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RESUMO

A infertilidade é uma patologia congruente ao sistema reprodutor e estudos
apontam que cerca de 1/5 dos casais apresentam este tipo de disfuncdo. No estudo
em questdo, o foco esta relacionado ao sexo masculino, uma vez que pesquisas
correlacionam a infertilidade masculina a varicocele, pois, sabe-se que esta pode
causar danos ao bom funcionamento do testiculo e a espermatogénese, alterando os
parametros espermaticos do individuo. Todavia, ndo €& possivel concluir que a
infertilidade, na presenca de varicocele, tenha esta ultima como causa. Mas, a
varicocelectomia € uma alternativa para melhorar os parametros seminais e aumentar
a probabilidade de gravidez do casal. No entanto, ha um nimero expressivo de casos
em que o a melhora dos parametros seminais pds-varicocelectomia ndo € observada
e, portanto, prever o desfecho da cirurgia, no tocante aos parametros seminais, € um
desafio. Neste estudo, usamos a metabonémica baseada em RMN como ferramenta
de avaliacdo para prever os efeitos da varicocelectomia nos parametros seminais de
pacientes diagnosticados com infertilidade masculina. Este estudo visa construir
modelos metabonémicos capazes de predizer a melhora dos parametros seminais, a
partir dos espectros de RMN de 'H do soro sanguineo de pacientes submetidos a
varicocelectomia. Foram incluidos no estudo, trinta e dois voluntarios diagnosticados
com varicocele e infertilidade, sendo que dezessete apresentaram melhora dos
parametros seminais pos-cirurgia. Todos os voluntarios foram submetidos a
microcirurgia de varicocelectomia e tiveram uma analise padrdo de sémen e
determinagdo dos niveis séricos de hormonios sexuais. Os espectros de RMN de 'H
do soro sanguineo coletado antes da intervengao cirurgica foram adquiridos usando o
espectrometro VNMRS400 operando a 400 MHz. Os dados espectrais foram
processados usando o MetaboAnalyst para construgcdo dos modelos da analise
exploratéria através da Anadlise de Componentes Principais (PCA) e analise
classificatéria como a Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-
DA) e Analise Discriminante por Projecoes Ortogonais a estrutura latente (OPLS-DA)
e utilizando software Statistica 12.0 para construcdo do modelo metabonémico a partir
da Analise Discriminante Linear (LDA).Como resposta ao estudo, o modelo LDA
apresentou os melhores resultados e foram construidas fungdes discriminantes a

partir da selegcdo de cinco variaveis espectrais — & (ppm) 0,85; 1,25; 2,09; 2,57 e



2,61.0 modelo metabonémico apresentou 84,4% de exatidao, 88,2% de sensibilidade
e 80,0% de especificidade, apds validagao cruzada total (LOOCV).Esses resultados
indicam que a metabondmica baseada em RMN tem potencial para ser usada como
ferramenta prognostica para alteragcbes dos parametros seminais apos

varicocelectomia.

Palavras-chave: RMN de 'H; metabondmica; infertilidade; varicocelectomia; sangue.



ABSTRACT

Infertility is a clinical condition that affects 1/5 of couples and about 40% these
cases are due men. Varicocele is an inflammatory disease which affects testicle veins
and can cause damage to spermatogenesis, having repercussion on male fertility.
However, varicocele is not responsible by all cases of male infertility. Then, it is
necessary to investigate this relationship. Varicocelectomy is surgical intervention that
can be an alternative to promote seminal parameters improvement and increase
pregnancy probability. Therefore, seminal parameters improvements are not always
observed. This demands the development of analytical methods for predicting the
outcome varicocelectomy. In this study, we used NMR-based metabonomics as
evaluate tool to predict the effects of varicocelectomy on seminal parameters of
patients diagnosed with male infertility. Study was developed at Urological Service of
IMIP Hospital and Fundamental Chemistry Department of Universidade Federal de
Pernambuco, Brazil. Thirty-two volunteers simultaneously diagnosed with varicocele
and infertility were included in the study, being that seventeen presented seminal
parameters improvement after varicocelectomy. All volunteers were undergoing to
varicocelectomy microsurgery. Seminal analysis and sex hormonal serum level were
performed. '"H NMR spectra of blood serum were acquired using VNMRS400
spectrometer operating to 400 MHz The spectral data were processed using
MetaboAnalyst for the construction of exploratory analysis models through Principal
Components Analysis (PCA) and classification analysis such as Partial Least Squares
Discriminant Analysis (PLS-DA) and Orthogonal Projection Discriminant Analysis to
the latent structure (OPLS-DA) and using Statistica 12.0 software to build the
metabonomic model from the Linear Discriminant Analysis (LDA). As a response to the
study, the LDA formalism showed better results, being build a discriminant function
after selection of five spectral variables — & (in ppm) 0.85, 1.25, 2.09, 2.57, and 2.61.
This metabonomic model presented 84.4% accuracy, 88.2% sensitivity and 80.0%
specificity after leave-one-out cross validation (LOOCV). These results suggest that
NMR-based metabonomics has potential to be used for prediction of varicocelectomy

surgery outcomes in male infertility cases.

Keywords: 'H NMR; metabonomics; infertility; varicocelectomy; blood.
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1 INTRODUCAO

A reprodugéo é uma etapa do desenvolvimento humano, na qual os individuos
buscam perpetuar a espécie e deixar seu legado no mundo. Faz parte da vida nascer,
desenvolver, reproduzir e morrer. Porém, na tentativa de reproducao, pode acontecer
insucessos. Muitos fatores estdo envolvidos e podem ser a causa do que conhecemos
por infertilidade. A infertilidade € uma patologia congruente ao sistema reprodutor
humano que atinge cerca de 1/5 dos casais. Segundo os dados da Organizagao

Mundial de Saude, 15% da populacao € infértil (Ferlin; Foresta, 2020).

Na avaliagdo diagndstica, ambos os parceiros precisam ser investigados, dai
ser importante o acompanhamento por profissionais especializados em ginecologia e
andrologia. Vivemos em uma sociedade que ainda ocorre o preconceito sobre se ter
um acompanhamento médico. As mulheres foram ensinadas a anualmente realizarem
seus exames preventivos, porém, os homens, em sua maioria, se baseiam em um
ditado popularmente dito: “Quem procura, acha”, pensando que sao fortes ou
saudaveis suficientes ao ponto de nao realizarem seu check up. (Martins, 2020). O
sinal de alerta surge quando o casal esta na tentativa da concepgao durante um ano
sem nenhum método contraceptivo e com vida sexual ativa regularmente, mas nao

conseguem engravidar (OMS, 2010).

Ao ser realizado o acompanhamento do casal através do profissional de saude
habilitado, a investigacdo da doencga precisa ser feita nos dois, uma vez que a
infertilidade pode ser causa de fator apenas masculino ou feminino e, em certos casos,
a causa esta no casal. Por isso, a importancia da investigacdo mutua. Um dos
principais estigmas é que a infertilidade é relacionada ao sexo feminino, mas estudos
indicam que as mulheres séo responsaveis por 50% a 60% dos casos, enquanto os
homens correspondem cerca de 40% a 50% e ainda tem cerca de 10% dos casos de
infertilidade que sao por condigdes inexplicaveis, sem causa determinada, chamada
de infertilidade idiopatica. Com isso, observando os percentuais nao ha tanta diferenca

entre 0s sexos, € o risco pode estar relacionado aos dois (Ferlin; Foresta, 2020).

A infertilidade masculina, objeto desse estudo, pode ser causada por diversas
condigdes como: fatores genéticos, fatores hormonais, infecgcdes (prostatites,
uretrites, infecgdes urinarias), obstrucdo do canal por onde passam os
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espermatozoides e a varicocele, na qual, as veias do testiculo possuem uma dilatagcéo
anormal (BVS, 2014). Neste estudo, a problematica esta direcionada aos casos de

infertilidade associada a presenca de Varicocele.

Ha relatos que correlacionam a infertilidade masculina a varicocele, visto que
grande parte dos pacientes diagnosticados com infertilidade apresentam um quadro
de varicocele. Porém, ndo € possivel afirmar que quem possui esta patologia
necessariamente seja infértil, pois existem duas classificagdes: Varicocele Infértil (VI)
e Varicocele Fértil (VF). Dados na literatura afirmam que 12% da populagdo masculina
tem prevaléncia da varicocele clinica, no entanto, em pacientes com incidéncia de
infertilidade primaria (ndo tem filho e ndo consegue sucesso gestacional) é entre 30%
a 50%, e em pacientes com infertilidade secundaria (ja teve filho, mas apresenta
dificuldade para conseguir uma nova gestagdo) em até 80%, razdo pela qual é
pressuposto que os efeitos da varicocele na fertilidade pode ocorrer de forma
gradativa (Lindgren, 2018; Krausz, 2018; Macedo e Fonseca, 2015).

Em principio, investigar a origem ou causa da doenga é fundamental para se
ter um tratamento assertivo. Isso é feito através de analises clinicas, exame fisico e
anamnese. Os resultados desses exames sao primordiais para o diagndstico,
prognostico e profilaxia, tendo como principal objetivo fornecer ao médico e ao
paciente, todas as informagdes necessarias, precisas e confiaveis, a fim de possibilitar
o procedimento a ser feito, pois, os resultados clinicos auxiliam ao médico na tomada

de decisdes acerca da terapia a ser realizada (Lima-Oliveira, 2017).

O diagndstico de varicocele é realizado através do exame fisico, quando é
necessario atestar que de fato esta ocorrendo uma dilatagcdo anormal dos vasos.
Quando a varicocele é subclinica, ou seja, quando ndo apresenta sintomas ou nao é
possivel detectar através dos exames fisicos regulares, o paciente € encaminhado
para realizacdo da ultrassonografia da bolsa escrotal com doppler para observacao
da circulagao sanguinea na regiao escrotal e/ou possivel alteragao. Para o diagndstico
de infertiidade masculina, a propedéutica basica inclui anamnese e exame fisico
completo, como também a avaliagdo hormonal e espermograma, sendo este ultimo o
exame complementar de maior importancia nestes casos. Além disto, podem ser

utilizados testes de funcao do espermatozoide e testes genéticos (ASRM, 2015).
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Os exames especificos para avaliacdo de varicocele associada a infertilidade,
devido a sua forma de realizagdo, como no caso do espermograma, é considerado
um exame invasivo e que causa constrangimento para quem precisa realizar. Os
pacientes diagnosticados com varicocele, geralmente, apresentam alteragdes clinicas
dos padrdoes hormonais e seminais, que podem afetar a fertilidade. A Unica alternativa
para correcao da dilatacdo anormal das varizes do testiculo € através do procedimento
cirurgico chamado Varicocelectomia, que pode ter repercussdao (ou n&o) nos

parametros seminais do paciente (Neto, 2020).

Surge entdo uma questao: Como seria possivel uma analise rapida e capaz de
fornecer uma predigéo para indicagao da cirurgia (ou nao) de pacientes que almejam
a melhora dos seus padrdes seminais com o objetivo de repercutir no fator fertilidade?
A Metabonémica é uma estratégia multivariada, rapida, minimamente invasiva (ou
nao-invasiva) e acurada, capaz de auxiliar os profissionais de saude na definigdo de
um diagndstico precoce a partir de estratégias de rotina, como coleta de sangue e/ou

urina, visando identificagdo de perfis metabdlicos (Neto, 2022).

Os metabdlitos sao definidos como pequenas moléculas de baixo peso
molecular que sao produzidas no decorrer de diferentes processos metabdlicos, que
podem dispor evidéncias do estado celular momentaneo, uma vez que indicam a
atividade bioquimica atual e direta do organismo. Baseado nisso, sua convergéncia
com os desarranjos celulares pode ser utilizada para fins de diagndstico (Patti; Yanis;
Siuzdak, 2012).

Os biofluidos apresentam um conjunto de metabdlitos denominados
metaboloma. No estudo dessa natureza, a composicdo bioquimica dos fluidos
demonstra a condigdo dos metabdlitos do individuo. Por isso, a percepgao acurada
da composicéo e das concentragdes dos mesmos pode fornecer aos profissionais de
saude informacgbes importantes quanto a conduta a ser aplicada em relagdo ao

tratamento e/ou acompanhamento das doencas (Silva, 2017).

A estratégica metabondmica pode ser realizada usando a espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN de 'H), observando as
diferencas espectrais e identificando um perfil de metabdlitos endégenos associados
a doenca. Estas estratégias sdo implementadas processando os dados espectrais
com ferramentas de estatistica multivariada. Ou seja, associando espectroscopia de
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Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN de 'H) com Analise de
Componentes Principais (PCA), Analise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA), Projecbes Ortogonais para Analise Discriminante de Estruturas Latentes
(OPLS-DA), Analise Discriminante Linear (LDA), entre outras.

Trabalhos anteriores desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa conseguiram
identificar um perfil de metabdlitos enddgenos presentes no fluido seminal,
associando-o a infertilidade masculina, bem como ao prognéstico de melhora dos
padrbes seminais pos-varicocelectomia. Em ambos, os dados espectrais foram
adquiridos a partir do fluido seminal obtidos apds centrifugagédo do sémen fornecido
pelo paciente. Os trabalhos realizados, abordaram sobre diagndstico de infertilidade
em homens com varicocele (Neto et. al, 2020) e predigdo da melhora dos parametros
seminais (Neto et al, 2022), baseados na metabonémica. Considerando que a forma
de coleta de sémen é invasiva e traz constrangimentos para o paciente, nés nos

propomos a fazer estudo semelhante usando amostra de soro sanguineo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Metabondmica

As ciéncias 6micas estdo em ascensao nos ultimos anos e através delas é
possivel quantificar e caracterizar espécies em processos bioquimicos, uma vez que
sdo responsaveis por reproduzir um conjunto de dados de qual area esteja sendo
estudado, por exemplo: a gendmica em relagdo ao estudo do genoma; a
transcriptomica relacionada ao estudo da transcriptoma; a protebmica estuda a
proteoma e a metaboldmica associada ao estudo do metaboloma. No estudo em
questao, esta sendo abordada a metabolémica, especificamente, metabonémica (Xu,
2023).

Metabolémica e Metabonémica sao termos utilizados frequentemente como
sinbnimos, e isso pode gerar duvida entre aqueles que intencionam se aprofundar
nestes estudos, por isso, € necessario pontuar que apresentam diferencas filosoéficas
com impacto metodolégico. A metabonémica foi proposta em 1999 pelos
pesquisadores da Faculdade de Medicina da Imperial College London, Jeremy
Nicholson, Elaine Holmes e John Lindon, sendo definida como: “A medicéo
quantitativa da resposta metabdlica multiparamétrica dindmica de sistemas vivos a
estimulos fisiopatolégicos ou modificagdo genética” (Nicholson et al. 1999). A
referéncia da palavra surgiu do termo grego: “meta” que significa alteragao e “nomos”
que representa regras ou leis em alusdo aos modelos quimiométricos eficientes na

classificagdo das mudangas no metabolismo (Lindon, et al. 2004).

A metaboldmica é um termo utilizado como parte da teoria do controle
metabdlico e analise de fluxo. Em 2001, Fiehn definiu-a com o objetivo de identificar
e quantificar todos os metabdlitos envolvidos no sistema bioldgico, que diferenciem
processos ou condi¢cdes caracteristicas das alteragdes em niveis metabdlicos com
relacdo ao fendtipo, ou seja, que as quantificagbes dos mesmos poderiam ser
aplicadas com a finalidade de padronizagdo do sistema biolégico. Uma vez que tal
analise revela o metaboloma do sistema bioldgico em estudo, essa abordagem seria
chamada de metabolémica (Fiehn, 2001; 2002).

De forma geral, a metabondmica visa a identificacdo de uma impressao digital

associada a uma perturbacgao por agentes externos no sistema vivo e, atraves disso,
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investiga-se quais metabodlitos enddgenos estdo envolvidos; enquanto a
metaboldmica esta relacionada com a identificacdo e quantificagdo de todos os
metabdlitos de um sistema, investigando mudangas que sejam associadas a uma

perturbacao externa.

Na abordagem metabolémica, por se tratar de uma técnica que envolve a
quantificacdo absoluta de metabdlitos, € necessario a utilizacdo dos procedimentos
analiticos de separacao de misturas e de técnicas espectrométricas sensiveis, como
a espectrometria de massas. Assim, € comum o uso de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM) e Cromatografia em fase
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) em estudos metabolédmicos.
Por outro lado, para a estratégia metabonémica, ndo ha esta necessidade de
separagao prévia, podendo ser descartada as ferramentas de separacido de misturas,
sendo empregada a Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que
€ uma ferramenta espectrométrica de forma direta e com alta reprodutibilidade
(Canuto, 2018).

No contexto historico, a técnica analitica utilizada ficou atribuida em relagao
aos trabalhos executados na época, por exemplo: a Espectroscopia de Massas era
muito utilizada por pesquisadores da metaboldmica que trabalhavam com plantas,
enquanto na metabonémica os pesquisadores utilizavam Ressonancia Magnética
Nuclear em seus estudos. Entdo, ficou comum esta correlacdo. Todavia,

frequentemente os termos sdo usados como sinénimos (Da Costa, 2020).

A utilizacdo da espectroscopia de RMN ficou muito bem estruturada na
metabondmica e isso tornou uma técnica considerada importante em estudos de
diagndsticos clinicos por se tratar de uma técnica versatil, reprodutivel e capaz de
extrair informagbes importante para a investigacdo de interesse. Na extracdo das
informacgdes, muitos dados s&o obtidos, sendo necessaria a aplicacdo de técnicas
quimiométricas para o tratamento desses dados, pois sdo capazes de identificar

padrdes e classificar as amostras (Batista, 2017).

Foram definidas as etapas para um projeto metabondémico devidamente
planejado e executado, desde as etapas prévias dos experimentos até os resultados.
Distribuidas como: Obtencdo de amostras de materiais de humanos, animais ou
plantas, de testes clinicos, e microrganismos; preparacao de amostras, através do
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procedimento de diluicdo do biofluido em solvente deuterado, como também atraves
da precipitacdo de proteinas, extragao de tecidos, esta etapa depende da amostra
utilizada; analise de RMN, ou seja, a aquisi¢ao experimentais dos espectros de RMN;
processamento e tratamento dos espectros obtidos, em seguida a transformacéo dos
espectros em matriz de dados; pré-processamento da matriz de dados através da
normalizagdo das amostras e variaveis, de acordo com a necessidade de cada
conjunto de dados. Em seguida, sdo realizadas as analises estatisticas multivariadas
para identificar os padrdes relacionados aos metabdlitos, classificar de acordo com os
grupos estudados e identificar as regides dos espectros responsaveis pelas
diferencas. A identificagcdo de metabdlitos € obtida por meio dos sinais (variaveis)
importantes indicados pela andlise estatistica para a discriminagdo dos grupos
estudados (Dona, et al., 2016).

A estratégia metabonémica por RMN pode ser aplicada em diversas condi¢oes
clinicas, utilizando diferentes biofluidos. Por exemplo: diagnéstico de carcinoma em
células renais (Zira, 2010); diagnéstico de Mal de Parkinson (Ohman, 2015); doengas
hepaticas (Yu, 2017); infertilidade masculina (Neto, 2022). Para além das aplicagdes
clinicas, podemos citar estudos na Agricultura: avaliagdo metabonémica baseada em
RMN de 'H dos pesticidas camptotecina e matrina contra larvas de Spodoptera litura
(Dai, 2021); Isoflavonas preniladas relacionadas a defesa potencial em soja induzida
por lactofen (Cheng, 2011). Diferentes amostras podem ser utilizadas, como urina,
plasma, soro, extratos de tecidos e fezes, por exemplo (Beckonert et al., 2007;
Santiago et al., 2019)

Para compreensao da estratégia metabondmica e do estudo aqui desenvolvido,
nas proximas sessdes serao descritos os principios da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear, o tratamento de dados espectrais através da Quimiometria, assim

como, a patologia envolvida neste estudo.
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2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

2.2.1 Principios Bésicos da RMN

Esta técnica foi descoberta em 1946 por Purcell e Bloch e € considerada uma
técnica espectroscopica, pois baseia-se na interagao entre a radiagéo eletromagnética
e a matéria (Emwas, 2015) que propicia, na presenga de um campo magnético, a
distribuicdo dos spins nucleares em niveis de energia distintos. Nesta interacéo,
quando um pulso de radiofrequéncia (RF) & aplicado, ocorre a promogéo de spins
nucleares que estdo no estado de menor energia para o estado de maior de energia
(Silverstein et al., 2005). Na Figura 1 estd representada a composicdo de um
espectrdmetro de RMN. O material a ser analisado é colocado dentro de uma sonda
do equipamento, que esta localizada no centro da bobina supercondutora. Os sinais
de RMN s&o captados e processados em um computador central, ligado ao

equipamento.

Figura 1- Equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear e seus componentes.
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Fonte: COLNAGO (2002).

Quando o pulso de radiofrequéncia é desligado, o sistema retorna a condigao

inicial, com emissao de energia cuja frequéncia depende da diferenca de energia entre

os estados de spin nuclear. Esses sinais sdo detectados pelo espectrdmetro de RMN

e sao apresentados como um registro da frequéncia do sinal versus a intensidade do
sinal (Batista et al., 2018; Kokova; Mayboroda, 2019).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear tem como definicdo um

fendmeno fisico, no qual os nucleos atdbmicos emitem sinais que sao captados e
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processados quando eles estdo sujeitos a um campo magnético externo Bo e um
campo magnético oscilante B1. Os nucleos atdbmicos possuem um momento angular
e um momento magnético, a raz&o entre o momento magnético e o momento angular
resulta numa constante caracteristica de cada nucleo, denominada de constante
magnetogirica (y). Na presenga de um campo magnético, a interagdo entre o momento
magnético do nucleo e campo magnético externo, promove a quebra da
degenerescéncia dos estados de spins. (Levitt, 2010). Matematicamente, podemos
relacionar o momento magnético (u) do nudcleo com seu momento angular,
denominado de spin nuclear (/), conforme equacéo 1 (Oliveira; Abiko; Salinas, 2017;
Mlynarik, 2017).

_hyl
2@

7 €Y)

sendo h a contante de Planck.

A equacao 1 indica que o momento magnético nuclear (u) € proporcional ao
momento angular de spin (/). A constante de proporcionalidade (y) entre 0 momento
magneético nuclear e 0 momento angular de spin € chamado de razdo magnetogirica
que é considerada uma das grandezas elementares em RMN, pois quanto maior for a
razao magnetogirica de um nucleo, maior sera o seu momento magnético (Oliveira;
Abiko; Salinas, 2017).

Existem (2/+1) estados de spin possiveis com diferengas inteiras que acontece
de +/ até -I. Neste caso, quando / for igual a zero, apenas um estado € permitido,
entdo ndo é possivel tratar como espectroscopia. Quando / = 72, ha dois estados
possiveis, denominados por a e B, sendo que um desses estados esta paralelo ao
campo magneético Bo e o outro tem uma orientag&o antiparalela em relagdo ao campo
magneético Bo. Esses estados possuem energias distintas, sendo que o de menor
energia € o que esta paralelo ao campo magnético externo Bo (Mlynarik, 2017). Na
Tabela 1, sdo apresentados alguns nucleos importantes que estudados por RMN, com

suas propriedades espectroscoépicas relevantes.
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Tabela 1- Propriedades espectroscépicas de alguns nucleos importantes para a RMN

Ncleo 1y 2H 13C 14N 15N 19F s1p %Na
| 12 1 12 1 12 1/2 1/2 312
Abundancia g9 g00 001506 1,108% 9973  037%  100%  100%  100%
Isotopica

y(rad.T?) 267,53 41,1 67,28 19,3 -27,126  251,7 108,3 70,808
Fonte: Adaptado de Pavia; Lampman; Kriz (2001); Veeman (1997).

De modo geral, a diferenga de energia entre os estados de spin depende do

campo magneético externo aplicado (Bo), conforme a equagéo 2.

AE = f(B,) (2)
Quanto mais forte for o campo magnético aplicado, maior sera a diferenga de
energia entre os estados de spin possiveis. Quando relacionamos a diferenga de
energia e a constante magnetogirica, temos a equagdo fundamental da RMN

(equacéo 3), onde v é a frequéncia de Larmor.

N
2T

No experimento de RMN, os pulsos de radiofrequéncia sao aplicados no plano

h
AE = )/EBO = hv BO (3)

xy, fazendo com que o vetor magnetizagao no eixo z rotacione para o plano xy (Figura
2) (Mlynarik, 2017).

Figura 2- Vetor magnetizagao M apés o pulso de (11/2)x

z
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Fonte: Adaptado de Costa (2020).
O vetor magnetizagdo M pode ser decomposto numa componente no plano xy
e outra componente no eixo z. Acomponente no plano xy € chamada de magnetizagao
transversal. Esta magnetizacao rotaciona no plano xy com a frequéncia de Larmor
(Figura 3). Na aquisigao do sinal, o campo magnético oscilante, B1, com a frequéncia

wo, € aplicado perpendicularmente a Bo e na forma de um pulso faz com que a



27

magnetizagdo Mo, que estava originalmente na diregdo do campo Bo (eixo z), rotacione
um angulo 8, equivalente a durag&o do pulso (pw) e a intensidade do campo B1. Este
pulso aplicado proporciona a magnetizagdo no plano xy (Silverstein, 2005; Colnago,
2017).

Figura 3- Vetor magnetizagao transversal
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Fonte: Adaptado de Costa (2020).

Campo Magnético Bo

Apos a aplicacao do pulso, a magnetizacao no plano xy precessiona gerando o
sinal elétrico. No entanto, com o tempo, a intensidade do vetor no plano xy vai
diminuindo e a inducdo acompanha esse decaimento, denominado de decaimento
livre de inducéo (do inglés, free induction decay). Quando o pulso de RF é desligado,
0s spins retornam a condicéo de equilibrio no eixo z com o passar do tempo, que € a
condicao antes de sofrer o impacto do pulso aplicado. Esse processo é chamado de
relaxacdo. Considerando um pulso de RF de 90°, o tempo que a componente no eixo
z retorna a condicdo inicial é chamado de tempo de relaxagcdo longitudinal (T1),
enquanto o tempo necessario para a componente no plano xy voltar a 0 (zero) é

chamado de tempo de relaxagao transversal (T2) (Levitt, 2013; Colnago, 2017).

2.2.2 Relaxacao Longitudinal (T1)

O periodo em que o vetor magnetizacdo da componente z é restaurado para
que tenha a mesma condicéo de antes de sofrer a perturbagao do pulso de RF de 90°,
ou seja, o tempo necessario para que os spins se distribuam nos dois estados de
energia, retornando a condi¢ao de equilibrio, fazendo com que o vetor na dire¢ao do
campo tenha a mesma intensidade, € chamado de tempo de relaxagao longitudinal
(T1) (Colnago, 2017).

A relaxagéo longitudinal envolve a troca de energia entre os spins nucleares
“‘excitados” e o meio circundante (rede), os que estdo com a frequéncia apropriada,

por isso € chamado também spin-rede ou T7. O retorno dos spins ao equilibrio inicial
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é através da perda de energia absorvida durante a excitacdo (De Almeida, 2014). Na
Figura 4, é apresentado o aumento da intensidade da componente z, retornando a

condigdo inicial, pelo processo de relaxagao longitudinal.

Figura 4- Relaxagéao longitudinal (T1) da componente Mz para MO

v

Fonte: Autoria propria.

2.2.3 Relaxacao Transversal (T2)

O decaimento da intensidade do vetor magnetizagdo no plano xy esta
relacionada a perda de coeréncia dos componentes x € y, pois 0S spins nao
conseguem se manter em sincronismo e a posi¢ao relativa entre eles vai se movendo.
Esse processo € chamado de relaxacao transversal. O vetor magnetizagcdo em x e y
oscila como uma fungéo senoide com a frequéncia de Larmor e intensidade decai em

funcdo do tempo (Figura 5) (Colnago, 2017).

Figura 5- Relaxagéao transversal (T2) com a magnetizacao no plano xy
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Fonte: Gouveia (2017).

A relaxacao transversal € a responsavel pelo decaimento da componente Mo
no plano xy. Esta ocorre paralelamente a relaxacao longitudinal e gera o processo de
perda de coeréncia entre os nucleos que estdo precessando, causando defasagem,
alargamento dos picos e perda de sinal (De Almeida, 2014). De modo geral, a soma

vetorial dos componentes x e y diminuem até atingir o zero, enquanto a componente
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z esta aumentando até retornar a intensidade inicial, sendo que ambos em tempos
distintos. Para espécies de baixa massa, T: e T2 tendem a valores similares.
Entretanto, para espécies mais volumosas ou em sistemas mais viscosos, a relaxacao
transversal (T2) tende a ter valores menores que aqueles observados para a relaxagéo
longitudinal (T7) (Silverstein, 2005).

2.2.4 FID

ApoOs aplicagdo de um pulso de RF, o vetor magnetizagdo passa a ter uma
componente diferente de zero, no plano xy, produzindo uma corrente elétrica
oscilante, por inducdo, em uma bobina. Os spins nucleares em uma amostra sao
detectados utilizando o decaimento livre da indugao (FID). Esta corrente, induzida pela
precessdo da magnetizacdo transversal, €& detectada por um sensor de
radiofrequéncia (Vinhal, 2019). O decaimento da indugdo é apresentado em uma
escala em func¢ao do tempo. Para a visualizacdo dos componentes individuais do sinal
€ necessario aplicar a transformada de Fourier que faz a conversao do sinal em fungao
dependente do tempo (FID), para o sinal em fungao dependente da frequéncia (Figura
6). Ou seja, o sinal € decomposto em diferentes frequéncias que o constitui, sendo
obtido o espectro (Forezi, 2017).

Figura 6- Transformada de Fourier para conversao do FID em espectro
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Fonte: Adaptado de Gouveia (2017).

No espectro obtido, a frequéncia de cada nucleo ¢é diferente da frequéncia de
Larmor, pois os nucleos sentem o campo magnético diferente devido a presenca da
nuvem eletrénica. Isto acontece porque cada nucleo apresenta uma frequéncia
relacionado ao seu ambiente quimico, que fornecem informagdes sobre as estruturas
quimicas. Assim sendo, os nucleos inseridos em ambientes quimicos diferentes
apresentam deslocamento quimico diferente, da mesma forma ocorre com os nucleos
que apresentam o mesmo ambiente quimico, consequentemente tem o mesmo

deslocamento quimico (Silverstein, 2005; Colnago, 2017).
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A frequéncia depende do campo aplicado, entdo para ser indicado a posigcéo
do nucleo no espectro, teria a necessidade de informar o campo magnético em que o
espectro foi adquirido. Como forma de resolucao, foi criada uma escala de referéncia
que nédo depende do campo, chamada de deslocamento quimico (8). Esta escala é
determinada através da razio entre a diferenca das frequéncias do nucleo va e de um
sinal de referéncia vr, pela frequéncia do sinal de referéncia. (equagao 4) (Da Costa,
2020).

U_URe
—fx

5= 106 4)

URef

Portanto, o deslocamento quimico (&) € adimensional. O fator 10° observado na
equacao 4 é utilizado porque a diferenga entre as frequéncias (va — Vrer) € da ordem
de hertz (Hz), enquanto a frequéncia de ressonéancia é da ordem de megahertz (MHz).
Assim, o deslocamento quimico (8) € expresso em ppm (partes por milh&do). (Gouveia,
2017).

O sinal de referéncia comumente utilizado na espectroscopia de RMN de 'H, é
o das metilas do tetrametilsilano (TMS), que € um simpleto mais blindado que os sinais
da maioria dos compostos organicos, sendo atribuido & O ppm. A escala do
deslocamento quimico aumenta da direita para esquerda, no espectro (De Almeida,
2014).

A utilizagdo da espectroscopia de RMN de '"H em estudos metabondmicos esta
bem consolidada, por ser um procedimento rapido, ndo-destrutivo e que necessita de
intervencdes minimas em relagao ao preparo da amostra (Canuto, 2018). Os primeiros
estudos com aplicacéo bioldgica da espectroscopia de RMN, ocorreu na década de
1950, com o objetivo de estudar as propriedades de hidratacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA) (Jacobson; Anderson; Arnold, 1954). Com os avangos
metabondmicos, ja se utilizam associadas de técnicas analiticas modernas, capazes
de detectar concomitantemente variados compostos, e fornecer uma modelagem
multivariada que surge como uma fonte alternativa a experimentacdo bioquimica

convencional (Kostidis et al., 2017).

Nas amostras de biofluidos, a agua é o constituinte mais abundante e, portanto,

€ o sinal mais intenso e sobressai, dificultando a visualizagao dos sinais menores e
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na expansao do espectro € visto alguns sinais de baixa intensidade. A Figura 7 mostra
um espectro de RMN de 'H de um biofluido (soro), mostrando apenas o sinal. A

ampliagdo mostra os outros sinais com intensidades reduzidas.

Figura 7- EsPectro de RMN de "H (400 MHz, D20, 27 °C) de uma amostra de soro de paciente
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Fonte: Autoria prépria.

Para que possamos observar os demais componentes do biofluido, é
necessario realizar experimentos para suprimir o sinal da agua. Para este fim, neste

trabalho, nds utilizamos a sequéncia de pulsos PRESAT.

2.3 Sequéncias de pulsos: PRESAT e CPMG

O PRESAT é utilizado em amostras aquosas ou aquelas que possuem o sinal
do solvente intenso, que dificulte a observagcao dos sinais de interesse. Consiste na
aplicacao de um pulso de baixa poténcia para saturar seletivamente uma frequéncia
pré-determinada, normalmente a frequéncia atribuida ao sinal da agua, e outro pulso
nao seletivo de 45°ou 90°, promovendo a transicdo entre os estados de spin. Por
consequéncia, a intensidade do sinal da agua € reduzida, possibilitando a visualizagao
dos sinais de interesse (Gouveia, 2017). Antes da aplicagao dos pulsos de RF, o
equilibrio precisa ser reestabelecido. Para tal, utiliza-se um tempo de espera (delay),
chamado d1 (Figura 8).
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Figura 8- llustragdo da sequéncia de pulsos de RF utilizada para supresséo do sinal da agua
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Fonte: Gouveia (2017).

Com a pré-saturagdo do sinal da agua, € possivel observar os sinais de
metabdlitos, que ndo sdo observados com a sequéncia de pulsos convencional. A
Figura 9 apresenta um espectro de RMN de 'H de soro, usando a sequéncia Presat,

onde os sinais atribuidos aos metabdlitos presentes no biofluidos sdo observados.

Figura 9- Espectro de RMN de 1H (400MHz, D20, 27°C) de uma amostra de soro adquirida a partir
da sequéncia de pulsos PRESAT
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Fonte: Autoria Propria.

No espectro obtido usando PRESAT, é visto sinais largos provenientes de
espécies com alta massa molar, como por exemplo, proteinas e lipidios. Os sinais
alargados, que apresentam o T2 curto, sobrepdem sinais de baixa intensidade
dificultando a visualizagdo desses sinais. Para solucionar este problema, realizamos
um experimento utilizando o filtro de T2, denominado CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-
Gill).

A sequéncia de pulsos CPMG tem o propdsito de eliminar os sinais alargados
provenientes de moléculas mais pesadas que apresentam o tempo de relaxacéo
transversal (T2) curto. E utilizada como filtro T2, consistindo na aplicagdo de um pulso
de 90° no plano xy e consecutivos pulsos de 180°entre intervalos de tempo 71, até que
os spins com valores menores de T2 tenham relaxado, e consequentemente ocorra a
aquisicao do espectro envolvendo apenas as ressonancias de interesse. O tempo 1

deve ser maior que o T2 das espécies que se pretende eliminar (filtrar) e menor que o
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T2 das espécies que se pretende observar, no espectro (Crook, 2020). Na Figura 10,

€ apresentada a sequéncia de pulsos PRESAT e CPMG.

Figura 10- Sequéncia de pulsos PRESAT e CPMG
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Fonte: Costa (2016).

Nesta sequéncia de pulso, é produzido um FID apds o primeiro pulso de 90°,
cujo decaimento é determinado pelo tempo de relaxagao transversal (T2). O pulso de
180°, apds o tempo T, refocaliza a magnetizagao (Figura 11), pois durante o tempo 1
0S spins precessam e a magnetizagdo rotaciona no angulo a e com o pulso, a
magnetizagao inverte em relagao ao eixo e no segundo tempo 1, a magnetizagao gira
no mesmo angulo e sentido, voltando a posigao inicial, gerando um sinal (eco) a um
tempo 1 do segundo pulso (Figura 12). O eco nessa sequéncia esta defasado de 180°
do FID. Normalmente se usa o sinal no modo magnitude, e o decaimento do eco em
funcéo de T2. (Colnago, 2017).

Figura 11- Magnetizagédo no plano xy durante a refocagem

Fonte: Adaptado de Costa (2016).

Figura 12- Espectro de RMN de 1H (400MHz, D20, 27°C, PRESAT-CPMG) de uma amostra de soro
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Fonte: Autoria Propria.
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Outras sequéncias de pulsos podem ser utilizadas para supresséo do sinal da
agua, como WATERGATE (Gradient-tailored excitation for single-quantum NMR); e
para minimizar a presencga de sinais alargados no espectro de ressonancia devido ao
baixo T2 e difusdo rotacional limitada de macromoléculas, como a 1D nuclear

Overhauser effect spectroscopy com pré-saturagéo (1D NOESY-presat) (Pilon, 2020).

2.3.1 Processamento dos espectros, constru¢cdo da matriz e pré-processamentos dos
dados

ApOs as aquisi¢cdes espectrais para construgdo da matriz, algumas etapas sao
muito importantes de serem realizadas, como o processamento dos espectros, que
realizamos através do software MestRenova e o pré-processamento desses dados na

matriz.

No processamento dos espectros, utiliza-se o line broadening, que € da ordem
de 0,3 Hz, para minimizar o ruido; e o binning, que consiste em dividir o espectro em
janelas/regides de mesma largura (em ppm), considerando as areas de integracao
abaixo do espectro, que sdo denominadas de bins. Desta forma, outras informacoes
sistematicas indesejaveis podem ser corrigidas com ajustes de linha de base e
normalizagao das variaveis no espectro, por exemplo (Ferreira, 2015; Engelsen et al.,
2013).

Por fim, uma matriz de dados é construida, de tal forma que cada linha
corresponde a uma amostra, os casos clinicos, enquanto as colunas séo as variaveis,
as areas de integracao de cada bin. Nas modelagens quimiométricas, € necessaria a
etapa de pré-processamento dos dados, a fim de reduzir as variagbes indesejadas

que podem influenciar no resultado (Blaise, 2021; Ferreira, 2015).

No pré-processamento dos dados, sdo aplicadas equagdes para normalizar os
dados nas amostras e nas variaveis. A escolha de qual pré-processamento aplicar
depende da técnica de analise e amostra. Esta etapa contribui para minimizar
interferéncias que possam ocorrer na analise. Além disso, também pode estar
presentes informacgdes sistematicas que nao estejam correlacionadas ao objeto de

estudo e que devem ser eliminadas.

No estudo em questédo, as amostras utilizadas foram soro de sangue, sendo

provavel que tenha diferencas de diluigao entra as amostras. Ha alguns tipos de pré-
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processamentos para permitir a comparacao dos dados, impedindo que as amostras
mais concentradas sejam mais importantes do que outras. Os pré-processamentos
utilizados nas amostras (casos) que foram aplicadas neste trabalho s&o: normalizagao

por soma e Standard Normal Variate (SNV).

A normalizagédo pela soma ocorre quando cada bin € dividido pela soma de
todos os bins da amostra, conforme mostra a equacgéo 5.
xij

e (5)
o]

Xj, =

Temos que, x;; € o valor obtido apds a normalizagéo, x;; € o valor da amostra i

na variavel j, e |xj| € o mdédulo do valor da amostra i na variavel j (Ferreira, 2015).

A aplicacdo dessa normalizagado permite que seja retirada a informagao da
distancia de cada amostra a origem dos dados, preservando a dire¢do, ou seja,
igualando a magnitude de cada amostra. O objetivo € manter a informagao que
diferencie qualitativamente uma amostra da outra e remover toda a informagao que
poderia discriminar duas amostras de composicao idéntica, mas com concentragdes

diferentes (Ferreira, 2015).

No caso do pré-processamento SNV, é subtraido do valor da amostra em cada
variavel ao valor da média de todos os valores da amostra em todas as variaveis,

dividindo pelo desvio-padrao, conforme a Equacéao 6.

Xy X
Xij snv — S (6)
2
Temos, Xijsnv € 0 valor obtido apds o SNV, X; € o valor médio dos bins de cada
amostra e s; € o desvio padrao dos bins de cada amostra, conforme as Equagdes e 8

(Ferreira, 2015).

X = §2§=1Xij )
J —
si= [, i -Xo ®)

Em relagdo ao pré-processamento nas variaveis, foram utilizadas a
centralizacdo na média e o autoescalamento, para que as diferengas entre as

amostras nao influenciem na construgdo do modelo.
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Para centralizagdo dos dados na média, € calculado o valor médio de cada
coluna da matriz de dados e, a seguir, esse valor é subtraido de cada um dos valores

da coluna (Equacao 9).
Xijeem) = Xij — X 9)

Temos: Xjcm) € 0 valor obtido apos a centralizagdo dos dados na média, e Xjé o

valor médio dos bins de cada coluna, conforme Equacao 10 (Ferreira, 2015).

1 I
| VAT

O autoescalamento esta relacionado na subtracdo de cada valor de uma coluna
ao valor médio da coluna e dividir o resultado pelo desvio-padrao dessa respectiva

coluna (Equacgao 11).

_ Xij-Xj

Xija) = 5; (11)

Temos: xj(a) é o valor obtido ap6s o autoescalamento, e s; € o desvio padrao

dos bins de cada coluna (Ferreira 2015).

Neste trabalho, como as informagdes que sdo obtidas através do espectro de
RMN sao dados multivariados, requer a utilizagao de tratamentos quimiométricos para
extrair elementos acerca da perturbacgéo sofrida no estudo, fornecendo a impressao
digital do status bioquimico. Apds esses pré-processamentos, a planilha matriz dos
dados é direcionada para a construcdo dos modelos metabonémicos. A seguir, serao

apresentadas as analises utilizadas na constru¢ao deste estudo.

2.4 Quimiometria

A Quimiometria é uma é&rea relacionada com a aplicagdo de métodos
estatisticos e matematicos a dados quimicos. Esse campo surgiu para suprir a
necessidade dos meétodos convencionais em relagdo aos desenvolvimentos dos
dados quimicos analiticos, através dos processos e instrumentagcdo quimica. Utiliza-
se das ferramentas matematicas e estatisticas para planejar e selecionar condigdes
experimentais ou extrair o maximo de informacgdes significativas através dos dados
analiticos (Lavine; Workman, 2012). De modo geral, € uma area de conhecimento que,
utilizando dados estatisticos, possibilita a extracdo de informacgbes quimicas, sendo

dividida em trés subareas: Planejamento de experimentos; calibragdo multivariada; e
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reconhecimento de padrées (Ferreira. 2015). No estudo em questdo, foram

elaborados dados quimiométricos através dos reconhecimentos de padrdes.

O reconhecimento de padrdes € utilizado em estudos metabonémicos com o
objetivo de obter informac¢des de dados complexos, como em casos de RMN,
permitindo a identificacdo de padrées, o0 que nio seria possivel apenas com a
inspecao visual do espectro. Ou seja, identificar os padrdes associados ao status
bioquimico da amostra analisada (Ferreira, 2015). Esses métodos séo classificados
como ndo-supervisionados, que nao utilizam a informagao dos grupos das amostras
na construcdo do modelo, pois tem como objetivo alcangar padrées naturais de
agrupamento; e supervisionados, que utilizam a informacéo de classe das amostras
para construcdo dos modelos, visando predizer a classe de uma amostra

desconhecida.

2.4.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (do inglés, Principal Component Analysis)
consiste em uma analise exploratdria, ndo supervisionada, sendo normalmente a
primeira etapa na analise dos dados e a base para outros métodos de reconhecimento
de padrdes e classificagao, pois através dela é possivel observar se ha agrupamento
natural nas classes de interesse (Chanana, 2020). O propdsito da PCA é reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados, investigar a existéncia de outliers (amostras
anO6malas) e transformar as variaveis originais em um novo grupo de variaveis nao
correlacionadas, conhecidas como Componente Principal (PC). Essas novas variaveis
sao eixos ortogonais que correspondem as dire¢gdes de maior variancia dos dados,
como podemos observar na Figura 13, a ilustracao de um grupo hipotético (Gromski
et al., 2015).
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Figura 13- Rotagao das variaveis originais para obtengao das componentes principais. PC 1 e 2 sdo
as componentes principais

Variavel 2

PC2 PC1

Variavel 1

Variavel 3

Autoria propria, adaptada de Gouveia (2017).

A primeira componente (PC1) explica a maior variancia dos dados, enquanto a
segunda componente (PC2), que ndo tem relagdo com a primeira, explica 0 maximo
de variancia residual, e assim consecutivamente até que todas as variancias dos
dados sejam explicadas. Cada componente principal se relaciona com as amostras,
através do escores, e com as variaveis originais, através dos pesos (Gromski et al.,
2015).

A PCA possibilita verificar a estrutura dos dados e encontrar padrao entre as
amostras, por meio da observagao da tendéncia de agrupamentos das amostras,
assim como, detectar possiveis outliers que estdo fora do padréo apresentado pela
maioria das amostras. Em relagdo a essas amostras anémalas, se de fato for
constatado ao ser avaliado os pesos, a distancia da amostra para o modelo, é
interessante que seja excluida, uma vez que esta influenciando na construgdo da
componente principal. Mas, € importante também identificar a causa da anomalia, pois
pode ser um viés a ser evitado e explicado. As componentes principais sao
construidas de forma decrescente de explicagao da variancia do conjunto de dados.
Ou seja, as primeiras componentes sempre terdo as variancias explicadas com a
maior parte significativa de informagdées (Chanana, 2020). Na Figura 14, esta
representado um exemplo de resultados de uma PCA, com os graficos de escores e

pesos.
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Figura 14- Representagao grafica da PCA. O grafico a esquerda representa o score plot com a
distribuicao dos escores em fungao das componentes principais PC1 e PC2; a direta temos o grafico
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Fonte: Ribeiro et al. (2014).
Em seguida, técnicas de reconhecimentos de padrdes supervisionados sao
aplicadas para maximizar a separagao das amostras em grupos de interesse,
utilizando as informacdes das classes relacionadas ao estudo e identificar as variaveis

que corroboram para a discriminagao dos grupos.

2.4.2 Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

A Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais, (do inglés, Partial
Least Squares Discriminant Analysis), € uma técnica supervisionada que utiliza uma
matriz composta pelas informagdes que correspondem as classes das amostras na
construgdo do modelo (matriz Y) e que esta disponivel na maioria dos softwares e
plataformas estatisticas, como por exemplo MetaboAnalyst e Statistica (Gromski et
al., 2015).

Na matriz, o numero de linhas de Y ¢é igual a quantidade de amostras, os casos
pertencentes a determinada classe recebem o valor de 1, enquanto os que nao
pertencem a classe referida recebem o valor de 0 (Engelsen et al., 2013). AFigura 15
ilustra um exemplo das matrizes X e Y para um conjunto de amostras classificadas

como A e B.
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Figura 15- llustracdo da matriz X e Y para um conjunto de amostras classificadas como A e B

X Y
Variaveis Classes
1 X X2 X3 Xn 1 0
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p Xpl .. Xp33 Xpn 0 1

Fonte: Adaptado de Gouveia (2017).

Assim como a PCA, a PLS-DA também constréi componentes (combinagao
lineares das variaveis originais) que buscam explicar a variancia contida no conjunto
de dados, nesse caso, ha matriz Y (classe das amostras). Essas combinagdes lineares
sdo denominadas de variaveis latentes e sao ortogonais entre si. (Brereton & Lioyd,
2014). A PLS-DA possibilita a avaliagao de dados altamente correlacionados e a
extracdo de parametros estatisticos (figuras de mérito), que avaliam a qualidade da
modelagem, bem como a importancia de cada variavel para modelagem. Nesse
sentido, é possivel projetar as amostras no novo sistema de coordenadas definido
pelas variaveis latentes facilitando a visualizagdo das classes de interesse. De outro
lado, é possivel usar o grafico de escores VIP para identificar as variaveis mais
importantes e como ela varia nos grupos investigados (Gromski et al., 2015; Worley &
Powers, 2015). A Figura 16 apresenta um exemplo de PLS-DA, com os graficos de
escores e VIP escores, permitindo identificar as variaveis mais importantes para a

classificagao dos grupos.
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Figura 16- Representagdo grafica da PLS-DA. A esquerda, o grafico de escores; a direita, o VIP
escore

4

P scores

Fonte: RIBEIRO et al., (2014).

Ao analisar a matriz de pesos, € possivel identificar as variaveis importantes
para a discriminagdo dos grupos. Nos estudos metabonbémicos, essas variaveis
indicam regides espectrais que sdo mais ou menos intensas, em fungao das classes
das amostras, caracterizando metabdlitos que estejam presentes em concentragdes

distintas e que estejam relacionadas ao objeto de estudo.

2.4.3 Projecbes Ortogonais para Analise Discriminante de Estruturas Latentes
(OPLS-DA)

O formalismo OPLS-DA (do inglés, Orthogonal Projections to Latent Structures
Discriminant Analysis) € uma técnica supervisionada, considerada uma variagao da
PLS-DA, na qual as variagdes de X (matriz das variaveis independentes) nao
relacionadas a Y (classes) sao reunidas em um novo subespaco ortogonal as variaveis
correlacionadas com Y (ENGELSEN et al., 2013). Os desempenhos para classificagao
e predicdo de ambos, PLS-DA e OPLS-DA, sdo analogos. Todavia, o OPLS-DA
fornece uma melhor visualizagdo, uma vez que a variancia intraclasse esta na nova
componente ortogonal (Worley & Powers, 2015). A Figura 17 apresenta um exemplo
de grafico de escores da OPLS-DA.
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Figura 17- Representagao grafico dos escores na OPLS-DA
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Fonte: PONTES et al., (2019).
2.4.4 Analise Discriminante Linear (LDA)

A Andlise Discriminante Linear (do inglés, Linear Discriminant Analysis) é uma
analise classificatéria que se baseia em encontrar uma funcao linear que permita a
discriminagao entre pontos relativos a dados de duas categorias diferentes (Bahraini
et al., 2022). Nesta modelagem €& permitido a determinagdo de uma superficie
(classificador) ou limiar de classificagdo no espago, 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. Para isso, € construida uma combinagao
linear de poucas variaveis originais, o que impde a utilizacdo de uma ferramenta de
selecdo de variaveis. O principal objetivo da fungdo discriminante € minimizar as
diferencas de escores de individuos de um mesmo grupo e maximizar as diferengas
entre elementos de grupos distintos, permitindo a identificagdo de um ponto de corte

que discrimina os grupos (Becht, 2021).

Quando o modelo é construido, € importante realizar a validagao para avaliar a
capacidade assertiva do modelo em relagdo as amostras desconhecidas, bem como
averiguar as variaveis necessarias para caracterizar o conjunto de dados. Este
processo de validagao pode ser realizado da seguinte forma: através da Validagao
Externa ou Validacdo Cruzada. A validacdo externa é realizada quando o modelo
possui amostras suficientes para gerar grupos de treinamento (utilizados para
construcdo do modelo) e de testes (avaliar o modelo) e cada grupo possuindo
amostras representativas de cada classe. Quando nao ha quantidade suficientes de

amostras para criar os grupos (minimo de 30 amostras por grupo), é realizada a
validacao cruzada (Kwon et al., 2014).



43

Quando é utilizada a validacédo cruzada, o método mais comum aplicado € a
Validac&do Cruzada Total (LOOCV, do inglés, Leave-One-Out Cross Validation). Este
processo consiste em retirar uma amostra do conjunto de treinamento, construindo
um novo modelo sem a amostra excluida, e processa para que o modelo classifique
a amostra excluida. Este teste é realizado com todas as amostras individualmente,
até que cada uma seja retirada do conjunto treinamento e usada como conjunto teste.
A exatiddo é calculada através do percentual de acertos para cada modelo e a

performance da validagao cruzada € a média das exatiddes (Xie, 2022).

2.4.5 Figuras de Mérito

Modelos diagnéstico visam responder a pergunta: o paciente esta acometido
pela doenca investigada? Essa é uma variavel dicotdmica, pois a resposta € SIM ou
NAO. Nesses casos, os dados da modelagem s&do confrontados com o padr&o-ouro,
numa matriz 2x2 denominada de Matriz de Contingéncia. Dessa tabela (matriz) sdo
extraidas as Figuras de Mérito do modelo, como segue: Exatidao, Sensibilidade,
Especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN).

Na Tabela 2, esta ilustrada a matriz de contingéncia para avaliacdo dos
parametros do modelo. Nas linhas da tabela estao indicadas as classes preditas pelo
modelo metabonémico, enquanto nas colunas estdo as classes verdadeiras das
amostras. Os valores preenchidos na tabela correspondem a quantidade de amostras

em cada classe e onde elas foram classificadas.

Tabela 2- Matriz de confusao dos resultados de uma classificacéo

Classificagéo Clinica
(Padréo Ouro)

SIM NAO
3 ~
s NAO c d
Fonte: Adaptada de Silva (2017).

No nosso estudo, a matriz de contingéncia foi formada da seguinte maneira:
a € a quantidade de acertos do grupo melhora pelo novo teste, b é a quantidade de
erros do grupo nao-melhora, ¢ € a quantidade de erros do grupo melhora e d é a
quantidade de acertos do grupo nao-melhora. Assim, as figuras de mérito da

modelagem foram calculadas, conforme as equagdes 12-16 (Ferreira, 2015).

o (a+d)
Exatidao (%) = a2 - x100 (12)

AT ¥ 100 (13)
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b
Especificidade (%) = ) x100 (14)
a
VPP (%) = 1 1
(%) (a+b)x 00 (15)
VPN (%) = x 100 (16)

(c+ad)

Em que, exatidao é o percentual de classificacdes corretas do modelo; sensibilidade

(S) é a capacidade que o modelo possui de detectar os verdadeiros positivos;

especificidade (E) é a capacidade que o modelo apresenta de detectar os verdadeiros

negativos; valor preditivo positivo (VPP) é a probabilidade de um verdadeiro positivo

ser realmente positivo; e valor preditivo negativo (VPN) é a probabilidade de um
verdadeiro negativo ser realmente negativo.

Os estudos metabondmicos, como ja mencionado, tém grande aplicabilidade

em diversas areas. Dado este entendimento sobre a Metabondmica e Quimiometria,

iremos abordar a seguir o nosso objeto de estudo, ao qual, foi aplicada a estratégia

metabondmica.

2.5 Varicocele

De acordo com a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (do inglés
American Society for Reproductive Medicine), cerca de 8% a 15% dos casais néo
conseguem engravidar apds um ano de intercurso sexual regular e sem medidas
preventivas. Este historico reprodutivo leva em conta alguns fatores, como frequéncia
e tempo de coito, duragdo da infertilidade atual e prévia (se houver), doengas na
infancia, comorbidades sistémicas, cirurgias anteriores, medicagcbes e alergias,
historico sexual (incluindo Infecgdes Sexualmente Transmissiveis) e exposi¢cao a

gonodatoxinas (incluindo fatores ambientais, quimicos e calor).

O homem pode ter participagdo exclusiva na infertilidade em cerca de 20% a
30% dos casos, o que pode contribuir para quase 50% das causas em geral de
infertilidade, o que pode ser considerada um risco para o bem-estar tanto para o
homem quanto para a familia (Silveira, 2022). Alguns fatores estdo associados as
possiveis causas da infertilidade masculina, como por exemplo o tabagismo, a
obesidade, inflamagbes sistémicas crbnicas, estresse oxidativo, hipogonadismo,
hiperinsulinemia, infecgdes sexualmente transmissiveis como gonorreia e clamidia,
dentre outras doencas (Rodrigues, 2022). Assim como alguns casos especiais, por
exemplos trabalhadores da agricultura, certos tipos de industrias, militares, que podem
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estar expostos a fatores ambientais e produtos toxicos, como pesticidas e metais
pesados (Lopez-Botella et al., 2021). Ha também estudos que comprovam que a
qualidade do sono pode interferir diretamente nos parédmetros seminais, algo nao
muito dificil de acontecer, visto que a sociedade atual busca cada vez mais alta
produtividade, negligenciando muitas vezes o tempo de descanso de qualidade
(Rodrigues, 2022).

Como possiveis causas para infertilidade masculina, estdo estabelecidas
condigbes que possam alterar o processo de espermatogénese (produgdo dos
espermatozoides) e/ou a alteragdo na qualidade dos parametros seminais, causada
pela varicocele. Assim, uma avaliacao clinica precisa ser realizada, sendo avaliados
parametros de concentragao espermatica, motilidade, morfologia e vitalidade (Silveira,
2022).

A varicocele é considerada umas das causas principais de infertilidade, que é
caracterizada por uma dilatagdo ou tortuosidade nas veias testiculares (Figura 18).
Esta pode ser assintomatica, ou seja, o paciente nao relatar sintomas, desconfortos
até os casos de sentir dores escrotais crénicas e alteracdo nos padrbes seminais,
podendo afetar de 15% a 41% de homens com infertilidade primaria (que consiste no
casal que ainda nao teve uma gestacao de sucesso) e 45% a 81% de homens com
infertilidade secundaria (casal que ja teve uma gestagdo anterior de sucesso)
(Lomboy; Coward, 2016).

Figura 18- Imagem testiculo normal versus testiculo com varicocele

Normal p | Varicocele
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Fonte: Silva, 2021.
A varicocele pode ser considerada uma doenga multifatorial, resultando em
complicagdes na circulacdo do sangue local, que pode ser a principal causa. Uma
diferenga anatébmica na passagem venosa do testiculo esquerdo e direito, no qual,

existe um angulo obliquo (inclinado) da ligacao direta da veia cava inferior na veia
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testicular direita, enquanto no lado esquerdo, a veia testicular € maior e tem uma
juncdo com a veia renal em um angulo reto, favorecendo o aumento da pressao e
dilatagao (Figura 19) (Jensen et al., 2017).

Figura 19- Diferenga da estrutura anatdmica na passagem venosa do testiculo esquerdo e direito
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Fonte: Moore (2018).

A varicocele costuma aparecer no testiculo esquerdo com mais frequéncia
devido a esta diferenga anatémica (aumento da pressao e consequente dilatagao dos
vasos). Entretanto, estima-se que cerca de 15% a 50% dos casos séo de varicocele
bilateral, enquanto exclusivamente no lado direito € raro podendo apresentar outras
causas para justificar o aparecimento da doenca (Zini; Boman, 2009). Esta doencga é
associada a infertilidade justamente pelos mecanismos que podem levar a alteragao
na espermatogénese, como listados na Figura 20, sendo o aumento da temperatura
escrotal um fator extremamente importante na qualidade dos espermatozoides. Isto
porque pode ocorrer um estresse térmico, por conta da diminuicdo de proteinas
protetoras do choque térmico, além de aumentar os niveis de espécies reativa de
oxigénio, promovendo a apoptose (Hassanin, 2011). Vale salientar que, os homens
que apresentam varicocele nao necessariamente ja apresentam o diagndstico de
infertilidade, pois ha casos que essa condi¢cdo nao afeta a fertilidade. Ainda existe esta

lacuna em relagao a varicocele e infertilidade.
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Figura 20- Efeitos da varicocele
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Fonte: Adaptado de SILVEIRA (2022).

Para o diagnostico da doenca, o exame fisico tem um enorme destaque, uma
vez que a varicocele pode ser assintomatica. Um exame de rotina pode ajudar a
identificar a doenca em estagio inicial e, consequentemente, ter um melhor
prognostico (Martello et al., 2015). O foco do exame fisico € voltado para possiveis
assimetrias entre os testiculos, realizando-se também a manobra de valsava (técnica
para aumentar a pressao atraves da respiracdo, para evidenciar as veias, facilitando
a palpacao). O resultado vai ser classificado dentro do proposto por Dubin e Amelar
(Tabela 3), que categorizaram o0s graus da varicocele. Caso ndo se aplique a
classificacdo por este método, sera classificada como Varicocele Subclinica, sendo
necessaria investigacdo complementar através de exames como a ultrassonografia e

analise seminal.
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Tabela 3- Classificagdo de Dubin e Amelar para grau de varicocele no exame fisico

Gravidade da Aspecto Clinico

Varicocele
Grau 1 Palpéaveis apenas através da manobra de Valsava
Grau 2 Palpéaveis sem utilizar a manobra de Valsava
Grau 3 Observaveis visualmente

Fonte: Adaptado de SILVEIRA (2022).

Como tratamento para a varicocele o mais indicado atualmente séo as opcdes
cirirgicas conhecidas como varicocelectomia, que podem ser realizadas com técnicas
distintas, a critério médico, considerando cada paciente (Cayan; Woodhouse, 2007).
Uma opcao bem aceita é a técnica da microcirurgia subinguinal, na qual, é feita uma
incisdo na regido inferior do abdome com o objetivo de identificar e cortar 0os vasos
dilatados do plexo pampiniforme. Esta técnica apresenta uma rapida recuperacgao,
com um pdos-operatorio pouco agressivo e resultados satisfatorios. Outras técnicas
gue podem ser utilizadas sdo microcirurgia retroperitoneal e embolizacéo percutanea
(Macedo; Fonseca, 2015). O tratamento da varicocele através das técnicas de
microcirurgia tem demonstrado uma eficacia de 40 a 60% dos casos, sendo
importante ressaltar que possuem poucas complicacdes e minimas chances de

recorréncia (quando comparadas a outras técnicas) (Zini; Boman, 2009).

A varicocelectomia néo € indicada para todos os pacientes. Normalmente, ela
€ indicada para pacientes classificados no grau 3, quando o paciente apresenta
desconforto. A cirurgia nao é realizada para fins de infertilidade. Porém, a intervencéo
cirargica pode apresentar melhoras nos parametros seminais. Sendo assim, o
procedimento cirirgico é uma espécie de “voo cego”, no qual o médico ira corrigir a
varicocele, mas ndo pode afirmar que a cirurgia ira influenciar no ambito da
infertilidade. S6 apdés 30 a 90 dias da cirurgia que podera ser feito os exames que
indiguem a resposta sobre a melhora dos parametros seminais associados a
fertilidade.

A associagao entre a varicocele, infertiidade e pardmetros seminais nao é
totalmente entendida. A resposta pode estar concatenada a uma analise como um
todo em relagdo aos diversos pontos que contribuem para o desenvolvimento desta
perturbagcdo, por ser uma doenga multifatorial. Nesse quesito, um estudo
metabonémico pode oferecer ferramenta para a elucidagcdo em relacdo a esta
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patologia, especificamente, ao progndstico de melhora dos parédmetros seminais,

auxiliando o médico com uma predicéo dos resultados da varicocelectomia.
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3 HIPOTESE

Quando a varicocele é a causa de infertilidade, ocorre uma mudanga no perfil
de metabdlitos enddégenos que pode ser associada ao quadro de infertilidade e pode
ser monitorada a partir da espectroscopia de RMN de 'H de amostras de soro
sanguineo. Essa perturbacdo também permite fazer um progndstico do emprego da

varicocelectomia visando melhorar os parametros seminais do paciente.
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4 JUSTIFICATIVA

A varicocele pode causar danos ao testiculo e alterar os parametros
espermaticos do individuo. Todavia, ndo é possivel concluir que a varicocele esteja
diretamente relacionada a infertilidade masculina (Arya, 2022). Os estudos realizados
em homens inférteis com varicocele apontam que, apds o tratamento cirurgico da
varicocele, ocorre melhora nos parametros seminais, como 0s niveis séricos de
testosterona, bem como um aumento da taxa de gravidez. Porém, ha casos de
pacientes que mesmo realizando a intervengdo cirurgica n&o logram éxito
(Maheshwari, 2022). Assim como, existe grupo de pacientes que apresentam
varicocele e sao férteis. Mesmo com varios estudos sobre a varicocele, ainda é um

dilema a concluséo entre a causa e/ou cofator com a infertilidade (Bertolotto, 2021)

A metabondmica surge como uma alternativa de grande aplicabilidade nos
estudos de pacientes masculinos inférteis (Mehrparavar, 2019). No nosso estudo, o
biofluido utilizado é o soro de sangue, uma vez que ele contém informagdes dos
metabdlitos enddégenos e que estdo relacionados diretamente a fisiopatologia e

parametros bioquimicos do paciente.

Com o desenvolvimento das pesquisas metabondmica em pacientes com
varicocele infértil, utilizando a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
H, sera possivel predizer de forma minimamente invasiva, usando amostras de soro
sanguineo, 0s casos em que a intervencdo cirurgica pode ser alternativa de
tratamento de infertilidade (Yan, 2021).

Este estudo apresenta método de carater experimental e, apesar do alto custo
de aquisicdo do espectrometro, o custo por analise tem valor baixo, podendo se

constituir como alternativa progndstica agil e precisa.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral
Construir modelos metabonémicos, a partir de espectros de RMN de 'H de soro
sanguineo, que sejam capazes de fazer um prognéstico de melhora (ou n&o) dos

parametros seminais de pacientes submetidos a varicocelectomia.

5.2 Objetivos Especificos
e Adquirir os espectros de RMN de 'H a partir do soro sanguineo de voluntarios

que apresentam um quadro de infertilidade e tenham sido diagnosticados com
varicocele;

e Selecionar os formalismos de analise multivariada que se adequam ao estudo
realizado;

e Construir modelos metabonémicos para o prognostico de melhora dos
parametros seminais pos-varicocelectomia;

¢ Identificar as variaveis mais importantes para a discriminacdo das amostras.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Selecdo dos pacientes e grupo de estudo

Foram selecionados 32 homens voluntarios, entre 20 e 45 anos, atendidos na
clinica de Fertilidade Masculina do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira (IMIP). Todos os voluntarios foram submetidos a varicocelectomia e o material
biolégico (sangue) usado nos ensaios metabondémicos foi fornecido antes da cirurgia.
Também foram coletados amostra de sangue, com trinta dias pds-cirurgia, para avaliar
a melhora (ou ndo) dos pacientes. O estudo se baseia na predigdo da melhora ou ndo
melhora dos parametros seminais dos pacientes com diagndsticos de varicocele e
submetidos a varicocelectomia (Figura 21). Os dados espectrais usados foram de
amostras de soro de sangue coletadas antes da cirurgia e a matriz resposta foi

construida usando dados da analise pds-varicocelectomia.

Figura 21- Distribuicdo dos grupos investigados para o estudo desenvolvido

Grupo Nao melhora

15 voluntéarios que nao
apresentaram melhora dos
parametros seminais

Populacéo do Estudo

32 voluntarios
Grupo Melhora

17 voluntarios que
apresentaram melhora dos
parametros seminais

Autoria proépria.
6.2 Aprovacdo do Comité de Etica
Todos os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) antes de sua inclusédo no estudo. O desenvolvimento desse trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPE - n° 1.978.735 (ANEXO A) e do
IMIP - n° 2.075.028 (ANEXO B).

6.3 Protecéo dos pacientes envolvidos
Os pacientes foram informados de possivel desconforto no ato da pungao
venosa periférica. Esse procedimento de coleta ja faz parte da rotina de avaliagao do

paciente com varicocele. Um profissional habilitado no laboratério de analises clinicas
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do IMIP-PE ao receber a amostra de sangue, realiza a primeira etapa de
centrifugagédo, separagdo do soro e encaminha diretamente ao Laboratério de
Metabondmica e Quimiometria do DQF/UFPE. As informacgdes pessoais dos pacientes
sdo mantidas em sigilo, sob controle, garantindo a privacidade em relagdo aos dados

confidenciais envolvidos.

6.4 Exames clinicos-laboratoriais dos pacientes

Inicialmente, foi realizada a anamnese e avaliacéo clinica dos pacientes pelo
mesmo urologista, em ambiente bem iluminado e com temperatura apropriada (25°C),
com os participantes na posigao supino e vertical. Para a avaliacdo hormonal, foi
realizada a coleta do sangue via pung¢ao venosa, entre as 07:00 e 11:00 da manha,
apos o jejum noturno, e através do sangue, o doseamento sérico foi feito para a
determinacdo das taxas hormonais. Todas as analises dos niveis dos horménios
sexuais foram realizadas no laboratério de analises clinicas do IMIP.

Os parametros hormonais avaliados foram: testosterona total (intervalo de
referéncia: 1,4 — 18,2 mUl/mL), estradiol (intervalo de referéncia: 11,6 — 41,2 pg/dL),
hormdnio foliculo estimulante (FSH) (intervalo de referéncia: 206 — 1200 ng/dL),
hormdnio luteinizante (LH) (intervalo de referéncia: 1,5 — 9,3 mUI/mL), albumina e
globulina de ligagao aos hormdnios sexuais (SHBG) (intervalo de referéncia: 10 — 57
nmol/L). As dosagens de niveis séricos dos hormdnios foram adquiridas através do
analisador automatico ADAVIA Centaur XP, Siemens Healthcare Diagnostics, através
do método de quimioluminescéncia. As dosagens da albumina (intervalo de referéncia
3,4 - 4,8 g/dL) foram determinadas usando o analisador automatizado bioquimico
(Architect c16000, Abbott Diagnostics), através do método colorimétrico. Os niveis de
testosterona livre (intervalo de referéncia 49,9 — 199,9 pg/mL) foram obtidos a partir

da férmula de Vermeulen et al.

6.5 Preparacdo das amostras de soro sanguineo e analise por RMN de 1H

As amostras foram centrifugadas usando 3000 rpm, por 15 minutos, ocorrendo
a separacdo do soro, que foi armazenado em tubos de eppendorf e mantidas
congeladas a — 40°C até serem analisadas por espectroscopia de RMN de 'H. Para a
realizacdo da analise, as amostras foram descongeladas e uma aliquota de 400 pL foi
transferida para um tubo de RMN, com 5 mm de didametro interno e adicionado 200 uL
de agua deuterada (D20), sendo homogeneizados, em seguida. Os espectros de RMN
de 'H foram obtidos usando a sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-
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Gill), com pré-saturagao (presat) do sinal da agua, no espectrémetro Agilent VNMRS

400, operando a 400 MHz e a temperatura de 27°C.

Foram utilizados os seguintes parédmetros experimentais: tempo de pré-
saturacao igual a 2,34 s, janela espectral de 4,8 kHz, numero de ciclos de 88, tau igual
a 0,0004 s, bigtau igual a 0,07 s e 128 transientes. Cada espectro foi adquirido
utilizando um tempo total de 10 minutos e 4 segundos. Os espectros foram
processados usando linebroadening de 0,3 Hz. As linhas de base e distor¢gdes de fase

foram corrigidas manualmente no programa do equipamento.

Efetuou-se outra etapa de processamento, usando o software MestReNova 9.0.
Os espectros foram reavaliados, a linha de base ajustada automaticamente, enquanto
a fase dos espectros foi ajustada manualmente. Apds essa etapa, o sinal do grupo
metila do lactato foi referenciado em & 1,34 ppm e os espectros foram todos colocados
sobreposto para conferéncia dos ajustes. Realizou-se o corte da regido necessaria
para a constru¢cao da matriz de dados, sendo considerado apenas a faixa entre 6 0,77
e 4,04 ppm, que foi dividida em regides (bins) de 0,04 ppm. Para a construgcao do
modelo, agrupamos as matrizes linhas das amostras em uma unica matriz, contendo
as amostras (casos) nas linhas e os bins nas colunas (variaveis) e inserimos uma
coluna com a classificagao das amostras. Dessa forma, foi obtida uma matriz com 32

linhas (amostras) e 83 variaveis, que foi submetida as analises quimiométricas.

6.6 Tratamento estatistico para analises multivariadas

Com a matriz adquirida, foi realizado o tratamento quimiométrico dos dados
espectrais utilizando a plataforma online MetaboAnalyst 5.0. Os dados foram
normalizados pela soma, nas amostras, e autoescalados, nas variaveis. E um
procedimento importante e necessario visto que algumas variaveis apresentam

intensidades baixas, concentrando-se muito préoximas a linha de base (Chong, 2020).

Foi realizada uma analise exploratdria, usando a Analise de Componentes
Principais (PCA). A analise classificatoria foi realizada usando os formalismos Partial
Least Square Discriminants Analysis (PLS-DA) e Orthogonal Partial Least Square
Discriminants Analysis (OPLS-DA) para observar se as amostras se agrupavam nas
classes de interesse. Como forma de validar os modelos PLS-DA e OPLS-DA, foi

utilizado o teste de permutacao, fazendo 2000 permutagdes e para determinar os
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valores de Q?, R? e a exatiddo de classificagdo dos modelos foi utilizado o LOOCV

(Leave-One-Out Cross Validation).

Em seguida, foi construido um modelo metabonémico usando o formalismo
LDA, através do software Statistica 12.0. Os dados foram pré-processados, usando
SNV (Standard Normal Variate) e autoescalamento. A selecdo de variaveis foi
realizada usando o Lambda de Wilks, resultando em uma regressédo contendo cinco
variaveis. A validagao foi feita por LOOCV, da seguinte maneira: construiu-se 32
modelos distintos utilizando as mesmas amostras, com a exce¢do de uma amostra
por vez, a qual foi classificada pelo modelo construido. Apds a etapa de validacéo,
calculou-se as seguintes Figuras de Meérito: sensibilidade, especificidade, valor

preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e exatiddo dos modelos.

A identificagdo dos metabdlitos de interesse foi realizada através dos bancos
de dados eletrbnicos Human Metabolome Database (HMDB) (Wishart, 2022),
Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB) (Baskaran, 2022) e artigos (HTUN,
2021).


https://hmdb.ca/
https://hmdb.ca/
https://hmdb.ca/
https://hmdb.ca/

7

RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Resultados demograficos clinico-laboratoriais

57

A Tabela 4 apresenta os dados demograficos e clinicos dos voluntarios deste estudo, considerando Melhora quando os

voluntarios apresentaram uma elevacdo minima de 30% no total de espermatozoides, pds-varicocelectomia.

Tabela 4- Dados demograficos e clinicos dos 32 voluntarios participantes do estudo

Grupo N&ao Melhora* Grupo Melhora* Xglgi
Exame Fisico e Dados Demograficos

N° de voluntarios n=15 n=17 -
Idade (anos) 32+4 337 0,773
IMC (kg.m™2) 24,6 (23,7-26,3) 26,3 (21,2-29,9) 0,915
Volume do testiculo direito (mL) 15,0 (11,5-16,3) 20,0 (15,0-20,0) 0,248
Volume do testiculo esquerdo (mL) 10,0 (10,0-14,3) 12,0 (10,0-17,5) 0,478
Hormonios Sexuais Pré Pos Valo; Pré Po6s Van; Valoi

de p de p de p
Testosterona (ng/dL) (241-827 ng/dL)? 391 (313-581) 416 (337-578) 0,700 343 (293-530) 415 (315-457) 0,156  0,5408
Estradiol (pg/mL) (11-44 pg/mL)? 29,0 (22,2-37,6) 32,4 (26,4-37,6) 0,547 31,0(28,0-39,8) 25,0(18,8-38,0) 0,617 0,897
FSH (mUl/mL) (1,4 — 13,8 mUI/mL)? 8,5 (5,6-12,5) 9,4 (6,3-19,2) 0,989 6,9 (4,5-8,9) 10,9 (6,8-28,7) 0,141 0,242
LH (mUI/mL) (0,57 — 12,07 mUl/mL)? 6,2 (5,2-7,5) 5,7 (4,9-7,3) 0,032 4,3 (3,2-5,2) 5,4 (5,2-5,6) 0,187 0,999
Anélise Seminal Pré Po6s Valo[ Pré Po6s Valo[ Valo;
de p de p de p

Total de espermatozoides (x10°) (39-928)? 3,0 (0,0-33,3) 5,0 (0,0-30,0) 0,193 5,0 (1,0-19,5) 42,0 (28,5-63,0) <0,001  0.001
Volume (mL) (1,5-7,6 mL)? 4,0 (3,0-4,0) 3,0 (2,0-5,0) 0,291 3,0 (2,0-4,0) 4,0 (2,0-5,0) 0,012  0.235
Concentracéo espermatica (108/mL)(15-259)? 2,0 (0,0-10,0) 1,0 (0,0-6,0) 0,195 3,0 (0,4-8,0) 18,0 (10,0-23,0) <0,001  0.003
Motilidade progressiva (%) (32%-75%) 2 30,0 (17,3-38,75) 22,0 (4,5-31,5) 0,238  26,0(8,0-36,0) 38,0 (25,0-43,0) 0,004  0.023
g(oltgé)de espermatozoides progressivos 3,0 (0,0-33,25) 50(0,0-300) 0009  50(1,6-195)  420(285630) <0001 0.002
Morfologia alterada (%) (24%)? 5,0 (4,0-10,0) 5,0 (3,5-6,5) 0,718 7,0 (5,0-10,0) 9,0 (5,25-10,0) 0,790  0.025

Autoria propria. *Mediana (IQR); $Teste de Wilcoxon - Comparagdo dos niveis séricos intragrupo (pré e pos-varicocelectomia); *Teste de Mann-Whitney- Comparagéo
dos niveis séricos entre os grupos (pos-varicocelectomia); @ Valores de referéncia na faixa etaria dos voluntarios.
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Na Figura 22, sdo apresentados os graficos boxplot para os niveis séricos dos
hormdnios sexuais, indicando a variabilidade de valores nos conjuntos de dados,

antes e apos a varicocelectomia.

Figura 22- Grafico boxplot dos niveis séricos dos horménios sexuais. M — Melhora / NM — N&o-
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Autoria Propria.

Os graficos apresentados na Figura 22 indicam que a varicocelectomia nao
provocou mudangas nos niveis sericos de hormdnios sexuais dos voluntarios, como
ja evidenciado na Tabela 4. Testosterona, Estradiol e FSH (Horménio Foliculo-
Estimulante) apresentaram-se bem dispersos, enquanto os niveis séricos de LH
(Horménio Luteinizante) teve baixa disperséao.

Na Figura 23, sao apresentados os graficos boxplot para os niveis séricos dos

parametros seminais, dos pacientes antes e apds a cirurgia.
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Figura 23- Grafico bloxpot dos niveis séricos dos parametros seminais. M — Melhora / NM — Nao-
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Autoria Propria.

E possivel observar a dispersdo no grupo melhora, quando comparado ao
grupo que nado melhorou, mas a motilidade também apresentou uma disperséo
consideravel no grupo ndo-melhora. As amostras apresentam distribuicdo n&do-normal
e nos parametros de contagem de espermatozoides e concentragao espermatica foi
possivel observar valores discrepantes (outlier). Para entendermos a relagdo dos
parametros seminais com a infertilidade, de forma geral, a relagéo seria de quanto
maior a contagem de espermatozoides, maior a concentracdo de espermatozoides,
maior motilidade e maior a probabilidade de sucesso gestacional. Todavia, mesmo
que o individuo apresente baixa contagem de espermatozoides, mas possua boa

concentragdo espermatica e motilidade, consiga éxito gestacional.

Observando a Tabela 4, a hip6tese admitida no estudo é que a varicocelectomia
repercute nos parametros que afetam a infertilidade apenas de alguns pacientes e,
portanto, € possivel criar um modelo metabonémico para predizer aqueles pacientes
que serao afetados positivamente. No primeiro momento, é possivel observar que nao
ha diferengas significativas em relacao a idade, IMC e volume dos testiculos direito e
esquerdo de ambos 0s grupos, ou seja, ndo sao considerados critérios discriminantes
da fertilidade. Nao foi obtido informagdes acerca dos volumes dos testiculos, apds a
cirurgia, impossibilitando admitir importancia estatistica intragrupos. A avaliagdo dos
volumes testiculares € interessante investigar, visto que, o tamanho dos testiculos esta

associado a espermatogénese (processo que ocorre a formagdo dos



60

espermatozoides), permitindo uma associagdo com a produgcdo normal de

espermatozoide (Macedo; Fonseca, 2015).

O IMC (indice de Massa Corporal) &€ um parametro importante na avaliagéo do
quadro de infertilidade, pois a obesidade estd associada a menor producdo de
testosterona e ao estresse oxidativo a nivel testicular. A Tabela 4 indica que os
voluntarios tém valores de IMC comparaveis e com mediana abaixo do valor que
indica obesidade, a partir de IMC igual a 30, obesidade | (Da Silva, 2022). O FSH, LH,
Estradiol e Testosterona sao os responsaveis por todo o ajuste da atividade testicular
e, quando as taxas estdo irregulares, elas podem afetar diretamente a fertilidade
(Ashoub et al., 2021). Ao ser observado os efeitos hormonais, comparando os grupos
de forma global — Melhora e Nao-Melhora —, os niveis séricos de testosterona,
estradiol, FSH e LH nao apresentaram significancia estatistica, ou seja, a intervencéao
cirurgica, neste caso, nao influenciou para que esses parametros fossem

determinantes na discriminagao dos grupos.

Na analise seminal, sdo observados os parametros referentes a quantidade de
espermatozoides e a viabilidade destes, ou seja, a morfologia e a motilidade. A
quantidade e concentragao total de espermatozoides, motilidade e morfologia tém
relacao diretamente proporcional com as chances de fecundagdo, por isso esses

valores sao deterministicos na avaliagao estatistica do progndstico (Yamei, 2020).

Observando os parametros seminais obtidos, é possivel concluir que existe um
evidente impacto no tratamento cirurgico na melhora dos aspectos citados acima, visto
que, em relagdo ao grupo Melhora, comparando intragrupos, houve um aumento
consideravel no total de espermatozoides, concentragao espermatica, motilidade e no
total de espermatozoides progressivos, apresentando significancia estatistica
(p<0,05). Quanto a morfologia, ndo foram observadas mudancgas significativas. No
tocante a analise entre os grupos, foi observada variagdo estatisticamente
significativas, para todos os parametros avaliados, com excec¢ao do volume de sémen

fornecido.

Vale salientar que a varicocelectomia € um procedimento cirurgico invasivo e
nos resultados acima foi possivel comprovar que existem casos em que o
procedimento melhora os parametros seminais, como ha casos que o0s parametros
seminais nao tiveram alteragoes significativas. Sendo assim, a constru¢ao de modelos

metabonémicos com o propédsito da predicdo da melhoria (ou ndo) da qualidade
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seminal pos-varicocelectomia, pode ser mais uma ferramenta importante para auxiliar

o0 médico na tomada de deciséo.

7.2 Espectro de RMN de 1H dos grupos N&do-Melhora e Melhora

AFigura 24 apresenta espectros de RMN de '"H de amostras de soro dos grupos
Melhora e N&o Melhora. Visualmente, ndo ¢é possivel identificar diferencas
significativas entre os espectros. Nos espectros foram realizados os cortes dos sinais
que nao serao utilizados na modelagem e é através do pré-processamento desses

espectros que a matriz de dados é obtida.

Figura 24- Espectros de RMN de 1H (400 MHz, D20, Presat-CPMG) de amostras de soro dos grupos
Melhora (acima) e Ndo-Melhora (abaixo)
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Autoria propria.
As amostras dos dois grupos apresentam o mesmo padrao espectral, ndo

sendo possivel, apenas com inspecgao visual, identificar as diferencas entre elas.
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7.3 Andlise Exploratéria - PCA

As Figuras 25 e 26 apresentam os graficos de escores da PCA, usando duas
formas de pré-processamento. A planilha matriz (input) utilizada na analise esta no
APENDICE A.

Figura 25- Gréficos dos escores das amostras do modelo PCA obtido a partir da matriz CPMG com os
pré-processamentos da normalizagao por soma e centralizagdo na média, realizada usando a matriz
de covariancia. Em vermelho, amostras do grupo ndo-melhora; em verde, amostras do grupo melhora
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Figura 26- Graficos dos escores das amostras do modelo PCA obtido a partir da matriz CPMG com os
pré-processamentos da normalizacdo por soma e autoescalamento, realizada usando a matriz de
covariancia. Em vermelho, amostras do grupo ndo-melhora; em verde, amostras do grupo melhora
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Observando os escores com seus respectivos pré-processamentos, nao foi
possivel identificar agrupamento natural das amostras nas classes de interesse,
indicando que a variancia no conjunto de dados associada ao status bioquimico do
quadro de infertilidade associada a varicocele, é relativamente pequena. No
processamento centralizacdo na média € possivel visualizar uma amostra anédmala,
possivelmente outlier, na primeira e segunda componente, ja no autoescalamento néo
apresenta amostras anédmalas. Com isso, foi feita a opcao de usar normalizagao pela

soma e autoescalamento como pré-processamentos dos dados.

Observando o Scree plot (Figura 27), a linha azul esta relacionada a quanto
cada componente individualmente explica a variancia no conjunto de dados, ou seja,
a primeira componente consegue explicar 31%, a linha superior explica as variagdes
acumuladas. Isto significa que as cinco primeiras componentes juntas explicam 83,5%

da variancia contida no conjunto de dados.

Figura 27- Scree plot da PCA. Em azul, a variancia explicada por cada PC; e em verde, a variancia

acumulada
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Autoria proépria.

Na analise exploratdria pela PCA, com o pré-processamento normalizagao por

soma e autoescalamento, ndo identificamos outlier, ndo houve a necessidade de

excluir amostras e ndo obtivemos separagao entre as classes, sendo necessario

utilizar os métodos supervisionados.

7.4 Analise Classificatoria — PLS-DA
Na constru¢cdo do modelo PLS-DA, foram aplicados os processamentos

normalizagdo pela soma e autoescalamento. O modelo PLS-DA mostrou uma forte
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sobreposicdo das amostras, que acaba sendo evidenciado tanto no grafico de

escores, quanto nos valores de R? e Q? da regresséo (Figura 28).

Component 2 ( 15.9 %)

Figura 28- Grafico de escores (esquerda) e figuras de mérito (direita) do modelo PLS-DA
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Autoria propria.

No grafico do desempenho do modelo,
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foi observado que a capacidade

preditiva do modelo é baixa com a exatiddao de apenas 50% usando a primeira

componente, no modelo usando de um a cinco componentes. No teste de permutacao

(Figura 29), o Q? é negativo, confirmando que o modelo ndo teve capacidade preditiva

e o valor do p calculado foi de 0,982, indicando que o modelo ndo apresenta

significancia estatistica.

Figura 29- Teste de permutacao da PLS-DA com 2000 permutagdes
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Autoria propria.

15 20

Portanto, o modelo PLS-DA nao discriminou as amostras com a capacidade

preditiva satisfatéria indicando que no teste quando ocorreu a comparacdo do

classificado pelo modelo com a classificagdo original ndo foi estatisticamente
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significativo. Por isso, outro método supervisionado foi testado (Anwardeen et al.,
2023).

7.5 Andlise Classificatéria — OPLS-DA
Pode-se observar no grafico de escores formado entre a primeira componente
e a sua ortogonal (Figura 30) que de fato n&o houve separagéao entre os grupos, como

ja tinha sido evidenciado no PLS-DA.

Figura 30- Grafico de escores (esquerda) e de permutagdes (direita) do modelo OPLS-DA
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Autoria prépria.
O teste de permutagéao indicou que o modelo n&o tem significancia estatistica,

pois, os valores de p foram iguais a 0,7395 e 0,8795, para Q? e R?Y, respectivamente.

Os formalismos PLS-DA e OPLS-DA utilizam todas as variaveis do conjunto de
dados. Em alguns casos, a dispersao intragrupo pode ser tdo intensa, que atrapalha
a discriminagao entre os grupos. Em casos dessa natureza, uma alternativa é usar
uma etapa de selegao de variaveis, como o Lambda de Wilks, e a partir disso construir
o modelo LDA, que é outra analise classificatéria e permite explorar melhor essa
relacdo entre os conjuntos de dados. Este processo exige um esforgo computacional

maior por conta da etapa de sele¢ao de variaveis.

7.6 Andlise Classificatoria - LDA

Como néo foi observada separagéo na analise exploratéria entre as classes de
interesse na PCA e os métodos classificatorios PLS-DA e OPLS-DA tiveram baixa
capacidade preditiva, foi realizado outra andlise classificatoria usando LDA, a fim de

obter um modelo com melhor poder preditivo.
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A partir da matriz de dados normalizada pelos pré-processamentos SNV e
autoescalamento (APENDICE B), foram selecionadas as seguintes variaveis
(deslocamentos quimicos): & (ppm) 0,85, 1,25, 2,09, 2,57 e 2,61, através de Lambda
de Wilks. Na Figura 31, estdo indicadas as possiveis variaveis responsaveis pela
separacao dos grupos.

Figura 31- Espectro de RMN e 1H (PRESAT-CPMG, 400 MHz) do soro, com atribuicdo dos sinais
selecionados no formalismo LDA
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Autoria prépria.

A Tabela 5 apresenta, de forma resumida, os achados a partir do modelo LDA,

indicando onde cada metabdlito apresentou nivel sérico mais elevado.

Tabela 5- Identificagao dos principais metabdlitos discriminantes, bins correspondentes e niveis de
concentracao relativos em cada grupo

Metabdlitos S (ppm)
VDL/LDL 0,85 Sinal mais intenso no grupo ndo-melhora
Isoleucina 1,25 Sinal mais intenso no grupo melhora
Glutamato 2,09 Sinal mais intenso no grupo ndo-melhora
Nao foi possivel atribuir sinal 2,57 Sinal mais intenso no grupo melhora
Metionina 2,61 Sinal mais intenso no grupo ndo-melhora

Autoria proépria.

Em relacado a identificacdo dos metabdlitos, foi considerada uma margem de
10,02 ppm do bin, sendo indicados os seguintes metabdlitos: o sinal em & 0,85 ppm
foi atribuido aos grupos metilas das lipoproteinas VLDL/LDL (HTUN, 2021), enquanto
o sinal em & 1,25 ppm foi atribuido a metila da Isoleucina (HMDB), o sinal em & 2,09
ppm foi atribuido ao Glutamato (BMRB) e o sinal em & 2,61 ppm foi atribuido a
Metionina (HMDB). O sinal em & 2,57 ppm néo foi atribuido e, assim como o sinal em

0 2,61 ppm, tem baixa razao sinal/ruido.
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Esses sinais com baixa razdo sinal/ruido, e que sao relevantes para a
discriminagao, podem indicar que os parametros utilizados no filtro de T2 ndo estejam
otimizados. Em outras palavras: esses sinais podem ser de espécies que tém valores
de T2 proximos ao valor de tau empregado. Algo semelhante foi observado nos
estudos utilizando amostras de sémen ja desenvolvidos pelo grupo de pesquisa (Neto,
2022). Para a confirmacgéo dos metabdlitos, assim como a rota metabdlica envolvida,
sd0 necessarios outros ensaios especificos como estudos das correlacbes para
atribuir adequadamente esses sinais.

De acordo com a literatura, a isoleucina € um aminodacido essencial para o
metabolismo energético e que em homens com diagnéstico de infertilidade a sua
intensidade é diminuida, e quando observamos em relacdo aos grupos estudados, 0s
pacientes que melhoraram os parametros seminais ap0s a varicocelectomia e que
podem ter chance de sucesso gestacional, este metabdlito estd mais intenso
juntamente com o metabdlito cujo sinal ndo foi atribuido. A isoleucina e infertilidade
masculina ndo sao pragmaticos, todavia pode estar relacionada ao metabolismo
energético e ao estresse oxidativo culminando na espermatogénese (Qiao, 2017;
Neto, 2020).

Estudos apontam relacdo entre VLDL e glutamato com obesidade ou
sobrepeso por questdes enddcrinas de disfuncao hipotalamica. O fator obesidade esta
associada a menor producdo de testosterona e estresse oxidativo. O glutamato é
encontrado em abundancia nos testiculos, especificamente, no fluido seminal. Eis 0
motivo que as concentracdes endogenas podem influenciar na fertilidade. Assim
como, a metionina que € um dos aminodcidos responsaveis pela producdo da
carnitina e que esta relacionada com a motilidade do espermatozoide, parametro este
fundamental no aspecto da infertilidade masculina. Relacionando os metabdlitos com
0S grupos, € observado que no grupo onde ndo houve melhora dos parametros
seminal apds a cirurgia, estdo mais intensos (Da Silva, 2022; Gouveia, 2017; Cenci,
2016).

Salientamos que apesar da identificacdo desses metabdlitos como variaveis
importantes para a discriminacéo dos grupos em nosso estudo, a confirmacao desses
achados, as rotas metabdlicas para uma melhor compreensdao do mecanismo que
explica o impacto da varicocele no quadro de infertiidade masculina precisam ser
investigadas e confirmadas. Portanto, mais pesquisas Sao necessarias para

esclarecer a importancia desses metabdlitos para a espermatogénese.
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As funcgbes discriminantes indicam o peso de cada varidvel na combinacgéo
linear. Considerando que escores maiores na fungéo discriminante classificam a
amostra no grupo Nao-Melhora, aquelas variaveis que tém peso positivo, quando se

apresentam mais intensas, levam a amostra a ser classificada no grupo Nao-Melhora.
FD = 5,269 X 60,85 - 5,227 X 61’25 + 1,778 X 62’09 - 4‘,866 X 62'57 + 6,206 X 62,61 - 1,376

Sendo assim, os sinais em & (ppm) 0,85, 2,09 e 2,61 estdo mais intensos nas
amostras do grupo Nao-Melhora, pois apresentaram pesos positivos nas funcdes
discriminantes. Enquanto os sinais em & 1,25 e 2,57 ppm estdo mais intensos nas
amostras do grupo Melhora, pois tém peso negativo. Portanto, aqueles que néo
apresentaram melhora dos parametros seminais tinham um nivel mais elevado de
lipoproteinas de baixa densidade, glutamato e metionina. Enquanto aqueles que
apresentaram melhora tinham niveis séricos mais elevados de isoleucina e do
metabdlito ndo identificado.

Foram identificados trés casos de falso-positivo e dois casos de falso-negativo.
Com isto, a LDA demonstrou uma exatidao de 84,4%, como pode ser visto na Tabela

6.
Tabela 6- Matriz de Confusao do Modelo LDA apds Validagao Cruzada

Diagnostico Clinico

Melhora Nao-Melhora
Melhora 15 3
Modelo LDA Nao-Melhora 2 12

Exatiddo = 84,4%; Sensibilidade = 88,2%; Especificidade = 80,0%; Valor
Preditivo Positivo = 83,3%; Valor Preditivo Negativo = 85,7%. Fonte: Autoria
Prépria.

A Figura 32 apresenta o gréafico de escores na LDA, considerando as classes

de interesse — Melhora (escore igual a zero) e Nao-Melhora (escore igual a um).
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Figura 32- Grafico de escores da LDA. Elipse verde — Melhora. Elipse vermelha — Nao-Melhora
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Autoria propria.

A representacéao grafica ajuda a compreender melhor essas classificacdes, pois
0 modelo classificou de forma equivocada apenas cinco amostras. Observando os
valores das Figuras de Mérito do modelo esta abaixo daqueles observados no trabalho
de nosso grupo, usando amostras de fluido seminal, que alcancou 93,1% de exatidao
(Neto et al.,2022). No entanto, a modelagem aqui apresentada tem a vantagem de
nao constranger o paciente e pode ser utilizada como uma ferramenta de screening,
sem alterar a rotina clinica do paciente.

Este € um trabalho piloto que necessita de ampliacdo do conjunto amostral,
mas que apresenta resultados promissores. Vale salientar que a interpretacéo desses
resultados nédo pode ser feita no sentido da identificacéo de biomarcadores individuais,
pois a discriminacdo observada é alcancada a partir da combinacéo linear das
intensidades relativas, no espectro de RMN de 'H, das amostras. Ademais, 0 modelo
LDA tem capacidade para predizer os pacientes que serdo afetados positivamente

pela varicocelectomia com o objetivo de melhorar os parametros seminais.
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8 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a estratégia metabonémica baseada em RMN de 'H
tem potencial para ser usada como ferramenta no prognostico para alteragbes dos
parametros seminais poés-varicocelectomia, utilizando dados espectrais obtidos a
partir de soro sanguineo. Sendo considerada de uma grande vantagem e
aplicabilidade por se tratar de um procedimento minimamente invasivo, simples, que
requer uma preparacao minima da amostra, e reprodutivel, que possibilita o estudo

em larga escala (Emwas, 2019).

Como resultado deste estudo, por meio do LDA, a capacidade de classificar
corretamente as amostras nos grupos Melhora e Nao-Melhora, os modelos
metabondmicos foram construidos com a exatidao de 84,4%. Apds a validacéo por
LOOCYV, as figuras de mérito foram calculas, resultando em 88,2% de sensibilidade,
80,0% de especificidade, valores preditivos positivo e negativo iguais a 83,33% e
85,71%, respectivamente. As variaveis selecionadas como importantes na

discriminagao dos grupos foram: & (ppm) 0,85, 1,25, 2,09, 2,57 e 2,61, confirmando

a hipotese admitida que os espectros de RMN de 'H, obtidos a partir do soro

sanquineo, possuem informacodes relevantes acerca da predisposicao a melhora

dos padroes seminais pds-varicocelectomia.

No que pese os bons resultados observados, pelo menos duas regides
espectrais selecionadas tém intensidades reduzidas nos espectros tanto para as
amostras do grupo Melhora, quanto no grupo N&o-Melhora. Essa caracteristica
também foi observada no estudo realizado pelo grupo usando fluido seminal. Isso
sugere que o filtro de T2 ndo esteja otimizado para estudos visando progndstico de
melhora dos parametros seminais. Entretanto, a otimizagcdo do filtro de T2 € outro
estudo, que demanda mais tempo de maquina para execucao e nao estava previsto

no projeto inicial.

O modelo construido pode ser de grande utilidade na pratica clinica, ajudando
na conducao de homens que apresentam o diagndstico de varicocele e infertilidade e
que desejam saber sobre o efeito da varicocelectomia em relagédo ao impacto nos
parametros seminais e consequentemente sua chance de sucesso gestacional.

Utilizando a estratégia metabondmica, foi possivel predizer a melhora dos parametros



71

seminais, através do soro sanguineo, uma vez que o exame rotineiramente realizado
€ 0 espermograma, cuja coleta pode causar constrangimento ao paciente, e neste
caso, os resultados atingidos com o soro sanguineo foram auspiciosos, podendo ser
utilizado como uma ferramenta que pode auxiliar o médico na tomada de deciséo e

orientar o paciente sobre o progndstico apds a cirurgia.

9 PERSPECTIVAS

O presente trabalho possui oportunidades de melhoria e aprofundamento,

visando a continuidade no projeto, como:

e Ampliar o numero de amostras a fim de ser possivel dividi-las em dois grupos:
conjunto de treinamento e de teste, com amostras representativas em cada
classe;

e Selecionar as variaveis discriminantes em cada modelo metabondmico e
identificar quais metabdlitos endbégenos, através de RMN bidimensional, estao
associados as possiveis discriminagdes a serem observadas no presente
estudo;

e Investigar as rotas metabdlicas envolvidas, para uma melhor compreensao do
mecanismo que explica o impacto da varicocele no quadro de infertilidade

masculina;

Os achados dessa pesquisa possibilitam a abertura para o desenvolvimento de
trabalhos com a mesma estratégia, visando diagndstico e prognostico de

enfermidades que acometem o sistema reprodutor masculino.
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA DA UFPE
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ANEXO B — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA DO IMIP
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