VIRTUS IMPAVIDA
v vy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

FILIPE TENORIO LIRA NETO

INVESTIGACAO DA VARICOCELE ATRAVES DE ANALISE METABONOMICA
BASEADA NA ESPECTROSCOPIA DE RMN DE HIDROGENIO DE SORO DE
SEMEN - ESTUDO PILOTO

Recife
2019



FILIPE TENORIO LIRA NETO

INVESTIGACAO DA VARICOCELE ATRAVES DE ANALISE METABONOMICA
BASEADA NA ESPECTROSCOPIA DE RMN DE HIDROGENIO DE SORO DE
SEMEN - ESTUDO PILOTO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Cirurgia do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Cirurgia.

Area de Concentracdo: Cirurgia Clinica e
Experimental

Orientador: Prof. Dr. Salvador Vilar Correia Lima

Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Oliveira da Silva

Recife
2019



Catalogacédo na Fonte
Bibliotecaria: Monica Uchbéa, CRB4 1010

L768i

Lira Neto, Filipe Tenério.

Investigacdo da varicocele através de andlise metabondmica
baseada na espectroscopia de RMN de hidrogénio de soro de sémen -
estudo piloto / Filipe Tendrio Lira Neto. — 2019.

70 f.:il.; tab.; 30 cm.

Orientador: Salvador Vilar Correia Lima.

Dissertagcdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco,
CCS. Programa de Pés-Graduacéo em Cirurgia. Recife, 2019.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Infertilidade masculina. 2. Sémen. 3. Metabolébmica. 4.
Espectroscopia de ressonancia nuclear magnética. 5. Andlise
discriminante. I. Lima, Salvador Vilar Correia (Orientador). II. Titulo.

617.91 CDD (20.ed.) UFPE (CCS 2020-153)




FILIPE TENORIO LIRA NETO

INVESTIGACAO DA VARICOCELE ATRAVES DE ANALISE METABONOMICA
BASEADA NA ESPECTROSCOPIA DE RMN DE HIDROGENIO DE SORO DE
SEMEN - ESTUDO PILOTO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Cirurgia do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Cirurgia.

Aprovada em: 21/02/2019.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Salvador Vilar Correia Lima (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Geraldo de Aguiar Cavalcanti (Examinador Interno)
Universidade Federal de Pernambuco

Profd. Dr?. Beate Saegesser Santos (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco



Aos meus pais Luis Jorge e Raquel, pelo amor, pelos valores ensinados, e pelo apoio
prestado em todas as fases da minha formagc&o profissional; A minha esposa e companheira
Camilla, pelo amor, apoio, dedicacdo e compreensédo incondicionais; A meu filho Filipe, que
me traz alegria e amor desde o seu nascimento; Aos demais familiares e amigos,

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Dr. Salvador Vilar Correia Lima, referéncia em ensino e pesquisa, pela

orientacdo dessa dissertacao;

Ao Professor Dr. Ricardo Oliveira de Souza, por todo o apoio durante o planejamento e

execucdo do projeto;

Ao Professor Dr. Leslie Clifford Noronha Araudjo, pela idealizacdo do projeto e

incentivo para seu desenvolvimento;

Ao Mestre Ronmilson Alves Marques, pela colaboracgéo e dedicacéo ao projeto;

Ao corpo clinico, professores e residentes do Servico de Urologia do Instituto de

Medicina Integral Prof. Fernando Figueira, pela compreensédo e apoio profissional;

A todos os participantes do projeto, pela confianga depositada em mim ao embarcarem

voluntariamente nesta pesquisa.



“Para subir vocé precisa aprender a desistir”.
(LI, PHILIP S.))



RESUMO

Definida como dilatacdo anormal das veias do plexo pampiniforme devido a ineficiéncia
de suas vélvulas, a varicocele é causa de 35% a 80% dos casos de infertilidade masculina. Este
trabalho teve como objetivo criar modelos metabonémicos capazes de ajudar no diagnéstico da
varicocele e na discriminacao entre homens com varicocele férteis e inférteis, através da analise
metabondmica baseada na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de *H) de soro de sémen. Foi realizada uma investigagdo clinica diagndstica, prospectiva,
com delineamento transversal utilizando homens acompanhados pelo Servigo de Urologia do
IMIP. Foram criados 3 grupos: um composto de homens férteis sem varicocele (grupo C), outro
composto de homens férteis com varicocele (grupo VF), e um terceiro composto de homens
inférteis com varicocele (grupo VI). Foram feitas realizacdo de exames hormonais e
espermograma, além de coleta de soro de sémen para analise no laboratorio da Central Analitica
do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Utilizando-se ferramentas de estatistica
multivariada para anélise dos dados gerados a partir dos espectros de RMN de H de soro de
sémen, foram criados modelos metabondmicos capazes de discriminar oS grupos. Foram
recrutados 43 participantes, sendo 12 no grupo C, 15 no grupo VF e 16 no grupo VI. Os dados
demogréaficos mostraram que os homens do grupo VI tinham concentracdo espermatica,
contagem total de espermatozoides, motilidade esperméatica e contagem total de
espermatozoides moveis progressivos menores quando comparados aos grupos C e VF, bem
como didmetros venosos bilateralmente maiores no exame de ultrassonografia com Doppler
guando comparado com o grupo VF. Foram criados 2 modelos utilizando analise discriminante
por minimos quadrados parciais ortogonais e analise discriminante linear para discriminar
homens sem varicocele daqueles com varicocele com acurécia de 89% e 93% respectivamente.
Também foi gerado um modelo de andlise discriminante linear que diferenciou homens férteis
com varicocele daqueles inférteis com varicocele com uma acuracia de 96%. O presente estudo
demonstrou que RMN de *H de soro de sémen pode ser utilizada em conjunto com ferramentas
de estatistica multivariada para a criacdo de modelos metabonémicos Gteis na discriminagéo
entre homens com e sem varicocele, e entre homens com varicocele férteis e inférteis. Futuros
estudos sdo necessarios para validar externamente os modelos criados e aprofundar a

investigacdo dos metabolitos importantes para a segregacdo dos grupos.

Palavras-chave: Infertilidade Masculina. Sémen. Metaboldmica. Espectroscopia de

Ressonancia Nuclear Magnética. Analise Discriminante.



ABSTRACT

Defined as an abnormal dilation of the pampiniform plexus veins due to valve
insufficiency, varicocele is responsible for 35% to 80% of male infertility cases. This study
aims to create metabonomics models useful in the diagnosis of varicocele and in the
discrimination between fertile men with varicocele and those infertile with varicocele through
the use of metabonomics analysis based on nuclear magnetic resonance spectroscopy of seminal
plasma. A prospective diagnostic investigation with a cross-sectional design was performed
using men attending Urology Department of IMIP. We divided the participants into three
groups: one group of fertile men without varicocele (group C), another composed of fertile men
with varicocele (VF group), and a third group of infertile men with varicocele (group VI). All
participants were sent to the Laboratory of Clinical Analysis for sexual hormones levels
measurement, standard semen analysis, and collection of seminal plasma for analysis in the
laboratory of the Analytical Center of the Fundamental Chemistry Department of Universidade
Federal de Pernambuco. Using multivariate statistical tools to analyze the data generated from
nuclear magnetic resonance spectra of seminal plasma, metabonomic models capable of
discriminating the groups were created. For this pilot study, 43 participants were enrolled, 12
in group C, 15 in VF group and 16 in group VI. Demographic data showed that men in group
VI had lower sperm concentration, total sperm count, lower sperm motility, total progressive
motile sperm counts when compared to groups C and VF, as well as bilaterally larger venous
diameter on color Doppler ultrasonography when compared to the VF group. Using orthogonal
partial least squares discriminant analysis and linear discriminant analysis, two models were
created to discriminate between men with and without varicocele with accuracy of 89% and
93%, respectively. Moreover, a linear discriminant analysis model that differentiated fertile
men with varicocele from infertile men with varicocele with an accuracy of 96% was also
generated. This study demonstrated that nuclear magnetic resonance of seminal plasma coupled
with multivariate statistical tools can be used to create metabonomic models useful in
discriminating between men with and without varicocele, and between fertile men with
varicocele and infertile men with varicocele. Future studies are needed to validate externally
the models created and to deepen the investigation of the metabolites important for the

segregation of the groups.

Keywords: Male infertility. Semen. Metabolomics. Magnetic Resonance Spectroscopy.

Discriminant Analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 INFERTILIDADE MASCULINA

A espermatogénese é o processo biologico responsavel pela formacdo do gameta
masculino. Ocorrendo nos tubulos seminiferos dos testiculos, e sobre a influéncia de diversos
fatores hormonais, a espermatogénese culmina na liberacdo de espermatozoides maduros (1).
Devido a sua complexidade, este processo € suscetivel a interferéncia de varios fatores
fisiologicos e patologicos, sendo os ultimos responsaveis por varias causas de infertilidade
masculina (2).

A infertilidade conjugal é definida como a falha de se ter uma gravidez bem-sucedida
apos 12 meses de relacdes sexuais ndo protegidas e regulares (3, 4). Estudos populacionais
mostram que cerca de 10 a 15% dos casais sdo inférteis, e, dentre estes, um fator causal
masculino é encontrado em até 50% dos casos (5, 6). No Brasil, um estudo da Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) revelou que 18.3% das mulheres em idade fértil nunca tiveram filhos
apesar de relacdes sexuais frequentes, estatistica similar a de outros paises em desenvolvimento
(7). Infelizmente a epidemiologia da infertilidade masculina no Brasil é desconhecida, ndo
havendo estudos populacionais sobre este tema.

A propedéutica basica do homem infértil inclui anamnese e exame fisico completos,
bem como avaliacdo hormonal e exame de espermograma, sendo este Ultimo o exame
complementar de maior importancia nestes casos. Ademais, podem ser utilizados testes de
funcdo do espermatozoide, teste de qualidade do material genético do gameta masculino, e
testes genéticos (8).

E importante destacar que os valores de referéncia dos parametros do espermograma
foram estabelecidos pela OMS, sendo baseados exclusivamente nos percentis 5 de uma amostra
de 1953 homens férteis provenientes de apenas 8 paises, dentre os quais o Brasil ndo esta
incluido (9). A metodologia escolhida para o estabelecimento dos valores de referéncia tem
sido criticada devido a limitada capacidade de utilizacdo desses valores para populactes
especificas, como no caso da populagdo brasileira (10). Além do mais, até o presente momento,
ndo ha nenhum estudo para estabelecer os valores de referéncia dos parametros do
espermograma para a populacdo masculina brasileira.

Embora exames complementares sejam utilizados rotineiramente na avaliagdo da
fertilidade masculina, excetuando-se os casos de auséncia de espermatozoides no sémen

(azoospermia), atualmente nédo € possivel afirmar definitivamente que um homem é infértil
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baseado apenas nos resultados do espermograma ou de outros exames complementares (8, 11-
13).

A Figura 1 representa as causas mais comuns de infertilidade masculina. E interessante
notar que, apesar de grandes avangos no diagndéstico e tratamento da infertilidade masculina,
ainda cerca de 30% dos homens inférteis sdo categorizados como casos de “infertilidade
idiopatica” (14). Além disso, o entendimento sobre os mecanismos pelos quais diversas

condicdes causam infertilidade masculina ainda esta longe de ser completo.

Figura 1 — Distribuigdo das causas de infertilidade

Outras 11%

Imunolégica 3%

Criptorquidismo 3%

Idiopatica 36%

Obstrucdo 17%

Varicocele 30%

Fonte: Adaptado de Sigman (2009) (14).

1.2 VARICOCELE

Dentre as causas masculinas de infertilidade, a varicocele destaca-se pela sua
frequéncia. Definida como dilatacdo anormal das veias gonadais que compdem o plexo
pampiniforme, a varicocele é encontrada em até 15% da populacdo masculina adulta, porém
apenas 40% dos homens portadores desta patologia irdo desenvolver complicagdes, dentre as
quais, a infertilidade é a mais comum (15, 16). A varicocele é citada como causa de 35% dos
casos de infertilidade masculina priméria, de 80% dos casos de infertilidade secundaria, sendo
a patologia de tratamento cirdrgico mais comum nesses casos (17). Porém estima-se que 80%
dos homens com varicocele sejam férteis (18).

A dilatacdo das veias do plexo pampiniforme ocorre devido a insuficiéncia ou auséncia
das suas valvulas, levando a refluxo venoso (Figura 2). Cerca de 90% dos homens com
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varicocele apresentam dilatacdo do plexo pampiniforme apenas do lado esquerdo (19). Este
predominio da varicocele no lado esquerdo é explicado pela anatomia das veias gonadais. As
veias do plexo pampiniforme se confluem ao nivel do anel inguinal interno, formando as veias
gonadais. Do lado esquerdo, a veia gonadal esquerda desemboca na veia renal esquerda em um
angulo de 90 graus, 0 que causa um aumento da pressdo nesse sistema venoso, aumentado o
refluxo de sangue para o plexo pampiniforme esquerdo. Por outro lado, a veia gonadal direita
termina na veia cava formando um éangulo obliquo, 0 que reduz a pressdo no plexo
pampiniforme direito, diminuindo o refluxo venoso deste lado. Porém, em alguns homens, a
veia gonadal direita pode terminar na veia renal direita, também em &ngulo reto, o que

explicaria os casos de varicoceles bilaterais (20).

Figura 2 — Anatomia da varicocele

Veia Renal
Esquerda

Veia
Gonadal
Esquerda

danificada

Veia normal Varicocele
| Plexo

Varicocele

Fonte: Adaptado de Jensen (2017). (23)

Varios mecanismos fisiopatoldgicos foram propostos para explicar o dano a fertilidade
causado pela varicocele (Figura 3). Dentre eles, os principais sdo 0 aumento da temperatura
testicular e 0 aumento do estresse oxidativo no testiculo. A presenca de refluxo venoso no plexo
pampiniforme aumenta a temperatura testicular pois reduz a eficdcia do mecanismo de
contracorrente responsavel pela manutencdo do testiculo a uma temperatura de 2° Celsius
abaixo da temperatura corporal central. Este controle térmico € imprescindivel para a
espermatogéneses, ja que diversas enzimas envolvidas neste processo trabalham com
temperatura 6tima entre 34 — 35° Celsius (2). Além disso, homens com varicocele apresentam

um elevado nivel de estresse oxidativo no testiculo, decorrente da liberacéo de espécies reativas
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de oxigénio por leucécitos que migram para as paredes das veias com refluxo venoso (21, 22).
O excesso de espécies reativas de oxigénio desencadeia apoptose da célular geminativas além
de induzir dano ao DNA espermatico, diminuindo tanto a quantidade quanto a qualidade dos
espermatozoides (23). Outros mecanismos propostos incluem o refluxo de metabolitos das
glandulas suprarrenais, dano a barreira hematotesticular, e formacdo de anticorpos
antiespermatozoides, no entanto, as vias moleculares desses mecanismos ainda estao por ser

esclarecidas (24).

Figura 3 — Fisiopatologia da varicocele

Aumento da
Temperatura

Aumento do Estresse

Oxidativo Dano a

Espermatogénese

Refluxo de
Metabolitos das

Dano a Barreira
VENOSO Hematotesticular

Fonte: O autor

Apesar da grande quantidade de estudos sobre o tema, a relagdo de causa-efeito entre
varicocele e infertilidade masculina ainda é motivo de controvérsia. Embora estudos em
homens inférteis apontem para um impacto negativo da varicocele na capacidade reprodutiva
masculina, estudos com homens néo selecionados apresentam resultados conflitantes (25-28).
Mesmo assim, o tratamento cirargico das varicoceles de homens inférteis tem sido associado a
melhora dos parametros do espermograma, da taxa de gravidez e dos niveis de testosterona (29-
31).

Um outro ponto de debate envolve o diagnostico de varicocele, havendo duvidas sobre
qual exame deve ser utilizado na pratica clinica para se determinar a presenca de varicocele. O
exame padrdo-ouro para o diagnostico de varicocele é a venografia, que embora possua uma
sensibilidade de aproximadamente 100% € pouco utilizada na préatica clinica devido ao seu alto
grau de invasividade (32, 33). Os dois métodos de diagndstico mais utilizados na avaliacdo da

varicocele sdo o exame fisico (EF) e a ultrassonografia de bolsa escrotal com Doppler colorido
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(USGD). O EF é realizado com o paciente em pé e deitado, e 0 examinador identifica a presenca
de varicocele atraves da palpacao das veias dilatadas do plexo pampiniforme, tanto no repouso
qguanto durante a manobra de Valsalva. A varicocele, caso presente, é classificada de acordo
com a classificacdo de Dubin para o EF: grau 1 — palpavel apenas com manobra de Valsalva,
grau 2 — palpavel em repouso, e grau 3 — visivel(34). A USGD também deve ser realizada com
0 paciente em pé e deitado, e durante repouso e manobra de Valsalva. Este exame € capaz de
avaliar diretamente a presenca de refluxo venoso, bem como de medir com precisdo o diametro
das veias do plexo pampiniforme(35). Ambos os métodos possuem uma alta variacdo intra- e
interobservador (32, 36, 37), e embora a acuracia da USGD seja superior a do exame fisico
quando utiliza-se a venografia com referéncia (32, 38), varios estudos demonstraram que 0
tratamento de varicoceles subclinicas, aquelas que sdo diagnosticas apenas pela USGD e nédo
pelo EF, ndo melhora os parametros seminais nem aumenta a taxa de gravidez de homens
inférteis (39). Deste modo as Associacdo Americana de Urologia e a Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva ndo recomendam o uso de exames de imagem complementares na
auséncia de varicoceles palpaveis, colocando o EF como principal método diagnostico (40).

Tendo em vista a presenca de tantos pontos ainda ndo definidos, fica evidente a
necessidade de estudos que venham a desenvolver ferramentas alternativas, rapidas, e
minimamente invasivas que ajudem no diagnostico e progndéstico desta condicao. Para este fim,
estudos envolvendo genética, epigenética, e protedmica vém sendo cada vez mais utilizados
(41, 42). Em resumo, através do uso de ferramentas especificas para cada estratégia,
pesquisadores tentam identificar alteracdes no genoma, epigenoma e proteoma de pacientes
portadores de varicocele, e associa-las aos seus respectivos fenétipos.

Do mesmo modo, vérios trabalhos utilizando abordagens de metabondmica tém sido
feitos recentemente com o objetivo de identificar biomarcadores para infertilidade masculina
(43, 44), porém quando utilizadas as palavras-chave “metabolomics” e “varicocele” na

ferramenta de busca digital PubMed, atualmente, ndo ha nenhum trabalho listado.

1.3 METABONOMICA

O termo metabdlitos refere-se as moléculas de baixo peso molecular, tais como
aminoacidos, acidos graxos, carboidratos, vitaminas, e alguns compostos inorganicos, cujas
concentragdes sdo estimadas numa ordem de magnitude de 7-9 (mM-pM) (45). Por sua vez, 0
conjunto de metabdlitos de uma amostra bioldgica, 0 metaboloma, é o produto final da

transcricdo génica, e sofre a influéncia de varios processos fisiologicos e patologicos, tendo
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uma relacdo direta com os fenotipos (46). Desta forma, a identificacdo de alteragdes no
metaboloma causadas por determinadas patologias permite tanto o estudo de mecanismos
fisiopatoldgicos como a identificacdo de biomarcadores associados a determinados fendtipos
(44). Atualmente, cerca de 74.000 metabdlitos estdo catalogados na Base de Dados do
Metaboloma Humano (Human Metabolome Database www.hmdb.ca), dado este que
exemplifica a complexidade envolvida no estudo do metaboloma (47).

Existem diversas estratégias para o estudo do metaboloma. A metabolémica é a
identificacdo e quantificacdo de todos os metabdlitos de um determinado sistema biologico,
enquanto o perfil metabolico compreende a identificacdo e quantificacdo de determinados
metabolitos previamente selecionados com o objetivo de estudar uma certa via metabdlica. Ja
a “impressao digital” metabolica (do inglés fingerprinting) consiste numa analise global de alto
rendimento empregada para classificacdo de diferentes amostras, neste caso a identificacédo e
quantificacdo de todos os metabdlitos ndo € necessaria. Por outro lado, a analise de metabdlito
alvo foca no estudo qualitativo e quantitativo de um ou alguns metabdlitos relacionados a uma
reacao metabolica especifica (45).

Uma outra ferramenta de analise do metaboloma é a metabonémica, que € definida como
0 campo da ciéncia que aplica formalismos de estatistica multivariada a dados espectrais
obtidos de biofluidos e busca relacionéa-los com o status bioquimico do individuo, ndo sendo
estritamente necessaria a individualizacdo dos metabolitos (45). Uma das estratégias de estudos
metabondmicos € o uso de ferramentas de estatistica multivariada aplicadas a dados espectrais
obtidos de biofluidos. Desde o final dos anos 1990, tém surgido diversos trabalhos que buscam
criar modelos capazes de auxiliar o diagndstico das mais diferentes doencas usando a estratégia
metabondmica (48-50). Altera¢des na concentracdo dos metabolitos enddgenos envolvidos nas
principais vias celulares provocadas por doencas, administracdo de drogas, ou em funcéo da
acdo de algum agente externo, desencadeiam mecanismos de ajustes no ambiente intra e
extracelular, devido a homeostase, e sdo expressas como uma impressdo digital do status
bioquimico da amostra (Figura 4) (50). Biofluidos, como soro e urina, s&o 0s mais comumente
utilizados nessa estratégia. Recentemente, em nosso centro foram desenvolvidos modelos
metabondmicos usando amostras de urina e sangue para auxiliar o diagnostico de hepatite viral
do tipo C, e de cancer de prostata, bexiga e rim (51, 52). Alternativamente, outros biofluidos,
como o fluido cerebrospinal ou sémen, e fragmentos de tecidos também podem ser utilizados
(49).


http://www.hmdb.ca/
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Figura 4 — Modelo de fluxo da informacé@o em organismos vivos
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Fonte: O autor

Diversas técnicas tém sido utilizadas para o estudo do metaboloma. A RMN de 'H é a
técnica mais utilizada atualmente, pois necessita de pequenas quantidades de biofluidos, requer
apenas uma simples diluicdo da amostra antes da analise, e mantém a integridade da amostra,
permitindo andlises repetidas. Esta técnica possui também uma alta resolucdo, sendo capaz de
avaliar diferente tipos de metabdlitos bem como de realizar analises quantitativas e qualitativas
(46, 50). O funcionamento da RMN de 'H baseia-se na detecgdo de pequenas mudancas da
frequéncia de ressonancia dos nucleos de Hidrogénio-1 causadas pela aplicacdo de fortes
campos magnéticos e pulsos de radiofrequéncia. Como a frequéncia de ressonancia depende do
ambiente quimico no qual o nucleo esté inserido, é possivel distinguir, identificar, e quantificar
os diferentes componentes moleculares do meio que contém os nucleos estudados. Utilizando-
se 0s dados obtidos, um espectro de frequéncias € criado, e cada pico é analisado de acordo com
sua faixa de frequéncia, intensidade e acoplamentos (46). A Figura 5 representa
esquematicamente os equipamentos utilizados para obtencgdo dos espectros de RMN de *H, e a

Figura 6 é um exemplo de espectro de soro de sémen humano.
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Figura 5 — Representacédo esquematica da espectroscopia por RMN de 'H
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Fonte: Adaptado de Araujo (2016) (51).

Figura 6 — Exemplo de espectro de RMN de *H de soro de sémen humano
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Fonte: Adaptado de Gupta (2010) (53).

1.4 ANALISE MULTIVARIADA

Devido a complexidade dos dados obtidos a partir dos experimentos utilizando RMN
de 'H, ferramentas de estatistica multivariada sio necessarias para que informagcdes Uteis sejam
extraidas a partir dos espectros. A quimiometria consiste no emprego de métodos matematicos
e estatisticos para estudos quimicos. Métodos quimiométricos sao capazes se aumentar o poder
e a velocidade de analise dos perfis espectroscopicos, facilitando a deteccdo de padrbes (54).
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A analise de componentes principais (PCA) é um dos métodos estatisticos mais
utilizados na quimiometria devido a sua capacidade de reduzir uma grande quantidade de
variaveis correlacionadas em um nimero menor de variaveis ndo correlacionadas. A PCA é um
método nao-supervisionado, no qual a informacdo sobre os grupos aos quais as amostras
pertencem ndo é fornecida como variavel para a construcdo do modelo. Deste modo a PCA é
capaz de extrair e exibir varia¢6es sistematicas dos dados, fornecendo uma visao geral de todos
os dados das amostras, com o0 objetivo de facilitar o reconhecimento de agrupamentos,
tendéncias e dispersdes naturais e sem viés entre as amostras (54, 55). Nos estudos utilizando a
metabonémica, a PCA é comumente a primeira ferramenta de estatistica multivariada
empregada, realizando uma andlise exploratoria inicial cujos resultados podem ser utilizados
para direcionar analises subsequentes (56).

A andlise discriminante (DA, do inglés Discriminants Analysis) é uma ferramenta de
reconhecimento de padrdes que se fundamenta na construcdo de modelos de classificacdo
baseados em uma variavel categorica (57). Para o seu uso, 0s grupos devem ser conhecidos
previamente, portanto, as ferramentas de DA sdo consideradas méetodos supervisionados(56).
A grande vantagem da DA ¢é permitir a identificacdo das varidveis que mais se sobressaem na
discriminacdo das classes (55). A selecdo dessas varidveis é coordenada por testes estatisticos,
como o lambda de Wilks, qui-quadrado e correlacdo candnica. Dentre estes, o lambda de Wilks
é 0 mais comumente utilizado, pois tem o poder de determinar se ha diferenca entre as médias
de um conjunto de varidveis dependentes, definindo assim quais as variaveis dependentes mais
importantes na segregacdo dos grupos (58). Portanto, os formalismos DA sdo 0s mais
adequados para a criagdo de modelos capazes de discriminar os diferentes grupos de
participantes.

Atualmente, varios métodos de analise discriminante podem ser empregados para o
processamento de problemas que envolvem a identificacdo de grupos, tais como LDA (do inglés
Linear Discriminants Analysis), PLS-DA (do inglés Partial Least Square Discriminants
Analysis) e OPLS-DA (do inglés Orthogonal Partial Least Square Discriminants Analysis).

A LDA permite a determinacdo de uma superficie ou liminar de deciséo no espaco, para
gue as amostras de uma classe sejam segregadas de um lado do eixo de decisao, assim como as
amostras da outra classe sejam agrupadas no outro (57). A racionalizagdo do formalismo LDA
se baseia na imposicdo para um grupo de amostras o valor 1 para a variavel de resposta,
enguanto para o outro é atribuido o valor de 0 (85).

A PLS-DA ¢é outra metodologia supervisionada comumente utilizada na otimizacéo

visando a separacgdo entre duas classes de amostras. O modelo é construido a partir de duas
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matrizes: uma matriz X contendo os dados quimiométricos; e uma matriz de classe Y, que
contém a classificacdo das amostras (55). O método visa encontrar uma linha reta que divida o
espaco em duas regides, separando as amostras em 2 grupos (86). Dentre as vantagens
fornecidas pela metodologia PLS-DA para dados espectrais, destaca-se a possibilidade de
avaliacdo de dados altamente correlacionados, reduzindo os efeitos dos ruidos, e extracdo de
elementos estatisticos que avaliam: a contribuicdo de cada varidvel para a constru¢do dos
modelos; dos pesos e dos valores VIP (do inglés, variance importante on projection).
Finalmente, a PLS-DA permite uma facil e simples identificacdo grafica dos dados, em uma
dimensao reduzida, destacando a separacdo entre classes distintas (86).

A OPLS-DA é uma variante da PLS-DA que usa a informagdo contida na matriz Y
categérica para decompor a matriz de dados X em trés partes distintas. A OPLS-DA ¢
frequentemente usado no lugar da PLS-DA para separar variagdes discriminantes das nao-
discriminantes relacionadas aos grupos. Deste modo, a OPLS-DA constroi modelos mais
facilmente interpretaveis em comparagio com o PLS-DA. E importante ressaltar que aPLS e a
OPLS forcam a separacao entre grupos experimentais, requerendo rigorosa validacdo para
garantir sua confiabilidade (87).

Tendo em vista possiveis variagfes dos metabdlitos seminais inerentes a cada individuo,
h& uma preocupacao de que a alta sensibilidade da metabonémica faga com que essas variacdes
ndo relacionadas aos fatores estudados sejam capturadas como variagcdes de significancia
estatistica. O uso de ferramentas de estatistica multivariada supracitadas permite obter modelos
adequados eliminando variagdes inerentes aos individuos e sem significancia clinica (44, 87).

Uma etapa fundamental para a construgdo dos diversos modelos de DA citados
anteriormente € a utilizacdo de ferramentas de validacdo que sdo capazes de estimar o grau de
confianca dos modelos. Um dos testes de validacdo mais comumente usados € o teste de
permutacdo, onde as classes das amostras sao trocadas randomicamente e novos modelos sdo
criados. Os resultados obtidos do conjunto ndo permutado de amostras devem estar fora dos
limites de confianca de 99% da distribuicdo das classificagdes permutadas para serem
considerados significativos (59). Outro método de validacdo dos modelos é o LOOCV (do
inglés leave-one-out cross validation). Neste método, varios grupos sdo criados a partir do
grupo total de amostras, deixando-se apenas 1 amostra de fora por cada vez, e 0 modelo criado
a partir de cada novo grupo é utilizado para testar a classificacdo da amostra excluida. A
eficiéncias desses modelos na classificagdo das amostras sdo comparadas visando verificar a

confiabilidade do modelo original (60).
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1.5 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Embora a varicocele seja uma condi¢do classicamente relacionada a infertilidade
masculina, esta relagéo entre causa e feito ainda ndo foi comprovada conforme explicitado
anteriormente. Embora estudos em homens inférteis com varicocele mostrem que a
varicocelectomia aumenta as taxas de gravidez, melhora os parametros do espermograma, e
aumenta os niveis séricos de testosterona, ha um subgrupo de pacientes que nao se beneficia do
tratamento (2). Além disso, ha também um grupo de homens com varicocele clinica que ndo
sdo inférteis (61). No presente momento, nenhum exame complementar é capaz de predizer o
potencial fértil de um homem com varicocele, bem como sua resposta ao tratamento cirdrgico.

O modelo metabonémico desponta como uma ferramenta com grande potencial de
aplicabilidade na avaliagdo dos pacientes com infertilidade masculina, principalmente nos casos
de “infertilidade idiopatica”, ou seja, nos casos onde ndo h& um diagndstico etioldgico
estabelecido (62). Neste cenario, 0 soro de sémen seria o biofluido mais indicado por ser
produzido pelos oOrgdos que fazem parte diretamente da fisiopatologia da infertilidade
masculina.

O estudo do perfil metabonémico de pacientes com varicocele pode se tornar no futuro
um exame (til no diagnostico, no prognostico, e na modificacdo de protocolos de tratamento e
acompanhamento destes pacientes. O método metabonémico possui carater ndo-invasivo, de
simples coleta, além utiliza biofluidos que ja sdo colhidos durante a avalia¢do rotineira do
paciente com varicocele, o que facilita sua implementacdo clinica. Outra vantagem € a auséncia
de variagdo intra e interobservador, em contraste com o EF e a USGD, que sdo métodos
operador dependentes (35).

No momento, este método possui carater experimental, e, embora o custo do
equipamento e de sua instalacdo ainda sejam altos, o custo por analise é baixo, podendo ser

uma alternativa no futuro em caso de grande volume de exames.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A partir de dados espectrais de RMN de 'H obtidos de soro de sémen, construir modelos

metabondmicos, para o diagndstico de homens inférteis com varicocele.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) A partir de dados espectrais de RMN de *H obtidos de soro de sémen, construir modelos

metabondmicos para o diagnostico de homens com varicocele.

b) A partir de dados espectrais de RMN de *H obtidos de soro de sémen, construir modelos
metabonémicos capazes de diferenciar homens férteis com varicocele de homens inférteis

com varicocele.

c) Identificar os metabolitos ou classes de metabdlitos com a maior importancia para a
discriminagao dos grupos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Ainda ndo ha na literatura pesquisas utilizando a metabonémica como ferramenta de
estudo da varicocele. Porém, trabalhos com gendmica, epigenémica e protedmica aplicados a
varicocele nos dao alguns dados de interesse para o entendimento dos mecanismos
fisiopatolégicos desta condicéo.

Trabalhos explorando como a varicocele influencia a expressao génica em homens tém
demonstrado que o gene da proteina de choque térmico A2 é subexpresso em pacientes
oligospérmicos com varicocele (63). Esta proteina possui uma fungéo protetora contra o dano
causado pelo excesso de calor, e, caso seus niveis estejam diminuidos, as células germinativas
podem sofrer danos devido a elevacdo da temperatura causada pela varicocele, levando a um
aumento da apoptose, e consequente oligospermia (64). Esta hipotese é corroborada pelo fato
de que fato de que genes responsaveis pela inducdo da apoptose, tais como genes do sistema
Fas-FasL e o gene BAX, também tém sua expressdo aumentada em pacientes com varicocele
(65, 66).

A expressdo do gene do receptor de andrégenos também € diminuida em pacientes
inférteis com varicocele. Este mecanismo tem um efeito negativo direto na espermatogénese,
pois a acdo da testosterona é condicdo sine qua non para a producdo de espermatozoides (67).
Outro gene que tem sua expressdo alterada pela varicocelectomia é o gene da roporina. Esta
proteina faz parte da capa fibrosa do flagelo espermatico e estd associada a motilidade dos
espermatozoides. Sua expressdo encontra-se diminuida em homens portadores de varicocele,
porém, apoOs o tratamento cirdrgico, os niveis do RNA mensageiro da roporina aumentam
paralelamente & melhora da motilidade dos espermatozoides (68).

Outro aspecto interessante € a maneira como diferentes polimorfismos genéticos
interferem na fisiopatologia da varicocele e na resposta dos pacientes a varicocelectomia.
Polimorfismos dos genes da familia de proteinas Glutationa S Transferases, proteinas que
atuam depurando produtos resultantes do estresse oxidativo, estdo relacionados a melhora dos
parametros seminais apos a varicocelectomia. Homens homozig6ticos para os alelos normais
destes genes possuem uma chance maior de melhora do espermograma com a corregdo
cirurgica quando comparados com homens portadores de outros genotipos (69). Polimorfismos
deste gene também estéo relacionados a uma menor capacidade antioxidativa em homens com
varicoceles, o que explicaria um maior dano a espermatogénese, e, consequentemente, uma

menor resposta a varicocelectomia (70).
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Aumento da fragmentacdo do DNA espermatico devido a presenca de “quebras” na
cadeia de dupla-hélice tem sido observado em homens inférteis portadores de varicocele (23).
Este dano esta associado ao alto nivel de estresse oxidativo encontrado nestes homens (42). O
excesso de peroxinitrito, substancia altamente oxidativa advém da liberacdo exagerada de 6xido
nitrico e do radical superdxido pelas células endoteliais e leucocitos presentes nas paredes das
veias dilatadas (21, 22, 71). Este mecanismo também explica a melhora da fragmentacéo do
DNA espermatico apos o tratamento cirdrgico da varicocele (72).

O genoma mitocondrial, mais especificamente o numero de cépias do DNA
mitocondrial dos espermatozoides também tem impacto na fertilidade masculina. Homens
inférteis portadores de varicocele apresentam um nimero maior de copias do DNA mitocondrial
do que controles férteis, e a cirurgia de varicocelectomia causa uma diminuicdo deste numero
(73). A hipotese admitida é a de que um numero maior de mitocdndrias por espermatozoide
seria sugestivo de uma espermatogénese defeituosa, ou de um mecanismo de compensagéo para
uma baixa atividade da cadeia respiratoria (73). Por demais, mutacdes, polimorfismos e
delecBes de genes da cadeia respiratdria também foram relacionadas a infertilidade causada por
varicoceles, provavelmente devido & producdo exagerada de radicais oxidantes (74, 75). E
importante ressaltar que danos ao genoma mitocondrial podem ser resultados do ambiente
estresse oxidativo gerado pela varicocele, j& que o DNA mitocondrial € extremamente
susceptivel a acdo dos radicais livres, e possui uma capacidade limitada de reparo quando
comparado ao DNA celular. Deste modo é criado um ciclo vicioso no qual estresse oxidativo
leva a mais estresse oxidativo, impactando negativamente a espermatogénese (75).

A epigenética, area que estuda alteracdes da expressao génica por mecanismos que ndo
envolvam alteracdo no DNA, também tem sido largamente utilizada para o estudo da
fisiopatologia da varicocele. Metilacdo do DNA espermatico, microRNAs, e modificacbes da
cromatina sdo 0s mecanismos epigenéticos mais conhecidos.

O DNA presente no espermatozoide maduro possui uma hipermetilacdo fisioldgica e
varios estudos associam a presenca de hipometilacdo do DNA espermatico a infertilidade
masculina (76). Similarmente, uma diminui¢do geral da metilacdo do DNA espermatico foi
descrita em pacientes com varicocele e associada ao aumento da fragmentagdo do DNA
espermatico (77). O gene MTHFR, que codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase,
possui polimorfismos que apresentam associa¢do com a presenca de varicocele. A sua variante
1298AA possui uma incidéncia maior portadores de varicocele e esta associada a uma baixa
qualidade dos espermatozoides (78). A metilenotetrahidrofolato redutase é essencial na

regulacdo da metilacdo do DNA, e este pode ser um dos mecanismos que explicariam a
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hipometilacdo do DNA espermatico presente em homens portadores de varicocele (79). Esta
hipometilagédo geral do DNA parece néo ser revertida pela varicocelectomia, o que explicaria a
auséncia de melhora em alguns pacientes submetidos ao tratamento cirdrgico (80). Por outro
lado, este mesmo trabalho apontou que a varicocelectomia melhorou parametros associados a
outros fatores epigenéticos, tais como a fragmentacdo e o contelldo de protamina do DNA
espermatico.

O contetdo espermatico de microRNAs também se modifica com a presenca de
varicocele, ressaltando-se a diminuicao dos niveis do miR-15a, um microRNA que possui papel
protetor frente ao estresse oxidativo (81, 82). Porém a implicacéo clinica deste achado ainda
ndo esta clara.

Com relacdo as modificacBes estruturais da cromatina espermatica, outro fator
associado a infertilidade, observou-se que homens inférteis portadores de varicocele
apresentam uma maior percentagem de espermatozoides com desorganizagdo da cromatina
quando comparados com controles férteis, e que a cirurgia de varicocelectomia pode reverter
tal desorganizacdo (83). Novamente, ainda ndo se sabe quais 0s mecanismos envolvidos nestas
modificacdes.

Em consonancia com as alteracdes genéticas e epigenéticas causadas pela varicocele, 0
conjunto de proteinas expressas por estes pacientes também sofre alteracdes, conforme
demonstrado por varios trabalhos utilizando diversas técnicas para a analise do proteoma
seminal (84). Um grupo de pesquisa utilizou duas técnicas para analise comparativa do
proteoma do soro de sémen de 3 grupos de adolescentes (controle normospérmicos, varicocele
normospérmicos, e varicocele e oligospérmicos), e demonstrou que 0s grupos apresentavam
diferentes composi¢cdes do proteoma (15, 85). Um outro estudo comparou homens inférteis
portadores de varicocele com controles férteis e também detectou mudancas no perfil de
proteinas do sémen, envolvendo principalmente a diminuicdo de proteinas relacionadas ao
metabolismo de &cido nucleicos, aos transporte molecular, e ao metabolismo lipidico (86). Da
mesma forma, uma pesquisa utilizando eletroforese de proteinas bidimensional associada a
espectroscopia de massa foi capaz de identificar 15 proteinas seminais expressas de forma
diferente entre homens oligospérmicos portadores de varicocele e homens normospérmicos sem
varicocele (87). Dentre os achados, destacam-se a baixa concentracdo de proteinas de choque
térmico, que tém papel protetor contra os efeitos de altas temperaturas, e também a relativa
escassez de proteinas relacionadas ao metabolismo energético e a mecanismos antioxidantes
(87).
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O impacto da varicocelectomia no proteoma humano também tem sido investigado. O
perfil protedbmico seminal de homens inférteis submetidos a varicocelectomia mudou em
direcdo a “homeostase”, ou seja, a condigdo inicial de normalidade, quando comparado com o
perfil protebmico seminal antes da cirurgia, 0 qual exibia um estado de resposta ao estresse
(88). Ademais, proteinas que conferem protecdo contra os danos do estresse oxidativo e do
excesso de calor retornaram aos seus niveis normais apos a varicocelectomia, confirmando o
beneficio da cirurgia (89).

Analise protedmica atraves do uso de cromatografia liquida / espectroscopia de massa
também foi utilizada na investigacdo da lateralidade da varicocele. Uma pesquisa utilizando
esta metodologia revelou perfis protebmicos seminais diferentes de acordo com a lateralidade
da varicocele, unilateral versus bilateral (19). Importante notar que, novamente, varias proteinas
ligadas a0 metabolismo mitocondrial e ao estresse oxidativo encontravam-se diferentemente
expressas entre 0s grupos, ressaltando a importancia dessas vias moleculares para a
fisiopatologia da varicocele.

Todas estas alteracdes genéticas, epigenéticas e protedmicas sugerem que 0 metaboloma
de homens inférteis com varicocele também se encontra alterado com relacdo ao metaboloma
de homens férteis. Porém, a literatura carece de estudos do metaboloma em homens com
varicocele. Por outro lado, existem varios trabalhos sobre alteragdes do metaboloma
precipitadas por outras causas de infertilidade masculina.

Um dos primeiros estudos utilizando RMN de *H para anélise do soro de sémen analisou
4 grupos de homens com diferentes concentracdes de espermatozoides (azoospérmicos,
oligospérmicos, vasectomizados, e normospérmicos) (90). Os autores identificaram 3
biomarcadores para infertilidade masculina: lactato, citrato e glicerilfosforilcolina. Um outro
grupo também utilizou RMN de *H do soro de sémen para comparar homens diagnosticados
com infertilidade idiopatica, homens oligospérmicos, e controles férteis, e demonstrou um
aumento na concentracdo de malonato, bem como uma diminui¢do da concentracdo de valina,
de 2-hidroxisovalerato, e de alanina em homens com infertilidade idiopéatica (44). Em um
estudo com homens inférteis devido a lesdes medulares, a RMN de H revelou que estes
homens, quando comparados com controles férteis, possuiam niveis extremamente baixos de
uridina, um metabdlito importante para 0 metabolismo energético dos espermatozoides (91).

Uma pesquisa utilizando RMN de *H para comparar homens férteis normospérmicos
com homens inférteis portadores de astenozoospermia identificou 19 metabodlitos cujas
concentragdes seminais eram diferentes entre os dois grupos (92). Dentre os principais

metabolitos alterados destacaram-se aminoacidos, produtos do metabolismo lipidico, e
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produtos intermediarios do ciclo de Krebs. O modelo metabondmico criado a partir destes dados
obteve uma acurécia de 87,5% na diferenciacdo em sujeitos normospérmicos e
astenozoospérmicos.

Outros biofluidos e tecidos também podem ser utilizados para a investigacdo da
infertilidade masculina através da metabondmica. A analise de amostras de urina de homens
inférteis foi capaz de identificar 37 marcadores urinarios que poderiam ser usados no
diagnostico de homens com infertilidade idiopatica (93). Outra pesquisa utilizando fragmentos
de bidpsia testicular foi capaz de elaborar perfis metabonémicos especificos para cada tipo de
achado histoldgico, e, com isso, diferenciar amostras que continham espermatozoides viaveis
de amostras com padrédo de Sindrome Sertoli-Only, onde ndo hé espermatozoides maduros (94).
O principal metabdlito utilizado na diferenciacdo dos grupos foi a fosfatidilcolina, substancia
relacionada a estados de alta proliferacéo celular. Neste estudo, pacientes com espermatogénese
normal apresentaram niveis elevados de fosfatidilcolina, quando comparados a homens com
Sindrome Sertoli-Only.

Estima-se que existam pelo menos 2000 metabdlitos no sémen humano, porém,
atualmente, menos de 50 destes metabdlitos foram estudados (62). Por isso, ha uma urgente
necessidade de mais estudos nestas areas, para que o conhecimento sobre a fisiopatologia da
infertilidade masculina seja ampliado, possibilitando o desenvolvimento de novas ferramentas

diagnosticas e terapéuticas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DO ESTUDO

Pacientes atendidos no Ambulatoério de Urologia do Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP). Para o estudo, foram considerados pacientes com diagnostico de
infertilidade e que tinham varicocele palpavel, independente do grau da varicocele (grupo V1),
e pacientes com filhos que procuraram o servigo para a realizacdo de vasectomia que tenham

varicocele (grupo VF) ou néo (grupo C).

4.2 TIPO DE ESTUDO

Observacional
Analitico
Clinico
Transversal

Prospectivo

4.3 SELECAO

4.3.1 Critérios de inclusao

a) para o grupo VI:
Adultos, com até 50 anos de idade, com diagndstico de infertilidade definido pela
auséncia de concepcdo ao final de 12 meses com atividade sexual regular e sem nenhum
emprego de métodos contraceptivos, com varicocele clinica, independente do grau da

varicocele.

b) para o grupo VF:
Adultos, com até 50 anos de idade, que tiveram filhos nos ultimos 12 meses, que

apresentem varicocele clinica, independente do grau da varicocele.

C) para o grupo controle C:
Adultos, com até 50 anos de idade, que tiveram filhos nos ultimos 12 meses, que ndo

apresentem varicocele clinica.
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Foi optado por selecionar participantes com até 50 anos de idade devido a crescente
prevaléncia de patologias prostaticas, tais como hiperplasia prostatica benigna e cancer de
préstata, a partir desta idade. Estas patologias podem alterar o metaboloma do sémen, gerando

um fator de confundimento.

4.3.2 Critérios de exclusdo

a) para o grupo VI:

Adultos que estejam inseridos em alguma modalidade de tratamento de infertilidade,
mesmo que em estégio inicial.

Adultos que apresentem outra condicdo que cause diretamente infertilidade masculina,

Ou cuja parceira apresente alguma causa conhecida de infertilidade feminina.

b) para o grupo VF:
Adultos que ja tenham feito tratamentos de infertilidade ou que apresentem alguma

condicdo que cause infertilidade diretamente.

C) para o grupo C:
Adultos que ja tenham feito tratamentos de infertilidade ou que apresentem alguma

condicdo que cause infertilidade diretamente.

4.4 PROCEDIMENTOS

4.4.1 Procedimentos técnicos

a) Anamnese e Exame Fisico:

Apo0s assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A),
todos os participantes foram submetidos a uma anamnese completa e exame fisico geral com
foco no sistema geniturindrio pelo mesmo examinador, um urologista especialista em
fertilidade masculina. Resumidamente, com os participantes em pé, calcados e com temperatura
ambiente de 25° C, o volume testicular foi medido através do uso de um orquidémetro de
Prader, e o grau de varicocele foi definido de acordo com a escala de Dubin & Amelar (34). O

peso e altura foram medidos utilizando a mesma balan¢a mecanica com estadidmetro.
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b) Coleta:

A coleta dos biofluidos foi realizada no laboratério de anélises clinicas do IMIP, através
de venopuncéo periférica para as amostras de sangue e de masturbacdo para as amostras de
sémen. Neste mesmo laboratério foram realizados 0s exames de espermograma, seguindo as
diretrizes do Manuel de Referéncia em Anélise Seminal da Organiza¢cdo Mundial de Saude de
2010, e o processamento do sémen. O sémen foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos
para precipitacdo dos componentes celulares, e 0 soro do sémen foi coletado e armazenado a
-20 °C até andlise. Importante ressaltar que a coleta de tais biofluidos ja faz parte da
investigacdo de rotina dos pacientes com varicocele e infertilidade, bem como dos pacientes

que sdo submetidos a vasectomia.

c) Exames complementares:

Sémen: Todas as analises seminais foram realizadas no laboratério de analises clinicas
do IMIP, seguindo as diretrizes do Manuel de Referéncia em Anélise Seminal da Organizacéao
Mundial de Saude de 2010 (95), sendo avaliados os seguintes parametros: volume, cor, pH,
viscosidade, tempo de liquefacdo, concentracdo de leucocitos, concentracdo de
espermatozoides, motilidade dos espermatozoides, e morfologia dos espermatozoides.

Perfil hormonal: Todas as analises dos niveis dos hormdnios sexuais foram realizadas
no laboratério de analises clinicas do IMIP. Para a analise dos niveis séricos de testosterona,
estradiol, horménio foliculo-estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), e proteina
carreadora de horménios sexuais (SHBG) foi utilizado o método de quimioluminescéncia, e
para a dosagem do nivel sérico de albumina foi utilizado o método colorimétrico. A testosterona
livre foi calculada a partir dos niveis da testosterona total, albumina e SHBG utilizando-se uma
formula de célculo disponivel em http://www.issam.ch/freetesuit.htm.

Ultrassonografia escrotal com Doppler colorido: Todos os exames ultrassonograficos
foram realizados por um Unico radiologista experiente (5 anos de formacdo), utilizando-se de
um mesmo aparelho de Ultrassom GE Logiq S8 (GE Healthcare, Wauwaosa, WI, EUA) para
todos os participantes, sendo o transdutor linear de alta frequéncia (SL 15-8-MHz GE
Healthcare, Wauwaosa, W1, EUA), utilizado para as imagens convencionais modo B e color
Doppler. Todos os exames tiveram como propedéutica a avaliacdo dos testiculos direito e
esquerdo separadamente. O laudo padrdo tradicional incluiu informagfes como volume
testicular, ecotextura, presenca ou ndo de microlitiase, descricdo dos epididimos, e o padréo de
vascularizagdo do parénquima testicular, itens avaliados em posi¢do supina para avaliar o

tamanho dos testiculos, diametro e refluxo da varicocele.



34

Ressonancia Magnética Nuclear de *H: Apos o descongelamento, foram adicionados
400 pL da amostra de soro do sémen em tubos de RMN de *H, com 5 mm de didmetro interno,
em seguida, foram acrescentados 200 pL de agua deuterada (D20) ao tubo e a mistura foi
homogencizada. O sinal do grupo metileno do citrato (6 2.65 ppm) foi utilizado como
deslocamento quimico de referéncia. Os espectros de RMN de *H foram obtidos utilizando uma
sequéncia de pulsos modificada de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) com pressaturagéo
(presat) do sinal da agua, no equipamento VARIAN VNMRS 400, operando a 400 MHz e a
temperatura de 298 K.

Os paréametros experimentais utilizados foram os seguintes: tempo de aquisic¢ao de 1,704
s, tempo de pressaturacao igual a 2,0 s, pw90 igual a 13,2 ps, janela espectral de 4,8 kHz,
numero de ciclos de 88, tempo de espera do “spin eco” de 0,365 s e 128 transientes. Os espectros
foram processados utilizando o “line broadening” de 0,3 Hz, a linha de base e distorcdes de
fase foram ajustadas manualmente. Um segundo processamento foi efetuado com a assisténcia
do software MestreNova 9.0, onde a linha de base foi novamente reavaliada e ajustada
automaticamente pelo método de polinémios de Bernstein, e a fase dos espectros ajustada
manualmente. Para a constru¢do da matriz de dados foi utilizada apenas a regido do espetro
entre 6 0,00 e 8,50 ppm, que foi dividida em regides (bins) de 0,04 ppm. A regido entre os 6 4,5
—5,5 ppm foi excluida do espectro visto que é entre tais deslocamentos onde se encontra o sinal
da agua, que mesmo apos a etapa de pressaturacdo ainda dificultava a analise. Dessa forma foi
obtida uma matriz com 43 linhas (amostras) e 189 variaveis (bins do espectro de RMN de 'H

mais a variavel de classe) que posteriormente foi submetida a analise estatistica multivariada.

4.4.2 Procedimentos analiticos

Considerando a margem de erro aceitavel (5%), o nivel de confianca (95%), a acuracia
e a precisdo esperadas para determinacgéo dos resultados considerados como verdadeiros para
investigacdo por via metabonémica, e com base em estudo anterior cujo valor predidito positivo
foi de 94%, o tamanho calculado da amostra para o estudo completo foi de 105 pacientes, sendo
35 no grupo VI, 35 no grupo VF, e 35 no grupo C (52, 96). O célculo foi baseado em uma

distribuicdo normal conforme a formula abaixo descrita:

N=z*Z(P(1-P))/(D*D)
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Esta primeira etapa trata-se de um “Estudo Piloto”, utilizando 40% do total da amostra
para novos célculos e definicdo do tamanho definitivo. Com o objetivo de avaliar os modelos
criados para o diagndstico de varicocele, em um primeiro momento, os grupos VF e VI foram
unificados para criar um grupo composto de homens com varicocele independentemente do
status de fertilidade, denominado grupo V. N&o houve mascaramento na fase de selecdo dos
participantes do estudo, coleta das amostras, e construcdo dos modelos metabonémicos. Sendo
assim, tanto os participantes quanto os pesquisadores conheciam seus respectivos grupos.

Os dados foram descritos em nimeros absolutos ou frequéncias, a medida de tendéncia
central utilizada foi a Média e a medida de dispersdo foi o Desvio Padrdo para variaveis com
destruicdo normal, e Mediana e Intervalo Interquartil para variaveis com distribuicdo nédo-
normal. Para investigar a distribuicdo dos dados demograficos e clinicos entre os grupos, foram
realizados testes univariados utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA). As variaveis foram testadas para normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. De
acordo com o tipo de distribuicdo da variavel estudada, foram utilizados os testes ndo pareados
de analise de variancia (ANOVA), Kruskal-Wallis, t de Student, e Mann-Whitney para
comparac¢do de médias, e teste exato de Fisher ou y2 para comparagdo de proporc¢des. Um valor
de p <0,05 foi definido como o nivel de significancia estatistica.

O modelos de PCA, PLS-DA, e OPLS-DA foram gerados utilizando-se uma plataforma
on-line disponibilizada para estudos metabondmicos, denominada de MetaboAnalyst 4.0 (97),
enguanto os modelos determinados pela LDA foram obtidos com a assisténcia do Statistica
software 10.0.

Neste estudo foi utilizada uma abordagem por etapas para a elaboracdo dos modelos
metabondmicos. Primeiramente, realizou-se uma comparagao do grupo C com os grupos VF e
VI combinados (grupo V) com a finalidade de criar modelos capazes de discriminar homens
férteis sem varicocele de homens com varicocele independente do seu status de fertilidade. A
sequir, 0s grupos VF e VI foram comparados com o intuito de gerar modelos que
discriminassem homens férteis com varicocele de homens inférteis com varicocele.

Quanto ao pré-processamento, as amostras foram individualmente normalizadas pela
soma, e cada variavel foi normalizada usando autoescalonamento. Isto foi realizado para
comparar os dados espectrais, evitando problemas com diluigdes de amostras (98). Os modelos
desenvolvidos pela LDA foram construidos usando 5 variaveis, que foram selecionadas usando
o lambda de Wilks. Em relacéo a etapa de validagdo, o0 modelo LDA para o diagndéstico da
varicocele foi validado por leave-one-out-cross validation (LOOCYV). O teste-F para a fungéo

discriminante foi realizado usando 37 e 5 graus de liberdade. No caso da OPLS-DA foi
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determinado o nimero ideal de variaveis latentes para 0 modelo, usando LOOCYV, que forneceu
a base para o calculo da capacidade preditiva (Q2), coeficiente de determinacao (R2) e precisao
de classificacdo do modelo.

O modelo da LDA para o diagnostico da infertilidade foi validado pelo LOOCV e o
teste-F para a funcdo discriminante foi feito usando 25 e 5 graus de liberdade. Apds a etapa de
validagdo, calculou-se as seguintes figuras de mérito: sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuracia dos modelos. Para a
validacdo dos modelos OPLS-DA foi utilizado o teste de permutacdo, o qual fez 2000
permutacfes na identificacdo da classe e foi verificado a acuracia do modelo OPLS-DA. O
LOOCYV foi usado para determinar os valores de Q2, R2 e a acuricia de classificacdo do
modelo. O modelo OPLS-DA fornece medidas quantitativas sobre a capacidade de
discriminacdo de cada bin espectral. Esta informacdo foi extraida a partir do grafico da

importancia da varidvel na projecédo VIP.

4.4.3 Procedimentos éticos

4.4.3.1 Aprovacdo pelo comité de ética do CCS

O projeto foi aprovado pelo comité de ética do CCS em 23/03/2017 sob o parecer
namero 1.978.735(ANEXO A), e pelo comité de ética do IMIP em 22/05/2017 sob o parecer
namero 2.075.028 (ANEXO B).

4.4.3.2 Protecdo dos individuos envolvidos no estudo

Os riscos estimados foram relativos a queixa de dor ou desconforto durante a coleta de
sangue e ao constrangimento ou mal-estar social dos sujeitos para coleta do sémen e entrega do
material. Mais uma vez destacando que a coleta de sémen para espermograma ja é rotina na
avaliacdo de paciente com varicocele e de pacientes que serdo submetidos a vasectomia.

Para minimizar os constrangimentos causados pela coleta das amostras, foi designado
um profissional habilitado no laboratorio de anélises clinicas do IMIP-PE, para facilitar a coleta
das amostras, separar e encaminhéa-las diretamente ao Laboratorio da Central Analitica do DQF.
Os dados dos participantes foram mantidos sob controle, ndo permitindo a divulgagdo com a
identificacdo dos pacientes, garantindo a privacidade quanto aos dados confidenciais

envolvidos.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

5.1.1 Varicocele Fértil x VVaricocele Infértil x Controle

Os grupos C, VF e VI foram compostos por 12, 15 e 16 participantes respectivamente.
Confome exposto na Tabela 1, os participantes do grupo VI eram mais jovens do que 0s dos
demais grupos, bem como exibiam testiculos de menor volume ao EF. Com relacdo aos
parametros seminais, quando se avalia na sequéncia o grupo C, o grupo VF e em seguida o
grupo VI, nota-se uma diminuigdo progressiva da concentracao espermatica, da contagem total
de espermatozoides, e do total de espermatozoides moveis progressivos. O grupo VI teve niveis
mais elevados de FSH e LH quando comparado com 0s outros grupos.

Tabela 1 — Caracteristicas demogréficas e clinicas grupos VF, Vl e C

VF (n=15) VI (n=16) C(n=12) Valor P
Idade, anos (média = DP) 33.0+£5.0 29.1+4.7 33.5+3.1 0.02"
Idade parceira, anos (média + DP) 31.4+28 28.6 £4.5 29.2+3.1 0.11"
Idade da puberdade, anos (média + DP) 149+1.7 13.4+13 14.1+19 0.04"
Volume testiculo direito exame fisico, mL (média + DP) 19.0 £4.0 14.8 +4.5 21.6 59 <0.01"
Volume testiculo esquerdo exame fisico, mL (média + DP) 17.0+5.1 11.5+3.6 21.0+6.8 <0.01"
IMC, kg/m2 (média + DP) 26.10+4.1 25.7+£5.2 28.0+4.7 0.43"
Concentragdo milhées/ml (mediana £ 11Q) 50.0 £ 70.0 6.5 +14.7 34.0+111.2 <0.01%
Contagem Total, milhGes (média + DP) 185 +172 23125 348 + 450 <0.01"
Motilidade progressiva, % (média + DP) 65.4 +18.8 28.4 +19.3 64.2 +19.7 <0.01*
Total de espermat. progressivos, milhdes (mediana  11Q) 131 + 148 9+10 258 + 361 0.01"
Morfologia, % (mediana £ 11Q) 9.5+3.8. 8.81+4.6 8.80+4.6 0.69"
Volume do semen, mL (média + DP) 34116 32+1.7 45+1.2 0.12"
pH do semen (média + DP) 75+04 7.4+0.5 79+03 <0.01"
Testosterona, ng/dL (média + DP) 412 + 184 446 + 146 343 +135 0.24"
Testosterona livre, ng/dL (média + DP) 8.0+2.6 8.61+3.6 7.1+2.1 0.51"
Estradiol, pg/mL (média + DP) 38.7+18.47  3234+142 382+141 047
FSH, mUI/mL (mediana * 11Q) 35+23 9.7+ 10.8 3.8+23 <0.01%
LH, mUI/mL (média + DP) 34113 5.1+2.6 2.8+0.7 <0.01*
Volume testiculo direito ultrassom, mL (média + DP) 14.8 +4.9 13.0+5.8 15.4+3.6 0.42"
Volume testiculo esquerdo ultrassom, mL (média + DP) 11.8+4.3 11.8+5.3 13.9+3.7 0.42*
Diametro veia testiculo direito ultrassom, mm (média £ DP) 1.81+0.5 2.7+0.8 <0.01"
Diametro veia testiculo esquerdo ultrassom, mm (média + DP) 3.2 + 0.6 3.6+0.9 0.291

FSH = hormonio foliculo estimulante; IMC = indice de massa corpdrea LH = hormdnio luteinizante.
*ANOVA; T Teste exato de Fischer; STeste de Kruskal-Wallis; 7 Teste t de Student.

Fonte: O autor

5.1.2 Controle x Varicocele

Para esta analise os grupos VF e VI foram unificados para criar um grupo composto de

homens com varicocele independente do status de fertilidade, denominado grupo V. As
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caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos C e V sdo mostradas na Tabela 2. N&o houve
diferenca entre os grupos com relacéo a idade dos participantes, idade das parceiras, idade da
puberdade e do indice de massa corpérea (IMC). Os homens do grupo V apresentaram um
menor volume testicular esquerdo medido pelo EF do que os do grupo C, com volume médio
de 14.2 + 5.1 e 21.0 £ 6.8 mL respectivamente (P=0.01), e também houve uma tendéncia de
menor volume testicular direito para o grupo V (16.8 £ 4.7 versus 21.6 = 5.9 mL; P=0.053).
Todavia, ndo houve diferenca estatisticamente significante quando o volume testicular foi
avaliado pela USGD, tanto para o lado esquerdo quanto para o lado direito (volume médio de
15.4 + 3.6 versus 13.9 + 5.4 mL para o testiculo direito P=0.38, e de 13.9 + 3.7 versus 11.8 +
4.7 mL para o testiculo esquerdo P=0.18). Com relacdo ao didmetro da maior veia do plexo
pampiniforme avaliado pela USGD, como era de se esperar devido a presenca das varicoceles,
0 grupo V apresentou um diametro das veias marcadamente maior bilateralmente do que o do
grupo C, sendo de 2.3 + 0.8 mm versus 1.6 £ 0.2 mm para o lado direito (P<0.01) e de 3.4 =
0.8e1.9 +0.4 mm para o lado esquerdo (P<0.01).

Quanto aos parametros de analise seminal, o grupo V apresentou menores contagem
total de espermatozoides, motilidade espermatica, contagem total de espermatozoides mdveis
progressivos, volumem seminal e pH quando comparado ao grupo C (Tabela 2). Além disso,
0 grupo V apresentou maiores niveis de LH do que os grupos C (4.3 £ 2.2 versus 2.8 + 0.7
mUI/mL; P=0.02). Os niveis séricos de testosterona total, testosterona livre, e estradiol ndo

apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos (Tabela 2).



Tabela 2 — Caracteristicas demograficas e clinicas grupos C e V

C (n=12) V (n=31) Valor P
Idade, anos (média * DP) 335+3.1 31.0+5.2 0.12%
Idade parceira, anos (média £ DP) 29.2+3.1 30.0£40 0.67%
Idade da puberdade, anos (média £ DP) 141+16 14.1+1.7 0.99*
Volume testiculo direito exame fisico, mL (média £ DP) 21.6+59 16.8+4.7 0.0*
Volume testiculo esquerdo exame fisico, mL (média + DP) 21.0+6.8 14.2+5.1 0.01*
Grau 1 varicocele esquerda, % NA 6%
Grau 2 varicocele esquerda, % NA 44%
Grau 3 varicocele esquerda, % NA 50%
Grau 1 varicocele direita, % NA 55%
Grau 2 varicocele direita, % NA 45%
Grau 3 varicocele direita, % NA 0%
IMC, kg/m?2 (média = DP) 28.0+x4.7 259+4.7 0.19%
Concentracdo milhdes/ml (mediana £ 11Q) 34.0+111.2 15.9+44.0 0.054§
Contagem Total, milhGes (média = DP) 348+ 450 102+ 144 <0.01*
Motilidade progressiva, % (média £ DP) 64.2+19.7 46.3126.6 0.04*
Total de espermat. progressivos, milhoes (mediana £ 11Q) 77 £ 305 17+ 84 0.018
Morfologia, % (mediana £ 1Q) 8055 10.0x3.0 0.18*
Volume do semen, mL (média + DP) 45+1.2 3.3+1.7 0.04*
pH do semen (média * DP) 7.910.3 7.4+0.4 <0.01*
Testosterona, ng/dL (média + DP) 343+ 135 429+164 0.11%
Testosterona livre, ng/dL (média £ DP) 7.1+x21 83+3.1 0.25%*
Estradiol, pg/mL (média = DP) 38.2+14.1 354:t16.4 0.60*
FSH, mUI/mL (mediana % 11Q) 3.3x15 3.6x5.1 0.25%§
LH, mUI/mL (média + DP) 2.8+0.7 43+2.2  0.02*
Volume testiculo direito ultrassom, mL (média + DP) 15.4+3.6 13.9+54 0.38*
Volume testiculo esquerdo ultrassom, mL (média + DP) 13.9+3.7 11.8+4.7 0.18*
Diametro veia testiculo direito ultrassom, mm (média + DP) 1.6+0.2 2.310.8 <0.01*
Didmetro veia testiculo esquerdo ultrassom, mm (média £ DP) 1.9+ 0.4 3.410.8 <0.01*

FSH = hormoénio foliculo estimulante; IMC = indice de massa corpérea LH = horm&nio luteinizante.

" Teste t de Student; $ Teste U de Mann-Whitney
Fonte: O autor

5.1.3 Varicocele Fértil x VVaricocele Infértil
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A Tabela 3 resume as caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos VF e VI. Os

homens do grupo VI eram mais jovens que os do grupo VF, com idade média de 29.1 + 4.7 e

33.0 £ 5.0 anos respectivamente (P=0.03), bem como tiveram um puberdade em idade um

pouco mais precoce (idade média 13.4 + 1.3 e 14.9 + 1.7 anos respectivamente; P=0.01), e

tinham parceiras mais jovens, porém este ultimo dado néo atingiu significancia estatistica (28.6

+ 4.5 e 31.4 + 2.8 anos respectivamente; P=0.06). O tempo medio de infertilidade, ou seja, o

tempo desde o inicio das relagdes sexuais regulares e sem métodos contraceptivos, do grupo VI

foi de 56 + 62 meses.

O grupo VI apresentou testiculos de menor volume quando comparados com 0 grupo
VF, sendo 14.8 + 4.5 e 19.0 £ 4.0 mL respectivamente para o lado direito (P=0.01), e 11.5 +
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3.6 € 17.0 £ 5.1 mL respectivamente para o lado esquerdo (P<0.01). Com relagdo ao tamanho
da varicocele, ndo houve diferenca estatisticamente significante na distribuicdo do grau de
varicocele entre os grupos VF e VI, porém o grupo VI apresentou didmetro venoso maior
bilateralmente no exame de USGD, sendo a média de tamanho da maior veia do lado direito de
1.8 £ 0.5 mm no grupo VF versus 2.7 £ 0.8 cm no grupo VI (P<0.01),ede 3.2+ 0.6 cme 3.6
+ 0.9 no lado esquerdo para os grupos VF e VI respectivamente, porém nao houve significancia
estatistica para este tltimo dado (P=0.29).

Quanto aos parametros de analise seminal, o grupo VI apresentou menores concentracao
de espermatozoides, contagem total de espermatozoides, motilidade espermaética e contagem
total de espermatozoides moveis progressivos quando comparados ao grupo VF (Tabela 3).
Além disso, o grupo VI apresentou maiores niveis de LH e FSH do que o grupo VF (Tabela
3). Os niveis séricos de testosterona total, testosterona livre, e estradiol ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos.

Tabela 3 — Caracteristicas demograficas e clinicas grupos VF e VI

VF (n=15) VI (n=16) Valor P

Idade, anos (média + DP) 33.0+5.0 29.1+4.7 0.03*
Idade parceira, anos (média = DP) 314128 28.6+45 0.06*
Idade da puberdade, anos (média * DP) 149+1.7 13.4+1.3 0.01*
Volume testiculo direito exame fisico, mL (média = DP) 19.0+ 4.0 14.8+4.5 0.01*
Volume testiculo esquerdo exame fisico, mL (média + DP) 17.0+5.1 11.5+3.6 <0.01*
Grau 1 varicocele esquerda, % 20% 6%

Grau 2 varicocele esquerda, % 40% 44%

Grau 3 varicocele esquerda, % 40% 50% 0.627t
Grau 1 varicocele direita, % 50% 55%

Grau 2 varicocele direita, % 50% 45%

Grau 3 varicocele direita, % 0% 0% 1t
IMC, kg/m? (média £ DP) 26.1+4.1 25.7+5.2 0.83*
Concentracao milhoes/ml (média + DP) 68 + 92 8.2+8.0 0.01*
Contagem Total, milhdes (média + DP) 185+ 172 23 +25 <0.01*
Motilidade progressiva, % (média + DP) 65.4+18.8 28.4+19.3 <0.01*
Total de espermat. progressivos, milhdes (média + DP) 131+ 148 9+10 <0.01*
Morfologia, % (média + DP) 95+3.8 88146 0.64*
Volume do sémen, mL (média + DP) 3.4z+16 3.2+1.7 0.81*
pH do sémen (média + DP) 75+0.4 7.4+05 0.06*
Testosterona, ng/dL (média £ DP) 412 + 184 446 + 146  0.57*
Testosterona livre, ng/dL (média £ DP) 80t26 8.6+3.6 0.59*
Estradiol, pg/mL (média + DP) 38.7+18.4 32.3+14.2 0.28*
FSH, mUl/mL (mediana + 11Q) 3.4+1.2 7.3+5.1 <0.01§
LH, mUI/mL (média + DP) 3.4+13 51+2.6  0.03*
Volume testiculo direito ultrassom, mL (média + DP) 14.8+4.9 13.0+5.8 0.37*
Volume testiculo esquerdo ultrassom, mL (média + DP) 11.8+4.3 11.8+5.3 0.99*
Didmetro veia testiculo direito ultrassom, mm (média + DP) 1.8+0.5 2.7+0.8 <0.01*
Didmetro veia testiculo esquerdo ultrassom, mm (média+ DP) 3.2+ 0.6 3.6%0.9 0.29*

Fonte: O autor.
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5.2 DADOS ESPECTRAIS E ANALISES MULTIVARIADAS

5.2.1 Controle x Varicocele

Apbs obtencdo dos espectros de RMN de H do soro de sémen (Figura 7), foi
incialmente empregado o método de PCA para uma analise exploratéria do nosso conjunto de
dados com o objetivo de observar se eles naturalmente agrupavam no espago multidimensional.
Porém néo foi observada uma aglomeracdo natural das amostras em funcgéo da presenca ou ndo

de varicocele (Figura 8).

Figura 7 — Exemplo de espectro de RMN de 'H de soro de sémen
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Figura 8 — Andlise exploratdria utilizando PCA
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Dois modelos supervisionados foram construidos, usando os formalismos OPLS-DA e

LDA, respectivamente. O modelo OPLS-DA conseguiu discriminar os dois grupos com uma

acuracia de aproximadamente 90% e P < 0,004 (Figuras 9a e 9b).

Figura 9 — OPLS-DA controle x varicocele. A- score plot. B- Figuras de mérito
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O modelo OPLSDA apresenta as varidveis mais importantes para a discriminagao
observada. Elas sdo apresentadas na figura na Figura 10, e seus deslocamentos quimicos

mostrados em detalhes na Figura 11.

Figura 10 — Variaveis que melhor discriminaram os grupos C e V no modelo OPLS-DA
identificadas pelos respectivos deslocamentos quimicos
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Figura 11 — Detalhe dos deslocamentos quimicos associados as variaveis que melhor
discriminaram os grupos C e V no modelo OPLS-DA. A - 2,91 ppm. B - 6,66 ppm. C
7,46 ppm. D 8,26 ppm. E 8,34 ppm
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Buscando otimizar os resultados, a matriz de dados previamente pré-processada foi
submetida a LDA. O modelo LDA foi construido utilizando 5 variéveis selecionadas utilizando-
se 0 lamba de Wilks. As variaveis selecionadas para o modelo LDA apresentaram 0s seguintes
deslocamentos quimicos & (ppm) 2.91, 4.15, 4.27, 7.38 e 8.06 .

O modelo foi avaliado pelo teste Fischer com 5 e 37 graus de liberdade e apresentou
significancia estatistica (F37,5 = 15,02; p<0,001). A validacdo foi realizada utilizando-se o
método de LOOCYV. O resultado dessa validacdo apresentou uma acuracia de 93,0%, que € um
pouco melhor que a observada para 0 modelo OPLSDA (89,5%). O modelo LDA classificou

erroneamente as amostras 09, 15 e 25, conforme Figura 12.

Figura 12 — Resultado da LDA para a comparacéao entre os grupos C e V
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Fonte: O autor

Apos a validagdo LOOCV, o modelo apresentou sensibilidade de 93,5% e
especificidade de 91,7%. Valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo iguais a
96,6% e 84,5%, respectivamente. A Tabela 4 apresenta de forma resumida os resultados para
0 modelo LDA.
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Tabela 4 — Resultados do Modelo da LDA (depois da validacéo cruzada) usando os
dados espectrais de RMN de H para discriminacéo entre os grupos C e V

Grupos
Modelo Varicocele Controle Total
Varicocele 29 1 30
Controle 2 11 13
Sensibilidade = 93.5% Valor preditivo positivo = 96.6%
Especificidade = 91.7% Valor preditivo negativo = 84.5%
Acurécia= 93.0% Fs75 = 15.02 (P<0.001)

Fonte: O autor

5.2.2 Varicocele Fértil x VVaricocele Infértil

Para a analise comparativa entre os grupos VF e VI utilizamos inicialmente os modelos
PLS-DA e OPLS-DA, que ndo tiveram significancia estatistica. As figuras de mérito, apds
LOOCYV para os dois formalismos, revelam que os modelos ndo apresentam condi¢fes para a
discriminacdo das classes envolvidas. A Tabela 5 descreve os atributos de mérito dos dois

formalismos para esse conjunto de dados.

Tabela 5 — Resultados da PLS-DA e OPLS-DA (ap6s a validacdo cruzada) usando 0s
dados espectrais de RMN de H para a discriminagéo entre os grupos VF e VI

Acuracia R2Y Q? P
PLS-DA 58% 0,4666 -0,1074 0,968
OPLS-DA 85% 0,924 -0,27 0,6425

Fonte: O autor

A Figura 13 apresenta o grafico de valores preditos pelo modelo versus o diagnostico
para cada amostra, que aqui foi arbitrariamente definida como 0 (zero), para 0s pacientes

inférteis, e 1 (um) para os férteis.



46

Figura 13 — Resultado da LDA para a comparacéao entre os grupos VF e VI
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O modelo LDA obtido apds LOOCV apresentou uma acuracia de 96,77%. Na Tabela
6, é apresentada a Matriz de Classificacdo para 0 modelo LDA e sdo expressos os resultados

das outras figuras de mérito alcancadas na analise. E digno de nota que a amostra 57, que foi

classificada erroneamente pela LDA, é proveniente de um participante azoospérmico com

varicocele que ndo melhorou ap6s a cirurgia de varicocelectomia, sugerindo uma outra causa

de infertilidade que ndo a varicocele e explicando o comportamento aberrante da amostra no

modelo. Ressalta-se ainda que uma outra amostra (amostra 53) também de um paciente

azoospérmico, porém que melhorou os pardmetros seminais apds a varicocelectomia, foi

classificada de maneira correta pelo modelo.

Tabela 6 — Resultados da LDA (ap06s a validagdo cruzada) usando os dados espectrais de
RMN de H para a discriminacéo entre os grupos VF e VI

Grupos
Modelo Varicocele Varicocele Total
Fértil Infértil
Varicocele Fértil 15 0 15
Varicocele Infértil 1 15 16

Sensibilidade = 93.7%
Especificidade = 100%
Acuracia= 96.7%

Valor preditivo positivo = 100%
Valor preditivo negativo = 93.7%
Fa65=7.70 (P<0.001)

Fonte: O autor
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6 DISCUSSAO

Mesmo diante de tantos pontos controversos sobre sua fisiopatologia, diagndstico, e
tratamento, a varicocele é considerada uma das principais condi¢des associadas a infertilidade
masculina. Recentemente, diferentes técnicas “Omicas” tém sido utilizadas para melhor
compreender 0os mecanismos que levam a varicocele a causar infertilidade masculina,
auxiliando no desenvolvimento de novas ferramentas diagndsticas, terapéuticas e progndsticas
(19, 41, 84, 99). Os métodos “Omicos” utilizam técnicas de alto rendimento para estudar varios
sistemas bioldgicos passo-a-passo, progredindo desde as informagdes mais basicas contidas no
genoma, passando por mecanismos que processam essas informacbes, 0 epigenoma e 0
transcriptoma, atingindo os elementos funcionais, o proteoma, e terminando nos efeitos liquidos
de sua acdo, 0 metaboloma e o fenoma (100).

A presente pesquisa trata-se do primeiro trabalho a utilizar a metabonémica para a
criacdo de modelos para o diagnostico da varicocele bem como para a discriminagdo entre
homens com varicocele férteis e inférteis.

Utilizando as ferramentas OPLS-DA e LDA, conseguimos criar modelos capazes de
diferenciar homens saudaveis de homens com varicocele independentemente do status de
fertilidade, mesmo com um ndmero reduzido de amostras disponiveis para este estudo piloto
(Figuras 9 e 13). Tendo como referéncia dados do EF e de USGD, estes modelos tiveram uma
alta acuréacia, sendo 89,5% para a OPLS-DA e 93% para a LDA (Figura 9b e Tabela 4). A
capacidade destes modelos em discriminar os participantes do grupo C daqueles do grupo V
com valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN significativos corrobora os achados
clinicos, que evidenciaram que os homens portadores de varicocele possuem alterac@es clinicas
decorrentes desta condicdo, tais como diminuicdo do volume testicular e alteracdes dos
parametros seminais, quando comparados com controles sadios.

E importante notar que esses achados estdo em congruéncia com os resultados de
trabalhos utilizando a protebmica para estudar alteracdes no sémen de adolescentes e homens
com e sem varicocele (85, 101). Quando comparados com um grupo controle de adolescentes
sem varicocele, adolescentes com varicocele apresentaram uma maior expressdo de proteinas
relacionadas a resposta inflamatoria e imune, mesmo quando ndo exibiam alteracdes dos
parametros seminais (85, 101). A presenca de alteracdes dos metabolitos e proteinas do sémen
de individuos portadores de varicocele mas que ndo possuem espermograma alterado sugere
que a varicocele é uma condi¢cdo heterogénea com implicagdes que vao além do impacto nos

parametros seminais classicos.
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Além disso, os modelos criados, se validados externamente com um numero maior de
amostras, permitirdo a criacdo de um dado analitico para o diagnostico de varicocele, o que é
importante tendo em vista que até o presente momento este diagnostico € feito na pratica clinica
através do EF e/ou USGD, que, conforme exposto anteriormente, ttm um carater operador-
dependente com grande variacdo intra e interobservador (32, 36, 37).

Nosso trabalho também conseguiu criar um modelo de LDA capaz de diferenciar
homens férteis com varicocele de homens inférteis com varicocele com uma acuracia de 96,7%
apos validacdo cruzada (Figura 14). Este achado ressalta o carater heterogéneo da doenca e
tem uma importancia clinica ainda maior, pois, embora os homens inférteis portadores de
varicocele usualmente apresentem espermograma alterado e hipotrofia testicular, atualmente
nenhum exame complementar é capaz de discriminar com acuracia estes dois grupos (25). Este
modelo pode ser de grande utilidade na pratica clinica, ajudando na conducdo de homens que
tenham varicocele e desejam saber sobre o seu potencial fértil mesmo antes de terem iniciado
as tentativas de concepcao. Além disso, o fato do modelo ter classificado erroneamente um
paciente azodspermico que ndo obteve melhora do espermograma ap0s a cirurgia, enquanto
classificou corretamente um outro paciente azoospermico que melhorou com o procedimento,
sugere que a metabonémica pode ser usada para discriminar pacientes que melhorardo ou néo
apos o tratamento cirdrgico, evitando assim tratamentos invasivos desnecessarios. Destaca-se
ainda que nao ha na literatura estudos utilizando outras técnicas “Omicas” que compararam
estes dois grupos de homens com varicocele.

Outros grupos tém demonstrado que € possivel utilizar a metabonémica para criar
modelos capazes de diagnosticar com alta acuracia certos fendtipos ligados a infertilidade
masculina. Um estudo utilizando RMN de *H de soro de sémen foi capaz de gerar modelos com
acuracia de 92.4% para discriminar homens férteis de inférteis, e de 92.2% para diferenciar
homens inférteis com espermograma normal de homens inférteis com oligospermia (53). Outro
estudo similar construiu modelos de OPLS-DA capazes de discriminar homens com
infertilidade idiopatica (com espermograma normal) de homens inferteis com oligospermia
com acurécia de 89% (44). Também utilizando RMN de *H de soro de sémen e OPLS-DA,
Zhang et al geraram um modelo que segregou homens férteis de homens com astenozoospermia
com uma acuracia de 85.7% (92).

Um dos pontos fortes do nosso estudo foi a utilizacdo do critério diagnostico de
infertilidade sugerido pela Sociedade Americana de Reprodugcdo Humana, considerado
atualmente o melhor critério a ser utilizado em pesquisas (4). Além disso todos os participantes

foram avaliados pelo mesmo especialista em infertilidade masculina, bem como tiveram todas
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as USGD realizadas com o mesmo radiologista especialista em patologia do trato geniturinario
e todos os exames laboratoriais realizados em um laboratorio central, aspectos estes que
diminuem a chance de viés de selecdo. Deve-se ressaltar mais uma vez que ndo houve mudanca
na rotina de atendimento dos participantes, e que todas as amostras colhidas e exames clinicos
realizados ja fazem parte da avaliacdo inicial do paciente infértil, fatores que facilitam uma
possivel incorporacio da espectroscopia de RMN de H neste contexto clinico.

Por outro lado, o estudo néo € isento de limitacdes. A principal limitacdo foi o nUmero
reduzido de amostras utilizadas devido ao presente estudo se tratar de um estudo piloto, o qual
tem como objetivo principal testar, avaliar, revisar e aprimorar os instrumentos e procedimento
de pesquisa e é limitado quanto a capacidade de atingir os objetivos finais da mesma. Outra
limitacdo foi a ndo utilizacdo de pareamento por idade. Deste modo, embora a diferenca de
idade entre os grupos tenha sido pequena e sé atingiu diferenca estatistica entre os grupos VF
e VI, ndo podemos excluir a possibilidade de que alteracdes nos metab6litos do sémen causadas
pelo envelhecimento tenham agido com fator de confus&o das analises. Além disso, a avaliacdo
das parceiras dos homens inférteis foi feita apenas através da anamnese, ndo sendo realizados
exames complementares adicionais para descartar possiveis causas de infertilidade feminina

néo diagnosticada.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo demonstrou a espectroscopia por RMN de *H do soro de sémen pode
ser utilizada em conjunto com ferramentas de estatistica multivariada para a criagdo de modelos
metabondmicos Uteis na discriminacdo entre homens com varicocele e sem varicocele, e entre
homens com varicocele férteis e inférteis. Futuros estudos sdo necessarios para validar
externamente os modelos criados e para aprofundar a investigacdo dos metabolitos importantes

para a segregacdo dos grupos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugdo 466/12

Investigacao da Varicocele Atraves de Analise Metabondmica Baseada
na Espectroscopia de RMN de Hidrogénio de Soro de Sémen, Soro de

Sangue e Urina.

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa porque foi atendido ou estd sendo atendido
nesta instituicdo. Esta pesquisa estd sob a responsabilidade do pesquisador Dr. Filipe Tenério Lira Neto
e sob a orientacdo do Prof. Dr. Salvador Vilar Lima Correia, com endereco Rua Gilherme Salazar, n
150, apt 601E, Poco da Panela, Recife — PE, CEP 52061-275, telefone (81) 2126-3649 e (81)
982322435, e e-mail para contato pesquisavaricoceleimip@gmail.com.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo, precisa conhecer os beneficios, os riscos e as
consequéncias pela sua participacdo. Este documento é chamado de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e tem esse nome porque vocé sé deve aceitar participar desta pesquisa depois de
ter lido e entendido este documento. Leia as informagGes com atengdo e converse com o pesquisador
responsavel e com a equipe da pesquisa sobre quaisquer dividas que vocé tenha. Caso haja alguma
palavra ou frase que vocé ndo entenda, converse com a pessoa responsavel por obter este
consentimento, para maiores esclarecimentos. Caso prefira, converse com os seus familiares, amigos
e com a equipe médica antes de tomar uma decisdo. Se vocé tiver duvidas depois de ler estas
informacdes, entre em contato com o pesquisador responsavel. Apds receber todas as informacgodes, e
todas as duvidas forem esclarecidas, vocé podera fornecer seu consentimento, rubricando e/ou
assinando em todas as pdginas deste Termo, em duas vias (uma do pesquisador responsavel e outra
do participante da pesquisa), caso queira participar.

PROPOSITO DA PESQUISA

O objetivo deste estudo é avaliar se altera¢des metabdlicas (caracteristicas) encontradas no sémen
(esperma), sangue e urina de pacientes varicocele podem, em um futuro, serem utilizadas para o
diagndstico e tratamento desta doenga. Com resultados tentaremos melhorar as indicagbes e o
seguimento do tratamento da varicocele, diminuindo complicagdes, os custos e a necessidade de
exames desnecessarios, melhorando a qualidade do tratamento especifico.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Aceitando participar o Sr. devera fornecer uma amostra pequena (o equivalente a dois tubos pequenos
de 4 mililitros cada, ou que corresponde a aproximadamente duas colheres de sopa) de sangue, de
urina, e de sémen (esperma), que sera coletado no laboratério do IMIP-PE. Este material (sangue, urina
e esperma), sera tratado diretamente no laboratdrio e analisado no Laboratério de Quimica da UFPE.
Todas as amostras bioldgicas coletadas durante esta pesquisa, serdo utilizadas apenas para os
propdsitos descritos neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

N&o havendo necessidade de nenhum outro exame ou procedimento invasivo, bem como ndo havera
alteracao do tipo ou da programacao de seu tratamento na unidade de urologia. Durante o estudo o
Sr. poderd ser perguntado sobre alguns detalhes de sua evolugdo clinica pelo pesquisador,
respondendo a um questionario. Se vocé concordar, os pesquisadores responsaveis por esta pesquisa
consultardo seus dados clinicos e laboratoriais que se encontram no seu prontudrio. Os dados
coletados no prontudrio serdo mantidos em sigilo e confidencialidade.

O Sr. serd acompanhado normalmente no ambulatério de urologia e ndo havera nenhum prejuizo para
o seu tratamento.

BENEFICIOS
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Os beneficios estao relacionados ao desenvolvimento de um método diagndstico ndo invasivo e seguro
gue podera servir para o diagnéstico, indicacdo de tratamento, e para o acompanhamento dos
pacientes varicocele e infertilidade. Se o Sr. for diagnosticado com varicocele e infertilidade, vocé
recebera tratamento e acompanhamento adequados no servico de urologia do IMIP-PE

RISCOS

Os riscos estimados sdo relativos a queixa de dor ou desconforto durante a coleta de sangue e ao
constrangimento ou mal-estar social dos sujeitos para coleta do sémen e entrega do material. Para
minimizar esses riscos, a coleta dessas amostras sera feita em local adequado e por profissionais
experientes.

CUSTOS

N3o haverd remuneracdo para participar desta pesquisa, bem como o senhor ndo pagara nada para
participar da mesma. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas
pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacéo). Fica também garantida indenizacdo
em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extrajudicial.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé optar por participar desta pesquisa, as informacées sobre a sua saude e seus dados pessoais
serdao mantidas de maneira confidencial e sigilosa. Seus dados somente serao utilizados depois sem
sua identificacdo. Apenas os pesquisadores autorizados terdo acesso aos dados individuais, resultados
de exames e testes bem como as informacdes do seu registro médico. Mesmo que estes dados sejam
utilizados para propdsitos de divulgagdo e/ou publicagdo cientifica, sua identidade permanecerad em
segredo. Estes dados ficardo armazenados em pastas de arquivo e sob a forma de planilhas eletrénicas
criptografadas sob a responsabilidade do pesquisador, no endere¢o Rua Gilherme Salazar, n 150, apt
601E, Poco da Panela, Recife — PE, CEP 52061-275, pelo periodo de minimo 5 anos

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

A sua participacdo é voluntaria e a recusa em autorizar a sua participa¢do ndo acarretard quaisquer
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito, ou mudanca no seu tratamento e
acompanhamento médico nesta instituicdo. Vocé podera retirar seu consentimento a qualquer

momento sem qualquer prejuizo. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo na pesquisa,
a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta de dados relativos a pesquisa sera
imediatamente interrompida.

ACESSO AOS RESULTADOS DE EXAMES

Vocé pode ter acesso a qualquer resultado relacionado a esta pesquisa. Estes resultados serdo
enviados ao seu médico e ele falard com vocé. Se vocé tiver interesse, vocé podera receber uma cépia
dos resultados.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

A pessoa responsavel pela obtengdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido lhe explicou
claramente o contetdo destas informagdes e se colocou a disposicao para responder as suas perguntas
sempre que tiver novas duvidas. Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, sobre
qualquer esclarecimento de eventuais duvidas e inclusive para tomar conhecimento dos resultados
desta pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Filipe Tendrio Lira Neto no telefone (81)
982322435 de 08:00 as 18:00. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Centro de Ciéncias da Satde da UFPE e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IMIP. Se vocé tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre esta pesquisa, entre em contato com o CEP-IMIP e/ou CEP-UFPE
com o que objetiva defender os interesses dos participantes, respeitando seus direitos e contribuir
para o desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as condutas éticas. O CEP-IMIP esta situado a
Rua dos Coelhos, n? 300, Boa Vista. Diretoria de Pesquisa do IMIP, Prédio Administrativo Orlando
Onofre, 12 Andar tel: 2122-4756 — E-mail: comitedeetica@imip.org.br O CEP/IMIP funciona de 22 a
62 feira, nos seguintes horarios: 07:00 as 11:30 h (manha) e 13:30 as 16:00h (tarde), e o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 12
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Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

Este termo esta sendo elaborado em duas vias, sendo que uma via ficard com vocé e outra sera
arquivada com os pesquisadores responsaveis.

CONSENTIMENTO
Li as informagdes acima e entendi o propdsito do estudo. Ficaram claros para mim quais sdo
procedimentos a serem realizados, riscos, beneficios e a garantia de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que a minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso aos
dados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer tempo.
Entendo que meu nome ndo serd publicado e toda tentativa serd feita para assegurar o meu
anonimato.
Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa e poderei retirar o meu consentimento a
gualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido.

() Eu concordo em participar desta pesquisa e CONCORDO em ter minhas amostras armazenadas e
utilizadas para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP e para
isto deverei assinar no futuro, um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, se eu concordar.
ou

() Eu concordo em participar desta pesquisa, mas NAO CONCORDO em ter minhas amostras
armazenadas para uso em pesquisas futuras.

Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar nesta pesquisa.

Local e Data:
X — Impressio
Nome e Assinatura do participante o
digital
/ /
7 7
Nome e Assinatura do Responsavel Legal Data

(quando pertinente)

Presenciamos a solicitagcdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e o aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes desta pesquisa ao
paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo mesmo. Declaro que obtive de
forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente para a participagao
desta pesquisa.

/ /

Nome e Assinatura do Responsavel pela obteng¢do do Termo Data
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA DO CCS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
B PERNAMBUCO CENTRO DE %’“ﬁ i
{[== #=8 ciEnciAS DA SAUDE / UFPE-
FARECER CONSUBSTANCIADD DO CEF

DADME D0 PROJETC DE PESGILESA

Tlll-ud.lF-lil:l.l:u:lrf.l'e-.:I:I-;u;.!n da Vardcooels Alravés de Andlls= BMetsbondmica Baseads na
Especirnsinpia de PN d= Hidrogénko de Born de 3&men, Boro de Sangue, = o= L

Pecquicador: Alps Tendro Lira Bein

e Tamatine:

Vemio: 2

CAAE: &4219917 1.0000.5208

InctEulzdo Proponants: CENTRO DE CIENOAE 04 SAUDE
Patrocinador Principal: Flranchmamo Pricda

DAMCE D0 PARECER

Hmero do Parsosr 1.97E.735

Apracentando oo Propebo:

Treta-s& oe um Projein de Pesgulss do Mesrado & Cinangls do Progama de Pos-gadsscio sm Ciurgla
apreseniado pelo aluns Fellpe Tendrio Lra MNeto, sob HMﬂhﬂ-ﬁdﬂHﬂ.Wﬂrmmﬂ.
cﬂncﬂaﬂmnﬁiﬂtacmderulnmﬁ#uﬁhhtmdzﬁhrﬁduﬁmumﬂmﬂ
ra Expecroscoply de RN de Hidrognko g2 Sono de S&men, Som de Sanpue & de Ldna.

Avarcocele & dinda omo CAusa de 355 8 0% dos cazos de inferilidace masouling, no emianis , a
relacio de causa-eisfin enine variooose & inferllidade mascullna ainda nbo estd esdsredda nio otsane

ices estudos revelando melrom da ferilldste ouarco homens Infdrisls sio sobmeddos &
sariocoseCioila

Do o ano 2000, e=siudas metsbonterions om sido ullzsdes pars ofiar mocelos que sajar capeTes de

audier o diagnosioo & progrostico cas mals dferentes doengas. A construglo de um maodelo
metabondmioo por um melo ndo irvestivo como s G de H- (avells ms alieracies dos. metacolios

Ermddiafal A4, 00 Ergearieis s - o7 Groal, aels 4, Prdaes 30 Cabirs 36 CErosEs o6 5 6eds

BT Dands U pi-ainsss CEF 50 74l
uF: PE Wunkipla: RECIFE
Tabcans: i o 0500 [ T S PR T P

i 1 i ET
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Bl #R CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

VO aAhE 0 Foaecar 1 BT TE

e onmemies de doenca ) do son oo 2imen, do sangae & de urine, posdend consdiulr um awlio pas gl
m guals packniss a8 presena de vancoode Impacs na ferildede, ajucando no diagndsioe & no
soonssifamemio guanio & netesHdacts de FEEmeio.
Tmumlnﬂmmmmﬂmpﬁﬂtﬂmm dein=amenio longliudinal, gue visa
extuiar o perfl mistsbondmico de packemies ImSrels oom vanicooss & oompariHo oo o pel
mistabontmilos de packemiss #rels oom van ook & e padenies Mriels sem werooose.

Berdc Incluldos no =sado 105 wolurbincs, malores o= 50 ancs, si=rclbios no Ambulsitrio d= Urmilogla o
Irsiun de Medicing inisgral Prof. Fermando Figusia & Serago oe Unolopla do HC-UFPE os guals serlio
dlsiricufdos &m 2 grupos com 35 paclentes Grupo |- Facieni=s gue esham dagriston e Imisrilidads
oo varicooele: ool poises] | ndependenis S0 ogreu ds variomosis Grupo || - Pacieni=s: com fihos. Que prooJnsm
o BErvlios para o rcﬂ:n[j-:-dzl.ucmm gue fenham vadooose = Grupo Bl — Peckemiss que procuram o
servigo para realizacio de vaseciomia sem varmooele.

i gnapd | fomeossd amosTas Diologicas antes £ 3 meses apds. O raimrenio, 8 1m de seem nealEsdas
analsss pareadss = companyihvas oo grupas 1= 1.

0 Frogetn serd realieads em conjumo oo Serdon de Urslogla do BGUFPE & com o Serdoo de Unologls
diz |MIP-PE. Todos serdo encaminhados ao laboraitrk pars colata die sxamies hormonals, a&smemaograms,
Al e Tono e sangae, SO de slmen, & udna.

& robstn das aMOSTEs, EEngee, sEmen = uira, 5ol realmads no lsbomideio de analses dinlcas do ISIPFPE,
g mecsdks habihual, resssliando que & coleta de tals blcluldos e parie da Inl.'-:-.:ﬂm-;l-u de rotine dos
paclerias com varkcoDsle & infartlidecs, = dos gue sho submetlcos & vasecomis

A orallse das amcrirss serd processada no lsbormdns da Cemiral Analfica do Cepariamenio de Sulmica

Crmdsiaga: As, o0 Engevrimds ee® - o gresr, esis 4, Prdades o Cepmrn s CSrosn o6 S eeds

BEaTe Tl U e CEF oo 7gam
UF: Pi nkipia: RECIFE
Tabefoavs: s o o050 E-muk  coscn gl b

g 3 e ET
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== wpe CIEMCIAS DA SAUDE / UFPE-
Cordrasghs. o Parscar: | SLTE:

Furdaenal (D5F] da UFFE. O Grupo d= Ke=mbondmica = Ergng de Sulmica (GEMER-UFPE) fcard
reaporsavel pela otrengio cios especiros Se RN de H-1 & a construcBo dos modelos metabondmicos.
O poordo com of resulincos obddos o pesgul sadores esdmam a ut:m_;!-u-:t U medindio diagridsticn
Inorimcior, s bosoue deieTilner o= g waricoosi e oA emolvica na felopsiciogla da inferilidace mascullma,
bem oo S& O trataments Cironglco & bemd oo aos padentes. Por e conslderado um mdiodo

miln mamemie rvashen, pocerd, Inclosive, ser conskdemnds coms uwm sk o s sar poecuingo, SEgung,
simples, Indoun, comfidve] = o= el cusha.

Db sfien da Pecgulca:

iDibjetvo Primdrio

1) Consirur modeslos mefabondmicos, & pars de dados =specTals o= AN de -1 obddos de soro de
SENQUE, Toro O ohmer, & urins, pers o dagndsiics de packemies imfdrtels com vaiooosds.

cijetves Seounddrios

1) CHerenciar pack=nies Srisls com varkooosds (grupcl ), o= pacentes irdrsls com vanooosle [grupa 2], =
g padenies fEfdels sam waricososlE foropo 2, a et do modelo proposio.

2] Analksr o= o modelo metaboldmion o padentes IrfErsl oo vanooose = aprosdea do modeio
miriabolimicn dos packeniss rels tom ou s vanonose q:-u-:-um:l::i;.h de varcorsiscinmia.

) Inwvestizar qusks metabaBos. enda0eEncs oresemies rio Son 0 SAmEn, S0r0 de sangUe, & uring essio
asspcianos & disciminacio enire a5 arosins.

Acwalizgds dos Rlcoos & Eanafiobxc:
Riscos
et de dor o desconforic duranbe & col=ia o= sangue = 30 consrangimenio ou rmal =star socal dos

EmdSsiegd: Ax, o0 Engenuis g™ - o Sron, ey 4, Proaes 33 CEiio 06 CSnat 26 5 heds

Bsima Colnds U pdesinns CER 5 248800
uF: FL Eunkipia: RECIFE
Tk -5 E-meik  cazocn (ol

Poigiesn B sim BT
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ok oo Possoer | ST

suj=ins para colesa oo shmen & arinsga oo maberal,

Berefickos

O berelicies esperacos esifo neladonados. om o possheel deserobdrenn de um méodo diagnésiom
rdo Invasho, sagurn & que podiera serv tanio pam o diagrasdoo, quanto pam o acompanhameanin dos
paderies oom vaiooosks & infeiidade.

ioemenbarioe. & Concldsragdes cobre a Pecqulca:
Trata-se de um esad0 cujos resultados poderdo acrescentar Informacies quanio a INferilidade refaconada
a pacienies portadones de varloocels  Busca delemmiinar == 8 wariocosie esid srwobdica na Telopaisiogla da

Imieriidade | bem como 2= 0 fraamenio dirgios & bendico aos pacdemes A onsirucio dos modelos
miriabontmicos oirildos dos especims de RN de H-1 de packsmies com varooosls pode 5= mar, R

fiahune, us Exame Gl no disgndsics, no progndsios, trm:-:qmr'nd'lm;j-:--:l: profoooins o= ralmmenic =
aCompanhameio.

Concldaragies cobre o Termos de aprecantaplo cbrigatora:

1-Folha de Rosin preenchids de foma adeousda;

Z-TCLE redighaho o= fiorma dara & & Inguspem acessive] aos soluntinos;
3-Cpamenio estimads em RE 4,735, 00 peferente 8 despEsEs mnh‘ummz.ﬂmu'h;jndunwnﬁm
& material de escriideio. Todos os custos sob & responsablicads do pesquissdor,

d~Cronograme: Cobeia de dados programada para o perlodo de malo de 2017 a8 jaredn de 201
S-Canas de ancéncls do Deparamemio de Culmica Fundamenial & do rsdfivio o= Medcdna inkegral Prof.
Ferandd Figusia aresads.

&-Fcha de mmliacio & ooleta de dados 00 pacienis anexacs;

T-Cumiculum e oo pesouilsan o, cilenador & Colahrsdiones Arsaiiis;

S-Termid de Cmpnomisso asainsdo Do pesqul Sa0or aneEtsii.

S-Carta de srunda do Serdipo de Unologls do HC ndo anemads.

Emdsinga:  As. oo Engeaneds sn® - o spcar, esis 4, Prdoieo 3o Conro 38 CSnoa oo S eeds
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g == wre  CIEMCIAS DA SAUDE f UFPE-
Corsrasghe. o Passcar: 1 STLTE

Regomerndagdac:

Hem recomendages

Conoluciec ou Perddnolac o Licka da Inadequanhes:

i pesoquisador anencu & Carks e sruénds do Serdipo de Unslogla do HC: UFFE abenderdio de forma
adequads & perdinda dooamenial Qersda

Conclgeragie:s Finale a oritério do CEP:

Ar efigincias foram risndlcdas & o profcoolo =5 APROWEDD, sendo llberado pam o mlkcks da coless o
dados. Informamos qmaﬁFEl?.-'.'-.l;'J.El CEFIMITIA, do projein s 5= dade apds o emio do Selideis
Final da pesguisa. O pesgulsador deverd fazer o download do moddo de Fslatdido Firal para emvid-io via
*Nodficachko®, pein Plataiorma Brasil Siga as instrucdes do lirk “Para emdar Relaitrio Final™, dispontvel mo
smmﬁmm.ﬁmmm refatiro, o CEF emitdm novwo Parecer Consubsiancsco
definithio peln skkisma Alataforma Bmasl.

Informarmns, alrda, que o [a) pesguisador (8] deves desenvolver a pesgulss conforme delineads nesoe
protocols & prossedio, sxceio guands perreber fson ou dano rdo previsho s wolonbirls pardol pamis e W03,
da Resolucio CHEME K° 46BHI2)

Evertuals modficagiies nesta pesguisa devem ser solichadas sravks de EMENDA a0 projeio, kdenificando

& parne do protcoolo & Tar modiiceda B sues jusicathees.
Para projetos com mals de um ams de e:-u:l:l..l;.in. & obrgaidro o= o Eesquissdor resporsave] pelo

Frotmcolo e Pasqulsa sprasanis & ssi= Comibt g Elca relsitinos cardak cas atkvidaces desamsolvidas mo
perodo de 12nuc1a:mhrdamuimuﬂ'm;!nﬂtem:l:.1.1h, d-uF:-!-:-l..ln;_j-:-l:'.-HEi'F.tH M 3B
O CERPCCEUFPE deee sor [miomaco o= odos o eisins acversos ou facs elevanbes gus alb=rem o curss
rommal 0o esdsado (item V.5, da Resolaglio CHEME N 4E6M2) € papel dofa pesgulsadona assegurar
todas &= medicas Imeclaiss = sdequaciss FEme & Beenin BIVErTD Qrase COorTicks [missri g enhe skio
&M Duine ceiro) = alnda, emdar roificacio & ANNIEA — Agindis Kadlonal de Vighiinds Eanlaris, jurio oom
= posiclonamisnio.

Ects parecsr foul slaborads bacsado noc dorumentos &bakos relaolonabos:
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA DO IMIP

INSTITUTO DE MEDICINA
INMIP (NTEGRALPROFESSOR W
FERNANDO FIGUEIRA -
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Institulg®e Coparticipants

DADGS DO PROJETD DE PESQIUISA

Titulo da F‘ﬂql.lﬂi: |I11.'EE1|Q-E§=5D da Varlcocele Atraves g2 Anallss M=labonbmilca Saseada na
Espectroscopla de RMN ge Hidrogénke oe Saro oe S&men, Soro ge Sangue, & o Udna

Peaquisador: Fllipe Tencrio Lira Neto
Araa Tematica;

Wersfdo: 1

CAAE- 64211917.1.3001.5201

Insfttulgdo Proponentes: CENTRO DE CIEMCIAS D8 SAUDE
Patrocinador Princlpal: Financlaments Prapric

DADGS DO PARECER

Humero do Parecer: 2.075.028

Apressntagio do Projeto:

o pesquisador apresenta de forma objetlva o tema de Infentlidade & varcooels, pontuando as possivels
Ripdbeses

Objetive da Pesquisa:

Objesvo Primario:

iConstrulr modelos metabonmicos, 3 partr de dados espechrals de RMM o2 H-1 obtidos de sono de sangue,
£0rD de S2men, & Urlna, para o

diagnisfico de padentes Infénsls com varcocele

Objedivo Secundarka:

- Diferenciar pacientes fértels com varcoosle {grupoi), de paclentes Infértels com varcoosle {grupo 2), e de
packentss fensls sem vanicocele (grupo

3), a partir do modeks propo:sta.

- Anallsar 58 o models metaboddmico de paclentes Infartals com varkcocele 52 aproxima do modes
meatabolémics dos paclentes fértels com ou Eem

vancocele apos a realizagdo de varkoceleciomia,

- Investigar guals metabalitos enodgenos presentes no 50N0 00 BEMEN, SOrD de sangue, & urina estdos
assoclados & dsciminacdo enire as

Endarmps:  Fusfos Cosltas, 300

Hmirra:  Hom Viote CEF: 55070250
ur: Pe Municigin: RECIFE
Talefone: {@1j2122-4758 Fax: [B1GE122-832 E-mai: omiwdesbicsiSmicorg. br

Frigira £+ de
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INSTITUTO DE MEDICINA
IM P NTECRALPROFESSOR \ DUy halil
FERNANDO FIGUEIRA -

amasiras.
Avallagio dos Rlscos & Baneflclos:
Inerentes 4 pesqulsa & pesquisa. O pesqulsacar pontua fals aspectos adequadaments

Comentarios & Consldera;des sobre a Pesqulsa:
Pesquisa bem escita, onde o Investigador faz adegquadamente o delineameanta do tema & a8 |acunas oo
conhecimenio.

Considaragbas sobre o8 Termaos &6 aprassntagio abrigataria:
adeguadas

Recomendagdes:

nao ki

Concluaies ou Pendénclas e Lista de Inadequag Ses:

apresentar relatérics parclals semesirals & relabdio final ap CEP-IMIP
Considaragbes Finalz a critério do CEP:

Esis parecar fol elaborado bassads nos documentos abalo relaclonadoa:

Tipo Cacumenin Arguivo Postagem Aubor Stuagdo
Inforragies Basicas| PE_INFCRMACDES BASICAS DO P [ 10032017 Acelto
go Projeta RCJETD 799297 paf 13:12:08
Ouros CARTADERESPOSTAASPENDENCIAS] 10M0X2017 |Flllpe Tenano Lra Acelo

par 13:11:42 | Neto
Inormaches Dasicas| PO_INFCRMALDES OASICAS DO P | 02017 Acelio
do Projeto RCJETD 799297 21:24:31
T 'cmm@glm—m [e e @ | ACelD |
- - =
Informachies Dasicas| PE_INFCRMACDES BASICAS DO P [ 23101/2017 Acelio
do Projeta ROJETD 799297, pdf 10:42:16
Folha te Rosto toihaDeRosto paf 3012017 |Flipe Tendo Ura Acelio
10:41:55 | Neto
Oufros EModecompromisso. jog FUC2017 |Fillpe Tenano Ura Acelio
10:39:24 | Neto
(TCLE S Temmos 08 | 1 GLE.0ooK 012017 |Fillpe Tendno Lra Aceflo
Assentimanta § 10:38:29  |Neto
Justncaiva de
Iriio &5 Baslcas| PB_INFORMAGOES BASICAS DO _P | 3mvoiuzoi7 Aceto
go Projeta ROJETD 799297 paf 17:56:50
Ouros ANEXOZFichaColetaliados.docx IWC/Z017 |Flipe Tendo Ura Acelo

Enderace:  Fus<os Coslton, 300

Harre: Hom Vists CEF: &5 00250
ur: PFE Munizizio: HECIFE
Talefene: @1j2122-4758 Fax: [B1Q71I2-8142 E-mail: comissssticsSamiooorg b

Prigiras £0 e O
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o ™

Cornuegic do Mo LOMSITH
DUt ANEXDZFIchaColetabaios. 0oty 17:56:33 | Neto Ageho
IMiarT@ghes Sasicas| 0 INFORMALUES DASICAS DO P | Zooaoly Acelo
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RECIFE, 22 de Malo g 2017

Assinade por;

Glaucka Virginia de Quelroz Lins Guerma

[Coordenador)

Endarmpzs  FusfosCosltos, 300

Haerre: Hoa Vimls
UF: PE

CEF:  $0.070.550

Municigio: BRECIFE
Talpfone: (41171 232-4758

Fax: [B1G127-8782

E-mail: comiwscSsebcsEemizorg. br
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