquartile range (IQR). To estimate the
association between long term exposure to air pollutants and sperm quality, a crude and
an adjusted model of mixed effects were constructed. The main statistical model included
the sperm parameter to be analyzed, as an outcome variable, and the concentrations of
each of the air pollutants associated with the residence address of the participants, during
different exposure windows (0 to 9 days, 10 to 14 days, 70 to 90 days, and 0 to 90 days
before the sample collection). Estimates were adjusted for age, BMI, smoking status, and
alcohol consumption. These variables were selected a priori bases on their association

with semen quality parameters and their inclusion in previous research 2% 22 23,24, 25,

We also conducted subgroup stratified analyses on:
e Age group: There are studies suggesting that higher age is related with a reduction
in sperm parameters. Ageing is associated with a decrease in serum testosterone
levels and decreased spermatogenic function?®. We therefore performed a
stratification analysis for those aged 35 or younger and those over 35 years as of
the sampling date.

e Smoking status: The study participants were divided into 2 groups: smokers and

non-smokers. Tobacco's adverse effects on male fertility are extensively reported in
the literature. Sharma et al described a link between moderate or heavy smoking
and lower sperm number and motility in a meta-analysis of 5,868 participants?’.

e BMI status: (healthy, no healthy). An increase in the prevalence of male obesity has
been observed around the world in recent decades, coinciding with an increase in
male fertility issues.?® A high BMI could predict a detrimental impact on sperm

quality. Obesity has been linked to decreased sperm quality in certain studies?® 3,

e Geographic area of exposure: (Barcelona-Rest of Catalonia): Two LUR models

were developed to estimate air pollutant exposures, with the model for Barcelona
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being more precise than the one for the rest of Catalonia. The categories were

developed based on the participants' residence addresses.

As not all participants submitted information about their workplace address, full data of
individual subject contamination at their workplace was not available. Therefore, the main
statistical analysis was conducted using only the information on the individual
measurements of air pollution at each participant's residential address. However,
sensitivity analyzes were developed to determine the robustness of our initial statistical
model.

The first one was conducted by considering the concentrations of each air pollutant in the
different exposure windows, which were estimated at each participant's residential and
workplace addresses and based on the hours per day spent at each location (the legal
working period in Spain is of 40 hours per week as stipulated by the Workers' Statute).
Some participants did not specify information about their workplace address, but they
provided information related with their professional activity, which allowed to impute the
exposure to air pollutants based on the measurements collected from their residence
address, in those individuals that could perform a professional activity from home. This is
the main reason why an additional statistical model, although identical to the one
described above is also performed, in which are excluded the participants that had
imputed data of their exposure to air pollutants.

We also tested the effects of air pollution exposure using the dichotomized classification
and performing logistic regression adjusting for age, BMI, smoking status, and alcohol
consumption.

This study includes a number of statistical analyses that consider different sperm
parameters as well as various air pollutants. In order to calculate statistical power, the
outcome with the greatest variability and least repeatability was chosen as a conservative
option: sperm motility.

The calculations consider the categorization of the exposure variable into two groups
(highly exposed, with concentrations above the third quartile, vs. the rest of the
population). This classification was also done conservatively, since the final analysis using
the continuous exposure to air pollutants could have more statistical power.

Based on these assumptions, a sample of 250 people has 80% power to detect a 5%
difference in sperm maotility.

The following values, obtained from our own data and the literature, were used to calculate

statistical power:
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e Lost to follow-up:10%

e Sperm motility variance: 410

e Final model R? : 15%

e Number of repeated measurements: 4

e Intra-class correlation of repeated measurements of sperm motility: 0.6
e Type | Error: 0.05

All the parameters were also dichotomized into normal/abnormal categories using the
WHO (2010) lower reference limit values for sperm quality, which are = 1.5 mL for seminal
volume, = 15x10%/mL for sperm concentration, = 32% for progressive motility and 39
million per ejaculate for total sperm number. For DNA fragmentation, the sperm chromatin

structure assay lower reference values (SCSA) were used (< 25%).

4.1.4 Results

4.1.4.1 Study population
A total 379 participants were recruited in this study, of which 289 were finally included in

the analysis (Figure 1).
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Assessed for
enrollment

N = 367

Excluded

» Varicocele (grade 2, 3 or bilateral) N=13
¢ Asthenoteratozoospermia N =1
s Obstructive azoospermia N=1

Eligible for Inclusion
N = 352

Excluded

¢ NoweightdataN=2

« No age data N=2

¢« No spermiograms results data N=9
No pollution data N = 8

No residential address dataN =3

+ Without questionnaire N = 39

Participants
included for
statistical
analysis

N =289

Figure 4.1. (Fig. 1 of the manuscript). Flow chart of the exclusion criteria for the study participants.

Table 1 shows the descriptive analysis of socio-demographic characteristics of 289
participants included in the final analysis. The mean age of the participants was 37 years
(Standard deviation SD: 5.3) and each one contributes to average with 3.27 samples (SD:
1.88). 41.1% of the participants were overweight and approximately 15% were obese;

while 66.8% were current-smokers, and approximately 89% was alcohol consumers.

Characteristics of the population Total
(N=289)
Age
Mean (SD) 37.0 (5.3)
BMI (Kg/m?2)
Mean (SD) 26.2 (3.8)
BMI classification N (%)
Healthy (between 18.5 and 24.9) 127 (43.9 %)
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Characteristics of the population Total
(N=289)
Overweight (between 25.0 and 119 (41.2 %)
29.9)
Obese (= 30) 43 (14.9 %)

Consumption habits

N (%)

Smokers

193 (66.8 %)

Alcohol consumers

257 (88.9 %)

Education level

N (%)

Primary 29 (10.0 %)
Secondary 105 (36.3 %)
Graduate 155 (53.6 %)

Tableau 4.1 (Table 1 of the manuscript): Characteristics and lifestyle factors of the study population.

When comparing the sociodemographic and lifestyle characteristics of the study
participants to those who were excluded, we found that there are no statistically significant
differences between the two populations, except for age (p-value = 0.01), which is
marginally lower in study participants. smoking and alcohol consumption and smoking,

which are higher in the included participants. The results of this analysis are presented in

Supplementary Table S1.
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Characteristics of the Included Excluded Statistical p-value
population participants participants test

(N=289) (N=78)
Age
Mean (SD) 37.0(5.3) 38.9 (3.96) T de Student 0.015
BMI (Kg/m?)
Mean (SD) 26.2 (3.8) 25.5 (3.51) T de Student 0.27
BMI classification N (%) N* (%)
Healthy (between 18.5 and 24.9) 127 (43.9 %) 16 (48.4 %)
Overweight (between 25.0 and | 119 (41.2 %) 13 (39.4 %)
29.9) X2 test 0.65
Obese (= 30) 43 (14.9 %) 4 (12.1 %)
Consumption habits N (%) N* (%)
Smokers 193 (66.8 %) 16 (20.5 %) 2 test 0.01
Alcohol consumers 257 (88.9 %) 28 (35.9 %) 5.46 E7
Education level N (%) N* (%)
Primary 29 (10.0 %) 2 (6.45 %)
Secondary 105 (36.3 %) 16 (51.6 %) X2 test 0.24
Graduate 155 (53.6 %) 13 (41.9 %)

Tableau 4.2 (Table S1 of the manuscript): Socio-demographic characteristics and lifestyle factors of study

participants compared to excluded individuals. *:

percentage is relative with respect to the validated information for these demographic variables.

For some patients, this information is missing. The

There are no significant differences in sociodemographic and lifestyle factors among

participants who provided three or more samples, only two samples or only one sample,

apart from the distribution of participants by educational level, which is higher in the group

who provided only one sample (p-value= 0.01). Supplementary Table S2 contains the

complete set of these results.
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Participants

Participants

Participants
with 3 or

Characteristics of the with only withtwo more Statistical p-value
population onie sample sar_nples samples test

(N=42) (N=73) (N=174)
Age
Mean (SD) 36.0 (4.34) 36.8 (5.88) 37.3(5.33) ANOVA 0.31
BMI (Kg/m?)
Mean (SD) 26.0 (3.96) 26.5 (4.31) 26.2 (3.53) ANOVA 0.77
BMI classification N (%) N (%) N (%)
Healthy (between 18.5 and | 18 (42.9 %) 34 (46.6 %) 75 (43.1 %)
24.9)
Overweight (between 25.0 and | 21 (50.0 %) 26 (35.6 %) 72 (41.4 %) X2 test 0.45
29.9)
Obese (= 30) 3(7.1%) 13 (17.8 %) | 27 (15.5 %)
Consumption habits N (%) N (%) N (%)
Smokers 30 (71.4%) | 45(61.6 %) | 118 (67.8 %) 2 test 0.51
Alcohol consumers 39 (92.9 %) 65 (89.0 %) 153 (87.9 %) 0.66
Education level N (%) N (%) N (%)
Primary 5(11.9 %) 2 (2.7 %) 22 (12.6 %)
Secondary 8 (19.0 %) 28 (38.4%) | 69 (39.7 %) X2 test 0.01
Graduate 29 (69.0%) | 43(58.9%) | 83 (47.7 %)

Tableau 4.3 (Table S2 of the manuscript): Sociodemographic and lifestyle characteristics of study

participants based on the number of samples supplied.

60.2 % of participants contributed three or more samples, 25.3 % provided two samples, and 14.5 %

supplied a single sample.

Table 2 shows the descriptive analysis of the sperm parameters of the total population. A

total of 947 semen samples were analyzed. The mean seminal volume was 3.08 mL (SD:

1.49); mean semen concentration was 80.1 million/mL (SD: 83.6); the mean progressive
motility was 40.3% (SD: 20.3), mean DNA fragmentation was 21.3% (SD: 10.5) and mean

total sperm number was 235.64 million (SD: 270).
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According to WHO 2010 guidelines, 10.14% of participants had low seminal volume,
0.84% low sperm concentration, 36.85% low progressive motility, 17.32 % low total sperm
number and, according to Sperm chromatin structure assay (SCSA), 2.32% of participants

had high DNA fragmentation.

WHO (2010) Lower
_ o Total Anormal
Sperm parameter Total (N=947) reference limit parameter
values
Progressive motility (%)
Mean (SD 40.3 (20.3
(SD) (20.3) = 32% n =349 (36.85%)
(P25, P75) (24.40, 55.10)
Seminal volume (mL)
Mean (SD 3.08 (1.49
(SD) ( ) =21.5mL n =96 (10.14%)
(P25, P75) (2.00, 4.00)
Total sperm number (millions per ejaculate)
Mean (SD) 235.64 (270.27) 39 million per
) n=164 (17.32 %
(P25, P75) (62.85, 296.55) ejaculate ( 0)
Semen concentration (millions/mL)
M SD 80.1 (83.60
ean (SD) (83.60) > 15x108/mL n =8 (0.84%)
(P25, P75) (23.50, 108.75)
DNA Fragmentation (%)
Mean (SD) 21.3 (10.50)
(P25, P75) (14.20, 27.15) < 25%* n =22 (2.32%)
Missing 552 (58.30%)

Tableau 4.4 (Table 2 of the manuscript): Descriptive analysis of the sperm parameters of the total population
included in the study and who attend an Assisted Reproduction center. *Sperm chromatin structure assay

(SCSA): reference values.
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Table 3 shows the descriptive analysis of the air pollutants modeled to the address of

residence the participants.

Air pollutants - Residence address Mean (SD) Median (Min, Max) IQR
(N=947)

NO2z (png/ms3)
0- 90 days 35.40 (14.60) 35.10 (1.42 ; 97.30) 19.61
NOx (1ug/ms3)
0- 90 days 60.80 (30.10) 57.30 (1.05 ; 230) 39.26
PMzs (ng/m3)
0- 90 days 10.70 (2.40) 10.40 (5.47; 18.20) 3.20
PMz1o (ng/m3)
0- 90 days 22.30 (4.31) 21.90 (12.8 ; 48.90) 5.12
PM25abs (10> m-1)
0- 90 days 1.91 (0.70) 1.81 (0.501 ; 4.59) 0.98
PMcoarse (1g/m3)
0- 90 days 12.60 (3.05) 12.50 (5.90 ; 30.20) 4.66

Tableau 4.5 (Table 3 of the manuscript): Description of the air pollutants modeled to the address of
residence for exposure window between 0 - 90 days before sampling. Mean (SD) in ug / m3 except for

PM2 5absorbance 10> m-1

4.1.4.2 Estimation of the effects of long-term exposure to air pollutants in the sperm

parameters

Progressive motility.

A statistically significant decrease associated with long-term exposure to PMio was
observed for the exposure window between 0 - 90 days before sampling, both in crude ([3:
-1.82; 95% CI: - 3.28; - 0.36; p-value 0.01) and adjusted model (3: -1.80; 95%, CI: -3.28;

- 0.31; p-value 0.02).

For the other air pollutants, no other statistically significant association was observed for

this parameter. Figure 2 shows the set of estimation results in the adjusted model.
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Effect of Air Polluants (Normalized) over the Progressive Motility , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits

NO2 (pg / m?)

NOx (ug / m®)

PM2.5 (ug / m*)

PM10 (ug / m?)

—

PM2.5Abs (10 / m)

PMCoarse (ug / m?)

i

VErxposure Window

will

éxposure Window&

Exposure Window

-9  10-14 70-90 0-9f 09 10-14 70-90 0O-9 09 10-14 70-90 0-9
Exposure Window Exposure Window Exposure Window

p_value ® NS ® p<005 ® p<0.01

Figure 4.2 (Fig. 2 of the manuscript): Effect of air pollutants on progressive motility by exposure window,
adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.
Statistically significant associations (p-value < 0.05) are indicated in bold. Air pollutant concentrations are

scaled by interquartile range (IQR).

Seminal volume

A statistically significant association between decreased seminal volume and long-term
exposure to PM2zs was observed for the exposure window between 0 - 9 days before
sampling in the crude (B: -0.04; 95% CI: -0.077; -0.002; p-value 0.04) and adjusted model
(B: -0.038; 95% CI: -0.076; -0.001; p-value 0.04).

No statistically significant association between PM1o, PM coarse, NO2 or NOx and seminal
volume was observed. The set of estimation results in the adjusted models is shown in

Figure 3.

Effect of Air Polluants (Normalized) over the Seminal Volume , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
NO2 (ug / m?®) NOx (pg / m®) PM2.5 (pg / m?) PM10 (pg / m*) PM2 5Abs (105 / m)

T 2

005 -0.08 0.050
09 10-14 70-90 0-90 0-9 10-1470-90 0-90 0-9 10-14 70-90 0-90 09 10

Exposure Window Exposure Window Exposure Window Ekpoéure Window

PMCoarse (pg / m®)

10-14 70-90 0-90 0-9 10-1470-90 0-90
Exposure Window Exposure Window

14 70-90 0-90 0-9

p_value NS p<0.05 ® p<0.01

Figure 4.3 (Fig. 3 of the manuscript): Effect of air pollutants on seminal volume by exposure window,
adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking.
Statistically significant associations (p-value < 0.05) are indicated in bold. Air pollutant concentrations are

scaled by interquartile range (IQR).
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Total sperm number.

In this parameter, a statistically significant increase in total sperm number, associated to
long-term exposure to NOx (Crude: B: 0.1141; 95% CI: 0.0117; 0.2165; p-value 0.03;
Adjusted: B: 0.114; 95% CI: 0.012; 0.284; p-value 0.03); PM2s5 (Crude: B: 0.09 95% CI:
0.003; 0.19; p-value 0.04; Adjusted: B: 0.09; 95% CI: 0.04; 0.19; p-value 0.04); and
PMz.sabs (Crude: B: 0.10 95% CI: 0.006; 0.20; p-value 0.04; Adjusted: B: 0.10; 95% CI:
0.008; 0.202; p-value 0.03), always in the exposure window between 70 and 90 days

before sampling.

For the other air pollutants, no other statistically significant association with total sperm
number was observed. Figure 4 shows the set of the estimation results in the adjusted

model.

Effect of Air Polluants (Normalized) over the Total Sperm Number , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
NO2 (ug / m®) NOx (ug / m®) PM2.5 (ug / m?) PM10 (pg / m*) PM2.5Abs (10% / m) PMCoarse (ug / m®)

S
MELERELEs

3 10-14 70-€ 9 10-14 70-9 10-14 70 90 )-9 10-14 70-90 0-9( 9 10-14 70-90 0-90 90 0-9C

( 30 0-90 )-8 4 70-90 0-90 0-9 70-90 0-O )-8 )8 0-6 -9 10-14 70-O 9
Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window

p_value NS p<0.05 ® p<0.01

Figure 4.4 (Fig. 4 of the manuscript): Effect of air pollutants on total sperm number by exposure window.
adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are indicated in bold. Air pollutant concentrations are
scaled by interquartile range (IQR).

Sperm concentration

In both crude and adjusted models, no association was observed between long-term
exposure to air pollutants and sperm concentration. Figure 5 presents the set of estimation
results in the adjusted models. Figure 5 presents the set of estimation results in the
adjusted models.
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Effect of Air Polluants (Normalized) over the Sperm Concentration , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
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Figure 4.5 (Fig. 5 of the manuscript): Effect of air pollutants on sperm concentration by exposure window.

adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are indicated in bold. Air pollutant concentrations are

scaled by interquartile range (IQR).

DNA Fragmentation.

For the exposure window between 0 - 90 days before sampling, a statistically significant

association between increased DNA fragmentation and long-term exposure to PM2s was
observed in both crude (B: 1.5; 95% CI: 0.08; 2.90; p-value 0.04) and adjusted model (B:
1.56; 95% CI: 0.09; 3.02; p-value 0.04). Figure 6 condenses the set of estimation results in

the adjusted models.

Effect of Air Polluants (Normalized) over the DNA Fragmentation , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
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Figure 4.6 (Fig. 6 of the manuscript): Effect of air pollutants on DNA fragmentation by exposure window.

adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are indicated in bold. Air pollutant concentrations are

scaled by interquartile range (IQR).
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4.1.4.3 Stratified analyses

A statistically significant increase in seminal volume, associated to long-term exposure to
PM:saps in the adjusted model was found in those up to 35 years old (B: 0.06; 95% CI:
0.002; 0.12; p-value 0.04), compared to those under 35 years old (B: -0.04 95% CI: -
0.078; 0.0003; p-value 0.051), in the exposure window between 10 and 14 days before

sampling.

For long term PMcoase €Xposure, stratified according to geographic area of exposure, a
statistically significant increase in DNA fragmentation in those who lives in Catalonia f:
2.63; 95% CI. 0.9; 4.35; p-value 0.002) compared to those who lives in Barcelona (B: -
2.70; 95% CI: -6.05; 0.67; p-value 0.12) was observed, in the exposure window between 0
— 90 days.

There were no significant differences between the different categories in the models

stratified by BMI status and smoking status.

Supplementary Figures S1 to S5, condense the display of the results obtained in the
stratified analyses.
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Figure 4.7 (Fig. S1 of the manuscript): Stratified effects of air pollutants on progressive motility by

exposure window adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.

Effects of air polluants (Normalized) on Progressive Motility by window of exposure, adjusted by Age, BMI, Alcohol Consumption and Smoking Status, stratified by Age Group
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b. Stratified by Smoking status.

Effects of air polluants (Normalized) on Progressive Motility by window of exposure, adjusted by Age, BMI, Alcohol Consumption and Smoking Status, stratified by BMI Status

NO2 (ug / m?) NOx (ug / m?) PM2.5 (pg/ m?) PM10 (ug/ m?) PM2.5Abs (10%/m) PMCoarse (pg / m?)
4 2

Z-u-----a_u_-f °°“T1{‘}'4L T Rl

fz el i LR -

-8

Rt

-2

50
09 10-14 7090 0-90 09 10-14 7090 0-90 09 10-14 70-90 0-90 09 1014 7090 0-90 09 10-14 7090 0-90 09 10-14 7090 0-90
Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window

BMI Status @ Healty & Not Healthy

pvalue ® NS ® p<0.05 ® p<0.01

c. Stratified by BMI status.

51



Effects of air polluants (Normalized) on Prog Motility by window of exp , adj d by Age, BMI, Alcohol Consumption and Smoking Status, stratified by graphic Area of Exp
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Figure 4.8 (Fig. S2 of the manuscript): Stratified effects of air pollutants on seminal volume by exposure
window adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.
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Effects of air polluants (Normalized) on Seminal Volume by window of exp , adj d by Age, BMI, Alcohol Consumption and Smoking Status, stratified by BMI Status
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Figure 4.9 (Fig. S3 of the manuscript): Stratified effects of air pollutants on total sperm number by exposure

window adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.
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Effects of air polluants (Normalized) on Total Sperm Number by window of exposure, adjusted by Age, BMI, Alcohol Consumption and Smoking Status, stratified by Geographic Area of Exposure
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d. Stratified by Geographic area of exposure.
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Figure 4.10 (Fig. S4 of the manuscript): Stratified effects of air pollutants on sperm concentration by

exposure window adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.
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d. Stratified by Geographic area of exposure.

Figure 4.11 (Fig. S5 of the manuscript): Stratified effects of air pollutants on DNA fragmentation by
exposure window adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.

by window of exposure, adjusted by Age, BMI, Alcohol Consumption and Smoking Status, stratified by Age Group
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Effects of air polluants (Normalized) on DNA Fragmentation by window of exposure, adjusted by Age, BMI, Alcohol Consumption and Smoking Status, stratified by BMI Status
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c. Stratified by BMI status.
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d. Stratified by Geographic area of exposure.

4.1.4.4 Sensitivity analyses

Our findings indicate that adding exposure data related with study participants' work
addresses to the baseline model (Supplementary Figure S6.) did barely change the
results. The association between pollutant and sperm parameters are preserved in the

same way, despite that some of these became statistically insignificant.
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Figure 4.12 (Fig. S6 of the manuscript): Effect of air pollutants on sperm parameters by exposure window

adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.

Air pollution estimated at residence and workplace addresses of the participants, weighted by the time spent

in each location.
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Effect of Air Polluants (Normalized) over the Sperm Concentration , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
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Effect of Air Polluants (Normalized) over the DNA Fragmentation , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
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e. Effect on DNA fragmentation

A similar result was obtained in the second sensitivity analysis for which the data for
participants who did not provide their workplace address were removed (Supplementary
Figure S7).
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Figure 4.13 (Fig. S7 of the manuscript): Effect of air pollutants on sperm parameters by exposure window
adjusted for age, BMI, alcohol consumption and smoking status.

Air pollution estimated at residence and workplace addresses of the participants, excluding participants with
imputed exposure in their workplace.
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c. Effect on Total sperm number
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Effect of Air Polluants (Normalized) over the Sperm Concentration , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
NO2 (ug / m?) NOx (ug / m?) PM2.5 (ug / m*) PM10 (pg / m*) PM2.5Abs (10 / m) PMCoarse (pg / m?)

ST TS A 3 0 A A

02 4

0-8 10-14 70-90 0-90 09 10-14 70-90 0-90 09 10-14 70-90 0-90 09 10-14 7090 0-90 09 10-14 7090 0-80 08 10-14 70-80 0-90
Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window

p_value NS p<0.05 ® p<0.01
d. Effect on Sperm concentration

Effect of Air Polluants (Normalized) over the DNA Fragmentation , adjusted by Age, BMI, Alcohol and Smoking Habits
NO2 (ug / m*) NOx (ug / m?) PM2.5 (ug / m*) PM10 (ug / m?) PM2.5Abs (10-°/ m) PMCoarse (g / m?)

A WH | -JJ |

[}
o

-2

A 244 1

09 10-14 7090 0-90 09 10-14 7090 0-90 09 10-14 70-90 0-90 09 10-14 70-90 0-90 09 10-14 7090 0-90 09 10-14 70-90 0-90
Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window Exposure Window

p_value NS p<0.05 ® p<0.01
e. Effect on DNA fragmentation

The logistic regression analysis of the effects of air pollutants on dichotomized sperm
quality parameters reveals a similar effect to that seen in prior analyses, as shown in

Supplementary tables S3 to S7.

EXPOSURE WINDOWS

0-9 10-14 70-90 0-90
Air Pollutant OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value
NO2 0.7450 | 0.5253;1.0566 | 0.0987 | 1.0405 | 0.7669;1.4117 0.7987 1.1374 | 0.7845;1.6491 | 0.4969 | 0.9397 | 0.6268;1.4086 | 0.7632
NOx 0.8172 | 0.6073;1.0996 | 0.1825 | 1.1078 | 0.8681;1.4136 0.4107 1.0481 | 0.7542;1.4566 | 0.7796 | 0.9240 | 0.6375;1.3394 | 0.6766
PM2.5 1.0569 | 0.7761;1.4394 | 0.7252 | 1.1924 | 0.9067;1.5681 0.2081 0.9208 | 0.6756;1.2551 | 0.6017 | 1.0236 | 0.7209;1.4533 | 0.8964
PM10 1.1834 | 0.8958;1.5632 | 0.2359 | 1.2801 | 0.9862;1.6616 0.0635 1.0762 | 0.8101;1.4297 | 0.6122 | 1.2757 | 0.9356;1.7393 | 0.1237
PM2.5ABS | 0.7793 | 0.5805;1.0462 | 0.0970 | 1.0304 | 0.7976;1.3310 0.8189 1.0417 | 0.7496;1.4476 | 0.8077 | 0.8730 | 0.6098;1.2498 | 0.4581
PMCoarse | 1.1770 | 0.8860;1.5634 | 0.2607 | 1.2750 | 0.9713;1.6735 0.0801 1.1107 | 0.8071;1.5286 | 0.5192 | 1.3140 | 0.9005;1.9173 | 0.1566

Tableau 4.6 (Table S3 of the manuscript): Adjusted odds ratios for progressive motility associated with IQR -

scaled air pollutants by exposure window. Adjusted for age BMI, smoking status, and alcohol consumption.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are shown in bold.
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EXPOSURE WINDOWS

0-9 10-14 70-90 0-90
Air Pollutant OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value
NO2 1.1241 | 0.6108; 2.0687 | 0.7070 | 0.9884 | 0.5890;1.6587 0.9648 0.7305 | 0.3815;1.3988 | 0.3435 | 0.7225 | 0.3498;1.4924 | 0.3798
NOx 1.1885 | 0.7054; 2.0025| 0.5165 | 0.9911 | 0.6550;1.4999 0.9664 0.6369 | 0.3538;1.1465 | 0.1325 | 0.7148 | 0.3686;1.3863 | 0.3205
PM2.5 1.8142 | 1.0000; 3.2911 | 0.0500 | 1.0265 | 0.6453;1.6330 0.9119 0.7283 | 0.4228;1.2546 | 0.2532 | 1.0785 | 0.5938;1.9588 | 0.8039
PM10 0.9621 | 0.5673; 1.6316 | 0.8860 | 0.8872 | 0.5691;1.3832 0.5974 0.9947 | 0.6471;1.5291 | 0.9807 | 0.7276 | 0.4192;1.2628 | 0.2583
PM2.5ABS | 1.3026 |0.8001;2.1208 | 0.2877 | 1.1850 | 0.7845;1.7899 0.4198 0.6211 | 0.3548;1.0873 | 0.0955 | 0.7685 | 0.4226,;1.3976 | 0.3882
PMCoarse | 0.9588 | 0.5603; 1.6407 | 0.8779 | 0.8739 | 0.5477;1.3944 0.5718 0.9975 | 0.6003;1.6574 | 0.9922 | 0.7153 | 0.3613;1.4163 | 0.3364

Tableau 4.7 (Table S4 of the manuscript): Adjusted odds ratios

for seminal volume associated with IQR-

scaled air pollutants by exposure window. Adjusted for age BMI, smoking status, and alcohol consumption.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are shown in bold.

EXPOSURE WINDOWS

0-9 10-14 70-90 0-90
Air Pollutant OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value
NO2 0.5035 | 0.2531;1.0019 | 0.0506 | 0.9355 | 0.5457;1.6036 0.8084 0.8041 | 0.3985;1.6225 | 0.5427 | 0.4857 | 0.2032;1.1607 | 0.1042
NOx 0.4947 | 0.2559;0.9566 | 0.0364 | 1.0695 | 0.6980;1.6387 0.7576 0.8079 | 0.4256;1.5334 | 0.5141 | 0.5429 | 0.2443;1.2065 | 0.1338
PM2.5 0.7203 | 0.3967;1.3081 | 0.2812 | 0.8809 | 0.5226;1.4849 0.6342 0.5759 | 0.3025;1.0967 | 0.0931 | 0.6553 | 0.3145;1.3658 | 0.2593
PM10 1.0216 | 0.6186;1.6872 | 0.9334 | 1.2064 | 0.7709;1.8879 0.4115 0.9536 | 0.5648;1.6100 | 0.8589 | 1.1504 | 0.6525;2.0283 | 0.6282
PM2.5ABS | 0.4830 | 0.2597;0.8983 | 0.0215 | 1.0921 | 0.7152;1.6677 0.6833 0.8437 | 0.4521;1.5746 | 0.5934 | 0.5793 | 0.2836;1.1835 | 0.1342
PMCoarse | 1.0479 | 0.6282;1.7479 | 0.8578 | 1.2082 | 0.7547;1.9343 0.4308 0.9683 | 0.5355;1.7509 | 0.9152 | 1.1937 | 0.5915;2.4089 | 0.6211

Tableau 4.8 (Table S5 of the manuscript): Adjusted odds ratios for total sperm number associated with 1QR -

scaled air pollutants by exposure window. Adjusted for age BMI, smoking status, and alcohol consumption.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are shown in bold.

EXPOSURE WINDOWS
0-9 10-14 70-90 0-90

Air Pollutant OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value
NO2 0.6955 | 0.3815;1.2677 | 0.2358 | 0.7665 | 0.4625;1.2702 0.3021 0.8422 | 0.4490;1.5797 | 0.5925 | 0.4795 | 0.2168;1.0605 | 0.0695
NOx 0.7366 | 0.4272;1.2698 | 0.2712 | 0.8901 | 0.5916;1.3393 0.5765 0.8381 | 0.4807;1.4612 | 0.5335 | 0.5186 | 0.2489;1.0806 | 0.0796
PM2.5 1.0240 | 0.6101;1.7188 | 0.9285 | 1.1560 | 0.7136;1.8725 0.5558 0.6643 | 0.3972;1.1111 | 0.1191 | 0.9545 | 0.9535;0.9556 | 0,625
PM10 1.4317 | 0.9051;2.2646 | 0.1251 | 1.1160 | 0.7289;1.7086 0.6136 0.9823 | 0.6304;1.5307 | 0.9372 | 1.3849 | 0.8285;2.3151 | 0.2141
PM2.5ABS | 0.6737 | 0.3959;1.1465 | 0.1454 | 0.9970 | 0.6715;1.4803 0.9880 0.9174 | 0.5384;1.5632 | 0.7512 | 0.5514 | 0.2860;1.0631 | 0.0755
PMCoarse | 1.4246 | 0.8878;2.2861 | 0.1424 | 1.1133 | 0.7114;1.7421 0.6386 0.9877 | 0.5906;1.6519 | 0.9625 | 1.4260 | 0.7489;2.7154 | 0.2801

Tableau 4.9 (Table S6 of the manuscript): Adjusted odds ratios for sperm concentration associated with IQR -

scaled air pollutants by exposure window. Adjusted for age BMI, smoking status, and alcohol consumption.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are shown in bold.

EXPOSURE WINDOWS
0-9 10-14 70-90 0-90

Air Pollutant OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value OR CI(95%) p-value
NO2 0.9046 | 0.6567;1.2460 | 0.5394 | 0.9329 | 0.6861;1.2683 0.6576 1.1146 | 0.8045;1.5441 | 0.5142 | 1.0005 | 0.7192;1.3918 | 0.9976
NOx 0.9135 | 0.6853;1.2177 | 0.5373 | 0.9265 | 0.7065;1.2150 0.5810 1.1910 | 0.8860;1.6010 | 0.2469 | 1.0590 | 0.7726;1.4516 | 0.7217
PM2.5 1.0557 | 0.7231;1.5415 | 0.7788 | 1.1484 | 0.8337;1.5818 0.3970 1.4722 | 1.0714;2.0228 | 0.0171 | 1.5814 | 1.1406;2.1925 | 0.0060
PM10 1.0322 | 0.7585;1.4046 | 0.8401 | 0.8859 | 0.6433;1.2201 0.4583 1.2943 | 0.9571;1.7502 | 0.0939 | 1.2112 | 0.8889;1.6503 | 0.2247
PM2.5ABS | 0.9454 | 0.6924;1.2909 | 0.7240 | 0.8424 | 0.6349;1.1178 0.2346 1.3103 | 0.9526;1.8022 | 0.0966 | 1.1539 | 0.8255;1.6128 | 0.4023
PMCoarse | 1.1194 | 0.8318;1.5065 | 0.4566 | 0.9743 | 0.7141;1.3292 0.8694 1.4002 | 1.0152;1.9313 | 0.0402 | 1.3552 | 0.9609;1.9113 | 0.0831

Tableau 4.10 (Table S7 of the manuscript): Adjusted odds ratios for DNA fragmentation associated with
IQR-scaled air pollutants by exposure window. Adjusted for age BMI, smoking status, and alcohol
consumption.

Statistically significant associations (p-value < 0.05) are shown in bold.
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4.1.5 Discussion

In this study, we assessed the effects of long-term exposure to different air pollutants on
several sperm quality parameters for different exposure windows, and we found some
associations, namely a decrease in progressive motility associated with PM10 exposure, a
decrease in seminal volume and an increase in DNA fragmentation associated with PM2.s
exposure and an increase in total sperm number associated NOx, PMz.s and PM2.sabsorbance

exposures. No other statistically significant associations were found.

4.1.5.1 Comparison with the literature

Our results for the progressive motility are in line with what have been reported in the
literature, as it the negative association between PM1o exposure and progressive motility
was also reported by Sun et al in 2020%, in a study in 1061 males attending an infertility
clinic in Wuhan, China, between 2011 and 2013. Similar results were obtained by Wang et
al in 2018%, also in the city of Wuhan, while in the study conducted by Zhou et al*® a
significant decrease in sperm kinetic parameters associated with exposure to PM1o was

reported.

In this study, we employed LUR models developed in the framework of the European
project ESCAPE, which are validated and repeatable models, enabling us to estimate the
effects of air pollutants on sperm parameters (even at the low concentration levels
observed in this work). Furthermore, by using an average of three spermiograms per
participant, we were able to account for intra-subject variation. This, combined with
information on each participant's residential address, allowed us to calculate the average
concentration of exposure to each contaminant in a more individualized and precise way

and providing robustness to our observations.

We also observed a significant decrease in ejaculate volume for the exposure window
between 0 - 9 days, as well as an increase in DNA fragmentation for the exposure window
between 0 - 90 days, associated to PM2s exposure. Despite the fact that these effects
have yet to be documented in the literature, exposure to PM2s has been associated to
certain detrimental effects on sperm parameters, including a decrease in sperm
concentration and forward motility concentration®, progressive motility®®, and sperm

concentration and sperm number36 .
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Additionally, an impact in the opposite direction to that expected of air pollution exposure
was observed: a statistically significant increase in total sperm number was associated
with long-term exposure to NOX, PMzs and PM2.s absorbance always in the exposure window
between 70 and 90 days before sampling. The retrospective observational cohort study
conducted by Santi et al in the province of Modena — Italy®’ yielded similar results with a

positively association with total sperm number for PM2.s exposure.

No significant association was found between sperm concentration and any of the six air
pollutants studied in this cohort, similar to what was described in the Nanjing Medical
University Longitudinal Investigation of Fertility and the Environment (NMU-LIFE) study
conducted with 1607 fertile men in the Yangtze River Delta Region, China between 1st,
2014 and December 31st, 20163% and by Huang et al*®® in a retrospective cohort of 1259
voluntary donors from the Guangdong Human Sperm Bank in China between May 2018
and March 2019.

Although some of our findings are consistent with those of previous studies, there are still
some inconsistencies that may be due in part, to variations in air pollution levels based on
geographic location, the quality and frequency of pollutant measurements, or the
composition of suspended particulate matter. The study by Wu et al in 1759 men in
consultation at an assisted reproduction center in Wuhan, China, between 2013 and 2015
suggests that exposure to PM2s and PMio levels below 100 and 150 g/m? respectively,
may not be associated with a decrease in sperm quality, particularly sperm concentration

and total sperm number®°,

4.1.5.2 Association between sperm quality parameters and exposure to air
pollutants during different exposure windows

In this study, several patterns of association between air pollution exposure and the quality
of sperm parameters in key stages of spermatogenesis were identified, however not all

were statistically significant.

During the early stages of spermatogenesis (70 - 90 days before sampling), a statistically
non-significant (since the 95% CI contains zero) increase in DNA fragmentation was
observed in association with NOx; NOz2; PMz.5; PM2.sabsorbance; and PMcoarse €Xposures. This
finding contrasts with the significant increase in total sperm number observed for the same

exposure window and associated to NOx; PMz.s; and PM2.sabsorbance €XpOSUre.
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10 - 14 days preceding semen sampling is the critical period for sperm motility
development. Despite the fact that it is non-statistically significant, a relationship between
PM1o; PM2.s; and PMcoarse €Xposure and a detriment to progressive motility was observed,
which is similar to the statistically significant findings made by Sun et al in 20203, There is
also a non-significant decrease in sperm concentration associated with PM2s and PMuo
exposure during this exposure window, similar to that reported by Huang et al and by

Guan et al in in two independent studies published in 2020.38 40

The seminal volume decreases significantly throughout the epididymal storage phase (0-9
days before sampling) associated with PM2s exposure. Finally, in the exposure window
corresponding to the complete spermatogenesis process (0 - 90 days before sampling),
there was a significant decrease in progressive motility associated with PM10 exposure and

a significant increase in DNA fragmentation associated with PM2.s exposure.

These finding suggest that there is a susceptibility to pollutant exposure during specific key
phases of spermatogenesis, which has a deleterious impact on the quality of sperm
parameters. In our experience, the potentially most vulnerable exposure windows

corresponded to the early stages of spermatogenesis and the development of sperm

Although there are studies that have explored the effects of air pollution on sperm
parameters for different exposure windows3® 4142 43 - these are still limited in number and
the results obtained remain inconsistent. Therefore, it is necessary to continue with this
line of research, including the analysis of alternative windows of exposure other than those
currently investigated, with the aim of identifying which are the critical periods of
susceptibility during spermatogenesis and their impact on sperm quality parameters and

male fertility.

4.1.5.3 Possible mechanisms.
The biological mechanisms that contribute to the deterioration of semen quality associated

with exposure to air pollutants have been extensively explored.

Particulate matter can accumulate in the lungs, penetrate the pulmonary barrier and enter
the bloodstream?**, Additionally, the PM can induce reactive oxygen species (ROS)
generation.*® An imbalance between the cell's antioxidant defense systems and the
production of ROS leads in cellular oxidative stress.
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At the testicular level, ROS can potentially attack the sperm plasma membrane, induces

mitochondrial dysfunction, apoptosis, and consequently DNA fragmentation .

Certain immunological factors could be linked to decreased sperm motility4’. long-term
exposure to particulate matter can induce an immune response leading to the secretion of
proinflammatory cytokines®. In a study carried out in 82 male individuals (27 healthy
controls and 55 infertile patients) a cytokinetic profile marked by high levels of IL-13 was
found; IL-10; IL-18; TGF-B1; IFN-y and IL-1B3, IFN-y in blood and TGF-B1 in seminal
plasma in patients with idiopathic infertility compared to the levels presented in the healthy

population®.

A mechanism based on a hormonal regulation system as a compensatory response to
exposure to air pollutants could be the explanation for the positive relationship between
NOx, PM2.5 and PM2.5 absorbance and total sperm number reported in this study. This
hypothesis had already been expressed previously by Tomei et al®®, who observed an
increase in follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH), both of which
promote spermatogenesis, in working men exposed to urban chemical stressors; however,
since the biological mechanism behind this association is still unclear, these findings

should be interpreted with discretion.

4.1.5.4 Strength and limitations

Our study has several strengths. Each participant provided an average of 3 spermiograms.
These repeated measurements allow to control the within-subject variability and provide
reliable findings. Exposure to pollutants was assessed using validated LUR models
developed as part of the European project ESCAPE: Effects of Air Pollution, which are
validated and reproducible models allowing to have Individual exposure measurements.
With information on the participants' addresses of residence and workplace, we were able
to calculate the average concentration of each participant's average exposure to each

pollutant in a more individualized and precise way.

Sperm parameters were measured in the same laboratory. Which reduces the risk of a
possible dispersion of the results of the spermiograms linked to the use of several analysis
laboratories.

This study also presents some limitations: there may be a selection bias in the study

population. Since the participants are from couples who attended an assisted reproduction
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clinic, the ability to detect a detrimental impact related to air pollution exposure may be
compromised. Our study lacked data on the subjects’ time abstinence, which might have
influenced the spermiograms results, however, all subjects were instructed to abstain
sexual activity 3 to 5 days prior sampling, and, since all of them were men from couples
who attended an assisted reproduction clinic, it is probable that they strictly adhered to the

instructions.

Although statistically significant differences were observed in alcohol consumption and
smoking habits between study participants and excluded subjects, it is important to note
that half of the excluded subjects did not provide the recruitment questionnaire, so the lack
of data in this specific population could justify the difference observed between both

populations.

Furthermore, as a large number of statistical tests have been performed using different
exposure windows, there is a possibility that some of the significant results are due to
chance. However, it should be noted that these results are consistent throughout the
different windows of exposure even if not always significant and coincide with what is
reported in the literature. Finally, the sample size may be insufficient to detect some
relationship between air contaminants and sperm quality even if our total number of
participants was slightly above the calculated number and the average number of repeated

samples just below.

4.1.6 Conclusions
Our results suggest that certain air pollutants may have a deleterious impact on sperm
quality, in particular on progressive motility related with long term PM1o exposure and on

seminal volume and DNA fragmentation associated with long term PM2.s exposure.

Our findings on the windows of exposure associated with critical phases of
spermatogenesis are consistent with previously published epidemiological research, even

though that certain findings were not statistically significant.

Considering the ubiquity of exposure to air pollution, the possibly detrimental effects on
sperm quality can lead to a significant rise in the number of couples experiencing
reproductive issues. This study contributes to the existing range of evidence that supports
the development of air pollution control strategies that might improve male reproductive
health.
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4.2. Effet de la température ambiante sur la qualité spermatique : une étude

sur des hommes jeunes et en bonne santé

4.2.1 Résumé en francais

Contexte : Les expositions environnementales pourraient étre associées a un déclin de la
gualité spermatique ; cependant, peu d'études ont évalué les effets de l'exposition a la
température ambiante au niveau individuel sur les parameétres du sperme. Le but de cette
étude est d'évaluer I'association entre I'exposition a la température ambiante et la qualité

spermatigue chez des hommes sains.

Matériel et méthodes : Au total, 172 potentiels donneurs de sperme ont été inclus,
contribuant avec 597 échantillons. Les paramétres spermatiques inclus dans cette étude
étaient le volume séminal, la concentration de spermatozoides et la motilité progressive.
Les expositions a la température ambiante ont été évaluées pour différentes fenétres
temporelles (0 - 9 jours, 10 - 14 jours, 70 - 90 jours et toute la période O - 90 jours) avant
I'échantillonnage. Les estimations, dérivées de modéles mixtes, ont été ajustées en

fonction de I'age, du tabagisme et du SES

Résultats : L'age moyen était de 25 ans (SD : 4.0) et chaque donneur a contribué en
moyenne avec 3.4 échantillons (min 1 - max 21). Une augmentation d’'un degré Celsius de
la température ambiante était associée a une diminution significative de la concentration
de spermatozoides pour la fenétre d'exposition de 10 a 14 jours (B : -0.015;I1Ca 95 % : -
0.03, -0.004, p- value 0.008) et celle de 0 a 90 jours d’exposition (B : -0.024 ; IC 95 % : -
0.04 ; -0.007 ; p-value 0.006) ; et avec une motilité progressive significativement plus
faible pour la fenétre d’exposition de 10 - 14 jours (B : -0.44 ; 95 % IC : -0.80 ; -0.09 ; p-
value 0.001) et celle de 0 - 90 jours d'exposition (B : -0.66 ; IC 95 % : -1.17 ; -0.15 ; p-
value 0.01).

Conclusions : Une association significative a été retrouvé entre l'augmentation de la
température ambiante et une concentration de spermatozoides et une motilité progressive

plus faibles, cette derniere étant un puissant prédicteur de la fertilité masculine.
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4.2.2 Introduction

For over 35 years, the development of assisted reproductive technologies has progressed
and has enabled millions of couples to become parents. The need for such techniques is
due to a notable decline in fertility rates in the last two decades'?3. Male factor can be
responsible for up to 50% of fertility problems*. Although social aspects have contributed
significantly to this global decline in fertility, mainly increase age at first maternity-paternity,
some authors suggest that they occurred synchronously with the deterioration of

reproductive health caused by environmental factors®.

Environmental contaminants®”8919% as well as the change in lifestyles!!812131415 jg
considered important factors contributing to the decline in semen quality. An environmental
factor that could be associated with a declinate semen quality is ambient temperature. In
fact, the acquisition of sperm function involves both the morphological differentiation of
male germ cells during spermatogenesis and their functional transformation during sperm
maturation and it has been shown to be a temperature dependent process'®. Testes are
particularly sensitive to heat stress because the scrotal temperature in mammals should
be about 2°C to 8°C below the body temperature to achieve a normal spermatogenesis.
Hence, an acute or chronic rise in testicular temperature could produces an impairment of
spermatogenesis with a decrease in spermatozoa concentration, viability, morphological
normalcy, motility, acrosome integrity, and chromatin stability, leading to periods of

subfertility, temporary or permanent sterility!’.

The aim of this study was to evaluate the effects of ambient temperature on healthy
individuals under 30 years of age and who voluntarily go to an assisted reproduction

center as candidates to be semen donors.

4.2.3 Material and Methods

4.2.3.1 Study design and subject recruitment

In this retrospective cohort, we included 172 young men, candidates to be sperm donors,
seen between 2007 and 2012 in a private reproductive clinic. Two independent authors
(KL and MG) revised their medical history and collected their socio-demographic
characteristics, medication, allergies, surgeries, lifestyle habits (tobacco, alcohol, drugs)

and family medical history. We also collected the data from all their sperm analyses.
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4.2.3.2 Semen collection and analyses

Semen samples were collected on-site by masturbation into sterile containers, and the
abstinence interval recorded (an interval of 2-5 days having been requested). The semen
was allowed to liquefy at 37°C temperature for 20 min and processed within 45 minutes of
collection. Semen volume, sperm concentration and percentage of progressive motility
were retrieved. Sample volume was measured in a 15 mL graduated centrifuge tube and
an aliquot removed to determine sperm concentration and progressive motility using a
computer-aided sperm analysis (CASA) and mounted on Makler camera in heated (37°C)
microscope stage.

4.2.3.3 Temperature data determination

For each sperm analysis, we calculated the daily average of the available meteorological
stations within the air quality zones (ZQA) based on the participants' residence address
collected at their first clinic visit (Barcelonés | Valles-Llobregat), as well as from the
nearest station for participants residing outside of that region. A ZQA is an area defined to
be representative of the air quality throughout the entire area, thus it might be
homogenous in terms of orography, climatology, population density and the volume of
industrial and traffic emissions. Table 1 shows the average annual temperatures at the
meteorological stations used for the measurements in this study in the cities of Barcelona,

Cerdanyola del Vallés, Sabadell and Vacarisses.

City Temperature | Jan Feb Mar Apr May | Jun | Jul | Aug | Sep | Oct | Nov Dec

(o]
Barcelona ﬁ/l?;)imum 4.0 4.3 6.5 9.1 12.7 | 17.0 | 19.8 | 20.2 | 175 | 142 | 85 5.0
Mean 7.9 8.5 10.9 13.5 17.0 | 21.3 | 23.8 | 239 | 209 | 174 | 121 8.6
Maximum 12.3 12.9 15.5 17.6 209 | 25.3 | 27.6 | 276 | 24.2 | 20.7 | 15.9 12.9
Cerdanyola | Minimum 3.2 3.6 5.8 8.5 121 | 164 | 193 | 195 | 169 | 135 | 7.6 4.2
delvalles  "yean 72 | 7.9 | 105 ]| 130 | 166 | 21.0 | 235 | 235 | 20.3 | 16.8 | 11.4 | 7.9
Maximum 11.9 12.6 154 17.4 209 | 253 | 27.6 | 275 | 24.0 | 204 | 155 12.4
Sabadell Minimum 3.2 3.6 5.8 8.5 121 | 164 | 193 | 195 | 169 | 135 | 7.6 4.2
Mean 7.2 7.9 10.5 13.0 16.6 | 21.0 | 235 | 23.5 | 20.3 | 16.8 | 11.4 7.9
Maximum 11.9 12.6 154 17.4 209 | 25.3 | 27.6 | 27.5 | 24.0 | 204 | 155 12.4
Vacarisses Minimum 1.3 1.9 4.4 7.2 10.9 | 15.2 18 18.1 | 15.1 | 11.6 55 2.0
Mean 55 6.5 9.6 12.3 16.1 | 20.6 | 23.0 | 22.7 | 19.1 | 155 | 9.6 6.0
Maximum 10.8 11.9 15.2 17.5 21.2 | 259 | 28.1 | 27.7 | 23.7 | 199 | 144 11.2

Tableau 4.11 (Table 1 of the manuscript): Average annual temperatures at the meteorological stations used

for the measurements in this study. Source Servei Meteorologic de Catalunya.
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The meteorological stations are part of the Network of Automatic Meteorological Stations
(XEMA by its acronym in catalan) of the Servei Metereologic de Catalunya (SMC by its
acronym in catalan).These stations compile information every 30 minutes, which are then
used to create daily, monthly, and yearly temperature statistics. All temperature data,
including extreme daily temperature data, is stored in the Catalan Meteorological
Database. XEMA data is subjected to post-recording quality control, which includes a
number of hierarchical and semi-automatic data verification procedures that are always

overseen by technical experts.

We calculated the mean, maximum and minimum temperature of the O - 9 days, 10 -14
days, 70 - 90 days and between 0 - 90 days before each sampling, which encompass
either the entire period of spermatogenesis (i.e., 90 days) or key periods of sperm
development such as epididymal storage, development of sperm motility, and early

spermatogenesis?é.

4.2.3.4 Statistical analysis

To assess the association between ambient temperature and sperm parameters, we used
different models according to the characteristics of each parameter. For the sperm
concentration we used negative binomial regressions, for the volume we used log
transformed linear regression and for the progressive motility we used censored Tobit
regression as it is a percentage. The estimates, derived from mixed models to consider the
repeated measurements, were adjusted per age, smoking habits and Socioeconomic
Status (SES). These variables were selected as potential confounders according to their

association with sperm quality parameters and inclusion in previous research.1® 20 2

We also conducted stratified analyses on smoking habits (non-smokers vs current
smokers), season (Spring, summer, autumn, and winter), number of semen samples
provided per participant (3 or less, or more than 3 samples), and according to the
precision of geocoding (Geocoding 1 for Barcelona or Geocoding 2,3,4 for the rest of
Catalogne). The precision of the geocoding was given by the geocoding software, 1 being
the most accurate thus is at the exact address and 4 the less accurate thus is at the

commune level) .

This study includes a number of statistical analyses that consider different sperm
parameters as well as ambient temperatures. In order to calculate statistical power, the
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outcome with the greatest variability and least repeatability was chosen as a conservative
option: sperm motility.
The calculations consider the categorization of the exposure variable into two groups
(exposed to high ambient temperatures above the third quartile, vs. the rest of the
population). This classification was also done conservatively, since the final analysis using
the continuous exposure to ambient temperature could have more statistical power.
Based on these assumptions, a sample of 250 people has 80% power to detect a 5%
difference in sperm moaotility.
The following values, obtained from our own data and the literature, were used to calculate
statistical power:

e Lost to follow-up: 10%

e Sperm motility variance: 410

e Final model R% 15%

e Number of repeated measurements: 4

e Intra-class correlation of repeated measurements of sperm motility: 0.6

e Type | Error: 0.05

4.2.3.5 Sensitivity analysis

The association between ambient temperature and sperm parameters was analyzed
adjusting for different air pollutants (NO2, NOx, PM1o, PM2.5, PM2.sabsorbance, @nd PMcoarse),
using exposure estimates at each participant's residential addresses. The spatiotemporal
exposure assessment approach was based on a land use regression (LUR) modeling
framework developed in the European Study of Cohorts for Air Pollution Effects (ESCAPE)
framework?® 23 24 (www.escapeproject.eu). Following the ESCAPE protocol, 20
measurement sites were selected for PMio, PM25-10, PM25s, and PMzsabsorbance, and 40
measurement sites for NO2 and NOx. These sites included both traffic and background
locations, and represented the gradient of various land use, emission sources, and traffic
characteristics. Three 2-week monitoring campaigns were conducted in 2009 during
different seasons. Air pollution exposure was predicted at the residential address using
LUR models and assigned to each participant according to different time windows before
semen collection. The temporal adjustment factor was done following the ESCAPE
guidelines? 24, using daily routine monitoring data from selected background stations
within the ZQA's.
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The study protocol was reviewed and approved by the Ethical Committee of Parc Salut
Mar, Universitat Autonoma de Barcelona, and study participants gave at the time of first

donation written consent to participate in scientific studies anonymously.

4.2.4 Results

4.2.4.1 Study population

The study was performed from 2007 to 2012. All 172 subjects (25 years * 4) contributed
with a total of 597 semen analysis. Table 1 shows the main characteristics of participating
subjects, as well as their lifestyles. The mean of the sperm parameters is above WHO

criteria 2010 values.

Characteristics of population Mean + Standard Deviation (SD)
Age (years) 244 +4.1
Height (m) 1.77 £ 0.06
Weight (Kg) 73.13+9.6
Sperm parameters

Seminal volume (mL) 35+17
Sperm concentration (mill/mL) 93.4 £55.1
Progressive motility (%) 52.4 +16.0
Lifestyles factors n (%)
Current smokers 58 (33.7)
Medication drugs 9 (5.3)

Tableau 4.12 (Table 2 of the manuscript): Characteristics and lifestyle factors of the study population

4.2.4.2 Ambient temperature and sperm parameters

4.2.4.2.1 Sperm concentration

For this parameter, a statistically significant decrease is observed in all the exposure
windows associated with higher ambient temperatures in the crude model. Associations
were preserved in the adjusted model for the windows between 10-14 days (: -0.015; CI
95%: -0.03, -0.004, p-value 0.008) and between 0-90 days before sampling. (B: -0.024;
95% CI: -0.04; -0.007; p-value 0.006).

Figure 1 shows the effect of ambient temperature on the sperm concentration for the crude
and adjusted model.
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Effect of ambient temperature on sperm concentration
adjusted by age, smoking habits and SES
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Figure 4.14 (Figure 1 of the manuscript): Association between sperm concentration and ambient
temperature at the different exposure windows; adjusted per age, smoking habits, and SES.

Coefficients (95% CI). Square markers green shows a regression coefficient with p-value < 0.05.

4.2.4.2.2 Progressive motility

In the crude model, a statistical decline was observed for all the exposure windows. When
adjusting per age, smoking habits and SES, there was a decrease in progressive motility
only for the exposure windows between 10-14 days (B: -0.44; 95% CI: -0.80; -0.09; p-value
0.001) and 0-90 days before sampling (B: -0.66; 95% CI: -1,17; -0.15; p-value 0.01)

Figure 2 shows the effect of ambient temperature on the sperm concentration for the crude
and adjusted model.
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Effect of ambient temperature on progressive motility
adjusted by age, smoking habits and SES

0,400
CRUDE

0,200

ADJUSTED

0,000 T T T
-0,200

-0,400 A

-0,600

Regression Coefficient

-0,800

-1,000
-1,200

-1,400
o
D

o
o
o

10-14
70-80

A p-value <0.05

Figure 4.15 (Figure 2 of the manuscript): Association between progressive motility and ambient
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temperature at the different exposure windows; adjusted per age, smoking habits, and SES.

Coefficients (95% CI). Square markers green shows a regression coefficient with p-value < 0.05.

4.2.4.2.3Seminal volume

In both the crude and adjusted models, no statistically significant associations were
observed between the increase in ambient temperature and seminal volume, however, a
decrease in the parameter corresponding to the interval between 70 - 90 days before

sampling was observed without reaching statistical significance. Figure 3 shows the effect

0-90

of ambient temperature on the seminal volume for the crude and adjusted model.
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Effect of ambient temperature on seminal volume
adjusted by age, smoking habits and SES
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Figure 4.16 (Figure 3 of the manuscript): Association between seminal volume and ambient temperature at
the different exposure windows; adjusted per age, smoking habits, and SES.

Coefficients (95% CI). Square markers green shows a regression coefficient with p-value < 0.05.
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4.2.4.2.5 Sensitivity analysis

Further adjusting by air pollution did not modify the previously shown associations

between ambient temperature and sperm parameters. The results of the sensitivity

analyses are shown in the supplementary figures S4 to S6.

Effect of ambient temperature on sperm concentration adjusted by age, smoke, SES
and by air pollutant agent
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Figure 4.17 (Figure S4 of the manuscript): Effect of ambient temperature on sperm concentration at the

different exposure windows, adjusted per age, smoking habits, SES and different air pollutants.

Coefficients (95% CI). Square markers green shows a regression coefficient with p-value < 0.05
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Effect of ambient temperature on progressive motility adjusted by age, smoke, SES
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Figure 4.18 (Figure S5 of the manuscript): Effect of ambient temperature on progressive motility at the

different exposure windows, adjusted per age, smoking habits, SES and different air pollutants.

Coefficients (95% CI). Square markers green shows a regression coefficient with p-value < 0.05.
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Figure 4.19 (Figure S6 of the manuscript). Effect of ambient temperature on seminal volume at the different

exposure windows, adjusted per age, smoking habits, SES and different air pollutants.

Coefficients (95% CI). Square markers green shows a regression coefficient with p-value < 0.05
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4.2.5 Discussion

In this retrospective study, including young and healthy men with high quality sperm, and
adjusting for important potential confounders, we found a negative effect of ambient
temperature, where higher temperatures were associated with lower semen quality. We
found effects in two of the three sperm parameters studied. The most adversely affected

was progressive motility.

4.2.5.1 Comparison with the literature

To the best of our knowledge, few publications have addressed the effect of ambient
temperature on normozoospermic men. Our study shows that the ambient temperature
has the greatest effect in between 10 -14 days before the ejaculation, which corresponds
to the stage of sperm motility development. The effect is even greater when considering
the overall period that includes the whole cycle of spermatogenesis (0 - 90 days before
sampling). Results that persisted even when air pollutants were introduced in the adjusted
model. A longitudinal study of 10,802 men in China?® reported that every 5°C increase in
temperature was significantly associated with a decrease in sperm concentration,
progressive motility, total sperm count, total motility, total motile sperm count and
progressively motile sperm count. Additionally, in a meta-analysis of nine publications
which assessed the effects of high ambient temperatures on men's reproductive health,
Hoang-Thi et al observed a decline in sperm quality in 356 men from Iran, Italy, Thailand,
China and Egypt, with decreased in sperm volume, total sperm number, sperm

concentration, progressive motility, and normal morphology?°.

Although there have been previous studies on the effects of temperature on human
reproductive health have been performed, these have generally focused on scrotal
temperature instead of ambient temperature. These studies showed a negative correlation
between scrotal temperature and a decrease in sperm parameters, sperm DNA integrity,
and inhibin B, which is considered a biochemical marker of sperm production?® 2728 29 |t g
known that in groups of subfertile men there is a higher scrotal temperature than in groups
of fertile men?® 2°, Additionally, the presence of varicocele is a clear example of the effect
of temperature on the testicular level, mainly because the veins that drain the testicle
increase resistance to blood circulation and subsequently temperature, and varicocele is a

known cause of infertility.
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However, a direct relationship between scrotal temperature and sperm quality is not
always observed. The internal temperature is not only responsible for these changes as
we show that the ambient temperature can have an effect. In the study by Levitas et al in
2013 31, seasonal variations and their effect on annual semen variations were evaluated
considering 6455 spermiograms, concluding that there was an association that could be
related to annual circadian rhythms, and that the effect is different when differentiate

between normozoospermic and oligozoospermic individuals.

4.2.5.2 Possible mechanisms
Although evidence suggests a potential link between high ambient temperatures and

reduced sperm quality, the underlying mechanisms of this association are unknown.

Several studies, for example, have described how elevated testicular temperature can be
caused by high ambient temperatures. This scenario could lead in an increase in reactive
oxygen species (ROS)%*, as well as high levels of cytochrome ¢ and caspases 9 and 3,
that are implicated in DNA fragmentation which happens in one of the most advanced
phases of sperm apoptosis®. In 2006, Chen et al found an inverse association between
percentage apoptosis and progressive motility, as well as a positive relationship between

percentage apoptosis and sperm tail abnormalities*.

Neutral seminal glucosidase (NAG), a substance secreted by the epididymis, has been
associated to sperm motility3®. while low NAG activity was related to functional deficiency
of the epididymis in infertile men.3%® Henkel et al found that NAG activity was highest in

spring and lowest in autumn.3’

More recently, Yan-Qing Wu et al in 2020 reported a possible biological mechanism that
could explain our results. After exposing healthy volunteers to temporary scrotal
hyperthermia, they observed a decrease in the expression of 61 proteins involved in sperm
motility and sperm concentration particularly AKAP4, SPESP1, ODF1, ODF2, GAPDHS,
and ACTRT2 proteins®,

However, the most part of these mechanisms have been described in terms of the
association between sperm quality and scrotal temperature. Epidemiological studies on
the influence of environmental temperature on scrotal temperature and, therefore, on

semen quality remain limited.
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4.2.5.3 Strengths and limitations

The study's findings must be examined in light of several strengths and some limitations.

The participants, who resided in different areas of city, provided an average of 3.4 semen
samples per person. With these repeated measurements, it is possible to reduce within-
subject variability and produce accurate results. In this retrospective study in a cohort of
healthy young men, several confounders, such age, smoking habits, and SES, were
controlled. Nevertheless, it is possible that some of other relevant factors, particularly
those related to the lifestyle of the participants that were not available should have been

considered.

We modeled the effects of ambient temperature on sperm quality at the residential
participant level, considering for exposure windows corresponding to the entire period of
spermatogenesis. Our findings are ground-breaking since few studies have analyzed this
environmental factor with this degree of individualization. In addition, our results are not

influenced by the exposure to air pollution by the participants.

The study was conducted in men selected to be sperm donors and although the choice of
this population group can provide important strengths on the interpretation of the results of

our study, it can also prevent their generalization to a general population.

Finally, we have not considered other sperm parameters that could be impacted by
ambient temperature, such as DNA fragmentation, the level of oxidative stress, the
percentage of cell apoptosis, and others. Nevertheless, this opens the possibility to future

investigations with a larger sample size.

In conclusion, our analyses show an effect of the increase in ambient temperature
associated with the decrease in sperm parameters. The observed effects were quite
substantial, even for an increase of 1°C, which is to be considered in the era of climate
change that we are experiencing. More research is required on the effects of ambient
temperature on sperm quality, particularly in individuals with semen alterations,
incorporating new semen quality parameters that assess cell functionality more precisely,
making use of repeated seminal sampling and more accurate ambient temperature

estimations.
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CHAPITRE 5. DISCUSSION ET CONCLUSIONS GENERALES

5.1. Discussion

Dans la présente étude, jai examiné l'effet de deux facteurs environnementaux sur la
gualité spermatique. Deux populations différentes ont été étudiées : une cohorte
d'hommes de couples qui fréquentaient une clinique de procréation médicalement
assistée, ou l'effet de I'exposition aux polluants de l'air ont été étudié ; et une cohorte de
jeunes en bonne santé, potentiels donneurs de sperme, ou l'on a analysé l'effet de la
température ambiante sur la qualité spermatique On trouvera ci-aprés une analyse des

résultats de ces deux populations.

5.1.1 Pollution de I’air

On a trouvé une association l'exposition aux PMio et une réduction de la maotilité
progressive ainsi qu’une association entre I'exposition aux PM2s et une augmentation de
la fragmentation de I'ADN au cours de la période couvrant le cycle complet de la
spermatogenése (0 a 90 jours avant I'échantillonnage); tandis que, dans les stades finaux
de la spermatogenése (0 a 9 jours avant I'échantillonnage), I'exposition aux PM:2s est liée

a une diminution du volume séminal.

De plus, I'exposition aux NOx, PMzs et PMz sabsorance €tait associée a une augmentation du
nombre total de spermatozoides aux premiers stades de la spermatogenéese (70 a 90
jours avant l'échantillonnage). L’association négative entre I'exposition aux PM, en
particulier les PMio, et les paramétres de motilité des spermatozoides tout au long de la
période de spermatogenese (0 - 90 jours avant I'échantillonnage) est une observation
retrouvée par plusieurs auteurs!® 120. 121122 ce qui est le seul résultat relativement
consistent dans la littérature : en effet, en ce qui concerne les autres paramétres
spermatiques, les résultats des différentes études épidémiologiques restent inconsistants.
Les résultats concernant la concentration spermatique en constituent un exemple. Bien
gue dans cette étude et les précédents 9% 120. 123 n'aient trouvé aucune association entre
I'exposition a la pollution de lair et la concentration de spermatozoides, d'autres
chercheurs ont identifi¢ une association négative entre ce parametre et les mémes

polluants de l'air analysés dans cette these 114 119 124,
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Au-dela des facteurs associés a la population étudiée tels que la taille de I'échantillon ou
la variabilité intra-sujet, entre autres, ces contradictions peuvent étre influencées par la
méthode d’estimation de [I'exposition aux polluants, des différences de localisation
géographique ou les études ont été menées, ainsi que la composition des polluants, en
particulier des PM qui peut varier dans le temps et I'espace. Bien que la taille et la surface
des particules définissent leur impact sur la santé humaine, la pertinence potentielle de
leur composition, qui est complexe et dépend de leurs sources d'émission, ne doit pas étre
négligée. Et c'est précisément cette complexité qui peut influencer les mécanismes
d'immunotoxicité chez I'homme et donc conduire a des effets différents sur la qualité

spermatique’?®,

L'augmentation du nombre total de spermatozoides en association avec une
augmentation de I'exposition aux polluants de I'air a également été décrite par Lao et al.1?
et Tomei et al *?’. Un phénoméne compensatoire d'activation de la spermatogenése médié
par 'augmentation des hormones FSH et LH en réponse a l'exposition aux stresseurs

urbains pourrait en étre I'explication.

5.1.2 Température ambiante

Nous avons montré que I'exposition a des températures ambiantes élevées était associée
a une diminution significative de la concentration de spermatozoides et de la motilité
progressive dans la phase intermédiaire de la spermatogenése, ainsi que sur toute la

période (0 a 90 jours).

Pendant la phase initiale de la spermatogenése, une diminution du volume séminal a été
observée, mais sans signification statistique. Les effets observés pour une augmentation
de 1 °C, ce qui n'est pas négligeable. Il est important de noter que la population d'étude
était composée de jeunes donneurs potentiels de sperme, sains, avec une haute qualité
spermatique ; et bien que cette cohorte ne représente pas lI'ensemble de la population
masculine, la détermination de la dégradation significative des parametres de qualité

spermatigue chez ces sujets est un facteur clé qui ne devrait pas étre sous-estimé.

De nombreuses études antérieures ont démontré que, comme déja discuté dans le
chapitre 4, une température ambiante élevée peut donner lieu a une augmentation de la

température scrotale, ce qui est associé a une qualité spermatique inférieure.
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5.2 Force et limites de I'étude

L'un des points forts de cette étude est d’avoir des participants avec des échantillons
répétés, fournissant une moyenne de 3.27 séminogrammes par participant pour I'étude
des effets de la pollution de l'air, et 3.4 séminogrammes par participant pour l'analyse de
l'effet de la température ambiante. Cela permet de prendre en compte la variabilité intra-
sujet tout au long de I'étude.

L'exposition aux polluants a été mesurée a l'aide de modéles LUR vérifiés établis dans le
cadre du projet européen ESCAPE. De plus, les concentrations de polluants
atmosphérigues ont été calculées aux adresses résidentielles et de travail , ce qui est
original, la plupart des études ayant des estimations d’exposition individuelles ne prennent
en compte que l'adresse résidentielle. Les estimations de I'exposition a température
ambiante ont été effectuées en tenant compte des stations météorologiques disponibles
dans la ZQA en fonction de l'adresse de résidence des participants. Ce sont des modéles

validés qui permettent des mesures d'exposition individuelles d’'une fagon précise.

Evaluer les effets de deux des facteurs environnementaux analysés dans la présente
étude a l'aide de fenétres d’exposition ; permet de disposer d'informations relatives a
l'influence des polluants de l'air ainsi qu'a la température ambiante aux différents stades

de la spermatogenése.
Cependant, il existe des limitations :

e L'étude peut présenter un biais de sélection dans la population étudiée. D'une part,
la cohorte SEMAP est constituée d'hommes appartenant a des couples ayant
fréquenté une clinique de procréation médicalement assistée, et d'autre part, I'étude
de linfluence de la température ambiante sur la qualité spermatique a été réalisée
chez des hommes sélectionnés pour étre des potentiels donneurs de sperme. Les
deux cohortes ne sont pas représentatives de la population masculine générale.

e Du point de vue pré analytigue, certaines informations concernant certaines
covariables liees au mode de vie, et des renseignements sur lactivité
professionnelle ou économique des participants, entre autres, ont été obtenues par
auto-déclaration a partir du questionnaire de recrutement, ce qui peut conduire a
des incohérences dans la collecte de ces données, affectant I'analyse finale.

e Finalement, la taille de I'échantillon peut ne pas étre suffisante pour détecter un lien

entre les facteurs environnementaux et la qualité spermatique.
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5.3 Conclusion

La qualité spermatigue est un sujet de recherche de grande actualité puisqu'elle entraine
des répercussions sur la santé reproductive. Dans cette étude et pour ces deux cohortes
spécifiques, un impact négatif sur la qualité spermatique associé a l'exposition a des
facteurs environnementaux a été trouvé ; en particulier, sur la motilité progressive et sur le
volume séminal et la fragmentation de I'ADN associés a l'exposition aux polluants
atmosphériques et sur la concentration de spermatozoides et la motilité progressive
associée a l'exposition a des températures élevées. L'ubiquité de ces deux expositions
environnementales rend nécessaire la mise en place a la fois de politiques publiques
permettant un contrdle plus globalisé des émissions de polluants atmosphériques, ainsi
gu'un engagement plus important dans la lutte pour réduire le risque d'augmentation de la

température ambiante.

5.4 Perspectives

A court terme, il est prévu d’étudier les effets des expositions professionnelles sur la

gualité spermatique.

L'étude des effets de nouvelles variables d'exposition, telles que I'exposition aux
rayonnements non ionisants, les contaminants dans l'eau potable, le stress, etc. est aussi
envisagée et peut fournir de nouvelles évidences sur des facteurs environnementaux

pouvant avoir un effet délétére sur la qualité spermatique.

Sur le long terme, le développement de nouvelles techniques d'estimation plus fines des
polluants de l'air, incluant au cours des transports, ainsi que des technologies avancées
associés aux analyses du sperme du point de vue de la protéomique et de la génomique,
peuvent fournir des données plus précises pour de futures études dans des cohortes plus

représentatives de la population masculine générale.

Finalement, la mise en ceuvre de meilleures méthodes de collecte de données associées
au mode de vie des participants, en envisageant [|'utilisation d'entretiens en face a face ou
de questionnaires entierement standardisés a choix multiples, pour éviter a la fois le

manque de données fournies sur ces aspects avec biais d'information.

La continuité de ces études doit étre envisagée en tenant compte du fait qu'il reste des

aspects concernant la relation entre les expositions aux facteurs environnementaux et la
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gualité spermatique qui doivent étre clarifiés afin de garantir une meilleure qualité de la

santé reproductive chez les hommes en age de procréer.
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ANNEXE 1. DOCUMENT INFORMATIF DESTINE AUX PATIENTS SUR LE
PROJET

IMPACTO DE LOS FACTORES AMBIENTALES EN LA CALIDAD
ESPERMATICA DE VARONES DEL AREA METROPOLITANA DE BARCELONA
(SEMAP)

Investigadores responsables: Dra. Bénédicte Jacquemin, Dr. M. A. Checa y Dr. M.

Brassesco

HOJA DE INFORMACION PARA EL PARTICIPANTE

Ante todo, queremos agradecerle su participacion en el proyecto SEMAP (Air Polution and
SEMen quality).

Se sabe que la calidad del semen tiene un impacto directo sobre la tasa de embarazo. A
peor calidad seminal, menos probabilidad de conseguir un embarazo. Varias exposiciones
ambientales se han asociado a una disminucion de la calidad seminal como son: el
tabaquismo, la dieta, el uso de telefonia movil, la temperatura, etc. Una de estas
exposiciones ambientales que podria influir es la contaminacion atmosférica, vy
principalmente la proveniente del trafico.

El presente estudio pretende analizar el efecto de la exposicion aguda a estos
contaminantes

atmosféricos sobre la calidad del semen, y para ello necesitamos de su ayuda. Este
estudio incluye a varones del area metropolitana de Barcelona, que acuden a este centro
de infertiidad y que quieran participar independientemente de la causa de infertilidad.
Intentamos asi tener una amplia variedad de calidad de sémenes y poder medir mejor el
impacto de la contaminacion.

Este proyecto es un estudio que se coordina desde el CREAL (Centre de Recerca en
Epidemiologia ambiental) que es un centre de investigacion de renombre internacional, y
donde patrticipan pacientes del Hospital del Mar y del centro CIRH (Centro de Infertilidad y
Reproduccion Humana) en Barcelona. Todos los analisis de semen se realizaran en el
centro CIRH.
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PROTOCOLO DEL ESTUDIO

La participacion a este estudio es totalmente voluntaria y anénima.

Si usted acepta la participacion a este estudio se le pedira:

- que cumplimente un cuestionario detallado sobre estilos de vida, habitos dietéticos y de
consumo, y actividad fisica,

- que nos facilite la direccion de su domicilio, asi como la de su centro de trabajo para
cuantificar su exposicion personal a determinados contaminantes atmosféricos,

- que nos autorice a recopilar los datos de los pardmetros seminales y % de
fragmentacion del ADN de dos muestras de semen recogidas en un intervalo de tiempo
como minimo de 30 dias. Se pueden aprovechar las muestras necesarias para el
diagnaéstico clinico que pueda necesitar o0 la muestra que entregue para el tratamiento que
necesite. El coste de los andlisis adicionales que sean necesarios correra a cargo de
CIRH.

Todos los datos derivados del cuestionario, asi como del analisis de las muestras semen
seran tratados de forma totalmente confidencial y andénima. Todos los datos seran
tratados de forma encriptada, donde nunca aparecera el nombre del paciente.

El semen se analizara en el momento en que entregue la muestra en el centro CIRH,
pudiendo disponer del resultado de las pruebas que se realicen.

PASOS A SEGUIR

Una vez acepte participar en el estudio:

- se le citard en el CIRH a un horario que le convenga con un investigador del centro
CIRH para que entregue la primera muestra (si ya disponemos de esa informacion no
sera necesario repetir el analisis)

- se le pedir& firmar el consentimiento informado

- se le entregara un cuestionario de exposicion ambiental que podra rellenar y entregar en
la siguiente visita.

PREGUNTAS HABITUALES

¢CUANTO TIEMPO DURA LA CITA?

El cuestionario se cumplimenta en aproximadamente 20 minutos, pero podra hacerlo en
casa Yy traerlo en la siguiente visita, o cuando entregue la segunda muestra de semen.
¢RECIBIRE ALGUN BENEFICIO POR PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Es poco probable que a corto plazo obtenga otros beneficios médicos directos que los

derivados de los resultados del seminograma. Sin embargo, esperamos que la
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informacion que se obtenga como resultado de este estudio beneficie en el futuro la
comprension de las causas de infertilidad.

cHAY ALGUN RIESGO POR PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

No hay ningun riesgo asociado, ya que se podran aprovechar las muestras de semen
necesarias para los estudios diagndsticos previos, o para el tratamiento que su médico le

indique.

¢SE MANTENDRA LA CONFIDENCIALIDAD?

Los datos estaran protegidos de acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de datos*. El
uso que se haga de la informacion obtenida sera confidencial. Por lo tanto, la identidad del
participante sera siempre preservada. lgualmente, los datos obtenidos sélo podran ser
publicados de forma andnima, de forma agregada y no individual.

¢CUALES SON LOS COSTES?

Su participacién en este estudio no representara ningun coste para usted. Usted no
recibird ninguna remuneracioén por participar en el estudio.

¢ CUALES SON LOS DERECHOS COMO PARTICIPANTE?

La participacion en el estudio es voluntaria. Usted puede escoger no participar o puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El no participar o retirarse del estudio no
representara ninguna penalidad o pérdida de beneficios a los que tiene derecho.

¢A QUIEN DEBO LLAMAR SI TENGO UNA PREGUNTA O UN PROBLEMA?

Para preguntar acerca del estudio o por aspectos relacionados con la investigacion
comuniquese con Rafael Lafuente o Gemma Lopez en el centro CIRH, teléfono: 93 206
36 96 6 al email: rlafuente@cirh.es

* INFORMACION ESPECIFICA SOBRE PROTECCION DE DATOS:

En virtud de los articulos 4, 5y 6 de la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, la
Fundaci6 CREAL pone en su conocimiento que dispone de un fichero con datos de
caracter personal denominado Investigacion. La finalidad del fichero es desarrollar la
investigacion epidemiologica avanzada sobre factores ambientales que afectan a la salud
humana,

para facilitar la prevencion y el control de sus efectos perjudiciales. Los destinatarios de la
informacion son el Grupo de Investigacion encargado del estudio, y también los
estamentos oficiales publicos o privados que, por obligacion legal o necesidad material,
deban acceder a los datos a efectos del correcto desarrollo del proyecto investigacion, de

acuerdo con
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las buenas précticas cientificas. En cualquier caso, usted tiene derecho a ejercer los
derechos de oposicion, acceso, rectificacion y cancelacion en el ambito reconocido por la
Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre.

El responsable del fichero es la Fundacion CREAL. Para ejercitar los derechos
mencionados, y para cualquier aclaracion, puede dirigirse por escrito mediante instancia
dirigida a la Direccion de la Fundacion en su domicilio sito en la calle Doctor Aiguader,
88, 08003 Barcelona.
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ANNEXE 2. CONSENTEMENT A PARTICIPER A L'ETUDE

ID participante:
Hoja de consentimiento para participantes mayores de edad en un

proyecto de investigacion biomédica

Contaminacion atmosférica y calidad seminal (SEMAP)

Yo, ,plenay libremente, acepto participar en el
estudio SEMAP.

Entiendo y comprendo que los objetivos de este estudio son para incrementar el conocimiento médico. Advierto

que puedo renunciar a mi consentimiento en cualquier momento durante la realizacién de las pruebas, sin verme
obligado ajustificar las razones al CREAL. Sé que no padeceré ninglin inconveniente por participar o dejar de
participar en el estudio.
Doy fe que el proposito de este estudio, los riesgos de las pruebas, y la naturaleza y propdsito de las mismas me ha
sido completamente explicados por: y que he tenido oportunidad de discutir este

asunto con él/ella. También he recibido lainformacién para el paciente del estudio.

Entiendo que por el hecho de participar en este estudio no se derivaran beneficios directos para mi persona, sino
parala comunidad cientifica y la sociedad. Los datos obtenidos con estas exploraciones seran totalmente
confidenciales.

1. Confirmo que he leido y entendido este documento, y que he tenido la oportunidad de hacer todas las
preguntas que Crefa NECESArIAS. ........cocovveverernieverermneriercnerenneiersseennseeninennnneennn Sl NO
2. Entiendo que mi participacion es voluntaria y que soy libre de retirarme en cualquier
momento, sin dar explicaciones, sin consecuencias legales o en la atencién médica.......... SINO

3. Estoy de acuerdo en participar en las siguientes partes del estudio:

Entrevista personal.........ccccccoceveceiniiiccccceecceeeeeeee. .. SINO
Recogidade muestra de semen.........ccccceurernienn SINO
Recogida de muestra de orina.........cccccevevevrvverreeenn.. SINO
Recogidade muestra de sangre.........ccccccoevevvvene... SINO

4. En el caso de producirse resultados que pudieran ser ciertamente relevantes para mi o mi familia deseo que se

me comuniquen estos datos.........ccceevvieieieerie s SINO

5. Estoy de acuerdo en que se me contacte posteriormente por correo postal o teléfono en caso de que se hagaun
seguimiento delos participantes...........cccccececeveeevrvrmsscnee. SINO

Nombrey Apellidos del participante Fecha Firma

Rafael Lafuente/Anna Delgado Fecha Firma

Si tiene alguna pregunta sobre el estudio, por favor contacte con la Dra. Bénédicte Jacquemin
en el nimero de teléfono 93 214 73 59 o al email bjacquemin@creal.cat.

Apreciamos sinceramente su cooperacion en este proyecto de investigacion. Este
protocolo ha sido revisadoy aprobado por el Comité Eticode Investigacion Clinicadel Parc
de Salut MAR (CEIC — PS-MAR).
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ANNEXE 3: QUESTIONNAIRE SUR L'EXPOSITION
ENVIRONNEMENTALE

CUESTIONARIO EXPOSICION AMBIENTAL

Titulo del estudio: Impacto de los factores ambientales en la calidad
espermatica en varones residentes en el area metropolitana de Barcelona

(Air Polution and SEMen quality, SEMAP)

Investigadores responsables: Dra. Bénédicte Jacquemin, Dr. M. A. Checa y Dr. M.
Brassesco

Centros participantes

Centro de Investigacion en Epidemiologia Ambiental (CREAL)

Hospital del Mar — Parc de Salut Mar de Barcelona

Centro de Infertilidad y Reproduccion Humana (CIRH)

INFORMACION

Debera dedicar unos 20 minutos para rellenar este cuestionario. Procure informar lo

mas detalladamente posible cada parte del cuestionario para que tenga mayor validez.

Puede entregar el cuestionario cumplimentado:
- en la siguiente visita al centro CIRH,

- através de email a la atencion de Rafael Lafuente (rlafuente@cirh.es)

- através de FAX: 93 280 08 71 (a la atencién de Rafael Lafuente)

Todos los datos derivados del cuestionario, asi como los resultados de los andlisis de las
muestras semen, seran tratados de forma totalmente confidencial y anénima. Los datos
seran tratados de forma encriptada, y nunca aparecera los datos personales en los

resultados del estudio.

Para cualquier duda o consulta puede contactar con:
Rafael Lafuente / GemmaLo6pez

Laboratorio de Andrologia

CIRH-Clinica Corachan

93 206 36 96
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rlafuente@cirh.es
DATOS PERSONALES HC:

(Esta informacion es confidencial y sera tratada de manera independiente respecto al
resto de datos)

CENTRO: CIRH [] Hospital del Mar []
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0. DIRECCION DOMICILIARIA Y LABORAL

(Esta informacion es confidencial y sera tratada de manera independiente respecto al
resto de datos)

Al. ¢Cuales son los datos de su residencia actual?

CALLE: o e e e e No............
PISO...........
MUNICIPIO/PIOVINCIA ... ettt e e e et et e et e e e ee e e e e e CP i,

A2. ¢ Cuanto tiempo hace que vive en su domicilioactual? N°afios |___ || N°meses|___ | |

> A2a. Sillevamenos de 1 afio, podria indicarnos la direccion de su domicilio anterior?

AL o e e e e e NO......oees
PISO...........
MUNICIPIO/PIOVINCIA ...\ uit ittt e e e ettt e e et e ens CP ...

A3. ¢Padria facilitarnos la direccion de su centro de trabajo?

CALLE: o e e e NO............
PISO...........
Municipio/Provincia ...................... CP .,

En caso de trabajo itinerante, indique en qué arealodesarrolla ................ccooeiiiiiii i,
1. DATOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

A1. ;Cual es su fecha de nacimiento? (Dia/Mes/Afio) I Edad.............
Altura:................... Pesoi.....cooiiniit.
A2. ¢,Dénde nacio usted? (Municipio, Pais)

A3. ¢ A qué etnia o raza considera usted que pertenece?

[] Blanca/Caucésica [ ] Amerindia
[] Gitana [] Asiatica
[] Negra [] Magrebi
[] Otra .............
A4. ¢ Cudl es su estado civil?
[ ] Soltero [ ] Casado oen pareja
[] Viudo [] Separado
[] Otros ........coooeveeeeeeien,
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A5. ¢, Cual es el nivel mas alto de estudios que ha completado?

[] Sin estudios [ ] Estudios primarios

[ ] Formacion profesional (FP o similar) [ ] Bachillerato/BUP/COU

[ ] Diplomatura/Licenciatura/Grado [ ] Mastery posgrado

[] Doctorado [] Otros......cccovvvvineeeee,
2. OCUPACION

B1. ¢En relacién a su situacion laboral actual, cual le definiria mejor? (Puede sefialar mas de una opcion)

Trabajo tiempo completo
Trabajo a tiempo parcial
Paro

Jubilado

Estudiante

NN

[Saltar a la seccién siguiente 'HISTORIA DE CONSUMOQO'’ en caso de no haber trabajado durante el dltimo afio]
B2. ¢En relacion al trabajo actual y/o trabajos anteriores realizados durante el ltimo afio, podria indicarnos:

Periodo de contrato  Tiempo trabajado en la empresa (inicio y finalizacion del contrato)

Actividad de la empresa ¢A gué se dedica la empresa?

Puesto de trabajo ¢, Qué puesto de trabajo ocupa el trabajador en la empresa?

Tareas ¢, Qué tareas desempefia el trabajador en su trabajo?

Exposiciones ¢El trabajador esta expuesto en su trabajo a temperaturas extremas o sustancias
quimicas

(herbicidas, pesticidas, insecticidas...)? Por favor, indique el tipo de exposicion

Periodo de Actividad de la Puesto de Tareas Exposiciones
contrato empresa trabajo
(mes/Afo)
Desde ....... [,
Hasta ....... [o....
Desde ....... [,
Hasta ....... [,
Desde ....... [,
Hasta ....... [,
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3. HISTORIA DE CONSUMO

C1. ¢ Como definiria su relacion con el habito tabaquico?

[ ] Fumador actual [Ir a la pregunta C2]

[] Exfumador [Ir ala pregunta C5]

[] He fumado en alguna ocasion [Ir a la pregunta C9]
[ ] Nunca he fumado [Ir ala pregunta C9]

FUMADORES ACTUALES: En referencia a su consumo de tabaco actual:

C2. ¢Con qué edad inicié su consumo de tabaco? || | afios.

C3. ¢Qué tipo de tabaco consume habitualmente?

[] Tabaco rubio

[] Tabaco negro

[] Tabaco rubio y negro
[] No sabe

C4. ¢Sefale el nimero de cigarrillos/puros/pipas que fuma habitualmente? (Indique la cantidad y SUBRAYE

‘dia’ o ‘semana’ segun sila cantidad hace referencia al dia o0 a la semana. Puede sefialar mas de una opcion)

[ ] Tabaco en cajetilla: |__|__| cigarrillos al dia / semana
[] Tabaco de liar normal: |__|__| cigarrillos al dia / semana
[] Tabaco de liar sin aditivos: |__|__| cigarrillos al dia / semana
[] Puro |__|__| puros al dia/semana
[] Tabaco de pipa |___|__| pipas al dia/semana

[Ir a la pregunta C9]

EXFUMADORES: En referenciaa su consumo de tabaco que tenia:

C5. ¢Con qué edad inici6 su consumo de tabaco? |___|___ | afios.

C6. ¢Con qué edad ces6 su consumo de tabaco? |___| | afos.

C7. ¢ Qué tipo de tabaco consumia habitualmente?

[] Tabaco rubio

[] Tabaco negro

[] Tabaco rubioy negro
[ ] No sabe

C8. ¢Cuanto fumaba habitualmente? (indique la cantidad y SUBRAYE ‘dia’ o ‘semana’ segun si la cantidad hace
referencia al dia o a la semana. Puede sefialar mas de una opcion)
| cigarrillos al dia / semana

| cigarrillos al dia / semana
| cigarrillos al dia / semana

[] Tabaco en cajetilla: |
[ ] Tabaco de liar normal: |
[ ] Tabaco de liar sin aditivos: |

108



[] Puro || | puros al dia/semana
[] Tabaco de pipa ||| pipas al dia/semana
TABAQUISMO PASIVO: En referenciaal tabaquismo en su domicilio:

C9. ¢Alguna de las personas que vive con usted fuma en el domicilio?

L[] Si

> coa. Indique el consumo: |___|___| cigarrillos al dia / semana
(SUBRAYE ‘dia’ o ‘semana’ segtn si el consumo hace referencia al dia o a la semana)

[ ] No, no se fuma en mi domicilio

C10. ¢ Tiene en ocasiones personas de visita que fumen en su domicilio?
[] Si

> c10a. Indique cuantas personas que vienen a su domicilio fuman: |___| | personas
al mes

[ ] No

OTROS TIPOS DE CONSUMO

C11. ¢Durante una semana normal, ¢cuantos vasos, copas 0 consumiciones acostumbra a tomar? (Marcar

el consumo entre semana y fin de semana. En caso de consumo ocasional especificar el consumo mensual)

Entre semana Fin de semana Al mes

[] Cerveza

[] Vino ocava

[ ] Licores, cofiac

[ ] Whisky, ginebra, ron, vodka

C12. ¢ Ha utilizado algun tipo de droga durante el Ultimo mes? (Incluye marihuana, hachis, cocaina, anfetaminas,
MDMA...)

[] Si

> c12a.Por favor especifique qué sustanciay la frecuencia:

a. ettt ||| veces al mes

vl | vecesal mes

[ ] No

4. HISTORIA RESIDENCIAL, CONSUMO Y USO DE AGUA

Vivienda
D1. ¢ Cémo describiriasu vivienda?

[] Piso/ apartamento (edificio) [Ir a pregunta D2]

[] Casa unifamiliar aislada [Ir a pregunta D3]

[] Casa unifamiliar pareada o adosada [Ir a pregunta D3]
[] Otros ........coooveeeieeeiin.

D2. En casode piso o apartamento, en qué planta vive contando con entresuelo? |___| | planta.
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[Ir a la pregunta D4]

D3. En casode casaaislada o apareada, en qué planta se encuentra el dormitorio? || | planta.
D4. ¢ Cuantos metros cuadrados tiene su domicilio sincontar jardin? || | | m2
D5. ¢ Cuantas personas viven en su domicilio contando con usted? |___ | | personas.

D6. ¢ El dormitorio de su domicilio tiene ventana exterior?

] si
[] No

D7. ¢Se han realizado obras en su domicilio durante los Ultimos 6 meses?

] si
[ ] No

Aire acondicionado / Calefaccién

D8. ¢ Dispone de aire acondicionado?

[] si
[ ] No

D9. ¢ Dispone de calefaccion central?

[] si

> Doa. Especifique tipo de calefaccion central y la cobertura en su domicilio

Salén-comedor Dormitorio  Resto habitaciones

Gas natural ] L] L]
Eléctrico ] ] ]
OtrOS ..o ] L] L]

[ ] No
Agua

D10. Indique la cantidad de agua bebe al dia (SUBRAYE ‘vasos’ o fitros’ segun corresponda): |___|

vasos/litros

D11. ¢Cudl es la procedencia del agua de grifo de su domicilio?

[] Agua de lared municipal
[] Otros .....ooovvvvieeeei

D12. ¢Cual es la procedencia del agua que bebe en casa? (indique la mas habitual)
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[] Agua de grifo
> D12a. Utiliza algun filtro?

[] Si.Quémarca? ..........ccc....cc.....

[] No
[] Agua embotellada
[] Otrotipo ....ccvvvvveeeeeeeennnn,

D13. ¢Cual es la procedencia del agua que utiliza fuera de casa? (indique la mas habitual)
[] Agua de grifo
> D13a. Utiliza algun filtro?

[] Si.Quémarca? .................cccccn....

[] No
[] Agua embotellada
[] Otrotipo ..cccevvvveeeeeeeeenn.

D14. ¢Cudl es la procedencia del agua que utiliza para cocinar? (indique la mas habitual)

[] Agua de grifo
> Di4a. Utiliza algun filtro?

[] Si.Quémarca? ..................ccco.....

[] No
[] Agua embotellada
[] Otrotipo ....cccvvvvveeeeeeeennne,

D15. ¢ Como se asea habitualmente, y con qué frecuenciaa la semana? (Puede marcar ambas opciones)

[] Duchas:|__ | | alasemana/mes
[] Bafios: |__|_ | alasemana/mes

D16. ¢ Se bafia en piscinas publicas o privadas?

[] Si

> Di6a. ¢ Qué tipo de piscina y qué se utiliza como desinfectante? (Puede sefialar ambas

columnas)
Publica Privada
Nada ] ]
Cloro ] []
Ozono ] []
(@)1 (o TR ] []
No sabe ] ]

[] No, nunca o casi nunca me bafio en piscinas

D17. ¢Cuantas veces al mes se bafia en una piscina?|___ | | veces al mes

D18. ¢ Utiliza saunas o bafios calientes?|__ | | veces al mes
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Cocina

D19. ¢Qué tipo de cocina utiliza?

[] Gas natural
[ ] Eléctrica
[] Otras ............ccoeee..

D20. ¢ Utiliza el extractor de humo cuando cocina?

] Si
[ ] No
Limpieza
D21. ¢ Con qué frecuenciase limpia su domicilio?
[ ] Menos de una vez por semana
[] Una vez por semana
[] Mas de una vez por semana

D22. ¢ Utiliza alguno de los siguientes productos para la limpieza al menos una vez por semana?

No No sabe
Lejia
Amoniaco
Salfuméan
Spray Madera
Limpiacristales
Spray hornos
Perfumes

I I
Oododgg
Ooododgg

D23. ¢ Habitualmente realiza usted la limpieza de su domicilio?

] si
[ ] No

D24. ¢ Les ayuda alguien en la limpieza del domicilio?

[] Si, mucho
[] Si, poco
[] Si, suficiente

[ ] No

D25. ¢ Usa guantes cuando lava los platos?

[] Si, siempre
[] Ocasionalmente
[ ] Nunca uso guantes
No, no lavo los platos a mano
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5. EXPOSICION A CONTAMINANTES

E1. Indique cudl de los siguientes productos ha utilizado durante el dltimo afio. ¢Con qué frecuencia?

(Senale el producto que utiliza, y SUBRAYE ‘al dia’ 0 a la semana’ o ‘al mes” segun si el uso hace referencia al dia,

semana o mes)

Colonia

Desodorante roll-on
Desodorante en spray

OOOdoooon

Lavado de cabello (champu, suavizante)
Moldeado de cabello (laca, gomina, espuma)
Lociones para cara (crema hidratante, after-shave)
Crema hidratante para el cuerpo

Otro tipo de cremasy lociones para el cuerpo
Crema hidratante para manos o pies

| |__| aldia/semana/ mes
||| aldia/semana/ mes
||| aldia/semana/ mes
| |__| aldia/semana/ mes

| al dia/semana/ mes

||| aldia/semana/ mes
| |__| aldia/semana/ mes
| |__| aldia/semana/ mes
|| aldia/semana/mes

E2. ¢Usainsecticidas o repelentes para mosquitos, cucarachas y/o hormigas?

[] s

> E3a ¢ Podria especificar el producto, qué zona del domicilio abarcay la frecuencia de uso?

(Puede sefialar mas de una opcién)

Spray
semana/mes

Dispositivo enchufe (Pastilla/liquido)

semana/mes
Locion repelente

semana/mes

semana/mes

[] No

Dormitorio Toda lacasa Cuantas veces

[

[l
[l
[l

[]

E3. ¢ Utiliza el teléfono movil de formaregular?

[] sSi
[] No

E4. ¢ Cuantos minutos de media emite o recibe llamadas? |___|

]

[
[
[

]

|| a

[ a

1| a

I a

[ a

|__| aldia/ala semana.

(SUBRAYE ‘l dia’ 0 ‘a la semana’ segtn si se refiere al numero de minutos al dia o a la semana)

E5. ¢ Qué modelo de teléfono tiene?



E6. ¢ Tiene activada la conexién a internet?

[] Si

> E7a. ¢, Qué tipo de conexion a internet tiene?

[] Internet 2G
[] Internet 3G
[] Internet 4G
[] Otro...ccovvvveeeeeeee,

[] No dispongo de conexién a internet / No tengo internet activado

E7. ¢ D6nde guarda habitualmente el teléfono maévil cuando NO lo usa?

[ ] Bolsillosuperior de la chaqueta o camisa
[] Bolsillodelantero del pantalén

[] Bolsillotrasero del pantalon

[] Bolsoo mochila

E8. ¢ Dbnde tiene habitualmente el teléfono mévil cuando lo esta utilizando?

] Enlamano
[] Utilizo auriculares bluetooth / manos libres

> Ega. Indique donde lo guarda mientras lo utiliza:
[] Bolsillosuperior de la chagueta o camisa
[] Bolsillodelantero del pantalon

[] Bolsillotrasero del pantalon
[] Bolsoo mochila

6. ACTIVIDAD FISICA Y TRANSPORTE

Actividad fisica VIGOROSA  Aguel ejercicio que requiere gran esfuerzo, provoca una respiracion rapida y
un
incremento sustancial de la frecuencia cardiaca. Incluye squash, correr,
hacer pesas, natacion, ciclismo rapido, deportes de competicion.

Actividad fisicaMODERADA  Aquel gjercicio que acelera de forma perceptible el ritmo cardiaco. Incluye
carpinteria, aerobic, jogging, natacion (no de competicion), basquet, tenis
etc.

F1. ¢Cuantas veces por semana realiza actividad fisicavigorosa?

[] Nunca
[]]__|__|vecesalasemana.
> F1a. ;Cuanto tiempo destina? []1_|__| minutos al dia
(] 1__|__| horas al dia
[ ] No sabe
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F2. ¢ Cuantas veces por semana realiza actividad fisica moderada?

[ ] Nunca
] |__|__| vecesalasemana.
5 F2a. ¢Cuanto tiempo destina? ] |__|__| minutos al dia
[J|__|__| horas al dia
[ ] No sabe

F3. ¢ Cuanto tiempo dedica a caminar? (Incluye trabajo y casa, como transporte, deporte o placer)

[ ] Nunca
[] |__|__| vecesa lasemana.
'S F3a. ¢Cuanto tiempo destina?  [] |__|__| minutos al dia
[J|__|_| horas al dia
[] No sabe

F4. ¢Cuanto tiempo dedica a estar sentado en dias laborables? (Incluye en el trabajo, en casa, mirando la TV,

leyendo, etc.)

] minutos al dia
] horas al dia
[ ] No sabe

F5. ¢ Cuanto tiempo pasa en los siguientes sitios? (Horas / minutos al dia)

Dias Fin de No sabe
laborables semana
Encasa . loo..... .. /l....... L]
En el trabgjo . loo..... .. [...... L]
Espacios publicos cerrados (centro ... Loiee [ L]
comercial...)
Al aire libre (parque, calle) ... [ [oi... ]
Medio de transporte .. loocieo /[....... ]
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F6. ¢ Cuanto tiempo pasa en los distintos medios de transporte al dia? (Horas / minutos al dia)

Dias Fin de No sabe No lo utiliza
laborables semana
Apie . [ [ooi... ] ]
En bicicleta ... Lviirs [, Il U]
Enciclomotor ... [ [, ] L]
Cocheotaxi ... [ [, ] L]
Bus otranvia ... [oi [, [] []
Trenometro ... [or [, [] []

7. HABITOS DIETETICOS

G1. ¢ Come productos biologicos, ecolégicos uorganicos? Con qué frecuencia?

Nunca o 1 vez al mes
1-3 veces al mes

1 vez por semana

Varias veces por semana
Cada dia

Qooon

G2. ¢ Toma algun suplemento vitaminico de forma regular?

No

Vitamina C

Vitamina E

(3-caroteno

Complejo multivitaminico. ¢Qué marca? ...........................

Qooon

116



G3. Por favor especifique la frecuencia de consumo para cada grupo de alimentos:

) Nunca 1-3 veces 1vez 2-4 veces | 5-6 veces 1vez 2-3veces | 4 0mas
Alimento <1 mes al mes semana semana semana al dia al dia al dia

Legumbres (guisantes, garbanzos, lentejas) | 1 porcién
Verduras de hoja verde y hoja tipo col 1 porcién
(lechuga, brécoli, endivias, espinacas...)
Otras verduras 1 porcion
Carne roja, salchicha, carnes frias, | 1 porcion
embutidos
(puerco, vaca, ternera, cordero, salami)
Carne blanca (pollo, conejo) 1 porcién
Pescado azul (atun, sardina, salmon...) 1 porcion
Otros pescados (bacalao, lenguado, | 1 porcion
rape...)
Productos lacteos (queso, leche, yogurts...) | 1 porcién
Citricos y frutos del bosque 1 pieza
(naranja, limoén, Kiwi, fresa, freson...) porcion
Otras frutas 1 pieza

porcion
Productos integrales (de grano entero) 1 porcién
Aceite de oliva 1

cucharada
Nueces o frutos secos 1 porcion
(almendras, avellana, cacahuetes,
pasas...)
Zumos (envasados y naturales) 1 vaso
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Comida enlatada 1 lata

Bebidas y soda enlatada 1 lata

Vino tinto 1 copa

FIN DEL CUESTIONARIO

GRACIAS POR SU COLABORACION EN ESTE ESTUDIO
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Facteurs environnementaux et qualité séminale

Mots clés : Qualité séminal, Pollution de l'air, Fertilité masculine, Température ambiante,

Analyse de sperme

Résumé : Actuellement les problemes de
fertilité touchent jusqu'a 15% de la population en
age de procréer dans les pays occidentaux et la
gualité séminale a diminué ces derniéres
années. L’augmentation des  problémes
d'infertilité masculine suggére un rbdle important
des facteurs environnementaux. L'objectif
principal de cette thése doctorale est d'évaluer
s'il existe une association entre certains facteurs
environnementaux et la qualité séminale. Dans
un premier temps nous avons évalué les effets
de l'exposition aux NO2, NOx, et aux matieres
particulaires, pour différentes fenétres
d'exposition sur la qualité séminale dans une
cohorte dhommes issus de couples ayant
consulté un centre de Procréation Médicalement
Assistée entre 2014 et 2018 a Barcelone.

Environmental factors and seminal quality

Les résultats de cette analyse ont montré une
diminution de la motilité progressive associée a
I'exposition aux PM1o, une diminution du volume
séminal et une augmentation de Ia
fragmentation de I'ADN associée a I'exposition
aux PMzs.

Dans une deuxiéme étude, I'objectif consistait a
évaluer les effets de la température ambiante
sur la qualit¢ séminale d’individus sains de
moins de 30 ans, qui se sont présentés
volontairement dans un centre de procréation
médicalement assistée comme candidats au
don de sperme entre les 2007 et 2012. Nos
résultats montrent que l'augmentation de la
température ambiante était significativement
associée a une diminution de la concentration
spermatique et de la motilité progressive. Ces
résultats encouragent I'élaboration de
stratégies de  contrdle des facteurs
environnementaux en vue de promouvoir une
meilleure Santé reproductive masculine.

Keywords : Seminal quality, Air pollution, Male fertility, Ambient temperature, Semen analysis

Abstract : Currently fertility problems affect up
to 15% of the population of reproductive age in
Western countries and seminal quality has
declined in recent years. Male infertility problems
have increased in the last decades, suggesting
an important role of environmental factors. The
main objective of this doctoral thesis is to assess
whether there is an association between several
environmental factors and seminal quality. First,
we evaluated the effects of exposure to NOz2,
NOx, and particulate matter, for different
exposure windows on seminal quality in a cohort
of men from couples who consulted a center for
Assisted Reproduction between 2014 and 2018
in Barcelona.

The results of this analysis showed a decrease
in progressive motility associated with PMio
exposure, a decrease in seminal volume and an
increase in DNA fragmentation associated with
PM2s exposure. In a second study, the objective
was to assess the effects of ambient
temperature on the seminal quality of healthy
individuals under the age of 30, who attended a
medically assisted procreation center as
candidates for sperm donation between 2007
and 2012. Our results show that the increase in
ambient  temperature  was  significantly
associated with a decrease in sperm
concentration and progressive motility. These
results encourage the development of
strategies to control environmental factors in
order to promote a better quality of male
reproductive health.



