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RESUMO

E estimado que aproximadamente 15% dos casais, em idade reprodutiva, tenham
um diagnostico de infertilidade. Os fatores masculinos respondem por 40% a 50%
desses casos. A varicocele € uma condicdo que pode estar relacionada com os
casos de infertilidade masculina, sendo prevalente em 12% dos individuos e acomete
aproximadamente 25% dos homens inférteis. O presente trabalho teve por finalidade
a construcao de modelos metabonémicos baseados nos dados espectrais de RMN
de H obtidos de soro de sémen para o diagnéstico da varicocele e da infertilidade
associada a dilatacdo das veias que drenam o0 sangue testicular. Além disso, foram
elaborados modelos metabonémicos com fins de prognésticos da melhoria da
qualidade do sémen ap0s a varicocelectomia. Para fins didaticos, separamos o
trabalho em quatro estudos: no primeiro, avaliamos a discriminacdo entre 0s
pacientes com varicocele dos pacientes saudaveis;, no segundo, buscamos
discriminar infertilidade associada a varicocele; no terceiro estudo procuramos
prever quais pacientes teriam melhora dos parametros seminais pos-
varicocelectomia; e, no quarto estudo, foram elaborados modelos metabolémicos
para identificar quais os voluntarios com varicocele e infertilidade teriam aumentadas
as chances de gestacdo apos o reparo da mesma. A primeira e segunda parte do
estudo foram realizadas com 80 voluntarios, sendo 24 do grupo controle, 21 do grupo
Varicocele Fértil e 35 do grupo Varicocele Infértil. Enquanto as duas Ultimas etapas,
foram executadas com amostras de 43 voluntarios que foram submetidos a
varicocelectomia, visando aumentar as chances de gravidez. Foram obtidos
espectros de RMN de *H e os dados espectrais foram tratados usando a plataforma
online MetaboAnalyst e os softwares Matlab, Statistica e Excel. Os modelos foram
criados usando os formalismos PLS-DA, OPLS-DA e LDA. Nos Estudos | e Il, 0
formalismo GA-LDA foi o que apresentou melhores resultados. No primeiro, foram
observados valores de exatidao, sensibilidade e especificidade iguais a 95,8%, 100%
e 85,7%, respectivamente, para o diagnostico de varicocele. No estudo I, foram
encontrados valores de exatidao, sensibilidade e especificidade iguais a 94,1%,
100% e 83,3%, respectivamente, para o diagndstico diferencial de infertilidade
associada a varicocele. Nos Estudos Il e IV, os melhores resultados foram obtidos
com o formalismo LDA. No Estudo lll, os valores de exatiddo, sensibilidade e

especificidade s&o iguais a 93,1%, 94,4% e 90,9%, respectivamente, para



prognéstico de melhora da qualidade do sémen. E no Estudo IV, o modelo conseguiu
discriminar, as amostras de voluntarios que relataram gravidez em até 24 meses
apos varicocelectomia com a extadido de 95,6% na validacdo cruzada. Os achados
deste trabalho de tese confirmam a hipdtese admitida de que condicdes clinicas
como infertilidade e varicocele, bem como a intervencao cirirgica, alteram o perfil de
metabdlitos enddgenos contidos no fluido seminal, permitindo a construcdo de
modelos metabondmicos capazes de predizer 0s casos em que a varicocelectomia
pode melhorar as chances de gravidez para pacientes com infertilidade associada a

varicocele.

Palavras-chave: metabolémica; fertilidade; urologia; fluido seminal.



ABSTRACT

Infertility is a condition present in about 15% of couple in reproductive age. Male
factors are responsible by 40%-50% of infertility cases. In world, about 12% of men
have been diagnosed with varicocele. This number increase to 25% when we
observed only men with some level of infertility. In this thesis, we built *H NMR-based
metabonomics models using seminal sera for varicocele and male infertility
diagnosis, as well as for prognostic of seminal parameters improving after
varicocelectomy. The study was structured in four steps: (1) varicocele diagnosis; (Il)
differential diagnosis of male infertility associated to varicocele; (lll) prognostic of
seminal quality improving after repair varicocele surgery; and (V) prognostic of the
surgery impact on the pregnancy probability. The | and Il studies were performed
using samples from 80 volunteers (Control group, 24; Fertile Varicocele group, 21;
and Infertile Varicocele group 35), while Il and IV studies were performed using 43
samples from infertile men who were submitted to varicocelectomy aiming upper the
probability of have a pregnancy. *H NMR spectra from seminal sera were processed
using online platform MetaboAnalyst and Matlab, Statistica and Excel software.
Metabonomics models were built using PLS-DA, OPLS-DA and LDA formalisms. In
the | and Il studies, GA-LDA formalism presented the best results, with 95.8%
accuracy, 100% sensibility and 85.7% specificity for varicocele diagnosis. For
differential diagnosis of infertility associated to varicocele, GA-LDA metabonomics
model was 94.1% accuracy, 100% sensibility and 83,3% specificity. In the Ill and IV
studies, LDA formalism using Wilk’s lambda as variable selection tool presented the
best results with 93.1% accuracy, 94.4% sensibility and 90.9% specificity for seminal
quality improving prognostic. Metabonomics model for assessment of the surgery
impact on the pregnancy probability correctly classified 95.6% of the samples. The
admitted hypothesis in this thesis was confirmed by findings here presented, since
that it was possible built metabonomics models from *H NMR spectra of seminal

plasma aiming male infertility assessment.

Keywords: metabolomics; fertility; urology; seminal serum.
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1 INTRODUCAO

A infertilidade é uma doenca associada a disfuncédo do sistema reprodutor. E
estimado que aproximadamente 15% dos casais, em idade reprodutiva, sejam
inférteis.>? Esta doenca é caracterizada quando o casal ndo atinge a concepcéo apés
um ano de atividade sexual regular sem o uso de métodos contraceptivos.? Esta é
uma condicao que, de modo geral, ndo é esperada pelos casais, pois a possibilidade
de gerar filhos € um processo natural de manutencéo da espécie humana. Depois que
o casal é diagnosticado com infertilidade, os envolvidos passam a vivenciar situacdes
desconfortaveis em seu relacionamento que podem afetar a qualidade de vida, o
emocional e a atividade sexual.?

Quando o casal procura ajuda de um profissional especializado, ambos devem
ser investigados. A doenca pode ter sua etiologia por fatores estritamente masculinos
ou femininos, contudo a infertilidade pode ser abordada como uma dificuldade do
casal. Dos aspectos relacionados a problemética, o componente feminino, é
responsavel de 50% a 60% dos casos, enquanto os fatores masculinos correspondem
por 40% a 50%. Aproximadamente 10% dos casos de infertilidade séo por condi¢cbes
inexplicaveis.*

No que diz respeito ao sistema reprodutor masculino, a infertilidade idiopética
€ a disfuncdo mais comum, sendo identificada quando um ou mais parametros
anormais estdo presentes no sémen com causa nao identificavel.® Além do fator
idiopatico, alguns trabalhos indicam uma correlag&o entre a infertilidade masculina e
a varicocele, visto que essa ultima tem uma frequéncia aproximadamente de duas a
trés vezes maior na populacédo masculina infértil que entre os férteis. De fato, dados

apontados na literatura indicam que esta doenca é prevalente em 12% da populagéo
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masculina e acomete aproximadamente 25% dos homens inférteis. Apesar dos
significativos esforcos para o esclarecimento sobre a fisiopatologia, acredita-se que,
em quase 50% dos casos de infertilidade, os mecanismos bioquimicos ainda nao
foram identificados. 168

De modo geral, o diagndstico das doencas é um dos primeiros passos para o
correto tratamento. Desse modo, a medicina laboratorial € considerada, em diversos
casos, como indispensavel para a determinacdo do quadro clinico-patolégico de um
individuo. Neste contexto, o principal objetivo dos exames laboratoriais € disponibilizar
ao meédico, bem como ao paciente, informacdes precisas e confiaveis de modo a
auxiliar na conduta terapéutica. Estima-se que aproximadamente 70% das decis6es
médicas sdo embasadas na medicina laboratorial.%0

As analises clinicas sao ferramentas eficazes para o diagndstico, prognostico
e profilaxia de indmeras doencas. Comumente, uma ou um conjunto de biomoléculas
sdo empregadas com tais finalidades. Por exemplo, a creatinina € empregada para
averiguar a funcédo renal, enquanto o dano ao sistema hepatobiliar pode ser
acompanhado pela determinagéo das concentracdes das transaminases, bilirrubinas,
fosfatase alcalina, lactato desidrogenase e o tempo de protrombina ativada. Para tais
fins, as analises clinicas tém como material de trabalho as amostras biolégicas, dentre
as quais podemos destacar: urina, sangue, sémen entre outros.%12

As determinacgdes para os diferentes biofluidos podem abranger o estudo das
alteracdes no aspecto fisico, como cor e turbidez da urina; a pesquisa de modificacées
nos padrbes morfolégicos celulares, como ocorrem no hemograma e no
espermograma; e investigacdo de alteracbes nas concentracdes dos componentes
bioguimicos.*® Considerando que os sistemas vivos, de modo geral, apresentam

elevada complexidade e variabilidade molecular, e que os compostos enddgenos
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fazem parte do universo das reacbes metabdlicas, a interpretacdo conjunta dos
metabalitos pode fornecer informacdes singulares para mapeamento da homeostasia,
assim como também das desordens fisicas, quimicas e bioldgicas.**

Os metabdlitos sdo caracterizados como pequenas moléculas que sao
produzidas durante os distintos processos metabdlicos, que podem oferecer indicios
do estado celular momentaneo. Diferentemente das proteinas, que sofrem regulacéo
genética e efeitos pos-traducao, os metabolitos delineiam a atividade bioquimica atual
e direta do organismo. Dessa forma, sua correlacdo com as desordens celulares &
mais facil e pode ser empregada com a finalidade diagnéstica.’® O conjunto de
metabdlitos contidos em um determinado biofluido, tecido ou célula é denominado de
metaboloma. Uma vez que a composicdo bioquimica dos fluidos corporeos reflete o
status metabdlito do individuo, a compreensdo minuciosa da composicdo e das
concentracbes dos mesmos, pode fornecer aos profissionais de salde subsidios
importantes quanto a conduta a ser adotada em relacdo ao tratamento e/ou
acompanhamento das doencas.6-18,

Entretanto, o surgimento das estratégias 6micas no final do século XX indicou
uma mudanca de paradigma nos exames laboratoriais. Novos procedimentos tém sido
desenvolvidos, principalmente pelo dominio da estatistica multivariada, que
permitiram as interpretacées dos dados biolégicos de maneira sistematica. Assim
sendo, novos campos de pesquisa em anadlises clinicas e biolégicas foram
desenvolvidos e aprimorados. Como exemplo, destacamos a metabonémica, que é a
estratégia metodologica empregada na presente tese para o diagnostico de varicocele
e de infertilidade masculina associada a essa condicdo, bem como para fazer o

prognoéstico de melhoria dos parametros seminais pos-varicocelectomia.
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2 INFERTILIDADE MASCULINA

Estima-se que 7% dos homens em idade fértil sejam acometidos com
problemas de fertilidade. A etiologia desta disfuncéo do sistema reprodutor masculino
pode ser conferida tanto aos aspectos congénitos quanto aos adquiridos. Dessa
forma, a infertilidade masculina pode ter origem pré-testiculares, pos-testiculares e
danos testiculares. Contudo, ha relatos de quadros de infertilidade em homens com
causa ndo explicada.’®?! Na tabela 1, sdo apresentados os principais fatores

relacionados com a infertilidade masculina.

Tabela 1 — Principais fatores relacionados com a infertilidade masculina.

Fatores congénitos Fatores adquiridos
v’ Anorquia testicular — Ndo formagdo dos | ¥ Traumas testiculares
testiculos v’ Processos inflamatorios (orquites,
v’ Criptoquidismo — Testiculos que néo epididimites)
desceram v Obstrucdo parcial ou total do trato urogenital
v’ Auséncia de vasos deferentes - Condicéo v InfecgBes urogenitais recorrentes (prostatites,
anatémica uretrites; infecgdes urindrias)
v Alteracées genéticas — Sindrome de v’ Fatores exogenos (medicamentos,
Klinefelter; Sindrome de Kallmann radioterapia, quimioterapia)
v" Doengas sistémicas — Diabetes, cirrose
hepatica, doengas renais
v’ Varicocele

Fonte: Autoria prépria.

Entretanto, a infertilidade idiopatica € o tipo mais comum da disfun¢éo do sistema
reprodutor masculino, sendo identificada quando um ou mais parametros anormais
estdo presentes no sémen com causa nhao identificavel.® Além do fator idiopético,
alguns trabalhos indicam uma forte correlagdo entre a infertiidade masculina e a
varicocele, uma vez que essa ultima tem uma frequéncia duas a trés vezes maior na
populacdo masculina infértii do que nos homens férteis. De fato, alguns estudos

corroboram com esse dado, indicando que essa doenca é prevalente em 12% da
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populacdo masculina e acomete aproximadamente 25% dos homens inférteis. Apesar
dos significativos esfor¢cos para o esclarecimento sobre a fisiopatologia, acredita-se
que, em quase 50% dos casos de infertilidade, os mecanismos bioquimicos ainda nao

foram identificados-19-22

2.1 SEMEN

A avaliacdo da quantidade, qualidade e composicdo do sémen da espécie
humana € motivo de iniumeros estudos por razfes que decorrem de processos
inflamatorios, como infeccbes na prostata, tumores e avaliacdo da fertilidade
masculina. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o sémen € composto
por um concentrado de espermatozoides, diluidos por secrecdes liquidas dos érgaos
sexuais acessorios. Estima-se que 90% do liquido seminal seja formado por
secrecOes dos 6rgdos acessorios, sobretudo das vesiculas seminais, prostata e, em
menor proporcéo, das glandulas bulbouretrais.?

Em relacdo ao material ejaculado, ndo se observa uma homogeneidade em
toda sua extensao, o que indica que frac6es séo incorporadas ao ejaculado por 6rgaos
diferentes e em momentos distintos do processo. Sua primeira porcao, que
corresponde a aproximadamente 5% do total, € formada por uma secrecao
ligeiramente mucosa oriunda das glandulas bulbouretrais que tem por finalidade a
lubrificacdo da uretra antes da ejaculacao; a segunda parte, que corresponde a cerca
de 15% a 30% do volume, é formada a partir das secrec¢des prostaticas; por fim, o
constituinte principal do ejaculado é formado a partir das vesiculas seminais.??3

As glandulas sexuais acessorias fornecem componentes distintos ao liquido

seminal. Por exemplo, a préstata é o principal fornecedor da fosfatase acida, nitrato,

inositol, calcio, zinco e magnésio. Enquanto a secrecdo das vesiculas seminais,
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relativamente viscosa, € rica em carboidratos, com destaque para a frutose, substrato
energético para os espermatozoides ejaculados. Além disso, encontram-se nesta
secrecdo seminal, as prostaglandinas e o acido ascoérbico. Por altimo, o epididimo
produz e libera a carnitina livre, a enzima a-glicosidase neutra e a
glicerofosforilcolina.??3

A determinacéo do pH seminal é um dos parametros analisados no exame de
rotina deste fluido. A OMS, em seu manual para laboratérios mais recente, afirma que
ndo existe um valor de referéncia de pH para homens férteis, entretanto é orientado
considerar 7,2 para o limite inferior. O pH do sémen tem caracteristicas basicas devido
as caracteristicas alcalinas das secrecfes das vesiculas seminais, bem como das
secrecdes prostaticas.?®4% Uma interessante caracteristica do sémen é o seu elevado
poder de tamponamento. Esta propriedade é comprovada, uma vez que, o valor do
pH se mantém proximo da neutralidade mesmo no ambiente &cido da vagina,
possibilitando aos espermatozoides a sua chegada a regido do muco cervical, que
tem pH neutro.?324

Quanto a participacdo dos carboidratos, a frutose e a glicose séo os principais
representantes contidos no sémen. Ambos tém como principal fun¢do o fornecimento
energético para os espermatozoides. A frutose € produzida principalmente pelas
vesiculas seminais, inclusive a determinacdo da concentracdo da mesma no sémen €
um dos parametros para a avaliacdo da funcao das vesiculas seminais, uma vez que
a frutose é produzida neste lugar. Porém, as concentra¢des dos carboidratos podem
alterar com o tempo devido ao processo de frutélise e, por conseguinte, a formacao

de &cido latico, fato este que pode ser observado com a reducéo do pH do material.?*

26
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O plasma seminal € um fluido bastante complexo composto por diferentes
componentes bioquimicos, como proteinas, lipideos, enzimas, macro e
microelementos. Dados recentes da literatura apresentam mais de 300 metabdlitos
contidos no plasma seminal.?”-2° Contudo, o nitrato pode ser considerado como um
dos mais importantes, pois tem significativa afinidade por célcio, magnésio e zinco.
Estima-se que o nitrato é o principal regulador dos niveis de calcio no liquido seminal
humano. E valido ressaltar que, os niveis de célcio estdo relacionados com a
motilidade dos espermatozoides, metabolismo, reacdo acrossomal e,
consequentemente, a fertilidade.?3

No sémen, aminodcidos livres sdo encontrados, em abundéancia, os quais sdo
produzidos a partir de biossintese, nas células do trato genital masculino. Todavia,
uma fracdo é produto da degradacdo das proteinas seminais, apds a ejaculacéo
mediante a acdo de enzimas proteoliticas seminais. Ainda ndo esta bem esclarecido
a funcdo dos aminoacidos livres no sémen, porém estdo associados as rotas
bioenergéticas e processos de sobrevivéncia dos espermatozoides.?82° Além disso,
dados da literatura sugerem forte correlagdo entre diversos aminoacidos com

concentracédo espermatica.3°

2.2 ASPECTOS GERAIS DOS ESPERMATOZOIDES

Os espermatozoides (EPZs) sédo células haploides com elevado grau de
diferenciacéo e altamente especializados. Sao produzidos nos testiculos através da
espermatogénese, e sua principal funcdo esta associada com a fertilidade, sendo o
componente masculino no processo de fecundac¢ao. Em outras palavras, a fungao do
EPZ é percorrer o trato reprodutor feminino, penetrar no odécito ocorrendo assim, a

formacado do zigoto. Do ponto de vista morfoldgico, o gameta masculino € divido em
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duas partes: cabeca e cauda (flagelo). A cabeca dos EPZs é composta pelo ndcleo,
acrossoma e membrana plasmatica. O DNA espermatico tem elevado grau de
condensacdo ao ponto que nao existir expressado génica visto que o processo de
transcricdo nao é possivel. Por outro lado, a cauda € composta por um conjunto de
microtubulos e um axonema flagelar espermatico que confere a forca de motilidade
aos EPZs. A cauda é ainda dividida em quatro porcfes: peca conectora, peca
intermediaria, peca principal e peca final.3!

Todavia, os gametas masculinos ndo estdo funcionalmente maduros apos a
espermatogénese. Para que ocorra a fecundacao do odcito pelo espermatozoide, é
necessario que o0 mesmo seja submetido a um conjunto de reacdes bioquimicas que
envolvem o epididimo e o trato genital feminino. Os aspectos envolvidos na producao

e maduracéo dos EPZ sado resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Aspectos envolvidos na producdo e maduracdo dos espermatozoides.

Processo Localizacéo Principais aspectos adquiridos
Espermatogénese Testiculos Biossintese dos espermatozoides
Maturacéo Epididimo Mobilidade progressiva
Capacitacédo Trato Reprodutor Feminino Hiperativacdo da motilidade

Modificagdo da Membrana plasmatica

Reacdo Acrossomal Zona Peldcida do Odcito Reconhecimento e aderéncia do
espermatozoide capacitado

Fonte: Autoria propria.

No epididimo, a maturacédo espermatica promove modificacdes morfologicas e
bioquimicas que conferem aos espermatozoides motilidade progressiva e aumenta o
potencial de sobrevivéncia no trato genital feminino. Os processos de capacitagéo
promovem a alteracdo no padrédo de mobilidade denominada de hiperativacdo, além
disso, esta etapa remove proteinas/glicoproteinas do plasma seminal que foram

adsorvidas na superficie dos EPZs contidos no ejaculado. A passagem pelo trato
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reprodutor feminino também tem a funcdo de modificar e reorganizar moléculas de
superficie da membrana plasmatica para favorecer o aumento da afinidade pela zona
peltcida (ZP). A reacéo acrossOmica € caracterizada pelo reconhecimento e ligacéao
do EPZ a ZP, com posterior liberacdo do conteido acrossémico. As enzimas

hidroliticas contidas no acrossoma auxilia na interagdo do EPZ com o od6cito.3?

2.3 DIAGNOSTICO DA INFERTILIDADE MASCULINA

O diagndstico da infertilidade masculina deve ser realizado a partir do histoérico
meédico e reprodutor do paciente, visando identificar possiveis fatores de risco, bem

como padrdes comportamentais que podem influenciar na fertilidade.®

2.3.1 Anélise do sémen

A analise do sémen, exame laboratorial conhecido como espermograma, é um
dos primeiros exames empregados na avaliagéo da infertilidade masculina, sendo de
fundamental importancia na descricdo da severidade do fator masculino. Porém,
guando se trata do levantamento dos fatores masculinos, os parametros avaliados no
sémen sdo baseados nos dados de normalidade para este fluido bioldgico, dessa
forma, outros fatores ndo podem ser desconsiderados, principalmente em pacientes
com resultados normais obtidos a partir do espermograma.’®-?? Ressalta-se ainda que
€ possivel haver a concepcdo da gestacdo mesmo quando o homem apresenta
valores anormais no espermograma. Esta subfertiidade masculina pode ser
compensada com bons parametros de fertilidade ferminina.*®

Na investigacdo seminal, sdo avaliados os aspectos fisico-quimicos do sémen,
através da analise macroscopica mediante a determinacdo dos seguintes parametros:

volume, viscosidade, pH, cor e aspecto. Em seguida, € avaliado a qualidade do
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material mediante a determinacao da concentracao de espermatozoides no ejaculado
bem como as alteracbes morfolégicas, motilidade e, quando necessario, a vitalidade.

Esse exame requer profissionais especializados para sua execucao, além
disso, fatores pré-analiticos, analiticos e pdés-analiticos podem interferir na
confiabilidade dos resultados. Sendo assim, tais fatores devem ser considerados ao
ser interpretado o referido exame.? Qutra caracteristica que deve ser considerada ao
analisar e interpretar o liquido seminal, € a variacéo intraindividual da composicao do
sémen. Assim, € recomendado ndo caracterizar a qualidade do sémen do paciente a
partir da avaliacdo de uma Unica amostra do paciente. O manual da OMS (2010)
orienta a realizacdo do espermograma com duas ou trés amostras coletadas entre um
intervalo de 2 a 3 meses. Este espaco temporal € necessario para garantir que ocorra
a espermatogénese, além de possibilitar o correto acompanhamento dos
tratamentos.?

O espermograma, infelizmente, ndo é uma técnica perfeita, visto que existem
algumas variaveis incontrolaveis que podem influenciar na execucao do exame, a
saber: amostragem adequada, o local da coleta do material, o tempo desde a ultima
atividade sexual e o tamanho do testiculo. Sendo assim, ndo pode ser considerada
padrdo ouro para o diagndstico de infertilidade no sistema reprodutor masculino. No
entanto, € empregada rotineiramente, sendo a base para a pesquisa da infertilidade
nos homens, pois auxilia na definicdo da gravidade do fator masculino.®

E valido ressaltar que os intervalos de referéncia estabelecidos pela OMS
(2010), apresentados na tabela 3, tem o propoésito de auxiliar a classificagdo dos
homens como férteis ou subférteis. Aléem disso, tais valores foram determinados como

referéncia e ndo como padronizacdo de normalidade, baseados em um estudo
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populacional com 1953 homens que tiveram filhos nos ultimos 12 meses, a época do
estudo.3?

Tabela 3 — Limites de referéncia mais baixos (5° percentis e seus intervalos de confianca de 95%)
para as caracteristicas do sémen.

Limite inferior de

Parametros referéncia — IC 95%

Volume do sémen (mL) 151,4-1,7)
Concentracdo de espermatozoides (10° U/mL) 15 (12 - 16)
Nuamero total de espermatozoides (10° U/ejaculado) 39 (33 - 46)
Motilidade total (%) 40 (38 -42)
Motilidade progressiva (%) 32 (31-34)
Vitalidade (%) 58 (55 — 63)
Morfologia espermatica (%) 4(3-4)

pH >7,2
Concentracgéo de leucdcitos (10° U/mL) <10

Fonte: Manual de processamento e investigacdo do sémen humano da OMS (2010).2

Portanto, pode-se inferir que os valores atribuidos a partir do estudo de Cooper
et al. (2010), os quais foram adotados pela OMS, séo indicadores de fertilidade
masculina. Como os limites foram determinados a partir do quinto percentil, logo é
possivel afirmar que os homens que apresentam dados seminais abaixo do quinto
percentil (limite inferior) ndo s&do necessariamente inférteis.23? Na tabela 4 podemos

observar as principais nomenclaturas que estéo relacionadas a qualidade do sémen.
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Tabela 4 — Nomenclatura relacionada a qualidade do sémen.

Nomenclatura

Definicéo

Aspermia

Astenozoospermia

Astenoteratozoospermia

Azoospermia
Criptozoospermia

Hemospermia (hematospermia)

Leucospermia (leucocitospermia,
piospermia)

Necrozoospermia

Normozoospermia

Oligoastenozoospermia

Oligoastenoteratozoospermia

Oligoteratozoospermia

Oligozoospermia

Teratozoospermia

Auséncia de sémen (sem ou ejaculacédo retrograda)

Porcentagem de espermatozoides com motilidade
progressiva abaixo do limite inferior de referéncia

Porcentagens de espermatozoides progressivamente
moveis e morfologicamente normais abaixo dos limites de
referéncia mais baixos

Sem espermatozoides no ejaculado

Espermatozoides ausentes nas preparagdes frescas, mas
observados no sedimento centrifugado

Presenca de hemécias no ejaculado

Presenca de leucdcitos acima do valor limite no ejaculado

Baixa porcentagem de espermatozoides vivos e alta
percentagem de espermatozoides iméveis no ejaculado

Numero total de espermatozoides e porcentual de
espermatozoides progressivamente moveis e
morfologicamente normais, igual ou acima dos limites de
referéncia mais baixos

Numero total de espermatozoides e percentual de
espermatozoides progressivamente moéveis, abaixo dos
limites de referéncia mais baixos

Numero total de espermatozoides e porcentual de ambos
0s espermatozoides progressivamente moveis e
morfologicamente normais, abaixo dos limites de
referéncia mais baixos

Numero total de espermatozoides e porcentual de
espermatozoides morfologicamente normais, abaixo dos
limites de referéncia mais baixos

Numero total de espermatozoides abaixo dos limites de
referéncia mais baixos

Porcentagens de espermatozoides morfologicamente
normais abaixo dos limites de referéncia mais baixos

Fonte: Fonte: Manual de processamento e investigacdo do sémen humano da OMS (2010).2
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2.3.2 Investigacao endocrina

A fertilidade masculina pode ser impactada negativamente por fatores que
envolve a qualidade de vida (tabagismo, etilismo, alimentacéo e pratica de atividades
fisica). Entretanto, alguns quadros de infertiidade seriam em decorréncia das
desordens observadas do sémen. Tais irregularidades nos padrées seminais podem
estar correlacionados com alteragcbes hormonais. As disfuncbes hormonais
masculinas tém maior prevaléncia em homens inférteis quando comparado a
populacao geral, contudo sado fenbmenos raros. A incidéncia de desordens enddécrinas
primarias como causa da infertilidade masculina varia de 1-3% dos casos. 333

O eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal masculino tem grande relevancia no
que se refere a regulacdo endocrina da espermatogénese e assim como também
sobre a funcdo testicular. Em outras palavras, a fertiidade em homens tem uma

significativa relacdo de dependéncia com a correta atividade do referido eixo.

Figura 1 — Regulacéo enddcrina através do eixo Hipotalamo-Hipofise

Hipotalamo

+ GnRH

Pituitaria Anterior

+LH | +FSH

Células de Sertoli

N e

msm Dihidrotestosterona
Estradiol

Fonte: Mcgriff, Sarah C. et al. (2020).34

Células de Leydig
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A secrecdo de hormonios testiculares é controlada pela acdo de duas
gonadotrofinas hipofisarias: hormonio luteinizante (LH), que tem como funcéo regular
a atividade das células de Leydig e, consequentemente, a sintese dos hormdnios
sexuais, em nivel testicular; e 0 Hormonio Foliculo-Estimulante (FSH). Este ultimo, em
conjunto com a testosterona, atua nos tubulos seminiferos, através das células de

Sertoli, induzindo e mantendo a espermatogénese. O controle da liberacdo do LH e

D

do FSH é responsabilidade do hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), que
sintetizado no hipotalamo. A regulacdo hormonal da espermatogénese também é
realizada pela acao androgénica da testosterona, enquanto o FSH estimula a diviséo,
diferenciacéo, e inibicAo da apoptose dos espermagobnios. Além de estimular as
meioses, a testosterona promove o alongamento e transformacéo das espermatides
e, por fim, favorece sua adeséo as células de Sertoli.®*

De modo geral, quando €é observado padrées seminais alterados, a
investigacdo hormonal se baseia na determinac@o dos niveis séricos de FSH, LH e
testosterona. Nos casos de azoospermia ou OAT (oligoastenoteratoespermia)
acentuada, € importante distinguir as causas obstrutivas daquelas ndo obstrutivas.
Para os cenarios de ndo obstrucéo, os valores preditivos positivos aceitaveis podem
ser considerados a partir de valores normais de FSH associado ao volume testicular
bilateral normal.33-36

O quadro de hipogonadismo hipergonadotréfico causa a insuficiéncia testicular
primaria, que pode estar associada a niveis elevados de gonadotrofinas (FSH e LH) e
com a diminuicdo dos niveis de testosterona, estando relacionada a causas
congénitas (Sindrome de Klinefelter, anorquia ou criptorquidia, por exemplo) ou
adquiridas (p6s-orquite, torgéo testicular ou tumor testicular, por exemplo). No outro

extremo, podemos encontrar o hipogonadismo hipogonadotréfico, que provoca a
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insuficiéncia testicular secundaria. Esse quadro € caracterizado pelos baixos niveis
de testosterona associados a deficiéncia dos horménios FSH e LH. Contudo, é um
evento raro que pode ocorrer a partir de alteracdes congénitas (Sindrome de Kallmann
ou Sindrome de Prader-Willi) ou anomalias adquiridas (tumores no eixo Hipotalamo-
Hipofise).33

As recomendacfes mais recentes para a avaliacdo enddcrina em homens
inférteis ocorrem quando é observada concentracdo espermatica menor que 10x10°
espermatozoides/mL, presenca de disfuncdo erétil, e indicativos de niveis de
testosterona baixos. A investigacdo inicial deve incluir a determinacdo dos niveis
séricos da testosterona e FSH. Nos quadros que apresentem niveis baixos de
testosterona, é interessante avaliar a testosterona total e livre, além dos niveis séricos

de LH, globulina de ligacdo de hormonios sexuais e da prolactina.3336

2.3.3 USG de bolsa escrotal

A ultrassonografia de bolsa escrotal com Doppler (USGD) é um instrumento
importante para determinar defeitos intraescrotais. Aproximadamente 30% dos
homens subférteis sdo diagnosticados com varicocele com o auxilio do USGD da
regido escrotal. Além disso, neoplasias testiculares podem ser descobertas em 0,5%
dos casos. Em pacientes com histérico de subfertilidade, a USG é indicada haja vista
gue os quadros de microcalcificacdes testiculares (quadro indicativo de lesdo pré-
maligna) sdo detectados em cerca de 2-5% desse publico.?

E recomendado que a USGD seja realizada com o paciente em pé, deitado e
durante repouso e manobra de Valsalva. Este exame consegue avaliar a presenca de
refluxo venoso, além de avaliar com precisdo o didmetro das veias do plexo

pampiniforme.33:37
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3 VARICOCELE

Clinicamente, a varicocele é definida como uma enfermidade decorrente da
dilatacdo do plexo venoso pampiniforme que drena os testiculos. A varicocele é
reconhecida como a causa passivel de correcdo mais comum de infertilidade em
homens. Além disso, estudos indicam gue essa doenca esteja relacionada a efeitos
negativos sobre a qualidade seminal, funcéo espermatica, histologia testicular e sobre
os hormonios reprodutores. 3842

As primeiras evidéncias da associacdo da varicocele com a infertilidade
masculina foram relatadas por Tulloch et al, em 1952. Os autores mencionam que 0
reparo da varicocele, em homens como azoospermia, culminou com a concepgao
natural. 43 Do ponto de vista epistemoldgico, a incidéncia de varicocele em homens
com infertilidade primaria varia de 35-44%; enquanto nos casos de infertilidade
secundaria varia de 45-81%.%4> A incidéncia da doenca tem uma grande variagdo
quando é considerada a faixa etaria do paciente. Estima-se que em meninos e pré-
adolescente, com idades variando de 2-10 anos, a incidéncia € inferior a 1%, contudo,
entre os adolescentes com idade de 15-19 anos, esse numero é de aproximadamente
14%. Considerando a populagcdo total de homens adultos, a varicocele tem uma
incidéncia de 15%.4¢ Embora alguns achados epidemiol6gicos oferecam suporte para
a associacao entre a varicocele e a infertilidade masculina, nem todos os homens com
varicocele sao inférteis. Além disso, € possivel encontrar homens que tem varicocele
com diferentes graus, apresentando parametros seminais normais.*° A instalacdo da
doenca ocorre em funcdo do retorno venoso sobre a veia espermatica interna,
culminando com a dilatacdo do plexo pampiniforme. Este refluxo do sangue pode ser
devido a fatores congénitos ou ainda pela auséncia de valvulas que impede o retorno

sanguineo. Acomete com maior frequéncia o testiculo esquerdo devido a pressao
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hidrostéatica ser maior sobre o mesmo, fato este que é explicado pela disposicao da
veia espermatica interna esquerda que se encontra inserida praticamente
perpendicular a veia renal esquerda (Figura 2).4947

Estima-se que em 90% dos homens com dilatacdo dos vasos testiculares e
diagnosticados como sendo varicocele unilateral, isso ocorra no testiculo esquerdo.’
Gat et al (2004) investigaram 286 homens inférteis, usando exame fisico, USGD e
venografia, constatando que 89,2% (255 pacientes) apresentavam varicocele. Destes,
206 apresentavam bilateralidade, enquanto 49 apresentavam varicocele unilateral.
Entre os que apresentaram varicocele unilateral, 91,8% (45 pacientes) apresentaram
varicocele no lado esquerdo.*®

O mecanismo que desencadeia a doenca e como ela afeta a espermatogénese
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Porém, existem algumas hipGteses para
determinar sua causa e seus efeitos sobre a espermatogénese, bem como sobre a
fertilidade. Acredita-se que nao existe um unico fator responsavel pelos efeitos
negativos sobre os testiculos. O que de fato

Figura 2 — Anat_om‘i.a dlo sistema venoso.
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Neste contexto de complexidade e com caracteristicas multifatoriais, o estresse
oxidativo se apresenta como uma rota central de convergéncia entre as diferentes
teorias propostas para a varicocele. O estresse oxidativo é decorrente do aumento da
concentracdo das espécies reativas do oxigénio (EROs) e da diminuicdo da
capacidade antioxidativa em nivel seminal. As EROs sao classificadas como
subprodutos das vias metabodlicas e sua producdo em excesso estd associada a
reducdo da motilidade dos espermatozoides; alteragcdes morfologicas; diminuicdo da
producdo de trifosfato de adenosina (ATP).3949- Esses trés fatores podem impactar o
processo de fecundacéo, visto que a motilidade é uma caracteristica importante para
a migracdo dos espermatozoides até o O6vulo; as modificacbes morfoldgicas
inviabilizam o correto funcionamento do espermatozoide; e por fim, com a producéo
inadequada de ATP, a célula nao tera energia suficiente para producao de metabdlitos
além do comprometimento da motilidade.®*4° O desequilibrio entre os EROs e a
capacidade antioxidante favorece também a oxidacdo dos &cidos graxos das
membranas dos espermatozoides promovendo alteragcbes em sua morfologia,
motilidade e, por fim, o comprometimento da capacidade fertilizantes dos mesmos.>*

Alguns trabalhos relatam elevados niveis de estresse oxidativo no sémen dos
pacientes com varicocele e que ap0s a cirurgia de varicocelectomia é observado a
diminuicdo dos biomarcadores do estresse oxidativo, acompanhados da melhora dos
parametros seminais.*®° Entretanto, niveis anormalmente altos de EROs podem
indicar aumento na fragmentacdo do DNA o que, em Ultima andlise, poderia induzir
uma diminuicdo da fertilidade. Dessa forma, esse mecanismo seria uma possivel

ligacdo da infertilidade com a varicocele.*°
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4 ESTRATEGIAS OMICAS

A década de 90 foi um divisor de aguas na pesquisa cientifica tanto para as
ciéncias biologicas quanto para a saude, visto que em 1995, o genoma do
Haemophilus Influenza foi totalmente sequenciado. Alguns anos depois, em 2003, o
Projeto Genoma Humano concluiu 0 mapeamento genético da nossa espécie, fato
gue possibilitou avancos expressivos na compreenséao da diversidade e complexidade
molecular envolvida na homeostasia.®?>*

A partir do enfoque genético das doencas, as engrenagens dos sistemas
biolégicos passaram a ser, até certo ponto, reveladas e novas oportunidades de
diagnéstico, tratamento e prevencéao estdo sendo discutidas. Sendo assim, condicdes
e taticas foram desenvolvidas com a finalidade de compreender e quantificar o
fendtipo molecular a partir dos produtos da cadeia génica, a saber. mMRNAS, proteinas
e metabdlitos.>®

O emprego das tecnologias experimentais de alto rendimento (TEAR) € outro
marco importante para as analises dos sistemas vivos. Tais instrumentos
transformaram significativamente a pesquisa bioldgica, visto que ricas informacdes
podem ser extraidas e devidamente interpretadas. Como exemplos de TEARsS
podemos citar a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a
Cromatografia, em fase gasosa ou fase liquida, acoplada a Espectrometria de Massa
(EM). Dessa forma, inimeros alvos e marcadores biolégicos passaram a ser relatados
e, de acordo com o aspecto molecular, foram criadas linhas de pesquisa distintas que,
em conjunto, foram denominadas de estratégias Omicas. Com o exame do conjunto
de dados 6micos, informac¢des mais abrangentes foram expostas tornando visiveis o

estado celular para um determinado tempo e/ou condicéo.1#55>57
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De modo geral, os dados 6micos podem ser dispostos em trés categorias:
dados de componentes, integracdo e funcional (Figura 3). O conteudo molecular
caracteristico da célula € extraido a partir dos dados de componente, enquanto 0s
dados relativos as interacdes delineiam as conexfes entre 0S componentes
moleculares. Por ultimo, os dados de funcdo descrevem o desempenho geral do

sistema, fato este expresso no fenétipo celular. 58

Figura 3 — Estratégias 6micas e suas composicoes.
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Fonte: Joyce et al (2006)%8.

A protedmica ampliou o conhecimento sobre as proteinas, que sao as principais
unidades moleculares funcionais das células. E de amplo conhecimento a importancia
dessas biomoléculas em inimeros processos metabdlicos e, em decorréncia disto, a
protebmica tem como finalidade a identificagdo e quantificacdo das proteinas

codificadas a partir do genoma. Além do mais, essa estratégia émica incorpora
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atributos que podem ser empregados ao diagnoéstico de algumas enfermidades, como
por exemplo, alguns tipos de canceres.>®-%2 Assim como as proteinas podem fornecer
dados relevantes para a protebmica, os metabdlitos, em geral, aprovisionam
informacfes para duas outras areas das estratégias 6micas: a metabolémica e a
metabondmica.11563

Uma caracteristica importante que tanto a metaboldbmica quanto a
metabonbémica possuem é o emprego das TEARs para a analise do metaboloma.
Além disso, comumente essas duas metodologias utilizam biofluidos que podem ser
obtidos de modo nao-invasivo, por exemplo a urina, ou minimamente invasivos como
0 sangue. A metabondmica foi descrita pela primeira vez em 1999, enquanto a
metabolémica teve seu marco formal em 2001.64%¢ A Metabonémica foi definida por
Lindon et al. (1999) como a avaliacdo quantitativa da resposta metabdlica
multiparamétrica dos estimulos fisiopatolégicos ou das modificacdes génicas, estando
associada com a analise do perfil metabdlico frente as doencas, alteracées ambientais
e variagcbes genéticas.®® De modo semelhante, Dunn e Ellis (2005) definiram a
estratégia metabonémica como sendo uma avaliacdo dos tecidos e fluidos bioldgicos
mediante as alteracdes dos niveis dos metabdlitos endégenos resultados de doencas
OU exposicao a tratamentos terapéuticos.® Portanto, considerando que os organismos
vivos respondem de modo complexo e imprevisivel aos estimulos que impactam
negativamente a salde, podemos apresentar a metabonémica como sendo uma
ferramenta que faz uso de técnicas analiticas modernas, que permite mensurar e
construir modelos matematicos a partir de biofluidos oferecendo uma viséo
panoramica sobre o sistema vivo.®”

Por outro lado, a abordagem metabolémica tem como obijetivo a identificacdo e

quantificacdo de todos os metabolitos envolvidos em todo sistema bioldgico.
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Enfatizamos que, além da caracterizacdo, a quantificacdo € uma etapa de
fundamental importancia para a perspectiva metabolémica, visto que alteracdes em
niveis metabdlicos sdo os reflexos instantaneos das condi¢cdes do fendtipo, deste
modo as quantificacbes dos mesmos podem ser empregadas para fins de
padronizacédo do sistema biol6gico.5>%8 Fiehn et al. (2001) prognosticaram que, assim
como a protebmica, a metaboldmica seria um elemento importante para a
compreensao do fenotipo. Este fato se observa nos excelentes resultados dos estudos
metabolémicos recentemente alcancados.1455:58.69

A distincdo entre os dois termos sempre foi motivo de questionamentos.
Nicholson (2008) apresenta a distincdo entre metabolémica e metabonémica como
mais filosofica do que necessariamente técnica. Além disso, o autor afirma que a
metabonbmica tem por finalidade a determinacédo da resposta dinamica metabdlica
dos sistemas vivos a partir dos estimulos biolégicos, enquanto a metabolémica busca
uma descricdo analitica, tanto do ponto de vista da identificacdo quanto da
quantificacdo de todos os metabdlitos na amostra biolégica. Apesar disso, nesse
mesmo trabalho, o autor evidencia que, na pratica, frequentemente os termos séao
tratados como sinbnimos, visto que os procedimentos e modelagem analitica sao
semelhantes.®” Dunn e Ellis (2005), por sua vez, associaram as definicdes as técnicas
analiticas empregadas. A necessidade de identificacdo e quantificacdo absoluta para
a estratégia metabolémica implica no uso de ferramentas de separacao de misturas e
de técnicas espectrométricas sensiveis, como CG-EM (Cromatografia em fase
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas) e CLAE-EM (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas); enquanto para a estratégia
metabonbémica, ndo ha necessidade de quantificacdo absoluta, dispensando as

ferramentas de separacao de misturas, empregando a ferramenta espectrométrica de
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forma direta. Nesse caso, destaca-se 0 uso da espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). A diferenca filosofica citada por Nicholson (2008) resulta
numa diferenca metodolégica evidenciada por Dunn e Ellis (2005).°5 7

NO nosso caso, optamos por usar o termo metabondémica, haja vista que
empregamos a espectroscopia de RMN em nossas analises e buscamos a
identificacdo de padrdoes sem fazer determinacfes quantitativas absolutas. Seja na
estratégia metabondémica ou metabolémica, a escolha do biofluido a ser utilizado no
estudo depende do objeto de investigacédo e da relacdo que o biofluido tem com o
mesmo. Estudaremos assim, casos de varicocele e de infertilidade masculina, por

isso, o sémen foi escolhido, mais especificamente, o fluido seminal.
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5 EMPREGO DAS TECNICAS ESPECTROMETRICAS NO ESTUDO DA

INFERTILIDADE MASCULINA

Estudos com meétodos espectrométricos para a avaliacdo da infertilidade
masculina sdo encontradas com facilidade na literatura. Jayaraman et. al. (2014)
enfatizaram que o uso de técnicas metaboldmicas podem ser a chave para o
diagndstico e tratamento da infertilidade nos homens. No mesmo trabalho, os autores
descrevem que os estudos para identificacdo dos biomarcadores com o emprego das
estratégias Omicas ainda estdo em processo de amadurecimento, porém as
perspectivas sdo o oferecimento de um diagndstico e tratamento mais precisos da
infertilidade.” Alguns estudos utilizando espectroscopia de RMN demonstraram bons
resultados na identificacdo dos constituintes do plasma seminal e no diagndéstico da
infertiidade. No entanto, n&o encontramos trabalhos associando varicocele e
infertilidade, usando RMN. 7172

Embora as mudancas observadas no soro seminal em estudos
metaboldmicos/metabondmicos néo foram totalmente compreendidas, destacamos
que esse biofluido contém as informacdes dos constituintes quimicos do ejaculado e,
em ultima andlise, dos espermatozoides. Além do mais, esse fluido € um material que
é extraido com facilidade por métodos nao invasivos, fornecendo informacdées diretas
das desordens reprodutivas nos homens.”?

Como ja mencionado, o liquido seminal contém centenas de metabdlitos e o
espectro de RMN de 'H contém sinais que podem ser atribuidos a esses metabdlitos.
Isso implica em um espectro com varias sobreposic¢des. Vale salientar que um mesmo
composto, em geral, apresenta mais de um sinal no espectro de RMN de *H devido

aos diferentes ambientes quimicos dos nucleos de *H presentes na estrutura quimica.
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A Figura 4 apresenta um tipico espectro de RMN de H do liquido seminal descrito na

literatura, contendo algumas atribuicées’3.

Figura 4 — Espectro de RMN de H do plasma seminal humano.
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Fonte: Gupta et. Al (2011)72.

O principal constituinte do liquido seminal € a agua, que domina o espectro.
Assim, a regido que contém o sinal da agua (entre & 4,4 e 5,0 ppm) é excluida da
apresentacdo. Sinais de grupos olefinicos e aromaticos apresentam-se com
deslocamento quimico (&) superiores a 5,5 ppm, enquanto grupos alifaticos se
apresentam em 0 abaixo de 2,0 ppm. Em tese, quanto maior a densidade eletrénica
sobre o nucleo, mais blindado e perto de d igual a zero; quando menor a densidade
eletrbnica, mais desblindado e mais distante do & igual a zero. As Figuras 5 e 6
apresentam as estruturas de alguns metabdlitos contidos no fluido seminal e
importantes no espectro de RMN de *H. No espectro da Figura 4, estdo identificadas
as metilas (—CHs) da alanina, valina, leucina e lactato, todas se apresentando como
dupletos com & abaixo de 1,5 ppm. Também estao identificados os sinais atribuidos
aos grupos aromaticos presentes na tirosina, histidina e uridina. Ha de se destacar o

sinal atribuido ao grupo metileno (—CH2-) do citrato, que se apresenta no espectro
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como dois dupletos, uma vez que eles sdo diasterotopicos; 0s sinais atribuidos as
metilas da colina e da glicerofosforilcolina, simpletos em & acima de 3,0 ppm; € um

simpleto em & 3,90 ppm atribuido ao grupo metileno da creatina.

Figura 5 — Estrutura quimica dos principais metabolitos encontrados no sémen.
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Figura 6 — Estrutura quimica da Gliceril Fosforil Colina, da Colina e da Creatina.
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Hamamah et. al. (1998) empregaram a RMN de 'H para distinguir a
insuficiéncia espermatogénica da azoospermia (auséncia de espermatozoides no
ejaculado). Foram identificados quatro compostos significantes para a discriminacao

dos grupos: glicerofosforilcolina (GPC), colina, lactato e o nitrato. A relacdo entre a
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area do sinal da colina/nitrato e da colina/lactato foram significativamente diferentes
(p<0,01) entre os grupos com faléncia espermatogénica e azoospermia obstrutiva. Os
pesquisadores ainda observaram importante diferenca na relacdo GPC/colina
(p<0,01) para diferenciar os grupos em questédo, quando os valores séricos do FSH
(horménio foliculo estimulante) sdo normais.’*

Gupta et. al. (2011) com a proposta de fornecer de modo rapido, simples, e
preciso o0 diagnéstico para diferentes casos de infertilidade, avaliaram
guantitativamente, a partir dos dados de RMN de 'H, a concentracdo absoluta dos
possiveis metabolitos (biomarcadores) candidatos a descritores da infertilidade
usando a andlise de discriminantes lineares.”® Neste trabalho, inicialmente foi
observado, a partir da analise estatistica univariada, que o nitrato, GPC e a fenilalanina
poderiam ser usados como biomarcadores para a distincdo do grupo controle dos
inférteis, porém a sensibilidade, especificidade e a probabilidade preditiva para a
discriminagdo dos subgrupos de infertilidade foram discretas. O problema foi
contornado com o emprego da analise estatistica multivariada, com o0 emprego para
analise discriminante linear. Foram identificados que o grupo controle foi segregado
do grupo infértil pela determinacdo das concentracfes de alanina, nitrato, GPC,
tirosina e fenilalanina. Além disso, foi possivel distinguir os casos de
normozoospermia dos oligozoospermia (pouca quantidade de espermatozoides no
ejaculado) a partir das concentracdes de lactato, uridina, histidina, alanina,
fenilalanina, nitrato. Por fim, os autores concluiram que os aminoacidos impactam

diretamente ou indiretamente na infertilidade masculina. 3
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6 ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS

A Quimiometria é um campo da Quimica Analitica que usa ferramentas
matematicas e de estatistica multivariada para analisar dados quimicos. Beebe e
colaboradores definem Quimiometria como processos nos quais os dados quimicos
(nimeros em uma tabela, por exemplo) séo transformados em informacfes que sao
Uteis para uma tomada de decisdo 4. A Quimiometria pode ser dividida em trés
grandes areas: planejamento de experimentos; reconhecimento de padrdes; e
calibracdo multivariada 7°. A estratégia metabonémica busca essencialmente a
identificacdo de padrdes, associando-0s aos status bioquimicos da amostra analisada.
Nesse sentido, a avaliacdo estatistica multivariada € um dos pilares que ampara a
estratégia metabonémica. As areas de integracdo associadas aos deslocamentos
quimicos, no espectro de RMN de 'H, sdo as varidveis empregadas nos estudos.
Assim, é construida uma matriz de dados, de forma que cada linha corresponde a
amostra do paciente (casos) e cada coluna (variaveis) corresponde a uma regiao
espectral. E essa matriz bidimensional que serd utilizada nas modelagens
guimiométricas. Antes da realizacdo propriamente dita das analises quimiométricas,

uma etapa determinante é requerida: pré-processamento dos dados.’677

6.1 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS (PPD)

De modo geral, esta etapa € um procedimento importante para diversos tipos
de analises, ndo sendo diferente para os dados espectrais. O objetivo principal do pré-
processamento € restringir variacbes indesejaveis que poderdo influenciar os

resultados obtidos ao final das andlises. O analista, ao dispor deste instrumento, deve

ter atencdo e ser bastante criterioso, uma vez que o pré-tratamento pode promover
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distorcbes das informacfes contidas naquele conjunto de dados que, em dltima
analise, pode gerar interpretacdes equivocadas a respeito dos dados analisados.
Portanto, é interessante que varios procedimentos possam ser testados de modo que
assegure que o método empregado foi 0 mais adequado possivel”.

Para melhor compreensdo da necessidade do pré-processamento, é
imprescindivel entender que o0s sinais captados pelos instrumentos tém duas
contribuicbes: uma deterministica (sinal verdadeiro) e outra estocastica (ruidos
aleatérios). Enquanto a contribuicdo deterministica contém informacdes relevantes a
respeito do estudo que esta sendo avaliado, a componente estocastica acomoda as
variacfes indesejaveis que sdo constituidas, em grande parte, pelos erros
experimentais de medida, de amostragem, além de outras fontes de variabilidade.”
Porém, ndo podemos afirmar que a contribuicdo deterministica do sinal reflete, em
sua totalidade, as informacdes relevantes; pelo contrario, dependendo do instrumento
utilizado e das condi¢cbes experimentais, as informacdes sistematicas que nao estdo
atreladas ao estudo podem estar associadas aos sinais, dessa forma, devem ser
avaliadas e, se necessario for, corrigidas e ajustadas na etapa.’’

O PPD pode ser efetuado nas amostras (nas linhas) e/ou nas variaveis (nas
colunas). Os métodos que sdo aplicados as linhas da matriz (amostras) tém por
objetivo promover a minimizacao das variacdes aleatérias (ruidos experimentais).
Alguns procedimentos séo aplicados para tal finalidade, dentre os quais destacamos
o alisamento (smoothing), que tem por finalidade reduzir os ruidos consequentemente
aumenta a razao sinal/ruido (S/R). Na espectroscopia de RMN, esse procedimento é
denominado de linebroadening, que é da ordem de 0,3 Hz. Por outro lado, as
informacgdes sistematicas indesejaveis podem ser corrigidas pelas técnicas de ajuste

de linha de base e de normalizagdo das variaveis das amostras, por exemplo. Os
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equipamentos analiticos modernos sédo integrados (interfaceados) aos computadores,
de modo que, alguns tratamentos dos dados sdo automaticamente aplicados ou
podem ser selecionados pelo analista no proprio software de interfaceamento do
equipamento.’®7’

Apoés a aquisicdo da informacdo espectral a partir do biofluido, comumente
outra etapa de tratamento dos dados é requisitada: intervencfes matematicas para
padronizacdo da informacéo. Desta forma, algumas estratégias sao utilizadas como
pré-processamentos, as quais podem ser aplicadas as variaveis (mais comum) e/ou
aos casos (amostras). Em algumas circunstancias, € possivel a aplicacéao tratamentos
matematicos com finalidade de reduzir possiveis influéncias que venham impactar a
etapa de modelagem dos dados, por exemplo temos o0 uso de filtros que eliminam
ruidos, evidenciando os sinais que de fato sdo importantes na modelagem.

Dentre as operacdes possiveis, 0 SNV (do inglés Standard Normal Variables)
€ 0 recurso mais empregado quando se trata de pré-processamento das amostras.
Em relacdo as variaveis, outros operadores tém seu uso bastante difundido na
guimiometria, como exemplos podemos descrever 0 autoescalonamento, e a

estratégia de centrar os dados na média.

6.2 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS: ANALISE DE COMPONENTES
PRINCIPAIS (PCA)

Os métodos comumente empregados na identificacdo de semelhancas e
diferencas em determinado conjunto de amostras a fim de se obter um padréo de

classificacdo sdo reunidos em dois grupos: meétodos supervisionados e 0s néo-
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supervisionados. Independente da abordagem a ser aplicada, ambos estdo
alicercados na premissa que as amostras do mesmo tipo sédo parecidas; havendo
alteracdes significativas entre as amostras de grupos distintos; e, por fim, é possivel
detectar tais similaridades e diferencas a partir do conjunto de medidas que foram
extraidas das amostras.’5-"8

Os métodos ndao-supervisionados sdo aqueles que nao fazem uso das
informacbes de classe. Esta etapa faz parte da etapa da analise exploratoria dos
dados em que serdo observados a ocorréncia natural de agrupamentos entre as
amostras, bem como a investigacao da ocorréncia de amostras an6bmalas. Para dados
espectrais de RMN, a analise exploratoria frequentemente empregada € a Andlise de
Componentes Principais (PCA — Principal Component Analysis). Este método de
tratamento de dados multivariados propde a reducéo da dimensionalidade do conjunto
de dados originais, produzindo um novo sistema de coordenadas formado por eixos
ortogonais, que sdo combinacdes lineares das variaveis originais (componentes
principais), de modo que as diferentes fontes de variacao do conjunto de dados sejam
isoladas em diferentes componentes principais, que sao ortogonais entre si. Ou seja,
a variancia contida numa componente principal ndo esta contida nas outras. Em outras
palavras, a PCA executa a compresséao dos dados (reducdo no numero de variaveis)
através da projecdo dos mesmos em um espaco de dimensdo menor.”®

Matematicamente, a compresséao dos dados, é possivel a partir da combinacao
linear das variaveis originais, de tal forma que as que transportam informacdes
similares sejam agrupadas. A consequéncia desta operacao sera a obtencdo de um
conjunto de variaveis denominadas de Componente Principais (PCs). 76

Para entender o efeito da reducéo da dimensionalidade promovida pela PCA,

os dados devem ser dispostos nhuma matriz X, com i linhas (i=1, 2, ..., i); chamadas de
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amostras ou casos, e j colunas (j = 1, 2, ..., j), que sao as variaveis. As variaveis
individuais desta matriz X sdo expressas por Xj (j =1, 2, ..., ]) e podem ser interpretadas
como todos os vetores no espaco dimensional-i, ou seja, as variaveis individuais
correspondem a todos os vetores para cada caso (i). Considerando que a matriz X
carrega as variacoes relevantes para a identificacdo de grupos, é possivel o raciocinio
gue mediante a reducdo da dimensionalidade, a partir da combinacao linear das
variaveis originais xj, tais variagbes sejam ainda mantidas, mas, tendo como
incremento a possibilidade de o conjunto de dados ser avaliado com menor
complexidade, além de permitir a identificacdo das variaveis que influenciam na
modelagem e como elas impactam nos diferentes grupos. Dessa forma, podemos
expressar a combinacéao linear das x variaveis da matriz X de acordo com a equacao
1.
t=wi. X1 +wWy. X3+ +W.X; (eq. 1)

onde t corresponde ao novo vetor (componente principal) obtido, sendo w 0s pesos

de cada varidvel nessa componente. A variacdo em t pode ser estimada a partir da
analise de variancia. Neste tipo de abordagem € desejavel obter a variancia maxima
possivel em t, para que isto seja alcancado devera ser escolhido os pesos ideais wu,
w2, ..., wj ', Podem ser construidas (i-1) vetores t, de forma que o somatdrio da

variancia contida (vn) em cada vetor seja igual a 100% (equagéo 2).

(-1
Z v, = 100% (eq.2)

n=1
Considerando que os diferentes vetores t construidos sao ortogonais, entre si,
na pratica, tem-se um novo sistema de coordenadas. Normalmente, o resultado da
Andlise de Componentes Principais € apresentado através da projecdo das amostras

(grafico de escores) ou das variaveis (grafico de pesos) nesse novo sistema de
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coordenadas. Com isso, uma das vantagens da PCA se faz presente, pois pode-se
visualizar o agrupamento das amostras e identificar quais variaveis originais sdo mais
relevantes para segregar os grupos. Além disso, podem ser visualizadas amostras
com comportamentos andmalos (outliers), visto que na projecao dos dados em um
novo sistema de coordenadas as diferencas entre as amostras tendem a se
amplificar.”” A Figura 7 apresenta um exemplo tipico de apresentacdo de resultados

de uma PCA, com os gréaficos de escores (esquerda) e pesos (direita).

Figura 7 — Exemplo de uma PCA. O gréfico a esquerda representa a distribuicdo dos escores em
funcdo das PC1 e PC2; a direta temos a representacéo do gréafico dos loadings.
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Fonte: Ribeiro et al (2014)%2.
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6.3 ANALISE DISCRIMINANTE

Entre os meétodos supervisionados usados na estratégia metabondmica,
destaca-se a Andlise Discriminante (DA, do inglés Discriminants Analysis) que €,
normalmente, empregada quando a variavel de resposta € uma variavel de classe.
Aqui, investigamos diagnaostico clinico, portanto, uma variavel de classe, o que torna
os formalismos DA candidatos naturais para a modelagem. A DA é uma ferramenta
de reconhecimento de padrdes que se baseia na construcdo de combinacgdes lineares
das variaveis originais, visando a obtencdo de um escore (ponto de corte) que
discrimine as amostras nos grupos de interesse. Nos estudos classificatérios, cada
amostra € descrita por um conjunto de medidas experimentais. A grande vantagem
da DA é permitir a identificacdo das varidveis que mais se sobressaem na
discriminacdo das classes. Isso permite, por um lado, separar as amostras e, por
outro, inferir sobre a natureza quimica dessa discriminagcdo. A selecdo das variaveis
é realizada usando formalismos de estatistica multivariada, como o lambda de Wilks,
o algoritmo genético, o teste qui-quadrado e/ou correlagdo canonica.’’

Atualmente, estdo disponiveis na literatura varios formalismos que podem ser
empregados para o processamento de problemas que envolvem a identificacdo de
grupos. Aqui, empregamos os formalismos LDA (do inglés Linear Discriminants
Analysis), PLS-DA (do inglés Partial Least Square Discriminants Analysis) e o OPLS-

DA (do inglés Orthogonal Partial Least Square Discriminants Analysis).
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6.3.1 Analise de Discriminante Linear (LDA)

A Analise de Discriminante Linear (LDA) permite a determinacdo de uma
superficie (classificador) ou limiar de classificacdo no espaco, para que as amostras
de uma classe sejam segregadas de um lado do eixo de decisdo, assim como as
amostras da outra classe sejam agrupadas no outro. Em outras palavras, pode-se
entender a LDA como um método estatistico que pode ser empregado em
reconhecimento de padrdes. Para tal é construido uma combinacéo linear de variaveis
previamente selecionadas, visando caracterizar e separar duas ou mais classes
(casos) 7. A figura 10 apresenta um exemplo de grafico de escores de uma LDA
desenvolvida para avaliar um possivel método para diagnostico de fibromialgia a partir
da analise do plasma sanguineo através da ATR-FTIR (do inglés, attenuated total
reflection Fourier-transform infrared). Podemos observar a funcdo de classificagao

dividindo o grupo controle (em azul) dos casos (vermelho).”®

Figura 8 — Exemplo de grafico de escore de uma LDA.
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Evidentemente que o ideal € que as amostras de cada classe sejam ao maximo
parecidas entre si, e estejam relativamente distantes das amostras consideradas da
outra classe. Todavia, nem sempre € possivel obter tal resultado. Como lidamos com
variaveis de classe, podemos arbitrariamente atribuir o valor 1 (um), para amostras de
um grupo, e o valor -1, para as amostras do outro grupo, no caso de dois grupos
apenas. Matematicamente, a superficie de decisdo ou classificador € o plano que
corresponde a equacéo 3:

k(x) =ag+a1x; +ax, +azxs + -+ ax, =0 (eq.3)
Em que k(x) representa a variavel dependente; a,,, 0s coeficientes discriminantes para
cada variavel; e x,, as variaveis explicativas do formalismo LDA"”.

Considerando a figura 8, a interpretacdo mais simples para os resultados da
equacdo 1 é que as amostras Caso (em vermelho), que estdo dispostas acima do
plano, devem assumir coordenadas que satisfacam a condicao k(x) > 0. Prontamente,
as amostras Controle (em azul), localizadas abaixo do plano, terédo coordenadas tais
que k(x) < 0 "8, Portanto, a superficie de decisdo descrita na eg.1 é consequéncia da
combinacao linear das variaveis preditivas que melhor descrevem a LDA. A equcéo
apresentada é, em outras palavras, a fungao discriminante do modelo.

Quanto ao critério empregado para a escolha das variaveis, o lambda de Wilks
(A) é um dos mais utilizados, e que, de modo sucinto, permite a averiguacdo da
existéncia de diferencas de médias entre as classes para cada variavel. O valor do A
pode variar de 0 a 1, sendo expresso pela equacao 4.

_ Sng
SQr

A (eq-4)

Em que 5Q,4, corresponde a soma quadratica dos erros dentro do grupo, e SQr é a

soma quadrética residual total. O conjunto de variaveis preditivas € selecionado em

fungdo do A, que deve ser o menor possivel, haja vista que a combinagéo de variaveis,
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que ndo tém relacdo com o objeto de estudo, resultara em residuos (SQdg) grandes,
enguanto combinacao entre variaveis preditivas apresentam desvios menores. Assim,
o conjunto de variaveis selecionada para a funcdo discriminante é aquele que
apresenta o menor valor de A.1%

Outra técnica para selecdo de variaveis que pode ser associada a LDA é o
Algoritmo Genético (do inglés, Genetic Algorithms — GA). Os GAs sdo operadores
matematicos desenvolvidos pelo John H. Holland, na década de 60, baseados nos
processos de selecdo natural e recombinacdo genética para utilizacdo em sistemas
complexos. Esta estratégia almejava simular, matematicamente, o0 mecanismo da
evolucdo biolégica. Nas décadas seguintes, mediante os avancos tecnoldgicos dos
computadores, observou-se um impulsionamento do uso do GA em diversas areas
como processamento de imagem; modelagem e identificacao de sistemas; filtros para
cancelamento de ruidos; robdtica; e selecdo de parametros de redes neurais.®°

Assim como em outras areas, a quimica envolvida nos sistemas bioldgicos,
apresenta problemas de alta complexidade, e o desenvolvimento do GA disponibilizou
mais uma ferramenta na busca por respostas as situacdes de dificil resolucdo. Os GAs
sdo empregados para a otimizacdo da selecao de variaveis que melhor classifica os
grupos, ou seja, considerando a existéncia de duas classes em um conjunto de dados,
este algoritmo é capaz de identificar as variaveis chaves que maximizam a separacao
entre as classes em questédo 8. Além disso, o GA oferece como grande vantagem, em
relacdo aos métodos tradicionais de selecdo de variaveis, a capacidade de avaliar as
relaces existentes entre as variaveis. Assim sendo, os algoritmos genéticos buscam
avaliar os resultados das combinac¢des das variaveis e seu impacto sobre a funcao

classificatoria.
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A selecdo proposta pelo GA esta baseada na premissa que as informacdes
referentes a um determinado sistema ou conjunto de dados séo codificadas de
maneira analoga aos cromossomos. Dessa forma, se assemelhando ao processo de
selecdo natural das especiais proposta por Charles Darwin. Esta operacao
matematica se processa em cinco etapas: codificacdo das variaveis, criagdo da
populacédo inicial, avaliacdo da resposta, cruzamento e mutacéo.

A primeira fase consiste na confeccdo de um cromossomo “artificial’
estruturado a partir das variaveis presente no estudo. Esta analogia aos cromossomos
bioldgicos é possivel de ser idealizada, visto que 0s cromossomos sao estruturados a
partir do DNA (acido dioxirribonucleico) e as regibes especificas que carregam
informacdes referente as caracteristicas fenotipicas (genes) que representara, na
modelagem matematica, os parametros que nosso conjunto de dados (variaveis). O
modo mais facil de representar cada uma das variaveis que serdo possivelmente
selecionadas ao final do processo é transformando-as em codigos binérios.

A etapa seguinte é a criacdo de uma populacgédo inicial que nada mais € do que
gerar uma populacdo aleatéria de cromossomos artificiais, assegurando a néo
existéncia de tendéncias oriundas do meio externo. Possivelmente, este processo
exigird um esforgco computacional significativo. Entdo, em determinadas situagdes,
informagdes adicionais podem ser empregadas com o objetivo de minimizar este
tempo de analise.

No processo evolutivo, a avaliacao da resposta adaptativa € uma caracteristica
intrinseca do individuo que reflete diretamente em suas habilidades de como ira se
adequar as mudancas. No caso do GA, a avaliacdo da resposta tera como métrica as
variaveis que apresentaram melhor resposta. Esta sera interpretada segundo o erro

de calculo entre o valor previsto e o valor esperado. A finalidade aqui sera identificar
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0 menor erro possivel, e este sera o responsavel direto pela “vida ou morte” daquele
individuo.

As etapas de cruzamento e mutacdo sao importantes para a selecdo de
variaveis dominantes. Especificamente, € a fase de cruzamento responsavel pela
convergéncia para a otimizacdo do processo. A técnica de cruzamento ocorre pela
escolha fortuita dos individuos (casos) e da posi¢cao onde ocorrera a ruptura seguida
pela troca de material genético. Essas rupturas geralmente variam entre 1 e 2, pois
uma maior fragmentacdo promovera menor semelhanca entre as geracdes e por
conseguinte, dificultando a convergéncia.

Estas etapas gerais do algoritmo genético basico s&o ininterruptamente
repetidas até que o niumero maximo de geracdes seja adquirido ou até que um erro
minimo desejado seja alcancado®. No que diz respeito ao emprego dos GAs na
selecéo de variaveis, a sua implementacao difere-se de outras aplicacdes quanto a
codificacéo do problema bem como a avaliagdo da funcao de resposta. Entretanto, as
outras etapas permanecem inalteradas. Na codificacdo para efeitos de selecdo de
variaveis espectrais, considera-se que o conjunto de genes do cromossomo artificial
sdo todas as variaveis espectrais, isto quer dizer que, cada gene sera representado
por uma das variaveis espectrais ou derivacdes destas (neste trabalho utilizamos o
deslocamento quimico). Assim sendo, 0 cromossomo apresentara 0 mesmo numero
de variaveis contidas no espectro. Incialmente, o software ira codificar aleatoriamente
0 conjunto de dados espectrais em zero e um. Cada gene podera assumir o valor um
ou zero, dito isto, que quando a posicdo assumida referente a uma determinada
variavel for determinada, aleatoriamente, igual a um, isto implicara na selecdo desta
variavel. Por outro lado, se a posicéo for atribuida o valor zero, indicara que a variavel

nao sera selecionada. Em seguida serdo realizados os procedimentos de
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cruzamentos e a resposta serdo avaliadas a partir do formalismo empregado para a
averiguacéo da resposta. E importante destacar que o resultado ¢ avaliado de acordo
com o risco de avaliacdo incorreta, ou seja, quanto menor o risco de classificacédo
incorreta, melhor serd o conjunto de variaveis avaliadas e a partir dessas, novas
combinacgfes serdo testadas de modo que valores otimizados de exatiddo sejam
atingidos.

Figura 9 — Fluxograma que representa o Algoritmo Genético.
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Fonte: Autoria propria.

6.3.2 PLS-DA/OPLS-DA

A PLS-DA € um método supervisionado comumente utilizado na otimizagéo da
separacdo entre duas classes de amostras. O modelo é construido a partir de duas
matrizes: uma matriz X (em nosso caso, dados espectrais) e uma matriz de classe Y,
que contém a classificacdo das amostras. De modo geral, o fundamento desse
formalismo estéd na maximizacdo da covariancia entre as variaveis independentes

(matriz X), e as variaveis dependentes (as informagdes de classe), contidas na matriz
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Y, de um conjunto de dados multidimensional, determinando o subespaco linear das
variaveis explicativas (latentes), componentes PLS8,

Dentre as vantagens fornecidas pelo formalismo PLS-DA para dados
espectrais, destacamos a possibilidade de avaliacdo de dados altamente
correlacionados e extracdo de elementos estatisticos que avaliam: a contribuicdo de
cada variavel para a construcdo dos modelos (0s pesos) e os valores VIP (do inglés,
variance importante on projection). Finalmente, o formalismo PLS-DA permite uma
facil e simples identificacdo grafica dos dados, em uma dimensado reduzida,
destacando a separagdo entre classes distintas.8182 A figura 10 apresenta um
exemplo de PLS-DA, com os gréficos de escores e VIP escores, permitindo identificar

as variaveis mais importantes para a discriminacao.

Figura 10 — Exemplo de PLS-DA. A esquerda, grafico de escores; a direita, VIP escore.
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Fonte: Ribeiro et al. (2014) 9.

Em alguns casos, a variancia intraclasse é tdo grande que dificulta a
observacdo da discriminacdo deseja, usando o formalismo PLS-DA. Nesses casos,
uma alternativa seria concentrar a variancia intraclasse numa componente ortogonal

a variavel latente. Esse formalismo é chamado de OPLS-DA. A grande vantagem da
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OPLS-DA frente a PLS-DA € que uma Unica componente preditiva € empregada na
discriminacdo da classe, pois os demais componentes difundem suas fontes de
variacfes na representante ortogonal a primeira componente (a qual explica a maior
variancia dos dados associada a matriz resposta). A componente responsavel pela
capacidade preditiva do formalismo OPLS-DA reflete a diferenca entre os valores
meédio da classe A e as médias da classe B. Entdo, todas as amostras séo projetadas

nessa componente para ser estimado o valor dos escores.?283

Figura 11 — Exemplo de grafico de escores na OPLS-DA.
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6.3.3 Figuras de Mérito e Avaliacdo dos Modelos Multivariados

Apoés a elaboracdo dos modelos de classificacdo, os mesmos devem ser
avaliados a partir da sua capacidade assertiva de enquadrar as amostras nos seus
respectivos grupos. O conjunto de parametros utilizados para esse avaliar o

desempenho de um modelo € chamado de figuras de mérito. E, em geral, o
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desempenho do modelo é comparado as figuras de mérito alcancada por um padréo-
ouro. Este apresenta-se como um teste referéncia empregado para o diagnostico que,
via de regra, tem elevada capacidade de determinar quem é portador ou ndo de uma
doenca, com baixos indices de falsos positivos e falsos negativos.0’

A auséncia de erros de classificacdo dos modelos € um dos indicadores de
qualidade da modelagem que ja deve ser avaliada durante a constru¢des dos modelos
para que limites aceitaveis sejam atingidos ainda nesta etapa. Porém, € interessante
gue os modelos devam ser submetidos a avaliacbes de amostras externas que nao
foram empregadas na sua construcdo, empregando as figuras de mérito como
indicadores de desempenho dos modelos.”’

O objetivo é sempre a construcdo de um modelo que represente bem o universo
e que erre 0 minimo possivel. Para isso, o ideal € ter um grupo para a modelagem e
outro, independente, para validacdo. Quando isso ndo é possivel, uma alternativa é
usar Validacdo Cruzada. Nesse caso, as n amostras utilizadas para selecionar as
variaveis discriminatérias, e construir o modelo propriamente dito, sao utilizadas para
validar o modelo. Retira-se uma amostra por vez e constréi-se modelos com (n — 1)
amostras e testa-se a amostra retirada. Apos testar todas as amostras com 0s n
modelos criados, constroi-se uma matriz de contingéncia com esses dados. As figuras
de mérito sdo extraidas a partir dessa matriz.”

A elaboracao das métricas mais simples inicia-se pela identificacdo dos casos
Verdadeiro-Positivo (VP), Falso Positivo (FP), Verdadeiro-Negativo (VN) e Falso-
Negativo (FN). Tais pardmetros podem ser dispostos em uma tabela conhecida como

matriz de contigéngia (tabela 5).
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Tabela 5 — Exemplo de Tabela de Contigéncia.
PADRAO-OURO

Positivo Negativo
TESTE Positivo VP FP
DIAGNOSTICO Negativo FN VN

Fonte: Autoria prépria.

Dependendo da analise que sera realizada, os valores de FP ou FN podem
inviabilizar o emprego do teste. Todavia, o primeiro parametro que sera apresentado
€ o de Exatidao, que é a expressao da fracdo das amostras que foram classificadas

corretamente pelo teste que esta em avaliacédo (Equacéo 5).

Exatidio — (VP +VN) ;
YANAA0 =Y P L VN + FP + FN) (eq-5)

Outras duas métricas importantes rotineiramente empregadas para a avaliacdo
dos testes diagnosticos sédo Sensibilidade (S) e Especificidade (E). A primeira objetiva
refletir a porcentagem das amostras positivas, geralmente associadas aos pacientes
doentes, que foram classificadas pelo método do conjunto total de amostras positivas
determinadas pelo padrdo-ouro (Equacédo 6). A Especificidade (E) representa a
porcentagem de amostras que foram atribuidas como negativo (“pacientes sadios”)
pelo modelo testado do conjunto total de amostras negativas notadamente atribuidas

como negativas pelo padréo-ouro (Equagéo 7).

_ vp £
S=wP+FN) (Eq.6)
E = VN E

“WNTFP) (Eq.7)

A interpretacédo clinica para essas métricas diz que a Sensibilidade representa
a capacidade do teste diagndstico identificar corretamente os pacientes que, via de
regra, sdo portadores da doenca quando esta condicao se faz presente; enquanto a

Especificidade exprime a competéncia do teste diagndstico de encontrar as amostras
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negativas no universo dos pacientes com auséncia de doenca. Sendo assim, para
estas duas métricas os resultados errados, sejam eles FP (falso-positivo) ou FN (falso-
negativo), comprometem o desempenho do teste. Contudo, esses erros de
classificacdo podem variar para cada modelagem, de modo que precisam ser
analisados isoladamente. Para isso, dois outros parametros sdo empregados para
avaliar o modelo em questdo, séo eles: o Valor Preditivo Positivo (VPP) e o Valor
Preditivo Negativo (VPN). O VPP indica a probabilidade da amostra classificada como
positiva realmente corresponder a esta classificacdo (Equacédo 8). O VPN representa
a probabilidade de as amostras negativas de fato serem negativas para o método em
questao (Equacédo 9). Portanto, em ultima andlise, o VPP e o VPN também fornecem
informacBes sobre a precisdo do modelo e esses cinco parametros devem ser

considerados em conjunto.108109

vpp =7 (Eq.8)
~ (VP + FP) T

VPN = — N Eq.9
~ (VN + FN) (Eq.9)

Na avaliacdo da qualidade dos modelos obtidos, espera-se que toda variancia
contida no conjunto de dados seja integralmente modelada. Contudo, isto s6 seria
possivel para um modelo hipoteticamente perfeito. Na pratica, uma parte da variacdo
ndo é modelada, visto que existem diferencas entre os valores preditos e as medidas
estimadas a partir da modelagem dos dados. Considerando que a modelagem é uma
regressao, € comum usar o coeficiente de determinacéo (R?) e o valor de F (teste de
Fischer) para avaliar a qualidade da modelagem. Matematicamente, R? é arazao entre
a variancia explicada (SQrec — soma quadratica da regressdo) pelo modelo e a
variancia total do conjunto de dados (SQt — soma quadratica total). Em outras

palavras, este parametro descreve o quanto o modelo esta ajustado aos dados.”’
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SQrec
R? = Eg.10
50, (Eq.10)

Assim, uma modelagem é tanto melhor quanto mais perto de 1 (um) for o valor
de R?, pois significa que a soma quadratica da regressdo se aproxima do valor da
soma quadrética total. No caso do teste F (de Fischer), ele testa a hipétese de que a
regressao construida se ajusta bem ao conjunto de dados utilizados na modelagem,
considerando as variancias explicada e ndo explicadas pelo modelo.
Matematicamente, o valor de F € a razdo entre a variancia da regressao (SQrec/k),
porcdo explicada pelo modelo, e a variancia residual (SQres/(n-k-1)), parte nao

explicada pelo modelo, conforme descrito pela equacéo 11.

(5 Qrec /k)
%%/ 4y _ 1~ )

Onde n é o niumero de amostras e k € o numero de variaveis utilizadas na modelagem.

Fp,(n—k—l) = (eq.11)

Se a regressao explica bem a variancia contida no conjunto de dados, o valor
de F serd alto, pois a variancia explicada sera muito maior que a variancia nao
explicada pelo modelo. Utiliza-se a tabela de probabilidade para uma distribuicédo F,
considerando os graus de liberdade utilizados para determinar a probabilidade (valor
de p) para rejeitar a hipétese nula (o modelo ndo explicar a variancia contida no
conjunto de dados).”’

De acordo com os dados amostrais em analise, alguns algoritmos de
classificagdo podem influenciar significativamente a modelagem. Por exemplo, nos
casos em que a matriz de dados possui um numero elevado de variaveis e poucas
amostras, os modelos supervisionados podem estar superajustados. Quando isso
acontece, o algoritmo de classificacao ira discriminar os grupos a partir de variaveis
para as quais as diferencas entre as classes ocorrem ao acaso. Assim, quando novas

amostras sao avaliadas, a funcéo classificatoria construida ndo € capaz de qualificar
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corretamente, visto que o padrao de deteccao utilizado nao foi em funcéo das variaveis
de interesse, mas sim devido ao componente aleatdrio. Para investigar casos de
superajustes do modelo, alguns testes podem ser empregados de modo a avaliar se
o classificador obtido € uma consequéncia direta das variaveis que discriminam o
modelo ou n&o.

O teste de permutacbes € frequentemente utilizado para esse fim. O
mecanismo deste teste € avaliar o desempenho dos modelos obtidos a partir de
permutacdes aleatérias das classes originais, empregando 0 mesmo conjunto de
dados. No caso da PLS-DA, a execucdao do teste é realizada usando a capacidade de
predicdo ou distancia de separacdo entre os grupos. Para cada permutacdo, um
modelo PLS-DA é construido entre bloco das variaveis e a matriz resposta permutada
usando o mesmo numero de variaveis latentes previamente identificadas. O valor p
reflete a proporcéo das vezes em que a separacédo de classe atribuida aleatoriamente
€ melhor que a baseada nos dados originais. Espera-se que os modelos obtidos a
partir de permutacfes de classes tenham figuras de mérito piores que os valores

observados para a modelagem feitas com a classificagao original.
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7 HIPOTESE

Varicocele, infertiidade e intervengcdo cirdrgica (varicocelectomia) sao
condi¢cbes que, devido a homeostase, alteram o conjunto dos metabdlitos enddgenos,
tornando possivel a associacdo entre o perfil metabdlico e o status bioquimico do
paciente. Dessa forma, admite-se que 0s espectros de ressonancia magnética nuclear
de 'H, obtidos a partir do plasma seminal, contenham informacdes acerca das
alteracdes dos perfis metabdlicos em funcéo da doenca ou da melhora (ou ndo) dos

padrdes seminais pds-varicocelectomia.
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OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GERAL

v Desenvolver modelos metabonémicos, utilizando espectros de RMN de 'H a
partir de amostra bioldgica, fluido seminal, para o diagnostico da varicocele e da
infertilidade associada a varicocele, bem como fazer prognostico da melhora dos

parametros seminais pos varicocelectomia.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter os espectros de RMN de 'H a partir do plasma seminal de voluntarios
férteis e inférteis, diagnosticados com varicocele, bem como de voluntarios
saudaveis;

v Investigar quais ferramentas de analise multivariada melhor se aplicam aos
dados coletados — PCA, PLS-DA, OPLS-DA e GA-LDA, e construir modelos
metabondmicos para o diagnéstico da varicocele e da infertilidade associada a
varicocele;

v" Identificar diferencas nos perfis metabondmicos de pacientes diagnosticados
clinicamente com varicocele dos pacientes saudaveis;

v Identificar diferengas nos perfis metabonémicos de pacientes férteis e inférteis,
ambos diagnosticados clinicamente com varicocele;

v’ Selecionar as variaveis discriminantes em cada modelo metabondémico e
identificar quais metabdlitos enddgenos estdo associados as possiveis

discriminagbes a serem observadas no presente estudo.
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9 MATERIAIS E METODOS

9.1 SELECAO DOS PACIENTES E GRUPOS DE ESTUDO E TRATAMENTOS
ESTATISTICOS UNIVARIADOS

Este estudo foi realizado através da parceria entre pesquisadores dos
programas de pos-graduacdo em Quimica e de Cirurgia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Foram selecionados 80 homens voluntarios, na faixa etaria de
18 a 50 anos, atendidos na clinica de Fertilidade Masculina do Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) para efetuar vasectomia ou tratar
varicocele.

A avaliacéo clinica foi executada por um unico urologista e doutorando do PPG
em Cirurgia, do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE. Foram realizados quatro
estudos e a distribuicdo dos voluntarios se deu respeitando esse cenério. O estudo |
contou com 80 voluntarios, que foram assim distribuidos: Grupo Controle (C) — 24
voluntarios saudaveis que tinham pelo menos 1 filho nos udltimos 12 meses, sem
histérico familiar de infertilidade, que nao fizeram tratamento de fertilidade, nem
possuiam diagnéstico de varicocele; e Grupo Varicocele (V) — 56 pacientes com
varicocele palpéavel, podendo ser infértil ou ndo, sem histérico de tratamentos para
fertilidade. Para o segundo estudo, o grupo V foi dividido em dois subgrupos:
Varicocele Fértil (VF) — 21 voluntarios férteis com varicocele palpavel que tinham pelo
menos 1 filho nos dltimos 12 meses, sem histérico familiar de infertilidade, que néo
fizeram tratamento de fertilidade; e o grupo Varicocele Infértil (V1) — 35 voluntarios
inférteis com varicocele palpavel que nao obtiveram éxito na concepcéo ao final de 12
meses com atividade sexual regular e sem emprego de métodos contraceptivos, sem
historico de outras causas de infertilidade ou em tratamento de infertilidade e com

causas de infertilidade feminina desconhecidas por parte da parceira. O terceiro e
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guarto estudos foram realizados com amostras de 43 voluntarios, diagnosticados com
varicocele e submetidos a varicocelectomia. Os dados espectrais usados foram de
amostras coletadas antes da cirurgia e a matriz resposta foi construida usando dados
da analise seminal pré e pos varicocelectomia (Estudo IIl) e de sucesso gestacional
em até 24 meses pos cirurgia (Estudo V). As amostras dos voluntarios para os quais
nao tinhamos informacgGes pos-cirurgia foram utilizadas apenas para predicdo. A

Figura 12 apresenta a populacéo de cada estudo.

Figural2 — Distribuicao dos grupos investigados em cada estudo desenvolvido.

Estudo | Estudo Il

Populagdo do
Diagnostico de Diagnéstico de
Estudo Varicocele Infertilidade associada a
Varicocele

/ \

/’ Varicocele Palpavel

Py
80 Voluntarios d
be 24 Voluntarios
Saudaveis

< A A v

N 21 Pacientes Férteis

35 Pacientes com
o Infertilidade
56 Pacientes com

43 Voluntarios Inférteis submetidos a
Varicocelectomia

Estudo Il ||

18 Voluntérios com Melhora |
dos PS

10 Voluntarios relataram
gravidez natural

13 Voluntarios sem
sucesso de gravidez
20 Voluntarios sem
informagao de gravidez

varicocelectomia

14 Voluntarios ndo retornaram i
apos varicocelectomia
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em até 24 meses pos-

Estudo IV

(Sd) steuiwas sosypweled

Sop eloy|a|Al ep oedipald
Correlagdo com relatos de gravidez

Fonte: Autoria Prépria.

Quanto aos critérios de exclusdo, foram adotados os seguintes parametros:
evidéncias de infeccdo urogenital, presenca de doencas uroldgicas diagnosticadas
pela avaliagdo androlégica, defeitos genéticos, histérico de criptoquidismo, uso atual

ou recente (< 12 meses) de testosterona ou qualquer esteroide anabolizante, histérico
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de quimioterapia e radioterapia, historico de trauma escrotal, historico de cirurgia
escrotal. Todos os participantes foram submetidos as anamneses andrologicas e
exames fisicos. A idade de puberdade foi considerada como sendo a idade que o
participante identificou o aumento peniano ou do tamanho testicular, ou aparecimento
de pelos pubianos. Os exames fisicos foram realizados no ambiente bem iluminado e
com temperatura adequada, com 0s participantes na posicdo supino e vertical. O
tamanho do testiculo foi mensurado usando o orquidémetro e o grau de varicocele foi
classificado baseado nos critérios de Dubin e Amelar®®. Quanto a parceira, foi
perguntado sobre idade, histérico de fertilidade no passado e/ou tratamento para
fertilidade, historico de cirurgias pélvicas ou patologias pélvicas, além de informacéo
sobre a intensidade e regularidade do ciclo menstrual. Contudo, a averiguacdo da
fertilidade feminina néo foi realizada.

Todos os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) antes de sua inclusdo no estudo. Todos os voluntarios foram submetidos a
andlise padrdo de sémen de acordo com as diretrizes da OMS (2010)2. A
ultrassonografia escrotal com Doppler colorido (GE Logig S8 GE Healthcare,
Wauwaosa,WI, USA), com probe linear de alta frequéncia (SL 15-8MHz GE
Healthcare, Wauwaosa,WI, USA) foi empregada para avaliar o tamanho testicular,
diametro da varicocele e o retorno venoso. Para a avaliagdo hormonal empregou-se
o doseamento séricos dos horménios, sendo a coleta do sangue realizada por pun¢éo
venosa entre as 07:00 e 11:00 da manha, apos o jejum noturno. Os parametros
hormonais avaliados foram: testosterona total (intervalo de referéncia: 1,4 — 18,2
muUl/mL), estradiol (intervalo de referéncia: 11,6 — 41,2 pg/dL), hormdnio foliculo
estimulante (FSH) (intervalo de referéncia: 206 — 1200 ng/dL), hormoénio luteinizante

(LH) (intervalo de referéncia: 1,5 — 9,3 mUl/mL), albumina e globulina de ligacdo aos
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horménios sexuais (SHBG) (intervalo de referéncia: 10 — 57 nmol/L). Os niveis séricos
dos horménios foram obtidos através do imunoensaio em fase-solida, de
quimiluminescéncia em tempo real, com o auxilio de analisador automatico ADAVIA
Centaur XP, Siemens Healthcare Diagnostics.

Quanto as dosagens da albumina (intervalo de referéncia 3,4 - 4,8 g/dL) foram
determinadas usando o sistema automatizado (Architect c16000, Abbott Diagnostics).
Os niveis de testosterona livre (intervalo de referéncia 49,9 — 199,9 pg/mL) foram
obtidos a partir da formula de Vermeulen et al.1%. A execucédo desse trabalho foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPE e do IMIP - n° 2.075.028.

Para investigar a distribuicdo de dados demograficos e clinicos entre os grupos,
testes univariados foram realizados usando Software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA). O teste de Shapiro-Wilk foi usado para analisar a
normalidade da distribuicdo dos dados. Analise de variancia (ANOVA) juntamente com
o teste de Tukey, quando necessario, foi usado para comparar as seguintes variaveis
entre os trés grupos: idade, idade do parceiro, idade da puberdade, tamanhos
testiculares por exame fisico, IMC, motilidade progressiva do esperma, morfologia do
esperma, volume do ejaculado, testosterona total, testosterona livre, estradiol, LH e
tamanhos testiculares por USGD. O teste de Kruskal-Wallis acoplado com o teste de
Dunn, quando necessério, foi usado para comparar as seguintes variaveis entre 0s
trés grupos: concentracdo de esperma, contagem total de esperma, contagem
progressiva total de esperma, FSH e tamanhos de veia testicular. O teste exato de
Fisher foi usado para comparar grau de varicocele e a propor¢cao de varicocele
bilateral entre os grupos VF e VI. Um valor p < 0,05 foi definido como o nivel de

significancia estatistica.
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9.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE SEMEN, ANALISE POR RMN DE H
E TRATAMENTO ESTATISTICO PARA ANALISES MULTIVARIADAS

As amostras de sémen foram centrifugadas a 3000 G, por 15 minutos, para
separar 0os espermatozoides do plasma seminal. Apds este processamento, as
amostras contendo apenas o liquido seminal foram mantidas congeladas a —40°C até
serem analisadas por RMN de 'H. Apés serem descongeladas, foram adicionados 400
ML da amostra de soro do sémen em um tubo de RMN, com 5 mm de didmetro interno,
em seguida, foi acrescentada 200 pL de agua deuterada (D20) ao tubo e a mistura foi
homogeneizada. Os espectros de RMN de *H foram obtidos utilizando uma sequéncia
de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) com pré-saturacao (presat) do sinal da
agua, no equipamento Agilent VNMRS 400, operando a 400 MHz e a temperatura de
298 K. Os parametros experimentais utilizados foram os seguintes: tempo de
aquisicdo de 1,704 s, tempo de pré-saturacao igual a 2,0 s, pulso de RF de 90° igual
a 13,2 ys, janela espectral de 4,8 kHz, numero de ciclos de 88, tau igual a 0,0004s e
bigtau igual a 0.07s e 128 transientes. Cada espectro foi adquirido utilizando um tempo
total de 10,0 minutos e 4 segundos. Os espectros foram processados utilizando line
broadening de 0,3 Hz, a linha de base e distor¢cbes de fase foram ajustadas
manualmente. O sinal do grupo metileno do nitrato (& 2.65 ppm) foi atribuido como
deslocamento quimico referéncia. Um segundo processamento foi efetuado com a
assisténcia do software MestReNova 9.0 em que foi novamente reavaliada e ajustada
automaticamente a linha de base, pelo método de polinbmios de Bernstein, e a fase
dos espectros foi ajustada manualmente. Para a constru¢do da matriz de dados,
utilizamos apenas a regiao do espectro entre 6 (ppm) 0,69 e 8,01, que foi dividida em
regides (bins) de 0,04 ppm. A regido entre os 6 4,5 — 5,5 foi excluida do espectro, visto

gue é entre tais deslocamentos que se encontra o sinal da agua, que mesmo apos a
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etapa de pré-saturacdo ainda dificulta a analise. Dessa forma foi obtida uma matriz
com 80 linhas (amostras) e 159 variaveis (bins do RMN de H mais a variavel de
classe) que posteriormente foi submetida a analise estatistica multivariada. De acordo
com o estudo realizado, o numero de linhas da matriz foi alterado, de forma que nos
estudos II, Il e IV tivemos 56, 29 e 23 linhas (amostras).

O tratamento quimiométrico dos dados espectrais foi realizado partindo da
analise exploratéria dos mesmos, através da Analise de Componentes Principais
(PCA). Também foram empregados formalismos de Andlise Discriminante (DA),
como: Andlise Discriminante Linear usando Algorismo Genético (GA-LDA) e lambda
de Wilks (LDA), como ferramenta de selecdo de variaveis; Analise Discriminante por
Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) e Analise Discriminante por Projecdes
Ortogonais a estrutura latente (OPLS-DA). PCA, PLS-DA e o OPLS-DA foram
realizadas usando a plataforma on-line disponibilizada para estudos metabonémicos,
denominada de MetaboAnalyst 5.0, enquanto os modelos determinados pela GA-LDA
foram obtidos a partir do MATLAB®20102. Os modelos usando o formalismo LDA
foram construidos usando o software Statistica 12. Para a validacao do modelo OPLS-
DA, foi utilizado o teste de permutagdo, fazendo 2000 permutagbes. O LOOCV
(Leave-One-Out Cross Validation) foi usado para determinar os valores de Q2, R2 e
a exatidao de classificacdo dos modelos.

O formalismo empregado para construcdo dos modelos GA-LDA consiste na
divisdo das amostras em dois conjuntos: Conjunto treinamento com 70% das
amostras e o conjunto teste com 30% restante das amostras. O mecanismo de

selecdo das amostras foi o Algoritmo de Kennard Stone. As amostras,

individualmente, foram normalizadas pela média, usando a expressdo (’%x) onde x;

€ a area de integracdo para a variavel i, x € a média das areas de integragéo para
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aquela amostra e o € 0 desvio-padrdo; na sequéncia, cada variavel foi auto
escalonada, usando expressao semelhante.

Os modelos desenvolvidos pela LDA, no estudo Ill, usaram uma matriz de
entrada contendo 43 amostras sendo 29 delas tinha o diagndstico fechado de melhora
ou ndo dos padrdes seminais poés-varicocelectomia. Desses, 18 (62,1%)
apresentaram melhora, enquanto 11 (37,9%) nao foi verificado melhoria no
espermograma. O modelo metabondmico foi construido usando 5 variaveis, que foram
selecionadas empragando o lambda de Wilks. Esse modelo foi validado usando
Leave-One-Out-Cross Validation (LOOCYV) e teste-F para a funcdo discriminante que
foi realizado usando 22 e 5 graus de liberdade. Apés a etapa de validacéo, calculou-
se as seguintes figura de mérito: sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e exatiddo do modelo. O modelo também
apresentou uma predicdo de classificacdo para os voluntarios que nao tinham até o
momento o diagnostico definido. Estratégia semelhante foi adotada no estudo IV,
sendo que a matriz utilizada na modelagem tem 23 amostras, sendo que 10 (43,48%)
voluntarios conseguiram engravidar a companheira, enquanto 13 (56,52%) néo
conseguiram sucesso gestacional em até 24 meses apdés a cirurgia de
varicocelectomia. Nos estudos Il e 1V, a matriz-resposta utilizou dados pos-cirargicos
— melhora dos parametros seminais (Estudo IIl) ou sucesso gestacional (Estudo V).
Considerando o universo de 43 amostras utilizadas nos estudos Il e IV, tinha-se pelo
menos uma informacgéo pdés-cirdrgica de 29 pacientes, enquanto para 14 voluntarios

nenhuma informacéo foi disponibilizada.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como descrito na secdo Materiais e Métodos, foram desenvolvidos quatro
estudos: () Diagnoéstico de Varicocele; (1) Diagndstico de Infertilidade associada a
Varicocele; (Ill) Diagnostico de Melhoria Pos-Varicocelectomia; e (IV) Avaliacdo de
Sucesso Gestacional. Nesse sentido, a apresentacao e discussao desses resultados
sera feita considerando essa distribuicdo. Sera feita uma breve exposicdo do

problema, seguida da apresentacédo dos achados da investigacao.

10.1 DIAGNOSTICO DE VARICOCELE & DIAGNOSTICO DE INFERTILIDADE
ASSOCIADA A VARICOCELE (ESTUDOS | E II)

10.1.1 Resultados demograficos clinico-laboratoriais

Inicialmente, foram avaliadas estatisticamente os parametros clinicos-
laboratoriais de cada um dos pacientes incluidos na pesquisa com intencdo de
averiguar se existiria diferencas amostrais importantes que poderiam influenciar nos
modelos metabonémicos. Para tal, foram executados testes estatisticos a partir dos

dados demograficos clinico-laboratoriais dos pacientes inseridos no estudo (Tabela 5)
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos participantes dos estudos | e Il.

Varicocele Varicocele Valor
Controle - o
Fertil Infértil de p
Demografia e Exame Fisico
Numero de voluntarios 24 21 35
Idade (ano) 34,2+43 33,749 32,0+6,1 0,22
Idade da parceira (ano) 29,2+38 32,3+4.4 30,7+5,1 0,14
Idade da puberdade (ano) 142+15 148+1,8 13.8+1,4 0,08
Volume do testiculo direito (mL) 22,7 £ 5,02 19,0 £ 3,52 15,7 £ 5,4 <0,05
Volume do testiculo esquerdo (mL) 22,0+ 5,62 17,4 £ 5,00 12,5+ 5,6°¢ <0,05"
IMC (kg/m?) 28,0+£4,0 26,3+4,2 26,2+5,0 0,23
Varicocele Grau 1 67% 48%
Testiculo direito (%) Grau 2 N/A 33% 43% 0.53f
° Grau 3 0% 9%
Varicocele Grau 1 24% 17%
Testiculo esquerdo (%) Grau 2 N/A 38% 26% 0.38t
q Grau 3 38% 57%
Varicocele bilateral (%) NA 14% 60% <0,05f
Ultrassonografia com Doppler
Volume do testiculo direito (mL) 16,0 + 3,92 14,7+ 4,722 125+ 4,5° <0,05"
Volume do testiculo esquerdo (mL) 14,6 + 4,32 11,8+4,320 11,1+4,3° <0,05"
Volume da veia testicular direita 1,0+072 2.0+003b 25408 <0,05°
(cm), mediana + IQR
Volume da veia testicular direita 201072 32+1,00 38413 <0,05¢
(cm), mediana = IQR
Horménios Sexuais
Testosterona (ng/dL) 345+ 1352 422 +£1582b 446 + 179P <0,05
Testosterona livre (ng/dL) 75123 8,4+26 8,8+3,4 0,25
Estradiol (pg/mL) 339+120 395+123 31,7+123 0,16*
FSH (mUl/mL), mediana = IQR 3,9+ 242 3,6+2,3 6,1 +4,9° <0,05%
LH (mUI/mL) 35+1,3 3,9+1,6ab 4,9+ 23b <0,05"
Analise Seminal
Concentracgéo espermatica b 5
(10/mL), mediana + IQR 38,9+0542 40,0+56,928 50+126 <0,05
Contagem total de espermatozoides b 5
(10/mL), mediana + IQR 133 +3122 105 + 1362 14 + 31 <0,05
Motilidade progressiva (%) 65 + 202 b5 + 222 30 + 15P <0,05"
Contagem total de espermatozoides
progressivos (109/mL), mediana + 74 2412 55 + 892 2+10P <0,058
IQR
pH, mediana + IQR 8,0+0,5 75+1,0 73+1,0 NAT
Morfologia (%) 10,0+ 6,1 8,6+35 78+45 0,30
Volume (mL) 40+1,5 30+1,1 32+1,6 0,06

Quando ndo mencionados, os dados estdo apresentados como média + desvio padrao.
IMC = indice de massa corpdrea; FSH = Horménio Foliculo Estimulante; LH = Hormdnio Luteinizante;

IQR = Intervalo InterquartiI*Anélise de Variancia; " Teste exato de Fisher; § Teste de Kruskal-Wallis.

ab.croram usados para identificar onde ocorreu a diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05)

1 Teste nFo aplicavel devido a baixa precisdo da ferramenta de medicdo de pH (tiras testes)
Fonte: Autoria Prépria.

No que diz respeito a idade, foram considerados tanto as dos homens quanto

as de suas parceiras, ndo sendo observado diferencas entre os trés grupos. De modo
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similar, a idade do inicio da puberdade nos homens ndo mostrou ser discriminante
entre 0s grupos em questdo. Os pacientes do grupo VI apresentaram testiculos
menores comparados aos grupos VF e C com significancia estatistica (p<0,05). O
grau da varicocele também nao foi caracterizado como um discriminador da fertilidade
visto que o os grupos VF e VI ndo apresentaram diferencas tanto no lado esquerdo
quanto no direito. Contudo, a manifestacdo bilateral da doenca teve uma alta
proporcdo de homens do grupo VI, quadro semelhante também foi identificado na
USGD em que os paciente VI exibiram diametros venoso maiores em ambos os lados.

Em relacéo as andlises do espermograma néo foram identificadas diferencas
entres 0os grupos C e VF. Contudo, os homens com varicocele e inférteis foram
evidenciados as menores concentracbes e contagens de espermatozoides assim
como também da motilidade e o numero total de espermatozoides progressivos
guando comprado aos outros dois casos. Quantos aos efeitos hormonais, observa-se
que o grupo VI exibiu niveis do horménio FSH mais elevados do que o C e VF grupos,
e niveis mais elevados de LH do que o grupo C. Interessantemente, o grupo C tinha
niveis mais baixos de testosterona total sérica do que o grupo VI, mas os niveis de
testosterona livre ndo foram diferentes entre 0s grupos.

O presente trabalho evidenciou a existéncia de padrdes de fertilidade dispares
para os homens que tem varicocele. O grupo VI apresentou alteracdes clinicas devido
a varicocele, como diminuicdo do volume testicular, diminuicdo da concentracdo de
espermatozoides, diminuicdo do total de espermatozoides contagem, diminuicdo da
motilidade total e progressiva e diminui¢cao do volume do sémen, quando comparados
com controles saudaveis. Embora que foram identificados os niveis maiores de

testosteronas, LH e FSH no grupo VI quando comparado ao grupo controle,
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clinicamente esta informacéo nao se apresenta relevante, visto que os valores obtidos

estdo dentro dos intervalos de referéncia atribuidos para pacientes normais.

10.1.2 Diagnéstico da varicocele (estudo 1)

A Figura 13 apresenta um exemplo dos espectros que foram obtidos na etapa

de aquisicdo dos dados. N&o existem diferencas visuais entre 0s grupos avaliados.

Figura 13 — Espectro de RMN de 1H (400 MHz, D20, CPMG-Presat) de uma amostra de soro de
sémen.
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Fonte: Autoria propria.

Com o auxilio da plataforma MetaboAnalystic 5.0, filtramos os dados a fim de
identificar e remover as variaveis que, provavelmente, nao serdo Uteis na modelagem
dos dados. O MetaboAnalystic 5.0 emprega um filtro de 5% do conjunto de dados com
menos de 250 variaveis, o qual foi utilizado neste estudo visto que nosso conjunto de
dados possui 159 variaveis espectrais. Esta etapa é interessante e recomendado nos

estudos metabolémicos e metabonémicos néo direcionados (untargeted) visto que
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possui um grande numero de variaveis das quais algumas sao ruidos na linha de
base.®®* Em seguida foi realizado o pré-processamento nas variaveis aplicando o
autoescalonamento, enquanto as amostras foram centradas na média.

A partir da exploracdo nao supervisionada dos dados nao foi observado a
existéncia de distribuicbes naturais entre 0s grupos no espaco multidimensional. A
PCA foi aplicada usando a matriz de covariancia. A Figura 14 apresenta o Scree plot,
indicando que as cinco primeiras componentes principais explicam apenas 33,8% da

variancia contida no conjunto de dados.

Figura 14 — PCA. Em azul, a variancia explicada por cada PC; e em verde, a variancia acumulada.
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Fonte: Autoria prépria.
A Figura 15 apresenta os graficos de escores da PCA, usando PC1 versus PC2,
PC3, PC4 e PC5. Observa-se que ndo ha discriminagcdo natural entre os grupos de
interesse. Isso indica que a variancia devida ao status bioquimico das amostras é
muita pequena, sendo recomendado o uso de métodos supervisionados para a

modelagem.
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Figura 15 — Graficos de escores da PCA realizada usando a matriz de covariancia. Em verde,
amostras do grupo controle; em vermelho, amostras dos pacientes diagnosticados com varicocele.
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Fonte: Autoria propria.

A primeira modelagem supervisionada empregada foi a PLS-DA. Neste cenario,
foi selecionado o filtro do intervalo interquartil. Como podemos observar na Figura 16,
o grafico de escore entre a primeira e segunda componente latente indicou a
existéncia de separacao entre os grupos controle (C) e varicocele (V). No teste da
validacdo cruzada foi observado uma exatiddo de aproximadamente 80%, com
valores positivos tanto de R2 quanto de Q2. Este ultimo parametro € uma estimativa

da capacidade preditiva do modelo sendo calculado durante a validacéo cruzada em



81

que cada amostra predita pelo modelo é comparada a classificacdo original da

mesma, deste modo é calculado a soma dos quadrados dos erros®.

Figura 16 — Modelagem PLS-DA Controle versus Varicocele. Na parte superior a direita, teste de
permutacgdo; a esquerda, figuras de mérito; inferior, grafico de escores entre as duas primeiras
variaveis latentes.
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Fonte: Autoria propria.
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Entretanto, ao ser realizado o teste de permutacédo, o valor de p calculado foi

de 0,065, sugerindo que o modelo pode estar superajustado. Entdo, optamos por usar

o formalismo OPLS-DA. Foram realizados estudos quanto aos diferentes tipos de filtro

gue poderiamos aplicar em nossa matriz de dados, a fim de obter melhores condi¢gbes

para a modelagem. Foi escolhido o filtro baseado no valor da intensidade média. A

Figura 17 apresenta o resultado da OPLS-DA.
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Figura 17 — Resultado da OPLS-DA Controle versus Varicocele. A esquerda, gréfico de escores; a
direita, teste de permutacéo.
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Pode-se observar no grafico de escore formado entre a primeira componente e

a sua ortogonal que de fato existe uma tendéncia de separacédo entre os dois grupos,

como ja tinha sido evidenciado no PLS-DA. Entretanto, o OPLSDA apresentou dados

satisfatorios no teste de permutac6es com um p de 0,025 (50/2000). Quanto ao valor

de exatiddo foi calculado um valor de 90%. Outras figuras de mérito, que foram

consideradas como relevantes para fins de discriminacdo entre os dois grupos,

considerando o intervalo de confianca de 95%, sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Matriz de Contingéncia - Modelo OPLS-DA. Grupo controle (24 amostras) versus grupo
varicocele (56 amostras). Desempenho baseado apés a Validagédo Cruzada.

Diagndstico Clinico

Controle Varicocele p
s g Controle 53 4
3 9 0,025
§ g Varicocele 3 20

Exatiddo 91,2%, Sensibilidade 83,3%, Especificidade 94,6%, Valor preditivo positivo 86,9%,
Valor preditivo negativo 93,0%

Fonte: Autoria propria.

E conveniente ressaltar que, usualmente, o diagndstico da varicocele pode ser

realizado mediante o exame fisico através da técnica de Valsava que, dependendo do
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grau, pode ter uma significativa variacdo intraobservador e interobservador.
Frequentemente, os meédicos associam este exame fisico a ultrassonografia (US) da
regido escrotal para fechar o diagnostico de varicocele. De fato, a US € uma
ferramenta amplamente utilizada no diagnostico da varicocele, contudo, as
informacGes podem representar uma limitada relevancia clinica, visto que ha uma
baixa correlacdo com parametros de sémen anormais 0 que, em Uultima analise,
melhor refletem a condicdo da espermatogénese prejudicada®’. Desta forma,
reiteramos que a abordagem metabonémica podera se constituir em uma ferramenta
para o inquérito clinico dos pacientes com suspeita de varicocele.

Ainda neste estudo, um ultimo formalismo supervisionado foi aplicado, o GA-
LDA, visando melhorar o poder preditivo do modelo. As figuras de mérito para o
conjunto treinamento e para o modelo de validacdo (conjunto teste) podem ser

visualizados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8 — Matriz de Contingéncia - Modelo GA-LDA. Conjunto treinamento: grupo controle (17
amostras) versus grupo varicocele (39 amostras).

Diagnostico Clinico

o Controle Varicocele Valor de p
% :.E' Controle 16 0 <0.05
=0 Varicocele 1 39 '

Exatiddo = 98,2%; Sensibilidade = 100%; Especificidade = 94,1%; VPP = 97,5%; VPN= 100%
Fonte: Autoria propria.

Tabela 9 — Matriz de Contingéncia - Modelo GA-LDA. Conjunto Teste: grupo controle (7
amostras) versus grupo varicocele (17 amostras).

Diagnostico Clinico

o Controle Varicocele Valor de p
% :.E' Controle 6 0 <0.05
=20 Varicocele 1 17 ’

Exatidao = 95,8%; Sensibilidade = 100%; Especificidade = 85,7%; VPP = 94,4%; VPN= 100%
Fonte: Autoria propria.
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Na etapa de validacdo do modelo, foi identificado apenas um caso de falso-
positivo, isto €, apenas uma amostra do grupo controle foi classificada como tendo
varicocele, ou seja, 0 GA-LDA demonstrou uma exatidao de 95,8%. Outro resultado
importante a ser destacado, € que essa modelagem conseguiu identificar todos os
pacientes com varicocele, isto confere uma sensibilidade de 100%. Sendo assim, 0
formalismo GA-LDA apresenta-se bastante Util para testes de triagem na identificacéo
de pacientes com varicocele.

Na Figura 18 (a), tem-se o gréafico de escores na funcao discriminante. As bolas

vermelhas (o) representam as amostras do grupo controle, na etapa de treinamento;

enguanto os pontos vermelhos (.) sdo as amostras do grupo Controle usadas na etapa

de validagao (teste). Do mesmo modo, as bolas azuis (o) sdo as amostras do grupo

Varicocele usadas na etapa de treinamento, a0 passo que 0s pontos azuis (.)

compdem as amostras desse grupo usadas na etapa de validacao (teste).

Figura 18 — Resultados GA-LDA Controle versus Varicocele. A esquerda, grafico de escores; a
direita, a distribuicdo das variaveis que melhor discriminaram o modelo.
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E interessante apresentar que importancia de cada variavel para o0 modelo GA-
LDA é apontada na Figura 18 (b) pela intensidade das barras. Na figura b, a direcao
das barras indica se a variavel tem peso positivo ou negativo na combinacéo linear da
funcdo discriminante. Os metabdlitos que tiveram a maior influéncia neste modelo
foram 3-hidroxibutirato, lactato e arginina.

A capacidade destes modelos metabonémicos para discriminar homens com
varicocele dos controles saudaveis com alta precisdo corrobora a relacdo estreita
entre metaboloma e fendtipos. Além disso, alguns achados estdo em conformidade
com os resultados protedmicos avaliados nas mudancas do sémen dos adolescentes
e homens sadios e com varicocele. ZYLBERSZTEJN et al (2013) e DEL GIUDICE et
al. (2016) compararam o material seminal de adolescentes sem varicocele (grupo
controle) com o sémen dos adolescentes com varicocele 0os quais apresentaram alta
expressao de proteinas envolvidas na resposta imunolégica e inflamatéria, mesmo
quando ndo foram observadas mudancas nos parametros seminais.?®%° A hip6tese
que estamos investigando € que a presenca de alteracdes no metaboloma e no
proteoma seminal de individuos com varicocele, mesmo sem apresentar
anormalidades aparentes no sémen, sugere que a varicocele é uma condicdo com
aspectos heterogéneos e que as implicacbes vao além do impacto sobre os

parametros classicos avaliados no espermograma.
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10.1.3 Infertilidade associada a varicocele (estudo II)

Com a mesma matriz de dados espectrais do sémen utilizada no estudo I, foram
construidos modelos metabondémicos para a averiguacao da infertilidade associada a
varicocele. Para tal, as amostras foram subdividas em trés categorias: Controle (C),
Varicocele Feértil (VF) e Varicocele Infértil (VI). A matriz dos dados foi devidamente
pré-processada empregando, inicialmente, o filtro de intensidade do valor médio e
posteriormente as amostras foram normalizadas pela média e as variaveis foram
autoescalonadas. Assim como no Estudo |, a analise exploratéria ndo mostrou
agrupamento natural nas classes de interesse e, portanto, partimos para os métodos
supervisionados. A Figura 19 exibe o resultado da PLS-DA, considerando os trés
grupos investigados. Usando trés variaveis latentes, tem-se uma discriminacdo entre

0S grupos, porém com baixa capacidade preditiva.

Figura 19 — Resultado da PLS-DA Controle versus Varicocele Fértil versus Varicocele Infértil.
Superior, gréafico de escores; a esquerda, figuras de mérito; e a direita, teste de permutacao.

]
\
|

|

[

l
1]
| ]

Component2 (4. 7

10

— O Accuracy
O R2

W o Q2 B -

08

Performance
06
Frequency
00
|

04

Observed
statistic
= 0.02 (40/2000)

02

HD B

1 2 3 4

0.0
L

o

T T T T
Number of components 0.0 05 10 15 20

Permutation test statistics

Fonte: Autoria propria.



87

O resultado obtido foi bastante interessante ndo apenas pela clara tendéncia
de separacéao entre os grupos no grafico dos escores, mas também pelo desempenho
apresentado nos testes de validacdo. Considerando o nUmero de amostras por grupo,
foi adotado a validagdo cruzada pelo método leave-one-out (LOOCV) no qual uma
amostra é retirada do conjunto dos dados e em seguida é construido um modelo e a
amostra excluida é testada. No teste de permutacdo o valor de p foi igual a 0,02
(40/2000), refletindo bom desempenho estatistico (Figura 19). Outro achado
importante, determinado a partir da PLSDA, € a identificacdo das variaveis que séo
mais importantes para a discriminacdo dos diferentes grupos. Esta informacdo é
extraida a partir do grafico dos VIP (Variable Importance in the Projection) escores

gue € apresentada na Figura 20.

Figura 20 — Escores das Variaveis Importantes na Projecéo (VIP scores).
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Baseado no escore VIP, foram identificados 13 descolamentos quimicos
importantes para a discriminacao dos grupos. Para a identificacdo dos deslocamentos
quimicos das variaveis mais importantes para a discriminacdo dos grupos com 0sS
respectivos metabdlitos foi empregado o Human metabolome database (HMDB)® e
o tralhado de Paiva et al. (2015)%¢. Infelizmente para 7 deslocamentos quimicos nédo
foram identificadas substancias endogenas associadas aos seguintes deslocamentos
(ppm), séo eles: 1,41, 2,53, 2,69, 5,53 e 6,77. Curiosamente, no grafico de escores,
0s extremos sdo ocupados pelas amostras dos grupos Controle e Varicocele Feértil,
com as amostras do grupo Varicocele Infértil estando entre os dois grupos. Isso indica
gue as principais diferencas nos niveis séricos dos metabolitos devem ser observadas
entre Controle e Varicocele Feértil. Entre os metabolitos identificados, foram
observados niveis séricos mais elevados no grupo Controle para 08 (oito) metabdlitos:
caprato, isoleucina, O-acetil carnitina, uridina, glutamina, tirosina, arginina e glutamina
(Figura 21). Por outro lado, foram identificados niveis mais elevados no grupo
Varicocele Fértil para 06 (seis) metabdlitos: valina, 3-hidroxi-butirato, lactato, GABA,
nitrato, N-acetiltirosina. O nivel sérico de glicosideos também estava elevado no grupo

Varicocele Fértil (Figura 22).

Figura 21 — Metabdlitos com niveis séricos mais elevados no grupo Controle.
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89

Figura 22 — Metabdlitos com niveis séricos mais elevados no grupo Varicocele Fértil.
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Fonte: Autoria prépria.

Modelo semelhante foi construido, usando o formalismo GA-LDA, pois
poderiamos separar o conjunto de dados em grupos de treinamento e de teste, uma
vez que a validacdo do modelo PLS-DA foi realizada usando LOOCV. A Figura 23
apresenta o resultado da GA-LDA, considerando a constru¢cdo de duas fungdes

discriminantes (DF1 e DF2).
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Figura 23 — Resultado da GA-LDA para discriminar varicocele infértil (azul), varicocele fértil
(vermelho), grupos de controle (preto). Amostras de treinamento (bolas) e amostras de teste (pontos).
Em (b) tem-se as regides selecionadas, enquanto (c) e (d) apresentam o grafico de pesos para cada

funcéo discriminante.
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Fonte: Autoria prépria.

Este modelo foi criado usando 56 amostras (conjunto de treinamento) e

validado usando 24 amostras (conjunto de teste). A importancia de cada variavel no

modelo pode ser visualizada no grafico de pesos (loadings) e cada uma delas pode

ser identificada nas suas respectivas fungdes discriminantes. Como sao trés grupos

entdo o GA-LDA constroi duas fungdes discriminantes (DF1 e DF2). A Tabela 10

apresenta a matriz de contingéncia para essa modelagem.

Tabela 10 — Matriz de Contingéncia para o modelo usando GA-LDA — Controle versus Varicocele
Fértil versus Varicocele Infértil. Conjunto de treinamento, com 17, 15 e 24 voluntarios,

respectivamente.

Diagndstico Clinico

Varicocele Varicocele
Controle © L. L p
Fértil (VF) Infértil (VI)
Controle 14 0 1
o g . L.
g 3 Varicocele Fértil (VF) 0 15 2 <0,05
§ § Varicocele Infértil
3 0 21
(Vi)

Fonte: Autoria propria.
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O modelo classifica corretamente 50 amostras, resultando numa exatidao de
89,3%. Para o célculo de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo, vamos considerar o quadro de fertilidade. Entéo, temos trés casos
classificados como Falso-Positivo e 3 casos como Falso-Negativo. Logo, tem-se
90,6% de sensibilidade e 87,5% de especificidade. Valor preditivo positivo igual a
87,5% e valor preditivo negativo igual a 90,6%.

Em seguida, o modelo GA-LDA foi validado com base nas amostras testes. A
Tabela 11 apresenta esses dados resumidamente. No teste, a exatidao foi igual a
83,3% (20 acertos em 24 casos). Os valores de especificidade e sensibilidade foram
iguais a 76,9% e 90,9%, respectivamente. Esses valores discretos, em relacdo ao
observado para o diagndstico de varicocele, deve-se a similaridade entre as amostras

dos voluntarios férteis e inférteis com varicocele.

Tabela 11- Matriz de Contingéncia para o modelo usando GA-LDA — Controle versus Varicocele Fértil
versus Varicocele Infértil. Conjunto de teste, com 7, 6 e 11 voluntéarios, respectivamente.

Diagndstico Clinico

Varicocele Varicocele
Controle (C) o oo p
Fértil (VF) Infértil (VI)
Controle 5 0 0
O <
o Q . -
- Varicocele Fértil (VF) 0 5 1 0,01
S ¢
Varicocele Infértil (VI) 2 1 10

Fonte: Autoria propria.

Como o foco é o diagndstico diferencial, visando identificar os casos em que a
varicocele esta associada ao quadro de infertilidade, novos modelos metabondémicos
foram desenvolvidos, usando apenas as amostras dos voluntarios com varicocele,
distribuids em dois grupos: Varicocele Fértil (21) e Varicocele Infértil (35). Neste
cenario criamos inicialmente um modelo empregando o formalismo OPLS-DA. Para

este conjunto de dados aplicamos o filtro de intervalo interquartis, em seguida as
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amostras foram normalizadas pela soma e por fim as variaveis foram
autoescalonadas. Na Figura 24 pode-se observar uma separacdo entre as duas
classes com significAncia estatistica no teste de permutagfes com valor de p igual a

0,013 (26/2000). O desempenho do modelo pode ser observado na Tabela 12.

Figura 24 — A esquerda, Gréfico de escores da OPLS-DA Varicocele Fértil versus Varicocele Infértil.
Em vermelho e verde, estdo as amostras dos grupos VI e VF, respectivamente. A direita, teste de

perm utagao.
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Fonte: Autoria prépria.

Tabela 12 — Matriz de Contingéncia — Modelo OPLS-DA. Grupo Fértil (21 amostras) versus grupo
Infértil (35 amostras). Desempenho baseada apds LOOCV.

Diagndstico Clinico

Fértil Infértil p
o g Fértil 20 2
> & <0,01
§° %‘ Infértil 1 33

Fonte: Autoria propria

Para o formalismo OPLS-DA, apesar da boa discriminacéo visual no grafico de
escores (Figura 24), o teste de permutacdo sugere que o modelo tem problemas de
predicdo para novas amostras, em decorréncia do valor de Q2 negativo. Entéo,

optamos pela modelagem usando o formalismo GA-LDA. Os modelos metabondmicos



foram construidos com amostras de treinamento e, em seguida, validados por um

conjunto de teste. A Figura 25 apresenta a modelagem usando GA-LDA.

Figura 25 - (a) Gréfico de escores da GA-LDA. Em azul e vermelho, estdo as amostras dos grupos VI

e VF, respectivamente. (b) Grafico de pesos da GA-LDA.
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Fonte: Autoria propria

Como podemos observar na Figura 25 (b), o caprato, a alanina e arginina foram
0s metabdlitos mais importantes identificados para este modelo. As figuras de mérito

em relacdo a modelagem do conjunto treinamento sdo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 — Matriz de Contingéncia - Modelo GA-LDA. Conjunto treinamento: grupo Infértil (24
amostras) versus grupo Fértil (15 amostras).

Diagndstico Clinico

Fértil Infértil p
S < Fértil 15 0
$3 <0,05
Q .
s § Infértil 0 24

Fonte: Autoria propria.

Na etapa de validacdo deste modelo GA-LDA, apenas uma amostra fértil foi
classificada erroneamente como infértil, dessa forma o modelo apresentou uma

exatidao de 94,1% (Tabela 14).
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Tabela 14 — Matriz de Contingéncia - Modelo GA-LDA. Conjunto teste: grupo Infértil (11 amostras)
versus grupo Fértil (6 amostras).

Diagndstico Clinico

Fértil Infértil p
o< Fértil 5 0
£ 3 <0,05
O <« Lo
S 5 Infértil 1 11

Fonte: Autoria prépria.

Os estudos | e Il demonstraram que a hipétese admitida inicialmente tem
fundamento, pois foi possivel discriminar, usando a metabonémica baseada em RMN
de 'H do fluido seminal, voluntarios portadores de varicocele daqueles saudaveis.
Também foi possivel discriminar, entre os portadores de varicocele, quais também
apresentam um quadro de infertiidade. Esses resultados foram publicados no
periédico Journal of Assisted Reproduction and Genetics, sendo o primeiro relato do
emprego da estratégia Omica, visando diagnostico diferencial de infertilidade

masculina associada a varicocele101,

10.1.4 Predicdo de melhora da qualidade dos parametros seminais apo6s a

varicocelectomia (estudo IlI)

A terceira parte da presente tese foi concretizada a partir da construcédo de
modelos metabondmicos com a finalidade de identificar quais os pacientes obtiveram
melhorar nos parametros seminais apés a cirurgia de varicocelectomia. A cirurgia de
corre¢do da varicocele ndo é um procedimento indicado para todos os pacientes
acometidos pela doenca.

Geralmente, o procedimento cirargico € indicado para pacientes que apresenta
grau elevados da doenca, impactando negativamente na sua rotina. No entanto, ha
relatos que a varicocelectomia apresenta impacto positivo no que diz respeito a

qualidade dos parametros seminais e estes tém relacao direta com a capacidade de


https://link.springer.com/journal/10815/
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fecundacdo. Nesse sentido, um modelo que possa indicar as chances de uma
intervencao cirargica resultar em melhora da qualidade do sémen é salutar.

Neste estudo, foram utilizadas amostras apenas de pacientes diagnosticados
com varicocele e infertilidade, que foram submetidos a cirurgia de correcdo da
varicocele, totalizando 43 pacientes. No entanto, apenas 29 pacientes retornaram
apos a intervencao cirurgica. Entdo, o modelo foi construido com 29 amostras, as
quais foram segregadas em dois grupos, sendo 18 e 11 voluntarios nos grupos
Melhora (M) e Estabilidade (E) dos parametros seminais pos-varicocelectomia,

respectivamente. Os dados seminais de cada grupo estdo exibidos na Tabela 15.



Tabela 15 — Descricao dos parametros seminais pré e pos varicocelectomia dos voluntarios participantes do estudo .
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Limite Inferior

Grupo Estabilidade (n=11)

Grupo Melhora (n=18)

de Referéncia Pré Pos Valor de Pré P6s Valor
(lC 95%)1 p§ de p§
Concentracio dos EZP (10°/mL), mediana + IQR 15 (12 - 16) 5.0(0.0-11.0) 1.0 (0.1-8.0) <0.05 3.0(0.5-11.5)  16.0(4.5-23.5)  <0.05
Contagem total de EZP (10°/mL), mediana + IQR 39 (33 - 46) 12.5(0.0-36.0) 5.0 (0.1-30) <0.05 8.5(2.1-21.8) 41.0(13.8-67.8)  <0.05
Motilidade Progressiva (%), média + SD 32(31-34) 26 (13-42) 26 (3-36) 0,46 26 (9-36) 39 (27-50) <0.05
6
Contagem total de EZP com motilidade progressiva (10 /mL), 4,8(3,7-5,4) 1.9(0.0-23.0) 0.2 (0.0-9.7) <0.05 1.7(0.1-7.1)  14.7(5.5-34.2)  <0.05°
mediana = IQR
Morfologia (% ), média + SD 4(3-4) 5.5(4.0-10.0) 5.0 (2.5-8.5) 0.68 9.0 (45-11.0)  9.0(5.0-10.0) 0.24
Volume (mL), média + SD 1,5(1,4-1,7) 35(2.5-40)  2.5(1.7-5.0) 0.27 2.3 (1.5-4.3) 2.5 (2.0-4.5) 0.33
pH, média + SD > 7.2 7.5(7.0-8.0)  8.0(7.0-8.0) NA 7.0 (7.0-8.0) 7.5 (7.0-8.0) NA

L OMS. $Teste Wilcoxon; NA — N3o se aplica

Fonte: Autoria propria.

Os portadores de varicocele podem apresentar diferentes graus da doenca. Alguns trabalhos indicam que maiores prejuizos

a qualidade do sémen podem estar relacionados tanto com o grau da doenca, quanto com sua manifestacao bilateral. Dentre os

parametros seminais que sao analisados durante o espermograma, a concentracdo de espermatozoides e a contagem total de

espermatozoides progressivos sdo empregados na avaliagdo do sucesso da correcdo da varicocele mediante a cirurgia.®8%° Os

resultados apresentados na Tabela 9 indicam clara diferenca entre os grupos, quando consideramos 0s resultados pos-

varicocelectomia. H4 aumento expressivo na contagem de espermatozoides (4,8 vezes) e na contagem daqueles com motilidade

progressiva (8,6 vezes). Isso indica sucesso do procedimento para pelo menos 62% dos pacientes.
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Denise et al., a partir de uma extensa revisdo da literatura sobre o impacto do
grau da varicocele sobre a resposta da intervencéo cirdrgica, analisaram 20 estudos
envolvendo 2001 homens inférteis com varicocele, e concluiram que o manejo
cirdrgico promove melhora na concentracdo de espermatozoides/ml no sémen assim
como também sobre a motilidade. Além disso, os autores observaram que a
magnitude da melhora estaria diretamente ligada ao grau da doenca, sendo 0s
melhores resultados foram alcancados nos pacientes com maior grau da doenca.®’

Graham Luke et al. demonstraram que a melhora da Contagem Total de
Espermatozoides Progressivos ocorreu em 69,4% dos homens avaliados, a maioria
dos resultados ja poderia ser visualizada com trés meses apds a varicocelectomia
(78,8%). Os autores consideraram como critério de melhora significativa os pacientes
agueles que apresentaram pelo menos 50% de melhora no total de espermatozoides
progressivamente moéveis®t. Nosso estudo apresenta nimeros semelhantes.

Ressalta-se que o procedimento cirargico é invasivo, requer infraestrutura e
profissionais médicos especializados para este tipo de cirurgia. Além disso, o primeiro
exame para a avaliacdo da melhoria dos padrdes seminais pés-cirurgia devera ser
feito de 8 a 16 semanas. Portanto, a elaboracdo de modelos metabonémicos com
finalidade de prognéstico da melhoria ou ndo da qualidade do sémen apds cirurgia
podera ser mais uma informacédo importante na decisdo do médico para a realizacédo
de tal procedimento, principalmente quando o objetivo principal do paciente é obter o
sucesso gestacional.

Dispondo da plataforma MetaboAnalyst 5.0, iniciamos a investigagdo nao-
supervisionada dos nossos dados. Para isto, na etapa de pré-processamento dos
dados, foi empregando o filtro MAD (do inglés, median absolute deviation) e

posteriormente as variaveis foram devidamente autoescalonadas. Ao analisar o
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grafico de escores da PCA, nao foi possivel identificar agrupamentos naturais nas

classes de interesse (Figura 26). Além disso, mesmo empregando 5 PCs, apenas

43,5% da variancia foi explicada. Isso indica que ha multiplas fontes de variancia no

conjunto de dados.

Figura 26 — Resultado da PCA Melhora versus Estabilidade dos parametros seminais pés-
varicocelectomia. A esquerda, Grafico de escores; e a direita, Screen plot com a variancia explicada
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Fonte: Autoria propria

Em seguida, os formalismos supervisionados foram empregados no conjunto

dos dados em andlise. O primeiro a ser analisado foi a PLS-DA que demostrou

separacao entrou os dois grupos, como pode-se visualizar na Figura 27.

Figura 27 — Resultado da PLS-DA Melhora versus Estabilidade dos par@metros seminais pos-
varicocelectomia. A esquerda, Grafico de escores; e a direita, VIP escore com as variaveis mais

L

importantes para a discriminagéao.
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Fonte: Autoria propria
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Os gréficos de escore e o VIP da PLS-DA (Figura 27), permite demonstrar a
nitida separacdo dos grupos e identificar as variaveis mais importantes que foram
empregadas para discriminar os dois grupos, respectivamente. Entretanto, ao analisar
as figuras de meérito do modelo obtido evidenciamos as suas limitacdes (Figura 28). A
primeira dela é que o modelo apresenta um baixo valor preditivo (Q? < 0) e segundo
gue no teste com 2000 permutagdes o valor p= 0,842. Estes indicadores sugerem que

0 modelo esta superajustado.

Figura 28 — Figuras de mérito da PLS-DA Melhora versus Estabilidade dos parametros seminais pos-
varicocelectomia. A esquerda, valores de exatiddo, R2 e Q2; e a direita, teste de permutac&o.
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Fonte: Autoria propria

Assim, optamos por avaliar o comportamento dos nossos dados frente a OPLS-
DA. No que pese a representacdo grafica da separacdo dos dois grupos, o OPLS-DA
manteve o comportamento previsto na PLS-DA, assim como também foi possivel, a
partir da andlise do VIP Score, averiguar que as 4 primeiras variaveis mais importantes
para a construcao deste modelo eram as mesmas que tinham sido identificadas PLS-

DA, conduto em ordens de importancia distintas (Figura 29).
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Figura 29 — Figuras de mérito da OPLS-DA Melhora versus Estabilidade dos parametros seminais
pos-varicocelectomia. A esquerda, Grafico de escores; e a direita, VIP escores com as varaveis mais
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Porém, o grande diferencial da OPLS-DA foi a capacidade de separar os dois

grupos, com valores significativos de exatidao, além do valor de p no teste com 2000

permutacdes ser inferior a 0,05 (Figura 30).

Figura 30 — Figuras de mérito da OPLS-DA Melhora versus Estabilidade dos pardmetros seminais
pos-varicocelectomia. A esquerda, valores de R2 e Q2; e a direita, teste de permutag&o.
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Fonte: Autoria propria.
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Porém, continuamos com problemas de predi¢cdo, uma vez que o valor de Q2

ainda é muito baixo. Por isso, usamos o formalismo LDA. No que diz respeito ao pre-

tratamento dos dados, as amostras foram normalizadas pela soma (SNV), enquanto
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as variaveis foram autoescalonadas. Assim, 0 modelo foi construido usando cinco
variaveis, as quais foram selecionadas usando o lambda de Wilks. As variaveis
selecionadas para o modelo LDA apresentaram os seguintes deslocamentos quimicos
o (ppm) 0,85, 1,97, 2,89, 3,90 e 6,83. A significancia estatistica do modelo foi avaliada
pelo teste F (Fischer), com 5 e 23 graus de liberdade, resultando F235 = 10,35
(p<0,001). Como podemos observar, o valor de F calculado pelo modelo foi
demasiadamente significativo, visto que foi 3,4 vezes maior que o valor F235 tabelado
(4,47), apresentando p<0,001. O modelo foi validado usando LOOCV. Basicamente,
essa validacao construiu 29 modelos distintos utilizando as mesmas amostras, com a
excecdo de uma amostra, por vez, a qual teve sua classificacédo predita pelo modelo
construido com a sua auséncia. Entdo, os modelos obtidos nesta validagcéo
apresentaram uma exatidao de 93,0%. As equacOes abaixo apresentam as funcdes
discriminantes (DF) obtidas partir da LDA, enquanto a Figure 31 demonstra a projecao

das amostras no espaco definido a partir das duas fun¢des discriminantes.

Figura 31 — Grafico de escores LDA Melhora (quadrados vermelhos) versus Estabilidade (quadrados
azuis) dos parametros seminais.
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Observa-se que ha um erro de classificacdo para cada grupo. Isso indica que
a exatiddo do modelo é igual a 93,1%, enquanto especificidade e sensibilidade séao
iguais a 94,4% e 90,9%, respectivamente. Esses resultados estdo resumidos na

matriz de contingéncia para o modelo na Tabela 16.

Tabela 16 — Matriz de Contingéncia para o modelo usando LDA — Melhora versus Estabilidade dos
parametros seminais.

Diagndstico Clinico
Melhora (M) Estabilidade (E)  Valorde p

Melhora (M) 10 1
<0,001

Modelo
DA

Estabilidade (E) 1 17

Fonte: Autoria propria.

Para a identificacdo dos deslocamentos quimicos das cinco variaveis
selecionadas na discriminacéo dos grupos associadas aos possiveis metabdlitos, foi
empregado o Human metabolome database (HMDB)!® e o relato de Paiva et al. 5.
Em relacdo ao deslocamento (&) 0,85 ppm foram observados dois possiveis
metabdlitos: 2-hidroxi-3-metilvalerato (6 0,87 ppm/HMDB) ou caprilato (& 0,86
ppm/HMDB). O sinal em & 1,97 ppm foi atribuido ao grupo metil da isoleucina,
enquanto os sinais em 6 3,90 e 6,83 ppm foram atribuidos ao GPC e a N-acetiltirosina,

respectivamente. Nao conseguimos atribuir o sinal em & 2,89 ppm.

Tabela 17 — Atribuicdo dos sinais responséaveis pela discriminagéo nas fungées discriminantes para
predicao de melhora dos pardmetros seminais pés-varicocelectomia em até 24 meses pos-
varicocelectomia.

FD Melhora dos Parametros Seminais

0 (ppm) Metabdlito

0.85 2-HIdI‘OXI-3-|\/|e-tI| Valerato ou
Caprilato

1,97 Isoleucina

2,89 Nao atribuido

3,90 GPC - Glicerol-fosfocolina ou
Creatina

6,83 N-Acetil tirosina

Fonte: Autoria propria
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Como podemos observar, nas funcbes discriminantes construidas, altos
escores nas funcgdes discriminantes estdo associados as amostras em que ocorreu
melhora dos parametros seminais pos-varicocelectomia, enquanto baixos escores
estdo aquelas em que nao foram observados acréscimos na qualidade dos
parametros seminais. E possivel avaliar, a partir dos pesos de cada variavel
selecionada, a influéncia dos metabdlitos na predicdo. No entanto, é preciso estar
atentos para considerar o aspecto multivariado da questdo. A capacidade preditiva €
obtida a partir da variacdo em conjunto desses metabdlitos, ndo podendo, portanto,
ser avaliada a variacéo isolada de cada metabdlito. Dessa forma, as amostras que
apresentem altos niveis séricos de caprilato, antes da intervencéo cirurgica, tendem a
melhorar os padrdes seminais pds-varicocelectomia. No entanto, essa classificacao
depende também de niveis séricos moderados de isoleucina, N-acetiltirosina e
glicerol-3-fosfocolina, que possuem pesos negativos nas fungdes discriminantes. A
Figura 32 apresenta dois espectros de RMN de 'H de fluido seminal, pré-
varicocelectomia, de voluntarios que apresentaram melhora (A) e estabilidade (B) dos

parametros seminais pos-varicocelectomia.
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Figura 32 — Espectros de RMN de *H (D20, 400 MHz, CPMG-Presat) de fluidos seminais coletados
pré-varicocelectomia de voluntarios que apresentaram melhora (A) e estabilidade (B) dos parametros
seminais pos-intervencao cirargica. * Variaveis selecionadas na LDA.
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Fonte: Autoria propria
10.1.5 Avaliacéo da taxa de gravidez apds varicocelectomia.

A qualidade seminal ndo é o melhor descritor sobre a infertilidade, entretanto
ha relatos indicando a relacdo da melhora da qualidade dos padrdes seminais com o
aumento das chances de gravidez. Mesmo assim, h4 uma parcela de homens para os
quais, mesmo apos a varicocelectomia, ndo sdo observadas melhoras significativas
no espermograma 848’ Embora a melhora da qualidade dos parametros seminais pos-
varicocelectomia seja uma sinalizacdo boa, ela ndo oferece nenhuma garantia do
sucesso gestacional. Neste caso, dois parametros importantes que devem ser
considerados sdo aa taxas de gravidez e de nascidos vivos. Abdel-Meguid et al. (2011)
observaram, a partir de um estudo controlado randomizado com 145 homens inférteis
com varicocele palpavel, acompanhados por 12 meses, que a taxa de gravidez

espontanea em homens inférteis com varicocele, sem intervencédo cirdrgica, foi de
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13,9% (10 de 72 pacientes); enquanto no grupo que foi submetido a varicocelectomia,
a taxa de gravidez foi de 32,9% (24 de 73 pacientes). ISso sugere que a intervencgao
cirlrgica tem impacto positivo na taxa de gravidez!%2. A partir da meta-analise
envolvendo 31 artigos, Birowo et al. (2020) observaram que o reparo da varicocele
induz uma melhora na qualidade dos parametros seminais e que a taxa de gravidez
no grupo que foi submetido a cirurgia é significativamente maior que a observada no
grupo de néo tratados — OR (odds ratio) igual a 1,82 considerando o intervalo de
confianca de 95% se estendendo de 1,37 a 2,41 (p = 0,0001). Além disso, nesta
revisdo, os autores relataram também aumento na taxa de nascidos vivos no grupo
de homens que foram submetidos a varicocelectomia, OR =2,80; 95% IC: 1,67 — 4,72;
p = 0,00011%,

Nesse sentido, nds investigamos a taxa de gravidez entre os voluntarios que
foram submetidos a varicocelectomia. Utilizamos o0 mesmo grupo amostral empregado
no estudo lll, ou seja, 43 amostras de voluntarios com varicocele e infertilidade, que
foram submetidos a varicocelectomia. O tempo adotado para a avaliacdo do sucesso
de gravidez foi de 24 meses apds a data da cirurgia. Relato de gravidez, a qualquer
tempo no intervalo de 24 meses, inclui o voluntario no grupo de Sucesso Gestacional;
enquanto a inclusdo no grupo de Insucesso Gestacional s6 se deu apds 24 meses da
cirurgia. A equipe médica conseguiu contactar 24 voluntarios para obter informacgfes
quanto a ocorréncia de gravidez. Desses, 10 relataram que conseguiram engravidar
a companheira, enquanto 14 relataram insucesso. No entanto, 0 modelo foi construido
com 23 amostras, pois um dos voluntarios que relatou insucesso ainda nao tinha
completos 24 meses do procedimento cirargico. A Tabela 18 apresenta os dados

coletados no espermograma pos-varicocelectomia dos participantes do estudo.
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Tabela 18 — Parametros de qualidade seminal dos grupos investigados. Foram utilizados dados pés-
varicocelectomia.

Limite Inferior Sucesso Insucesso
A . . Valor
de Referéncia Gestacional Gestacional de o*
(IC 95%)! (n=10) (n=13) P
Concentrac3o EZP (106/mL), mediana (IQR) 15 (12 - 16) 16.0 (8.5-23.5) 6.0 (0.9-23.5) 0,21
Contagem total EZP (106U), mediana (IQR) 39 (33 -46) 45.0 (33.0-67.8) 20.0 (3.7-50.3) <0,05
Motilidade Progressiva (%), mediana (IQR) 32 (31-34) 43 (37-51) 28 (16-38) <0,05
Contagem total EZP com motilidade
4,8(3,7-5,4) 7.1(13.8-34.2) 3.5(0.2-13.3) <0,05

progressiva (106/mL), mediana (IQR)

1 OMS. *Teste Wilcoxon unicaudal
Fonte: Autoria prépria.

Os dados do espermograma indicam que ha uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, no numero total de espermatozoides com motilidade
progressiva, bem como no percentual de espermatozoides com motilidade
progressiva. O grupo que conseguiu engravidar a companheira apresenta mediana
superior ao observado no grupo que nao conseguiu gravidez no intervalo de 24 meses.

O modelo metabon6émico foi construido usando o formalismo LDA, sendo as
funcdes discriminantes construidas com cinco variaveis selecionadas considerando o
menor valor de lambda de Wilks. As variaveis selecionadas nesta modelagem tém os
seguintes deslocamentos quimicos & (ppm): 3,26; 3,42; 3,86; 3,90 e 4,26. As duas
funcdes discriminantes sdo apresentadas abaixo.

DF; = —204,33 — 125,5x85 56 — 1140,63x85 4, — 59,85x83 g6 — 142,61x83 99 + 52,08x8, 56

DF, = —134,486 — 75,576x83 36 — 839,563x85 4, — 21,329x83 g6 — 98,692x83 69 + 5,279x84,26

A Tabela 19 apresenta os possiveis metabolitos associados a discriminacao

observada entre os grupos. Essa atribuicdo ndo é definitiva, uma vez que necessita

de outros experimentos para tal.
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Tabela 19 — Atribuicao dos sinais responsaveis pela discriminagéo nas fungées discriminantes de
correlagdo com casos de gravidez, em até 24 meses pés-varicocelectomia.

O (ppm) Possiveis Metabdlitos
3,26 Arginina ou Glicose ou TMAO (Oxido de Trimetil Aménio)
3,42 Carnitina
3,86 GPC ou 2-Hidroxi-3-Metil Valerato ou O-Acetil Carnitina
3,90 Creatina
4,26 Treonina

Fonte: Autoria prépria.

A Figura 33 apresenta o grafico de escores com os valores preditos pelo modelo
LDA versus informacédo de gravidez, para a qual foi arbitrariamente dado o valor 0
(zero), para os individuos que ndo conseguiram uma gravidez no periodo de 24 meses
pos-varicocelectomia, e 1 (um), para aqueles que conseguiram uma gestacdo pés-

varicocelectomia no periodo mencionado.

Figura 33 — Grafico de escores com os valores preditos pelo modelo LDA versus informacgéo de

gravidez.
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Fonte: Autoria prépria.

O modelo desenvolvido ndo pode ser classificado como uma ferramenta
prognoéstica para gravidez, haja vista que néo insere a contribuicdo feminina. Mas,
pode ser um indicador importante para a tomada de decisao de indicar o procedimento
cirdrgico, visando aumentar as chances de sucesso gestacional. Assim, comparamos

os resultados obtidos pelas duas abordagens, que esta resumido na Tabela 20.
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Tabela 20 — Distribuicdo das amostras com base na qualidade do sémen e da condi¢édo de gravidez.

Qualidade Seminal

SIM NAO S/ Classificacéo
. SIM 8 2 0
7 5
S & NAO 8 5 0
" o
© S/ Classificacdo 2 4 14

Fonte: Autoria prépria.

A tabela 20 diz que tinhamos informacédo sobre a qualidade dos parametros
seminais de 29 voluntarios, mas sobre o status de gravidez so6 tinhamos dados de 23
voluntarios. A Figura 34 apresenta a projecdo das amostras em um sistema de
coordenadas formado por uma das fun¢des discriminantes construida no Estudo |l
(Predicao da Melhora da Qualidade Seminal) e uma das fun¢des construida no Estudo
IV (Impacto sobre o Sucesso Gestacional). As fung¢des discriminantes para predicao
de melhora dos parametros seminais pos-varicocelectomia e correlagdo com gravidez
sao, respectivamente:

FD = 107,024 x 8o g5 — 168,189 x 8, o7 — 239,638 x 8509 — 78,228 X 83,99 — 384,793 x §g g5 — 113,382
FD = —75,576 x 8356 — 839,563 x 8345 — 21,329 x 8356 — 98,679 x 8300 + 5,279 X 8,426 — 134,486

Figura 34 — Gréfico de escores das funcdes discriminantes. Os circulos vermelhos sdo amostras de
voluntarios que ndo conseguiram gravidez em até 24 meses da cirurgia; os triangulos azuis séo
amostras de voluntarios que conseguiram engravidar a companheira; os quadrados dourados sdo 05
amostras para as quais nao ha informacao sobre gravidez.
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Fonte: Autoria propria.



109

A significancia estatistica do modelo foi avaliada pelo teste F (Fischer), com 5
e 17 graus de liberdade, resultando Fi75 = 32,56 (p<0,001). O modelo foi validado
usando LOOCV e a matriz de contingéncia apos validacéo cruzada € apresentada na
Tabela 21.

Tabela 21 — Matriz de Contingéncia para o modelo usando LDA — Correlacao com gravidez.

Sucesso Gestacional

SIM (S) NAO (N) Valor de p
3 SIM (S) 9 0
2 < 0,001
T ~
S NAO (N) 1 13

Fonte: Autoria propria.

Podemos observar na Figura 34 que as amostras 14, 51 e 86 estéo dispostas
em uma regido limitrofe entre os dois grupos. No caso das amostras 14 e 86, que
pertencem a grupos distintos, elas praticamente se sobrepdem no sistema de
coordenadas definido pelas duas fungbes discriminantes. ISso sugere uma
classificacdo duvidosa. Na valida¢éo cruzada, observamos que o modelo construido
apresenta apenas um erro na classificacdo das amostras, sendo a amostra 51
classificada erroneamente.

Visando uma melhor classificacdo, construimos uma nova funcao
discriminante, desta vez usando os escores alcangados por cada amostra nas fungdes
discriminantes construidas (Melhora da Qualidade Seminal e Correlacdo com
Gravidez), como variavel de entrada, e o relato de ocorréncia (ou ndo) de gravidez
como matriz resposta (matriz Y). As funcdes discriminantes construidas sao

apresentadas abaixo:

FD1 = 0,1428 x (Escore na fungdo Melhora) + 0,4306 x (Escore na funcgio Gravidez)
FD2 = 0,0929 x (Escore na funcdo Melhora) + 0,6628 x (Escore na funcido Gravidez)
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Apo6s a validacdo cruzada para este novo modelo LDA, identificamos que as

amostras que foram apresentadas na Figura 34 na regido limitrofe do classificador

para a LDA das variaveis originais apenas a 14 apresentou classificacao correta nesta

nova LDA. A amostra 51 foi novamente classificada no grupo errado, porém a amostra

86 que anteriormente teve sua classificacdo correta, neste novo modelo foi

classificada erroneamente. A Figura 35 apresenta o grafico de escores das amostras

no sistema de coordenadas definido pelas fungdes discriminantes FD1 e FD2.

Figura 35 — Grafico de escores nas func¢des discriminantes para correlacdo com gravidez. Circulos
Azuis = Gravidez; Quadrados Vermelhos = N&o Gravidez; Triangulos Pretos = sem informacao de

Discriminant Function 2
s v

gravidez.

50 .60
Discriminant Fuction 1

Fonte: Autoria propria

Como pode ser observado na Figura 35, h4 dois erros de classificacdo —

amostras 51 e 86, resultando em 90,3% de exatiddo. A Tabela 22 apresenta a matriz

de contingéncia para esse novo modelo.

Tabela 22 — Matriz de Contingéncia para o modelo usando LDA — SIM versus NAO sucesso
gestacional obtida a partir das fungdes discriminantes construida usando os escores nas funcdes
discriminantes Melhora dos Pardmetros Seminais e Correlacdo com Gravidez.

Modelo

LDA

Sucesso Gestacional

SIM (S) NAO (N) Valor de p
SIM (S) 9 1
< 0,001
NAO (N) 1 12

Fonte: Autoria propria.
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11 CONCLUSAO

O trabalho de tese aqui desenvolvido iniciou com a coleta de dados espectrais
de ressonancia magnética nuclear de amostras de fluido seminal de voluntarios
previamente selecionados e incluidos no estudo. Inicialmente, identificamos as
melhores condicfes experimentais para a obtencéo e processamento dos espectros,
de forma a preservar as informacdes acerca do status bioquimico dos voluntarios.
Concluimos que a sequéncia de pulsos de RF CPMG com pré-saturacao do sinal da
agua entrega os melhores dados para os estudos metabonémicos. Seguiu-se o
tratamento quimiométrico visando identificar os formalismos de estatistica
multivariada que conseguem discriminar os grupos investigados. Foram realizados
quatro estudos, resultando em quatro modelos metabondmicos:

I.  Diagnéstico de varicocele
II.  Diagnostico diferencial de infertilidade masculina associada a varicocele
lll.  Prognostico de melhora dos parametros seminais pos-varicocelectomia
IV. Predicdo do impacto da varicocelectomia sobre as chances de sucesso

gravidez.

No Estudo I, diagndstico de varicocele, os formalismos OPLS-DA e GA-LDA
foram eficientes na identificacdo das amostras do grupo Controle, discriminando-as
das amostras dos voluntarios diagnosticado com varicocele, independente do quadro
de fertilidade. O modelo usando o formalismo OPLS-DA obteve exatidao,
sensibilidade e especificidade iguais a 90%, 92,8% e 83,3%, respectivamente;
enguanto o modelo usando GA-LDA alcancgou exatid&o, sensibilidade e especificidade
iguais a 92,86%, 100% e 85,71%. Em relacdo aos metabdlitos que mais influenciaram

no modelo destacamos arginina, lactato e 3-hidroxibutirato.
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No Estudo I, diagndstico de infertilidade associada a varicocele, tanto a OPLS-
DA quanto a GD-LDA demonstraram capacidades de discriminacdo das amostras do
grupo varicocele fértil, das amostras dos voluntarios diagnosticado com varicocele
infértil. O modelo empregando o formalismo OPLS-DA obteve exatidao, sensibilidade
e especificidade iguais a 94,64%, 95,24% e 95,24%, respectivamente; o modelo
usando GA-LDA exibiu uma exatidao, sensibilidade e especificidade iguais a 91,67%,
100% e 83,33%. Neste estudo os principais metabolitos identificados foram o caprato,
a alanina e arginina.

Modelando simultaneamente os 3 grupos (controle, varicocele fértil e varicocele
infértil), o formalismo PLS-DA apresentou valor de R? igual a 0,82, e foi capaz de
discriminar os grupos baseado no status metabdlico. Foram identificados 13
metabolitos de acordo com sua importancia na obtencdo do modelo, séo eles: caprato,
valina, 3-hidroxibutirato, lactato, 4-aminobutirato (GABA), Isoleucina, nitrato,
glicosideos, N-acetiltirosina, glutamina, tirosina, arginina e uridina.

No Estudo Ill, prognéstico de melhora dos parametros seminais apoés
varicocelectomia, o formalismo LDA apresentou os melhores resultado. Os valores de
exatiddo, sensibilidade e especificidade foram 93,1%, 90,9% e 94,4%,
respectivamente. Em relacdo aos sinais/metabdlitos, para o deslocamento (8) 0,85
ppm foram observados dois possiveis metabdlitos: 2-hidroxi-3-metilvalerato (6 0,87
ppm/HMDB) ou caprilato (6 0,86 ppm/HMDB). O sinal em & 1,97 ppm foi atribuido ao
grupo metil da isoleucina, enquanto os sinais em & 3,90 e 6,83 ppm foram atribuidos
a creatinina e a N-acetiltirosina, respectivamente.

Em relagc&o ao estudo 1V, correlacdo com os relatos de gravidez natural em até
24 meses apos varicocelectomia, a LDA também foi o0 método quimiométrico mais

efetivo. Dos pacientes que foram submetidos a cirurgia de varicocelectomia, 47,3%
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conseguiram engravidar suas companheiras. Entre os homens com melhora na
qualidade do liquido seminal poOs-operatério e que alcancaram a gestacdo, o
percentual corresponde a 56,2%. Entretanto, 43,8% dos participantes que
apresentaram melhora na qualidade do sémen pdés-operatério, ndo conseguiram, no
periodo de 24 meses, a gestacdo. Por outro lado, 28,6% dos voluntarios relataram
gue conseguiram engravidar suas parceiras, mesmo que nao tenhamos observado
melhora nos parametros de qualidade do sémen. Quanto a caracterizacdo dos
deslocamentos associados aos metabolitos, restam duvidas em relagao ao sinal em &
1,37 ppm que pode ser atribuido tanto a grupo metileno da isoleucina, quanto ao
mesmo grupo do 2-hidroxi-metil valerato; o sinal em & 1,73 ppm pode ser atribuido ao
grupo metileno do 2-metil glutarato ou a um grupo metino do 2-hidréxi-metil valerato.
Além disso, 0 mesmo pode ser atribuido ao grupo metileno central da putrescina. O
sinal em & 3,86 ppm, que pode ser conferido tanto a acetilcarnitina, quanto ao GPC.
Consequentemente, outros ensaios precisam ser executados para atribuir
adequadamente esses sinais.

Os achados deste trabalho de tese confirmam a hipétese admitida de que,
devido a homeostase, condic¢des clinicas como infertilidade e varicocele, bem como a
intervencgédo cirurgica (varicocelectomia), alteram o perfil de metabdlitos enddégenos
contidos no fluido seminal, permitindo a construgcdo de modelos metabondémicos
capazes de discriminar os pacientes em funcdo do seu status bioquimico. E um
achado relevante, pois permitiu a construcdo de ferramentas nado-invasivas para
diagnéstico diferencial de infertilidade masculina associada a varicocele e prognostico
de melhora da qualidade do sémen do paciente que busca sucesso na tentativa de

engravidar sua companheira.
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12 PERSPECTIVAS

Mediante os resultados expostos nesta tese, pretendemos ampliar a populacéo
dos estudos, adquirir mais espectros do soro do sémen de pacientes com infertilidade
e varicocele para avaliar o desempenho dos modelos metabonémicos. Além disso,
pretendemos incorporar também novas amostras ao modelo de predi¢cdo da melhoria
dos parametros seminais de modo a alcancar um conjunto teste para a validacdo dos
modelos.

Nos estudos futuros, pretendemos avaliar as principais vias metabdlicas
associadas aos metabdlitos discriminantes encontrados em cada um dos estudos
avaliados nesta tese, e correlaciona-los, quando possivel, a varicocele e/ou
infertilidade masculina.

Por ultimo, estamos construindo uma nova matriz de dados, utilizando dados
espectrais de RMN de 'H de soro de sémen coletados pés-varicocelectomia, visando
identificar entre os pacientes que nao conseguiram gravidez aqueles que tém
indicacdo e que poderdo ter sucesso na extracdo de espermatozoides, que serao

utilizados nas técnicas de fertilizacao assistida.
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Abstract

Purpose “Omics” techniques have been used to understand and to identify biomarkers of male infertility. We report on the first
metabonomics models created to diagnose varicocele and infertility among men with varicocele.

Methods We recruited 35 infertile men with varicocele (VI group), 21 fertile men with varicocele (VF group) and 24 fertile men
without varicocele (C group). All men underwent standard semen analysis, scrotal duplex ultrasonography, and sexual honmone level
measurement. Hydrogen-1 nuclear magnetic resonance ("H NMR) spectra of seminal plasma were used to create metabonomics
models to discriminate between men with and without varicocele, and between fertile and infertile men with varicocele.

Results Using the statistical formalisms partial least square discriminants analysis and genetic algorithm—based linear discrim-
inant analysis (GA-LDA), we created two models that discriminated the three groups from each other with accuracy of 92.17%.
‘We also created metabonomics models using orthogonal partial least square discriminants analysis and GA-LDA that discrim-
inated VF group from VI group, with an accuracy of 94.64% and 100% respectively. We identified 19 metabolites that were
important in group segregation: caprate, 2-hydroxy-3-methylvalerate, leucine, valine, 3-hydroxybutyrate, lactate, alanine, 4-
aminobutyrate, isoleucine, citrate, methanol, glucose, glycosides, glycerol-3-phosphocoline, n-acetyltyrosine, glutamine, tyro-
sine, arginine, and uridine.

Conclusions 'HNMR-based metabonomics of seminal plasma can be used to create metabonomics models to discriminate between
men with varicocele from those without varicocele, and between fertile men with varicocele from those infertile with varicocele.
Furthermore, the most important metabolites for group segregation are involved in the oxidative stress caused by varicocele.

Keywords Metabolome - Metabolomics - Fertility - Semen - NMR spectroscopy
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