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RESUMO

A varicocele é a causa corrigivel mais comum de infertilidade masculina, no entanto, a predi¢édo

uA

dos resultados da varicocelectomia é dificil. As técnicas "Omicas" tém sido cada vez mais
usadas para desenvolver novas ferramentas de diagndstico e progndstico para varias causas de
infertilidade masculina, e podem ser aplicadas para estudar a varicocele. Os objetivos deste
trabalho foi criar modelos metabondmicos capazes de segregar homens que melhoraram os
parametros da analise seminal (AS) ou alcancaram gravidez natural apo6s varicocelectomia
microcirargica (VM) daqueles que ndo o fizeram, utilizando espectros de ressonancia
magnética nuclear de Hidrogénio 1 (RMN de H1) do plasma seminal de amostras pré-
operatorias, bem como identificar os principais metabolitos e vias metabolicas responsaveis
pela segregacdo dos grupos. Foram recrutados 29 homens inférteis com varicocele palpavel.
Espectros de RMN de H1 do plasma seminal foram obtidos de amostras pré-operatérias e
utilizados para criar modelos metabonémicos. A melhora foi definida como um aumento na
contagem total de espermatozoides maveis progressivos (TMC) da AS pds-operatoria quando
comparada a linha de base, e a gravidez foi avaliada durante 24 meses ap6s a VM. Utilizando
a Analise Discriminante Linear (LDA), criou-se um modelo que discriminou 0os homens que
melhoraram a AS daqueles que ndo o fizeram, com uma acuracia de 93,1%. Outro modelo
separou 0s homens que alcancaram a gravidez natural dos homens que néo o fizeram. Foram
identificados sete metaboélitos importantes para a segregacdo de grupos: caprilato, isoleucina,
N-acetiltirosina, carnitina, N-acetilcarnitina, creatina e treonina. Descrevemos o uso de
modelos metabondmicos para predizer com alta acuracia os desfechos da VM em homens
inférteis com varicocele. Os metabdlitos mais importantes para a segregacao de grupos estdo
envolvidos no metabolismo energético e na resposta ao estresse oxidativo, destacando o papel
fundamental desses mecanismos na fisiopatologia da varicocele. A espectroscopia de RMN de
H1 do plasma seminal pode ser usada em conjunto com ferramentas estatisticas multivariadas
para criar modelos metabondmicos Uteis para segregar homens com varicocele com base nos
resultados reprodutivos da VM. Esses modelos podem ajudar a aconselhar homens inférteis

com varicocele em relacdo ao seu progndstico apos a cirurgia.

Palavras-chave: metaboloma; metabolémica; fertilidade; varicocele; espectroscopia de RMN;
gravidez.



ABSTRACT

Varicocele is the most common correctable cause of male infertility, however, predicting
varicocelectomy outcomes is difficult. “Omics” techniques have been increasingly used to
develop new diagnostic and prognostics tools for several male infertility causes and could be
applied to study varicocele. This study aims to create metabonomics models capable of
segregating men who improved semen analysis (SA) parameters or achieved natural pregnancy
after microsurgical varicocelectomy (MV) from those who did not, using Hydrogen-1 nuclear
magnetic resonance (H1 NMR) spectra of seminal plasma of pre-operative samples, as well as
to identify the main metabolites and metabolic pathways responsible for segregation of groups.
We recruited 29 infertile men with palpable varicocele. H1 NMR spectra of seminal plasma
were obtained from pre-operative samples and used to create metabonomics models.
Improvement was defined as an increase in the total motile progressive sperm count (TMC) of
the post-operative SA when compared to the baseline, and pregnancy was assessed during 24
months after MV. Using Linear Discriminant Analysis (LDA), we created a model that
discriminated the men who improved SA from those who did not with an accuracy of 93.1%.
Another model segregated men who achieved natural pregnancy from men who did not. We
identified 7 metabolites that were important for group segregation: caprylate, isoleucine, N-
acetyltyrosine, carnitine, N-acetylcarnitine, creatine and threonine. We described the use of
metabonomics model to predict with high accuracy the outcomes of MV in infertile men with
varicocele. The most important metabolites for group segregation are involved in energy
metabolism and oxidative stress response, highlighting the pivotal role of these mechanisms in
the pathophysiology of varicocele. H1 NMR spectroscopy of seminal plasma can be used in
conjunction with multivariate statistical tools to create metabonomics models useful to
segregate men with varicocele based on the reproductive outcomes of MV. These models may

help counsel infertile men with varicocele regarding their prognosis after surgery.

Keywords: metabolome; metabolomics; fertility; varicocele; NMR spectroscopy; pregnancy.
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1 INTRODUCAO

1.1 INFERTILIDADE MASCULINA

A espermatogénese é uma intrincada rede de processos sequenciais responsaveis pela
producdo do gameta masculino, o espermatozoide. Todos esses processos ocorrem nos tubulos
seminiferos, pequenas estruturas tubulares consideradas as unidades funcionais dos testiculos.
Cada testiculo humano contém aproximadamente 600 — 1200 destes tabulos e é capaz de
produzir até 275 milhdes de espermatozoides por dia (1). Os processos envolvidos na
espermatogénese sdo comuns a outros mamiferos e incluem proliferacdo e diferenciacéo
espermatogdnia em espermatdcitos, meiose de espermatdcitos, espermiogénese e espermiacao
(2). Os tipos de células que participam da espermatogénese humana (ou seja, células de Sertoli,
células de Leydig, células germinativas e células peritubulares) também sdo encontrados e
compartilham semelhancas com outros mamiferos. Devido & sua complexidade, este processo
é suscetivel a interferéncia de varios fatores fisioldgicos e patoldgicos, sendo os ultimos

responsaveis por varias causas de infertilidade masculina (1).

A infertilidade conjugal € definida como a falha de se ter uma gravidez bem-sucedida
apo6s 12 meses de relagdes sexuais ndo protegidas e regulares (3, 4). Estudos populacionais
mostram que cerca de 10 a 15% dos casais sao inférteis, sendo metade destes casos devido a
fatores encontrados no homem, sendo 20% desses exclusivamente masculinos e 0s demais
30% combinados com fatores femininos (5, 6). Sendo assim, estima-se que pelo menos 30

milhdes de homens sejam inférteis ao redor do mundo (7).

Uma recente metanalise da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelou que, no
mundo, 17.5% das mulheres em idade fértil nunca tiveram filhos apesar de relagdes sexuais
frequentes (8). No entanto, estudos realizados no Brasil ndo foram incluidos nesta analise. Uma
pesquisa anterior, também realizada pela OMS, revelou que 18.3% das mulheres em idade fertil
nunca tiveram filhos apesar de relagdes sexuais frequentes, estatistica similar a de outros paises
em desenvolvimento (9). Infelizmente a epidemiologia da infertilidade masculina no Brasil é

desconhecida, ndo havendo estudos populacionais sobre este tema.

A propedéutica basica do homem infértil inclui anamnese e exame fisico completos,
bem como avaliagdo hormonal e exame de espermograma, sendo este ultimo o exame

complementar de maior importancia nestes casos. Ademais, podem ser utilizados testes de



14

funcdo do espermatozoide, teste de qualidade do material genético do gameta masculino, e
testes genéticos (10). Apesar de grandes avangos no diagndstico e tratamento da infertilidade
masculina, ainda 30% dos homens inférteis sdo categorizados como casos de “infertilidade
idiopatica”, além disso, o entendimento sobre os mecanismos pelos quais diversas condigdes

causam infertilidade masculina ainda esta longe de ser completo (2).

E importante destacar que os valores de referéncia dos pardmetros do espermograma
foram estabelecidos pela OMS, sendo baseados exclusivamente nos percentis 5 de uma amostra
de 1953 homens férteis provenientes de apenas 8 paises, dentre os quais 0 Brasil ndo esta
incluido (11). A metodologia escolhida para o estabelecimento dos valores de referéncia tem
sido criticada devido a limitada capacidade de utilizacdo desses valores para populacGes
especificas, como no caso da populacdo brasileira (12). Além do mais, até o presente momento,
ndo ha nenhum estudo para estabelecer os valores de referéncia dos parametros do
espermograma para a populacdo masculina brasileira. Recentemente alguns autores tém
demonstrado que o total de espermatozoides mdveis progressivo no ejaculado, calculado
multiplicando-se 0 ndmero total de espermatozoides no ejaculado pela porcentagem de
espermatozoides com motilidade progressiva, € um parametro que tém uma melhor correlagédo
com as taxas de gravidez quando comparado com os pardmetros tradicionais do espermograma
(13, 14). Para estes autores, o valor de referéncia seria de no minimo 20 milhGes de
espermatozoides com motilidade progressiva no ejaculado (13, 14).

Embora exames complementares sejam utilizados rotineiramente na avaliacdo da
fertilidade masculina, excetuando-se os casos de auséncia de espermatozoides no sémen
(azoospermia), atualmente ndo é possivel afirmar definitivamente que um homem ¢é infértil
baseado apenas nos resultados do espermograma ou de outros exames complementares (10, 15-
17).

A Figura 1 representa as causas mais comuns de infertilidade masculina. E interessante
notar que, apesar de grandes avancgos no diagndstico e tratamento da infertilidade masculina,
ainda cerca de 30% dos homens inférteis sdo categorizados como casos de “infertilidade
idiopatica”(18). Além disso, o entendimento sobre os mecanismos pelos quais diversas

condicGes causam infertilidade masculina ainda esté longe de ser completo.
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FIGURA 1 - Distribuigao das causas de infertilidade

Outras 11%
Imunolégica 3%
Criptorquidismo 3%

Idiopatica 36%
Obstrucdo 17%

Varicocele 30%

Fonte: Adaptado de Sigman (2009) (18)

1.2 VARICOCELE

A varicocele ¢ a causa corrigivel mais comum de infertilidade masculina, responsavel
por 35% dos casos de infertilidade masculina primaria, e 80% dos casos de infertilidade
secundaria, (19). Porém estima-se que 80% dos homens com varicocele sejam férteis (20). Esta
condicédo é definida como uma dilatacdo anormal das veias espermaticas internas devido ao
refluxo sanguineo venoso causado por valvulas venosas incompetentes (Figura 2). Cerca de
90% dos homens com varicocele apresentam dilatacdo do plexo pampiniforme apenas do lado
esquerdo (21). A maior prevaléncia da varicocele no lado esquerdo é explicada pela anatomia
das veias gonadais. As veias do plexo pampiniforme se confluem ao nivel do anel inguinal
interno, formando as veias gonadais. Do lado esquerdo, a veia gonadal desemboca na veia renal
esquerda em um angulo de 90 graus, o que causa um aumento da pressao nesse sistema venoso,
aumentado o refluxo de sangue para o plexo pampiniforme esquerdo. Por outro lado, a veia
gonadal direita termina na veia cava formando um angulo obliquo, o que reduz a pressdo no
plexo pampiniforme direito, diminuindo o refluxo venoso deste lado. Nos casos de varicoceles
bilaterais € comum a presenca de uma variagdo anatdmica onde a veia gonadal direita drena na

veia renal direita, também em angulo reto (22).
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FIGURA 2 - Anatomia da varicocele

Veia Renal
Esquerda

Veia
Gonadal
Esquerda

Valvula

Plexo danificada

Pampiniforme
Esquerdo
varicocele

Vela normal Varicocele

Fonte: Adaptado de Jensen (2017)(23)

Pesquisas contemporaneas mostraram que varios fatores ndo mutuamente exclusivos
ligam a varicocele a infertilidade masculina (Figura 3) (23). A hipertermia testicular é a
hipdtese mais aceita para explicar o dano causado pela varicocele (24). A perda do mecanismo
de contracorrente causada pelo refluxo do sangue abdominal através de valvulas incompetentes
das veias espermaticas internas para o plexo pampiniforme leva a hipertermia escrotal (25, 26).
A temperatura ideal para a espermatogénese é de 2 a 4 ° C menor do que a temperatura do
corpo, e o estresse térmico estd associado ao aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) pelas mitocondrias celulares, membrana plasmética, citoplasma e
peroxissomas. O dano celular por hipertermia ocorre em diferentes graus nos varios
compartimentos celulares (27). Nos testiculos, a espermatogdnia B e 0s espermatozoides em
desenvolvimento sdo altamente vulneraveis ao estresse térmico(1). Pelo contrério, as

espermatog6nias A, assim como as células de Leydig e Sertoli, sdo termorresistentes (24).

A estase do sangue nos microvasos testiculares causada pelo refluxo venoso pode levar
a isquemia em homens com varicocele (28). Um estudo utilizando ultrassonografia
ultrassensivel com Doppler (USGD) demonstrou que o fluxo testicular avaliado com base na
razdo superficial dos vasos sanguineos diminuiu em 60% e 80% (P<0,05) durante a manobra
de Valsalva em pacientes com varicoceles graus 2 e 3, respectivamente, sugerindo que a
isquemia ocorre quando a pressao hidrostatica venosa da veia testicular interna excede a pressao
arteriolar testicular. De Win e colaboradores demonstraram que, em homens com varicocele,

um pico de fluxo retrogrado superior a 38 cm / s foi associado ao aumento do dano ao DNA do
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esperma (29). Oclusdo arteriolar por microtrombos, degeneracdo de células germinativas,
atrofia de células de Leydig e espessamento fibrotico das membranas basais de tubulos
seminiferos foram observados em espécimes de bidpsia testicular (30). As ERO sao produzidas
por varias fontes durante esse estado hipoxico, incluindo ativacdo do fator 1 induzivel por
hipoxia, disfuncdo mitocondrial, xantina desidrogenase/oxidase, NADPH oxidase 5 associada
a membrana e fosfolipase A2 (24). Além disso, a hipdxia pode levar a aumentos na expressao
de leptina e citocinas no tecido testicular, incluindo interleucinas 1 e 6, o que pode induzir a
geracdo de ERO (31-33).

Além disso, estudos que avaliaram o estresse oxidativo em humanos com insuficiéncia
venosa crénica demonstraram aumento da producdo de ERO e diminuicdo do potencial
antioxidante nas varizes (34, 35). Postula-se que a tensdo de cisalhamento causada pela
hipertensdo hidrostatica local pode ativar varios tipos de moléculas de adeséo, como selectinas,
integrinas, e outras moléculas de adeséo celular. Esse fendmeno também pode levar a um
aumento da migracdo de leucocitos para a parede da veia. Ap6s a migracao, esses leucocitos
sdo ativados e comecam a produzir quantidades aumentadas de ERO. Além disso, a tensdo de
cisalhamento e o0 ambiente hipdxico nos vasos sanguineos podem induzir a producao excessiva
de oxido nitrico, uma ERO, via 6xido nitrico sintase endotelial, agravando ainda mais o estresse
oxidativo na microcirculagéo testicular (36). De fato, um estudo utilizando modelo animal
demonstrou aumento dos niveis testiculares de 6xido nitrico em ratos com varicocele induzida
experimentalmente, mesmo na auséncia de alteracdes histopatologicas (37). Esses achados
sugerem que a geracdo excessiva de ERO é uma consequéncia precoce da varicocele e precede

a falha da espermatogénese.

Outro mecanismo que pode participar da fisiopatologia da varicocele é o refluxo de
metabolitos. Estudos flebograficos demonstraram fluxo sanguineo retrégrado das veias renais
e adrenais para a veia testicular esquerda em homens com varicocele (38). Alguns autores
descreveram refluxo de metabolitos renais e adrenais, como prostaglandinas, ureia e
adrenomedulina, de volta as veias espermaticas internas, o que poderia induzir estresse
oxidativo celular (39-43). O cadmio é um metal natural que foi identificado em niveis elevados
na parede das veias espermaticas internas, espécimes de bidpsia do tecido testicular e no liquido
seminal de pacientes com varicocele (44, 45). Hipotetiza-se que 0 aumento da pressdo
hidrostatica e da hipdxia pode resultar em uma barreira porosa do testiculo sanguineo que
permite o acimulo de caddmio (46). No entanto, ainda ndo esta claro se esses dois mecanismos

afetam a fertilidade.
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A varicocele também pode impactar os epididimos, causando alteragcfes estruturais e
funcionais (24). No epididimo, existem trés fontes importantes de ERO: o liquido luminal
proveniente do testiculo, as células endoteliais em camadas da rede capilar ao redor da cabeca,
e as células principais que revestem o Iumen do epididimo (24). O segmento inicial do
epididimo parece ser o principal local de acimulo de ERO. No entanto, células capazes de gerar
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos parecem existir em todas as se¢des do epididimo.
Hipdxia e estresse térmico sdo o0s provaveis gatilhos subjacentes ao desequilibrio entre ERO e
defesas antioxidantes no epididimo. Sob essas condi¢cfes estressantes, as células principais
podem gerar ERO excessivas que, combinadas com a producéo prejudicada de antioxidantes,

resultam em danos oxidativos aos espermatozoides em maturagdo e as células epididimais (27).

Desde os relatos iniciais sobre a associa¢do entre varicocele e estresse oxidativo, as
evidéncias sobre a importancia do estresse oxidativo e da fragmentacdo do DNA na
infertilidade relacionada a varicocele aumentaram de forma constante (47). Sabe-se que
pequenas quantidades de ERO séo necessarias para a capacitagdo normal dos espermatozoides,
reacao ao acrossomo, hiperativacdo e fusdo espermatozoide-ovdcitos (48). Por outro lado, o
estresse oxidativo ocorre quando quantidades excessivas de ERO superam a protecdo
antioxidante, levando a varias alteragdes no DNA do esperma nuclear e mitocondrial, como
modificacdo da base, quebras de fitas e ligacBes cruzadas da cromatina (24). Devido a
capacidade limitada dos espermatozoides de reparar seu material genético, o dano ao DNA do
esperma pode, em Ultima analise, levar a apoptose e / ou funcdo defeituosa do esperma (27, 49-
51). Além disso, 0 excesso de ERO oxida lipidios insaturados na membrana espermatica,
resultando em alteracGes da estrutura da membrana, afetando sua fluidez e prejudicando sua
integridade (50, 52). Da mesma forma, existe uma associagdo entre estresse oxidativo e
diminuicdo do teldmeros dos espermatozoides em homens inférteis com varicocele (53), sendo
esse um dos fatores que pode impactar negativamente na espermatogénese, tendo em vista que

os teldomeros protegem contra degradacéo do DNA (54).

Apesar da grande quantidade de estudos sobre o tema, a relacdo de causa-efeito entre
varicocele e infertilidade masculina ainda é motivo de controvérsia. Embora estudos em
homens inférteis apontem para um impacto negativo da varicocele na capacidade reprodutiva

masculina, estudos com homens néo selecionados apresentam resultados conflitantes (55-58).
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FIGURA 3 - Fisiopatologia da varicocele
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Fonte: Adaptado de Neto (2020) (59).

A venografia, exame que utiliza a injecdo de contrate radioldgico diretamente nas veias,
possui sensibilidade de aproximadamente 100% para o diagnéstico de varicocele, sendo
considerada o padréo ouro, porém é pouco utilizada na prética clinica devido ao seu alto grau
de invasividade (60, 61). Na pratica clinica, o diagnostico de varicocele é comumente realizado
através do exame fisico (EF) e da USGD. O exame fisico para a avaliacdo da varicocele deve
realizado com o paciente em pé e deitado e com a sala a temperatura ambiente. Nele, o
examinador identifica a presenca de varicocele através da palpacéo das veias dilatadas do plexo
pampiniforme, tanto no repouso quanto durante a manobra de Valsalva. Os critérios de Dubin
sdo utilizados para a classificacdo da varicocele durante o EF no seguintes graus: 1 — palpavel
apenas com manobra de Valsalva, 2 — palpavel em repouso, e 3 — visivel (62). A USGD ¢é
comumente utilizada para confirmar os achados do EF e para avaliar outros aspectos dos 6rgaos
da bolsa escrotal, devendo também ser realizada com o paciente em pé e deitado, e durante
repouso e manobra de Valsalva. Este exame é capaz de avaliar diretamente a presenca de
refluxo venoso, bem como de medir com preciséo o didmetro das veias do plexo pampiniforme,
avaliar o volume testicular e o aspecto dos epididimos e ductos deferentes (63). A acuracia da
USGD é superior a do EF (60, 64), poréem ambos 0s métodos possuem uma alta variacdo intra-
e interobservador (60, 65, 66). E importante ressaltar o conceito de varicoceles subclinicas,
aquelas que sdo diagnosticas apenas pela USGD e ndo pelo EF. Varios estudos demonstraram
que o tratamento das varicoceles subclinicas ndo melhora os parametros seminais nem aumenta
ataxa de gravidez de homens inférteis (67). Desta forma, segundo recomendacao da Associacao
Americana de Urologia e da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva, o EF é o principal

método diagndstico da varicocele, ndo sendo recomendado 0 uso de exames de imagem
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complementares na auséncia de varicoceles palpaveis, exceto em situacbes onde o EF é

prejudicado, tais como obesidade e testiculos retrateis ou ectopicos (68).

1.3 VARICOCELECTOMIA

O tratamento das varicoceles é recomendado para homens inférteis que apresentam
varicoceles palpaveis e parametros anormais de SA (69). Nesse cenario, a correcdo da
varicocele demonstrou melhorar os parametros de SA, a taxa de gravidez e os resultados das
técnicas de reproducdo assistida (70-73). Por outro lado, a varicocelectomia ndo é
rotineiramente recomendada para homens com varicocele subclinica devido ao seu beneficio
equivoco nesta populacdo (74-76). A relevante associacdo entre varicocele e fragmentacédo do
DNA espermatico, bem como o seu efeito negativo nos resultados reprodutivos tem sido cada
vez mais reconhecidos. Desta forma, diretrizes recentes sugerem que niveis elevados de
fragmentacdo do DNA espermatico podem ser considerados um critério para recomendar o

reparo da varicocele em homens inférteis com varicocele palpavel (77, 78).

O reparo cirurgico é o tratamento padrdo para homens com varicoceles. Seu principal
objetivo é a oclusdo das veias dilatadas do plexo pampiniforme por ligadura das veias
testiculares, espermaticas externas e cremastéricas (79). Vérias técnicas tém sido utilizadas para
esse fim, incluindo métodos cirdrgicos abertos (com ou sem magnificacdo Optica), laparoscopia
e embolizacdo. Na técnica aberta, a ligadura das veias é realizada por meio de incisdes
retroperitoneais, inguinais ou subinguinais (80). A abordagem laparoscépica permite a oclusdo
das veias espermaticas a poucos centimetros do orificio inguinal interno (81). A embolizacéo
radioldgica é realizada via veia femoral ou jugular, e a oclusdo das veias internas espermaticas

e colaterais é realizada por meio de agentes embdlicos sélidos ou liquidos (82).

A varicocelectomia microcirurgica é considerada o tratamento padrdo-ouro, estando
associada a melhoria da fertilidade masculina (83, 84). Suas principais etapas cirurgicas estao
ilustradas na Figura 4. Os parametros basicos do sémen melhoram de 64 a 81% apos a
varicocelectomia microcirargica, e a probabilidade de melhora é mais notavel em homens com
varicocele de grau 2 ou 3 do que em varicoceles de grau 1 (62, 85-87). A contagem total de
espermatozoides moveis aumenta apds o reparo da varicocele, 0 que pode permitir que 0s casais
que precisariam de fertilizacdo in vitro usem métodos de concepcao assistida menos invasivos,

como a inseminacdo intrauterina, ou tentem uma gravidez natural(88). Além disso, a Gltima
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revisdo sistemética e metanalise Cochrane relatou que o reparo da varicocele aumentou as taxas
naturais de gravidez em comparacdo com apenas observacdo em homens inférteis com
varicocele clinica e parametros basicos anormais da AS (89). De acordo com este estudo, seis
pacientes teriam que ser submetidos a varicocelectomia para que um casal adicional
conseguisse uma gravidez. Da mesma forma, a VM reduz os niveis de marcadores de estresse
oxidativo enquanto aumenta os niveis antioxidantes no sémen em homens inférteis com
varicocele palpavel (90, 91), bem como reduz os niveis de fragmentacdo do DNA espermatico
(92). A melhoria da integridade do DNA do gameta masculino ap6s a intervencdo parece

aumentar a chance de concepgéo natural (93).

FIGURA 4 - Varicocelectomia Microcirurgica

Fonte: Adaptado de Lira Neto (2022) (93)
Legenda: A- Exposi¢do do corddo espermaético. B- Isolamento das artérias espermaticas. C- Ligadura das veias

do plexo pampiniforme.

As taxas de gravidez natural ap0s a varicocelectomia microcirdrgica variam de 29% a
60% durante um periodo poés-operatorio de 12 meses (85, 94). Essa grande variacao
provavelmente se deve a fatores de confusdo, como infertilidade feminina, parametros basais
do sémen, gravidade da varicocele e outras comorbidades masculinas associadas. Varias

caracteristicas como idade, indice de massa corporal (IMC), tamanho testicular, pardmetros de
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sémen, niveis de hormdnio foliculo-estimulante (FSH) e marcadores de inflamagdo foram
identificados como fatores prognosticos para o sucesso da varicocelectomia microcirargica (62,
95-97). O primeiro nomograma criado para prever a melhora nos parametros SA ap6s o reparo
da varicocele incluiu parametros como idade, grau de varicocele e parametros basais de SA
(98). No entanto, um estudo subsequente de validacdo externa deste nomograma demonstrou
uma baixa acurdcia do mesmo, sendo encontrados valores da contagem total de
espermatozoides moveis progressivos (TMC) no pos-operatorio maiores do que o predito pelo
nomograma (99). Recentemente, um novo homograma para prever a melhora da AS ap6s a VM
em homens inférteis, com alteracdo na AS e sem altera¢cGes hormonais foi descrito por Liu e
colaboradores. Utilizando o didmetro da maior varicocele do lado esquerdo e a TMC pré-
operatoria, 0s autores desenvolveram um nomograma com acuracia de 94% (100). Usando a
mesma coorte de participantes, 0 mesmo grupo criou um nomograma para avaliar a chance de
gravidez natural (101). Neste segundo estudo foram utilizadas como variaveis a idade da
parceira, o diametro da maior varicocele do lado esquerdo, a TMC pré-operatdria, e 0 aumento
da TMC no p6s-operatorio. A acuracia na predicdo de gravidez natural foi de 97%. Entretanto,
estes dois Ultimos estudos possuem como limitagdes o carater retrospectivo, o tempo curto de
seguimento, bem como a falta de estudos de validacdo externa. Sendo assim, prever 0s
resultados da varicocelectomia microcirargica em nivel individual permanece desafiador
devido aos diversos fatores que podem influenciar o resultado da cirurgia. Desta forma, fica
evidente a necessidade de estudos que venham a desenvolver ferramentas alternativas, rapidas,
e minimamente invasivas que ajudem no progndstico da melhora da fertilidade masculina apos

o tratamento da varicocele.

1.4 METABONOMICA

Com o objetivo de desenvolver novas ferramentas diagnosticas, terapéuticas e

uA

prognosticas para diversas causas de infertilidade masculina, as técnicas "émicas" tém sido cada
vez mais utilizadas (102). Os métodos "6micos™ usam técnicas de alto rendimento para estudar
varios sistemas biologicos de forma passo a passo, progredindo a partir da informacéo mais
bésica, 0 genoma, passando por mecanismos que modificam e processam essas informacdes, o
epigenoma e o transcriptoma, atingindo os elementos funcionais, o proteoma, e terminando nos
efeitos liquidos de sua a¢éo, o metaboloma e o fenémeno (Figura 5). Essa abordagem integrada

depende fortemente de meétodos analiticos quimicos, produzindo uma enorme quantidade de
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dados que devem ser interpretados usando ferramentas de bioinformatica e anélise

computacional, a fim de fornecer informagdes clinicamente Uteis (103, 104).

FIGURA 5 - Modelo de fluxo da informagéo em organismos vivos

FENOTIPO

GENOMA GENETICA

Fonte: Adaptado de Neto (2020) (59)

O termo metabdlitos refere-se as moléculas de baixo peso molecular, tais como
aminoacidos, acidos graxos, carboidratos, vitaminas, e alguns compostos inorganicos, cujas
concentracdes sdo estimadas numa ordem de magnitude que se estende de milimolar (mM) a
picomolar (pM) (105). J& o metaboloma, conjunto completo de metabolitos em uma amostra, é
o produto final de todos os processos bioldgicos e tem relacdo direta com fendtipos, sendo
influenciado por diversos fatores fisiolégicos e patoldgicos (106). Desta forma, a identificacdo
de alteracGes no metaboloma causadas por determinadas patologias permite tanto o estudo de
mecanismos fisiopatoldgicos como a identificacdo de biomarcadores associados a determinados
fenotipos (107). Atualmente, cerca de 220.000 metabdlitos estdo catalogados na Base de Dados
do Metaboloma Humano (Human Metabolome Database www.hmdb.ca), dado este que
exemplifica a complexidade envolvida no estudo do metaboloma (108). Estima-se que existam
pelo menos 2000 metabolitos no sémen humano, porém, atualmente, menos de 50 destes
metabolitos foram estudados (109). Por isso, ha uma urgente necessidade de mais estudos nestas
areas, para que o conhecimento sobre a fisiopatologia da infertilidade masculina seja ampliado,

possibilitando o desenvolvimento de novas ferramentas diagndsticas e terapéuticas.

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para o estudo do metaboloma. A
metaboldmica envolve a identificacdo e quantificacdo de todos os metabdlitos de um

determinado sistema biolégico. Ja a “impressao digital” metabodlica (do inglés fingerprinting)


http://www.hmdb.ca/
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é uma analise global de alto rendimento empregada para classificacdo de diferentes amostras
onde a identificacdo e quantificacdo de todos os metabdlitos ndo € necessaria. Enquanto a
analise de metabdlito alvo foca no estudo qualitativo e quantitativo de um ou alguns metabolitos

relacionados a uma reacdo metabdlica especifica (105).

Metabonbmica é o estudo de como 0 metaboloma dos sistemas vivos muda em resposta
a estimulos enddgenos ou exdgenos (105, 110). Desde o inicio dos 2000, diversos trabalhos que
buscam criar modelos capazes de auxiliar o diagndstico das mais diferentes doencas tém
utilizado a metabonémica (110-112). AlteracGes na concentracdo dos metabdlitos endogenos
envolvidos nas principais vias celulares provocadas por doencgas, administracdo de drogas, ou
em funcéo da agdo de algum agente externo, desencadeiam mecanismos de ajustes no ambiente
intra e extracelular, devido a homeostase, e sdo expressas como uma impressao digital do status
bioquimico da amostra (112). Biofluidos, como soro e urina, sdo 0s mais comumente utilizados
nessa estratégia. Recentemente, em nosso centro foram desenvolvidos modelos metabondmicos
usando amostras de urina e sangue para auxiliar o diagndstico de hepatite viral do tipo C, e de
cancer de prostata, bexiga e rim (113, 114). Alternativamente, outros biofluidos, como o fluido

cerebrospinal ou sémen, e fragmentos de tecidos também podem ser utilizados (110).

Estudos de metabonémica aplicam vérias técnicas diferentes para analisar as alteracoes
do metaboloma causadas por um determinado estimulo. A RMN de 'H ¢ a técnica mais utilizada
atualmente, pois necessita de pequenas quantidades de biofluidos e requer apenas uma simples
diluicdo da amostra antes da analise. Esta técnica possui também uma alta resolucdo, sendo
capaz de avaliar diferente tipos de metabolitos bem como realizar analises quantitativas e
qualitativas (106, 112). O funcionamento da RMN de 'H baseia-se na deteccdo de pequenas
mudancas da frequéncia de ressonancia dos ndcleos de Hidrogénio-1 causadas pela aplicacéo
de fortes campos magnéticos e pulsos de radiofrequéncia. Como a frequéncia de ressonancia
depende do ambiente quimico no qual o nucleo esta inserido, é possivel distinguir, identificar,
e quantificar os diferentes componentes moleculares do meio que contém os nucleos estudados.
Utilizando-se os dados obtidos, um espectro de frequéncias é criado, e cada pico é analisado de
acordo com sua faixa de frequéncia, intensidade e acoplamentos (106). A Figura 6 representa
esquematicamente os equipamentos utilizados para obtencgdo dos espectros de RMN de H, e a
Figura 7 ¢ um exemplo de espectro de soro de sémen humano. O processamento posterior

desses dados é realizado com ferramentas estatisticas multivariadas (110, 112, 115).
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FIGURA 6 - Representacédo esquematica da espectroscopia por RMN de 'H
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Fonte: Adaptado de Araujo (2016) (113).

FIGURA 7 - Exemplo de espectro de RMN de 'H de soro de sémen humano
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Fonte: Adaptado de Gupta (2010) (116).

Existem varios relatos utilizando metabondmica baseada em RMN de *H para identificar
biomarcadores Uteis no diagnostico de algumas condigdes de infertilidade masculina (102). Um
dos primeiros estudos utilizou soro de sémen de 4 grupos de homens com diferentes
concentracdes de espermatozoides (azoospérmicos, oligospérmicos, vasectomizados e
normospérmicos) (117). Neste trabalho, os autores demonstraram que lactato, citrato e
glicerilfosforilcolina formam os trés principais biomarcadores para o diagnostico de
infertilidade masculina (117). Em um estudo subsequente, também utilizando RMN de *H do

soro de sémen, Jayaraman e colaboradores compararam os metabo6litos seminais de homens
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diagnosticados com infertilidade idiopatica, homens oligospérmicos, e controles férteis,
demonstrando um aumento na concentragdo de malonato, bem como uma diminuicdo da
concentracdo de valina, de 2-hidroxisovalerato, e de alanina em homens com infertilidade
idiopatica (107). Nesta mesma linha, utilizando modelos metabonémicos criados a partir de
dados espectrais de RMN de *H de soro de sémen, Gupta e colaboradores geraram modelos
com acurécia de 92.4% para discriminar homens férteis de inférteis, e de 92.2% para diferenciar
homens inférteis com espermograma normal de homens inférteis com oligospermia (116).
Também utilizando a RMN de 'H para estudar os metab6litos seminais de homens inférteis
devido a lesGes medulares, Maher e colaboradores revelaram niveis extremamente baixos de
uridina, um metabolito importante para 0 metabolismo energético dos espermatozoides, nestes

participantes (118).

Recentemente, a RMN de H também foi aplicada para comparar metabdlitos seminais
de homens férteis normospérmicos com homens inférteis portadores de astenozoospermia
(119). Nesta pesquisa, Zhang e colaboradores identificaram 19 metabdlitos cujas concentracoes
eram diferentes entre os dois grupos, e criaram um modelo metabondmico com acuracia de
87,5% na segregacdo dos grupos. Dentre os principais metabolitos alterados destacaram-se
aminoacidos, produtos do metabolismo lipidico, e produtos intermediarios do ciclo de Krebs
(119). Além disso, usando espectros de RMN de ‘H de plasma seminal, Mumcu e colaboradores
construiram modelos mebalémicos capazes de segregar homens AS normal daqueles com

alteracdes em pelo menos um dos parametros (120).

Embora o sémen seja o biofluido mais utilizado nos estudos sobre infertilidade
masculina, outros biofluidos e tecidos também podem ser investigados através da
metabondmica. Utilizando cromatrografia liquida com espectroscopia de massa para avaliar o
metaboloma urinério de homens inférteis, Zhang e colaboradores identificaram 37 metabdlitos
que poderiam ser usados no diagndstico de homens com infertilidade idiopatica (121). Além
disso, aplicando RMN de *H para avaliar os metabolitos presentes em fragmentos de bidpsia
testicular, Aaronson e colaboradores determinaram os perfis metabonémicos de cada tipo de
padrdo histoldgico, diferenciando amostras que continham espermatozoides viaveis de
amostras com padrdo de Sindrome Sertoli-Only, onde ndo ha espermatozoides maduros (122).
Participantes com espermatogénese normal apresentaram niveis elevados de fosfatidilcolina,
substancia relacionada a estados de alta proliferacdo celular, quando comparados a homens com

Sindrome Sertoli-Only.
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1.5 OUTRAS ESTRATEGIAS “OMICAS”

A base para a hipotese de que a varicocele é capaz de induzir mudancgas no metaboloma
seminal vem dos estudos avaliando processos fisiologicos anteriores a producdo dos
metabdlitos. Lima e colaboradores demonstraram que adolescentes oligospérmicos com
varicocele exibem expresséo diminuida da proteina de choque térmico A2 nos espermatozoides
(123). Esta proteina possui uma funcéo protetora contra o dano causado pelo excesso de calor,
desta forma, niveis diminuidos de proteinas de choque térmico colocam os espermatozoides em
maior risco de dano devido a elevacdo da temperatura causada pela varicocele, levando a um
aumento da apoptose, e consequente oligospermia (124). Esta hipétese € corroborada pelo fato
de que genes responsaveis pela indugdo da apoptose, tais como genes do sistema Fas-FasL e o

gene BAX, também tém sua expressdo aumentada em pacientes com varicocele (125, 126).

Segundo Zalata e colaboradores, o gene do receptor de andrégenos é subexpresso em
pacientes inférteis com varicocele (127), o que produz um efeito negativo direto na
espermatogénese, ja que a acdo da testosterona intratesticular nas células de Sertoli é condicéo
sine qua non para a diferenciacdo das células germinativas (1). O gene da roporina, uma
proteina da capa fibrosa do flagelo espermatico associada a motilidade dos espermatozoides,
possui expressao diminuida em homens portadores de varicocele (128). De forma interessante,
apos a varicocelectomia, os niveis de RNA mensageiro da roporina aumentam paralelamente a

melhora da motilidade dos espermatozoides (128).

Polimorfismos genéticos também participam da fisiopatologia da varicocele e impactam
na resposta dos pacientes a varicocelectomia. Glutationa S Transferases sdo proteinas que
atuam na depuracdo de espécies reativas de oxigénio, diminuindo o estresse oxidativo (129).
Polimorfismos dos genes dessa familia de proteinas estdo relacionados a melhora dos
parametros seminais apds a varicocelectomia (130). Homens homozigoticos para os alelos
normais destes genes possuem uma maior chance de melhora do espermograma com a correcao
cirurgica quando comparados com homens portadores de alelos mutantes (130). Polimorfismos
deste gene também estdo relacionados a uma menor capacidade antioxidativa em homens com
varicoceles, o que explicaria um maior dano a espermatogénese, e, consequentemente, uma

menor resposta a varicocelectomia (131).

Por ultimo, Yang e colaboradores utilizaram sequenciamento completo do exoma de 11

homens com varicocele e reportaram que mutacdes nos genes AAMP, SPINT1, e MKI67
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estavam fortemente associadas a presenca desta condi¢do (132). Porém quando uma analise de
caso-controle foi realizada, ndo houve associacdo entre essas mutacdes com a presenca de
infertilidade por varicocele. Estes achados sdo mais um exemplo da complexidade da
fisiopatologia da varicocele, onde a simples presenca desta condicdo ndo implica no
desenvolvimento de infertilidade, sendo provavelmente necessarias alteragbes adicionais em

outros mecanismos da espermatogénese para tal.

Alguns estudos tém sugerido que o nimero de copias do DNA mitocondrial dos
espermatozoides pode ter impacto na fertilidade masculina (133). Nesta linha, Gabriel e
colaboradores demonstraram que homens inférteis com varicocele apresentavam um ndmero
maior de copias do DNA mitocondrial do que controles férteis, e que a cirurgia de
varicocelectomia causava uma diminuicdo deste nimero (134). Uma maior quantidade de
mitocOndrias por espermatozoide seria sugestiva de apoptose incompleta durante a
espermatogénese, ou de um mecanismo de compensacao para uma baixa atividade da cadeia
respiratdria (133). Por demais, mutacfes, polimorfismos e delecbes de genes da cadeia
respiratoria também foram relacionadas a infertilidade causada por varicoceles, provavelmente
devido & producdo exagerada de radicais oxidantes (135, 136). E fundamental destacar que
lesbes no genoma mitocondrial podem ser provocadas pelo estresse oxidativo induzido pela
varicocele. 1sso ocorre porque o DNA mitocondrial € muito sensivel aos danos causados pelos
radicais livres e tem uma capacidade limitada de reparo em comparagdo com o DNA somatico.
Isso resulta em um ciclo prejudicial no qual o estresse oxidativo inicial desencadeia mais

estresse oxidativo, prejudicando a producao de espermatozoides (133, 136).

A epigenética, area que estuda alteracdes da expressao génica por mecanismos que ndo
envolvam alteracdo no DNA, também tem sido largamente utilizada para o estudo da
fisiopatologia da varicocele. Metilacdo do DNA espermatico, microRNAs, e modificacdes da

cromatina sdo 0s mecanismos epigenéticos mais conhecidos.

O DNA encontrado nos espermatozoides maduros naturalmente apresenta um nivel
elevado de metilagéo, e varios estudos tém correlacionado a diminuigdo da metilagdo no DNA
dos espermatozoides com problemas de fertilidade em homens (137, 138). Da mesma forma,
foi observada uma hipometilacdo global do DNA dos espermatozoides em pacientes com
varicocele, o que foi associado ao aumento da fragmentagdo do DNA espermatico (139). Além
disso, o gene que codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase possui polimorfismos que
estdo relacionados a ocorréncia de varicocele (140). A variante 1298AA desse gene é mais

comum em portadores de varicocele e esta associada a alteragdes nos parametros seminais
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(140). Esta enzima desempenha um papel crucial na regulacdo da metilacdo do DNA, o que
pode ser um dos mecanismos que explicam a hipometilacdo do DNA dos espermatozoides em
homens com varicocele (141). Importante notar que essa hipometilacdo global do DNA
espermatico ndo parece ser revertida pela varicocelectomia, o que pode explicar a falta de
melhora em alguns pacientes submetidos a esse procedimento (142). No entanto, esse mesmo
estudo indicou que a varicocelectomia pode melhorar aspectos relacionados a outros fatores

epigenéticos, como a fragmentacao e a composicao de protamina no DNA dos espermatozoides.

A presenca de varicocele também causa alteracbes no contetdo de RNAs ndo
codificantes nos espermatozoides. Pesquisas que investigaram os microRNAs revelaram uma
reducdo nos niveis do miR-15a, que desempenha um papel de protecdo contra o estresse
oxidativo (143, 144). Em contrapartida, a expressdo de RNAs longos ndo codificantes
relacionados a hipoxia esta diminuida nos espermatozoides de homens inférteis com varicocele
(145). Além do mais, os autores também descreveram uma correlagdo positiva entre esses
RNAs e marcadores de estresse oxidativo, reforcando o papel da hipdxia na fisiopatologia da

varicocele.

No que diz respeito as alteracdes na estrutura da cromatina espermatica, um fator
relacionado a infertilidade, observou-se que homens inférteis com varicocele tém uma maior
proporcéo de espermatozoides com desorganizagdo da cromatina em comparagdo com homens
férteis, e varicocelectomia parece ser capaz de reverter essa desorganizacao (146). No entanto,

0S mecanismos subjacentes a essas mudancas ainda ndo sdo completamente compreendidos.

Além das alteracdes genéticas e epigenéticas associadas a varicocele, estudos utilizando
varias técnicas para analise do proteoma seminal também mostraram que o0 conjunto de
proteinas expressas por pacientes com varicocele sofre modificacdes (147). Em estudos
envolvendo adolescentes, pesquisadores compararam as composi¢cdes do proteoma do sémen
de trés grupos de adolescentes: controle normospérmicos, varicocele normospérmicos e
varicocele oligospérmicos, revelando diferencas significativas entre eles (148, 149). Utilizando
eletroforese bidimensional de proteinas em gel, Zylbersztejn e colaboradores encontraram
expressdo elevada de proteinas relacionadas a apoptose no grupo de adolescentes com
varicocele e oligospermia (149). Em uma outra analise protedmica através de espectroscopia de
massa em tandem, 0 mesmo grupo demonstrou um aumento da expressdo da proteina secretoria
rica em cistina 3, um componente das respostas imune e inflamatdria (148). Em um estudo
semelhante, que comparou o proteoma de homens inférteis com varicocele e homens férteis,

foram identificadas diminui¢Ges em proteinas relacionadas ao metabolismo de acidos nucleicos,
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transporte molecular e metabolismo lipidico (150). Outra pesquisa, que utilizou eletroforese
bidimensional de proteinas e espectrometria de massa, identificou 15 proteinas seminais
expressas de forma diferente entre homens com varicocele oligospérmicos e homens
normospérmicos sem varicocele. Destacam-se entre os achados a diminuicdo das proteinas de
choque térmico, que desempenham um papel protetor contra os efeitos das altas temperaturas,
e a escassez relativa de proteinas relacionadas ao metabolismo energético e aos mecanismos
antioxidantes (151).

O impacto da varicocelectomia no proteoma humano também tem sido objeto de
pesquisa. O proteoma seminal de homens inférteis submetidos a varicocelectomia mudou em
direcdo a normalidade, comparado com o perfil protedmico antes da cirurgia, o qual indicava
uma resposta ao estresse (152). Além disso, as proteinas que oferecem protecdo contra os danos
do estresse oxidativo e do calor excessivo retornaram aos seus nhiveis normais apds a
varicocelectomia, reforcando os beneficios desse procedimento (153). Em um estudo
subsequente do mesmo grupo, 0 proteoma seminal apds 12 meses da varicocelectomia
apresentou uma diminuicdo da expressdo de proteinas relacionadas a um estado inflamatério

guando comparado com o pré-operatdrio (154).

O impacto da lateralidade no proteoma dos espermatozoides através do uso de
cromatografia liquida / espectroscopia de massa foi avaliado por Agarwal e colaboradores. Os
autores identificaram perfis protebmicos seminais diferentes de acordo com a lateralidade da
varicocele, unilateral versus bilateral (21). Posteriormente, 0 mesmo grupo comparou 0
proteoma espermatico de homem com varicocele unilateral e bilateral em relacdo a acetilacdo
proteica, encontrando 135 proteinas com padrdes de acetilacdo diferentes entre os grupos (155).
Em ambos os estudos, a proteinas identificadas eram relacionadas ao metabolismo mitocondrial
e estresse oxidativo, ressaltando a importancia dessas vias moleculares para a fisiopatologia da

varicocele.

Todas estas alteragdes geneticas, epigenéticas e protedmicas sugerem que 0 metaboloma
de homens inférteis com varicocele também se encontra alterado com relacdo ao metaboloma
de homens férteis. Porém, a literatura carece de estudos do metaboloma em homens com
varicocele. Nosso grupo publicou o primeiro trabalho sobre o tema (56), utilizando dados
espectrais de RMN de *H obtidos de soro de sémen em conjunto com ferramentas de estatistica
multivariada, conseguimos criar modelos capazes de diferenciar com alta acuracia homens
saudaveis de homens com varicocele independentemente do status de fertilidade. A capacidade

destes modelos em discriminar esses dois grupos com valores de sensibilidade, especificidade,
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VPP e VPN significativos corrobora os achados clinicos, que evidenciaram que os homens
portadores de varicocele possuem alteracdes clinicas decorrentes desta condicao, tais como
diminuicdo do volume testicular e alteragdes dos parametros seminais, quando comparados com
controles sadios. Além disso, também criamos um modelo capaz de diferenciar homens férteis
com varicocele de homens inférteis com varicocele com uma acurécia de 96,7% ap06s validacao
cruzada. Este achado ressalta o carater heterogéneo da doenga e tem uma importancia clinica
ainda maior, pois, embora 0s homens inférteis portadores de varicocele usualmente apresentem
espermograma alterado e hipotrofia testicular, atualmente nenhum exame complementar é
capaz de discriminar com acurécia estes dois grupos (59). Este modelo pode ser de grande
utilidade na prética clinica, ajudando na conducdo de homens que tenham varicocele e desejam
saber sobre o seu potencial fértil mesmo antes de terem iniciado as tentativas de concepcéo.
Este estudo também identificou 19 metabolitos importantes para a segregacdo dos grupos:
valina, 3-hidroxibutirato, lactato, GABA, citrato, glicosideos, n-acetiltirosina, caprato,
isoleucina, uridina, glutamina, tirosina, arginina, 2-hidroxi-3-metilvalerato, leucina, alanina,

metanol, glicose e glicerol-3-fosfocolina.

Utilizando cromatografia liquida com espectrometria de massa, Zhang e colaboradores
fizeram analises metabolémica direcionada e ndo direcionada para investigar os diferentes
metabdlitos no plasma seminal de homens férteis saudaveis, e homens inférteis com varicocele
antes e depois da varicocelectomia (156). Os autores demonstraram que a varicocele afeta
significativamente o metaboloma do sémen, e que a VM pode reverter essas alteracdes. Além
disso, foram caracterizados oito metabdlitos que podem ser Gteis para distinguir pacientes com
varicocele de individuos normais: &cido pirrolidonocarboxilico, cabergolina, &cido 4-hidroxi-
2-butendico-gama-lactona, cloreto de dimetil dialquilaménio, L-acetilcarnitina, Na-hexandil-

Nb-inosityltriptofano, glicocolato de sodio e 5-L-glutamil-taurina (156).

Recentemente, tanto a metabolémica quanto a metabondmica tém sido utilizadas com o
propoésito de ndo so diagnosticar, mas também de prognosticar a evolucdo de diferentes
patologias (104). Empregando a estratégia de perfil metabdlico, Zhang e colaboradores
demonstraram que a concentracdo plasmatica de kynurenina, um metabdlito do triptofano, em
pacientes com infarto agudo do miocardio pode atuar como um marcador metabolico para a
analise prognostica desta condicdo (157). De forma similar, aplicando cromatrografia liquida
com espectrometria de massa, Ding e colaboradores criaram trés modelos de prognoéstico de
mortalidade hospitalar baseados em biomarcadores para pacientes sépticos que podem ser

empregados para orientar o tratamento da sepse (158). Além disso, uma extensa revisdo
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sistematica sobre o uso de metaboldmica pra o estudo de diabetes gestacional evidenciou que
niveis alterados de metabolitos de nucleotideos no inicio da gestacdo podem estar associados a
um risco aumentado de diabetes gestacional (159). Sendo assim, se estratégias de estudo do
metaboloma podem ser utilizadas para criar ferramentas de progndstico para diversas
patologias, e levando em consideragdo que a varicocele induz alteragdes no metaboloma
seminal, pode-se advogar que 0 uso metabonémica também seja capaz de fornecer informacdes

Uteis para o prognostico dessa condigéo.

1.6 ANALISE MULTIVARIADA

A quimiometria consiste no emprego de métodos matematicos e estatisticos para estudos
quimicos, possuindo trés grandes areas de atuacdo: planejamento de experimentos,
reconhecimento de padrdes, e calibragdo multivariada. Devido a complexidade dos dados
obtidos a partir dos experimentos utilizando RMN de *H, ferramentas de estatistica multivariada
sdo necessarias para que informacGes Uteis sejam extraidas a partir dos espectros. Como o
presente estudo é baseado no reconhecimento de padrdes quimicos, métodos quimiométricos
que permitam analises exploratdrios e discriminante permitem aumentar o poder e a velocidade

de analise dos perfis espectroscopicos, facilitando a deteccdo de padrbes(160).

A anélise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) é um
dos métodos estatisticos mais utilizados na quimiometria devido a sua capacidade de reduzir
uma grande quantidade de variaveis correlacionadas em um nimero menor de varidveis nao
correlacionadas. A PCA é um método ndo-supervisionado, no qual a informacgdo sobre os
grupos aos quais as amostras pertencem nado é fornecida como varidvel para a construcéo do
modelo. Deste modo a PCA é capaz de extrair e exibir variagdes sistematicas dos dados,
fornecendo uma vis@o geral de todos os dados das amostras, com o0 objetivo de facilitar o
reconhecimento de agrupamentos, tendéncias e dispersdes naturais e sem Vviés entre as amostras
(160, 161). Nos estudos utilizando a metabonémica, a PCA é comumente a primeira ferramenta
de estatistica multivariada empregada, realizando uma analise exploratéria inicial cujos

resultados podem ser utilizados para direcionar analises subsequentes (162).

A andlise discriminante (DA, do inglés Discriminants Analysis) é uma ferramenta de
reconhecimento de padrdes que se fundamenta na construcdo de modelos de classificacdo

baseados em uma variavel categérica (163). Para 0 seu uso, 0s grupos devem ser conhecidos



33

previamente, portanto, as ferramentas de DA sdo consideradas métodos supervisionados (162).
A grande vantagem da DA é permitir a identificacdo das variaveis que mais se sobressaem na
discriminacdo das classes (161). A selecdo dessas variaveis € coordenada por testes estatisticos,
como o lambda de Wilks, qui-quadrado e correlacdo candnica. Dentre estes, o lambda de Wilks
determina se ha diferenca entre as médias de um conjunto de variaveis dependentes, definindo
assim quais as variaveis dependentes mais importantes na segregacdo dos grupos (164).
Portanto, os formalismos DA sdo mais adequados para a criacdo de modelos capazes de

discriminar os diferentes grupos de participantes.

Para o processamento de problemas que envolvem a identificacdo de grupos, a Anélise
Discriminante Linear, ou LDA (do inglés Linear Discriminants Analysis) é uma das mais
utilizadas. A LDA permite a determinacdo de uma superficie ou limiar de decisdo no espaco,
para que as amostras de uma classe sejam segregadas de um lado do eixo de decisdo, assim
como as amostras da outra classe sejam agrupadas no outro (163). A racionalizagdo do
formalismo LDA se baseia na imposi¢do para um grupo de amostras o valor 1 para a variavel

de resposta, enquanto para o outro € atribuido o valor de 0 (85).

Tendo em vista as possiveis variacdes dos metabolitos seminais inerentes a cada individuo,
h& uma preocupacao de que a alta sensibilidade da metabonémica faga com que essas variagcdes
ndo relacionadas aos fatores estudados sejam capturadas como variagcdes de significancia
estatistica. O uso de ferramentas de estatistica multivariada supracitadas permite obter modelos

adequados eliminando variagdes inerentes aos individuos e sem significancia clinica (44, 87).

Uma etapa fundamental para a construcdo dos diversos modelos de DA citados
anteriormente é a utilizacdo de ferramentas de validacdo que sdo capazes de estimar o grau de
confianca dos modelos. Um dos testes de validagcdo mais comumente usados é o LOOCV (do
inglés leave-one-out cross validation). Neste método, uma modelagem inicial é feita, de forma
gue as variaveis mais importantes para a discriminacao sdo selecionadas. Apos esta etapa, um
numero n modelos séo criados, removendo uma amostra por vez, porém usando as variaveis
previamente selecionadas. Entdo, o modelo criado a partir de cada novo grupo € utilizado para
testar a classificacdo da amostra excluida. A eficiéncia desses modelos na classificacdo das

amostras € usada para estimar a confiabilidade do modelo original (165).
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O tratamento das varicoceles é recomendado para homens inférteis que apresentam
varicoceles palpaveis e parametros anormais de SA (69). A varicocelectomia microcirurgica é
0 tratamento padrdo-ouro para varicoceles, devido a sua alta eficicia e baixa morbidade quando
comparada com outras opgdes de tratamento (80, 94). No entanto, nem todo homem infértil que
se submete a varicocelectomia melhorara os parametros da AS ou alcancara a gravidez natural

apos o procedimento.

Como ja demonstrado anteriormente pelo nosso grupo, modelos metabonémicos criados
a partir de dados espectrais de RMN de 'H de soro de sémen podem ser utilizados para
discriminar homens saudaveis férteis de homens férteis com varicocele e de homens inférteis
com varicocele (93). Deste modo, é possivel utilizar-se desta mesma abordagem para a criagcdo
de modelos que sejam capazes de segregar homens inférteis com varicocele que melhorem seu

potencial fértil ap6s VM daqueles que nao o facam.

Tendo em vista que o método metabondmico possui carater nao-invasivo, de simples
coleta, além de utilizar biofluidos que ja sao colhidos durante a avaliacéo rotineira do paciente
com varicocele, facilitando sua implementacdo na préatica clinica, o estudo do perfil
metabonémico de pacientes com varicocele pode se tornar no futuro um exame Util no

progndstico, e na modificacdo de protocolos de tratamento e acompanhamento destes pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Criar modelos metabonémicos para o predizer o desfecho clinico de homens inférteis
submetidos a varicocelectomia microcirurgica para fins de melhora dos pardmetros do

espermograma e de gravidez natural.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir de dados espectrais de RMN de *H obtidos de soro de sémen, construir modelos
metabondmicos, para a segregacdo de homens inférteis com varicocele de acordo com a

melhora do espermograma apos varicocelectomia microcirurgica

A partir de dados espectrais de RMN de *H obtidos de soro de sémen, construir modelos
metabondmicos, para a segregacao de homens inférteis com varicocele de acordo com o sucesso

em ter uma gravidez natural apos varicocelectomia microcirdrgica

Identificar os metabdlitos ou classes de metabdlitos com a maior importancia para a

discriminagao dos grupos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DO ESTUDO

Pacientes atendidos no Ambulatoério de Urologia do Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP). Para o estudo, foram considerados pacientes com diagnostico de
infertilidade e que tinham varicocele palpavel, independente do grau da varicocele e que seriam

submetidos a varicocelectomia microcirargica

4.2 TIPO DE ESTUDO
Clinico
Prospectivo

Analitico

4.3 SELECAO

4.3.1 Critérios de inclusao

Adultos, com até 50 anos de idade, com diagnostico de infertilidade definido pela
auséncia de concepcdo ao final de 12 meses com atividade sexual regular e sem nenhum
emprego de métodos contraceptivos, com varicocele clinica, independente do grau da

varicocele, com programacao de tratamento por varicocelectomia microcirurgica

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

um fator de confundimento.

4.3.2 Critérios de exclusao

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

- Adultos que apresentem outra condigéo que cause diretamente infertilidade masculina, ou

cuja parceira apresente alguma causa conhecida de infertilidade feminina.

- Adultos que ja tenham feito tratamentos de infertilidade ou que apresentem alguma

condigéo que cause infertilidade diretamente.

- Para os grupos gravidez e ndo gravidez: Participantes com azoospermia.

4.4 PROCEDIMENTOS

4.4.1 Procedimentos Técnicos

Anamnese e Exame Fisico:

Ap0s assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1), todos
0s participantes foram submetidos a uma anamnese completa e exame fisico geral com foco no
sistema geniturindrio pelo mesmo examinador, um urologista especialista em fertilidade
masculina. Resumidamente, com os participantes em pé, calcados e com temperatura ambiente
de 25° C, o volume testicular foi medido através do uso de um orquidémetro de Prader, e 0 grau
de varicocele foi definido de acordo com a escala de Dubin & Amelar (62). O peso e altura

foram medidos utilizando a mesma balan¢a mecénica com estadidmetro.
Coleta:

A coleta dos biofluidos foi realizada no laboratorio de analises clinicas do IMIP, atraves
de venopuncéo periférica para as amostras de sangue e de masturbacdo para as amostras de
sémen. Neste mesmo laboratério foram realizados os exames de espermograma, seguindo as
diretrizes do Manuel de Referéncia em Andlise Seminal da Organizacdo Mundial de Saude de
2010, e o processamento do sémen. O sémen foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos
para precipitacdo dos componentes celulares, e o soro do sémen foi coletado e armazenado a -
20 °C ate andlise. Importante ressaltar que a coleta de tais biofluidos ja faz parte da investigacao
de rotina dos pacientes com varicocele e infertilidade, bem como dos pacientes que sédo

submetidos a vasectomia.
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Exames complementares:

Sémen:

Todas as analises seminais foram realizadas no laboratdrio de analises clinicas do IMIP,
seguindo as diretrizes do Manuel de Referéncia em Analise Seminal da Organiza¢do Mundial
de Saude de 2010 (166), sendo avaliados os seguintes parametros: volume, cor, pH, viscosidade,
tempo de liquefacao, concentracdo de leucocitos, concentracdo de espermatozoides, motilidade
dos espermatozoides, e morfologia dos espermatozoides. A AS foi realizada antes da VM e trés
meses apds o procedimento. O tempo de trés meses para reavaliacdo da analise seminal foi
determinado baseado no tempo de duracdo de um ciclo de espermatogénese, que é de

aproximadamente 74 dias (1).
Perfil hormonal:

Todas as anélises dos niveis dos horménios sexuais foram realizadas no laboratério de
andlises clinicas do IMIP. Amostras de sangue venoso foram coletadas de cada participante
entre as 7 e 11 horas, ap6s jejum noturno. Os niveis de testosterona total (intervalo de referéncia:
206 a 1200 ng/dL), estradiol (intervalo de referéncia: 11,6 a 41,2 pg/mL), hormdnio foliculo
estimulante (FSH) (intervalo de referéncia: 1,4 a 18,1 mUIl/mL), horménio luteinizante (LH)
(intervalo de referéncia: 1,5 a 9,3 mUI/mL) e proteina de ligagdo ao hormdnio sexual (faixa de
referéncia: 10 a 57 nmol/L) foram medidos em tempo real por um imunoquimioluminescencia
de fase s6lida com o uso de um analisador automatizado (ADVIA Centauro XP, Siemens
Healthcare Diagnostics, www.siemens-healthineers.com). Os niveis de albumina (faixa de
referéncia: 3,4 a 4,8 g/dL) foram medidos usando um ensaio colorimétrico (Abbott Diagnostics,
Abbott Park, IL, EUA) com um autoanalisador (Architect® c¢16000, Abbott Diagnostics,
www.corelaboratory.abbott). Os niveis de testosterona livre (intervalo de referéncia: 49,9 a

199,9 pg/mL) foram calculados usando a férmula validada de Vermeulen e cols(167).
Ultrassonografia escrotal com Doppler colorido:

Todos os exames ultrassonograficos foram realizados por um Unico radiologista
experiente (5 anos de formacéo), utilizando-se de um mesmo aparelho de Ultrassom GE Logiq
S8 (GE Healthcare, Wauwaosa, W1, EUA) paratodos os participantes, sendo o transdutor linear
de alta frequéncia (SL 15-8-MHz GE Healthcare, Wauwaosa, WI, EUA), utilizado para as
imagens convencionais modo B e color Doppler. Todos os exames tiveram como propedéutica

a avaliacdo dos testiculos direito e esquerdo separadamente. O laudo padréo tradicional incluiu


http://www.siemens-healthineers.com/
http://www.corelaboratory.abbott/
http://www.corelaboratory.abbott/
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informagdes como volume testicular, ecotextura, presenca ou ndo de microlitiase, descricdo dos
epididimos, e o padrdo de vascularizagdo do parénquima testicular, itens avaliados em posicao

supina para avaliar o tamanho dos testiculos, diametro e refluxo da varicocele.
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H:

Espectros de RMN de H foram adquiridos na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco utilizando as amostras de
sémen coletadas antes da cirurgia. Os pesquisadores que realizaram a analise de RMN de 'H
foram cegos para a classificacdo de cada paciente. Apds a liquefacdo do sémen, as amostras
foram centrifugadas a 2218 g por 15 minutos para separar 0s espermatozoides do plasma
seminal sobrenadante. As amostras de plasma seminal foram mantidas congeladas a -20°C até
a analise de RMN de 'H. Apds o descongelamento, 400 pL de plasma seminal foram
adicionados a 200 pL de D20 (agua deuterada), e cada amostra foi submetida a analise de RMN
de *H separadamente e aleatoriamente. Espectros de RMN de H foram adquiridos usando o
espectrometro VNMRS400 operando a 400 MHz. A sequéncia de pulsos Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) com pré-saturacdo do sinal de agua foi utilizada da seguinte forma:
janela espectral de 4,8 kHz, tempo de saturacao de 2,0 segundos, tempo de aquisicdo de 1,704
segundos, temperatura de 27°C, 88 ciclos, tau igual a 0,0004 segundos, bigtau igual a 0,07
segundos e 128 varreduras. Cada espectro foi adquirido utilizando-se tempo total igual a 10,0
minutos e 4 segundos. O alargamento de linha utilizado foi de 0,3 Hz, as distor¢fes basais e de
fase foram corrigidas manualmente e o sinal atribuido ao grupo metileno do citrato (5 2,65 ppm)
foi utilizado como referéncia de deslocamento quimico interno. Utilizando o software
MestreNova 9.0, a regido dos espectros entre 6 8,01 e 0,69 ppm foi dividida em regides iguais
a 0,04 ppm. A regido entre 6 5,50 e¢ 4,50 ppm foi excluida por conter sinal residual de agua.
Uma matriz com 29 linhas (casos) e 160 variaveis (bins de espectros de RMN de *H mais duas

variaveis de classe) foi construida e submetida a analise multivariada.
Varicocelectomia microcirurgica:

Ap0s preparo do campo cirargico, é realizada uma inciséo transversa na logo abaixo do anel
inguinal externo (subinguinal). Apos disseccdo do tecido subcutaneo e da fascia de Scarpa, o
corddo espermatico (CE) é isolado com a ajuda de um dreno de Penrose. Apos abertura do
mesmo, com 0 uso de um microscopio cirirgico com aumento de 8-15x, as artérias espermaticas
sdo identificadas e isoladas com o auxilio de uma solucéo da papaverina e do uso de um sonar
microdoppler. A seguir, todas as veias do plexo pampiniforme serdo ligadas com fio algodao

3-0 ou cauterizadas. Os vasos linfaticos e nervos do CE também séo isolados e preservados.
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Apo6s o fechamento do CE, veias cremastéricas dilatadas séo ligadas, o testiculo é exposto
através da incisdo, e as veias gubernaculares ligadas ou cauterizadas. A sintese é realizada em
3 planos, fascia de Scarpa, tecido subcutaneo e pele, utilizando fios absorviveis. Um curativo
estéril serd aplicado sobre a incisdo fechada. Em caso de varicoceles bilaterais, 0 mesmo

procedimento é realizado do lado oposto.

4.4.2 Procedimentos analiticos

O tamanho da amostra foi definido de acordo com nosso estudo anterior que criou
modelos metabondmicos capazes se segregar, com alta acuracia, homens férteis com varicocele
de homens inférteis com varicocele utilizando uma amostra de 31 participantes (59). Levando
em consideracdo uma perda de seguimento de 45%, foi determinado um tamanho de amostra

de 45 pacientes.

Ap0s a investigacdo diagnostica, todos os participantes com um ou mais parametros da
AS alterados foram submetidos a varicocelectomia subinguinal poupadora de artérias e
linfaticas (79) por um Unico cirurgido. Durante o seguimento, os participantes foram orientados
a coletar uma nova amostra de sémen para AS trés meses ap6s o procedimento. Os participantes
foram acompanhados até os 24 meses ou até a gravidez natural, caso tenha ocorrido antes desse
periodo.

Os participantes foram divididos em grupos com base na melhora dos parametros da AS
(grupos melhora versus ndao melhora) e se alcancaram ou ndo a gravidez natural (grupos
gravidez versus ndo gravidez) ap6s a VM durante o seguimento. Definimos melhora como um
aumento de pelo menos 20% na TMC da AS pdés-operatoria quando comparada a linha de base.
Essa definicdo foi baseada em varias publicagtes relatando que a TMC é um melhor preditor
de gravidez do que outros parametros convencionais da AS (13, 14, 168, 169). A gravidez foi
definida como a presenca de um saco gestacional com batimentos cardiacos (170). Participantes
com azoospermia e investigacdo genética normal foram incluidas na analise com base na
melhora dos parametros de SA, mas excluidas da analise com base na gravidez devido a baixa

probabilidade de gravidez natural evidenciada pela literatura (171).

Os dados foram descritos em nameros absolutos ou frequéncias, a medida de tendéncia
central utilizada foi a mediana e o intervalo interquartil devido ao pequeno tamanho da amostra.

Para investigar a distribuicdo dos dados demograficos e clinicos entre os grupos, foram
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realizados testes univariados utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,
LaJolla, CA). O teste U de Mann-Whitney foi utilizado para comparar variaveis continuas entre
2 grupos. Além disso, para comparar as variaveis continuas do preoperatorio versus pés-
operatorio do mesmo grupo, utilizou-se o teste de Wilcoxon. As variaveis categoéricas foram
comparadas pelo teste exato de Fischer. Um valor de P de < 0,05 foi definido como nivel de

significancia estatistica.

Modelos metabonémicos foram construidos com dois objetivos diferentes:1- diferenciar
o grupo melhora (M) do grupo ndo melhora (NM) (modelo MXNM); 2- segregar 0 grupo
gravidez (G) do grupo néo gravidez (NG) (modelo GXNG). Os modelos metabondmicos da
Andlise Discriminante Linear (LDA) foram realizados utilizando o software TIBCO Data
Science/Statistica 12 (StatSoft Europe, Hamburgo, Alemanha). Os modelos desenvolvidos pela
LDA foram construidos utilizando 5 varidveis selecionadas por meio do lambda de Wilks, e
validadas por LOOCV. O teste exato de Fischer foi utilizado para avaliar as funcOes
discriminantes. Foi realizado utilizando-se 23 e 5 graus de liberdade para 0 modelo MxNM, e
17 e 5 graus de liberdade para o modelo (GXNG). Os resultados foram apresentados utilizando-
se matrizes de confusdo com valores de sensibilidade, especificidade e acuracia. Além disso,
criamos um modelo que combinava uma funcdo discriminante do modelo MxXNM com uma
funcéo discriminante do modelo GXNG. As amostras foram projetadas no espaco definido por
essas duas fungbes discriminantes. Arbitrariamente, definimos dois pontos de corte para
classificacdo: amostras que apresentaram valores de escore inferiores a 145 na funcdo
discriminante do MxXNM e menores que 156 na funcdo discriminante GxXNG, foram

classificadas como amostras com alta probabilidade de sucesso ap6s VM.

Os deslocamentos quimicos identificados pelos modelos como as variaveis mais
importantes para a discriminacdo grupal foram atribuidos aos metabdlitos utilizando o Human
Metabolome Database (HMDB) (172) e o trabalho de Paiva e cols. (173).

4.4.3 Procedimentos éticos

4.4.3.1 Aprovacdo pelo comité de ética do CCS

O projeto foi aprovado pelo comité de ética do CCS em 23/03/2017 sob o parecer
namero 1.978.735(Anexo A), e pelo comité de ética do IMIP em 22/05/2017 sob o parecer
naumero 2.075.028 (Anexo B).
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4.4.3.2 Protecéo dos individuos envolvidos no estudo

Os riscos estimados foram relativos a queixa de dor ou desconforto durante a coleta de
sangue e ao constrangimento ou mal-estar social dos sujeitos para coleta do sémen e entrega do
material. Mais uma vez destacando que a coleta de sémen para espermograma ja € rotina na

avaliagcdo de paciente com varicocele e de pacientes que serdo submetidos a vasectomia.

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

envolvidos.

4.4.3.3 Beneficios para individuos e sociedade

Os beneficios esperados para os individuos e sociedade estdo relacionados com o
possivel desenvolvimento de um método prognostico dos resultados da VM néo invasivo,
seguro, e que podera evitar o procedimento cirdrgicos em casos de baixa chance de sucesso,
bem como possibilitara uma melhor orientagdo destes individuos sobre o seu potencial fértil

apos o procedimento.

4.4.3.4 Beneficios para ciéncia

Os beneficios para a ciéncia sdo o maior entendimento sobre a fisiopatologia da

varicocele e ampliagdo do uso da RMN de 'H para a pratica clinica.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Foram recrutados 45 homens inférteis com varicocele e parametros anormais da AS, no
entanto, seis homens recusaram a cirurgia apds a coleta da amostra de sémen basal e 10 homens
ndo retornaram apos a cirurgia. Assim, apenas 29 participantes que realizaram VM e tinham
dados de AS pos-operatdria disponiveis foram incluidos na analise com base na melhora dos
parametros de AS. Destes, cinco participantes com azoospermia e um participante que perdeu
0 seguimento apds a AS pos-operatoria foram excluidos da analise baseada na gravidez. Dezoito
(62%) participantes preencheram os critérios de melhora e foram incluidos no grupo M; os 11
participantes restantes foram incluidos no grupo NM. Além disso, 10 participantes alcangaram
gravidez natural durante o acompanhamento e foram incluidas no grupo G; enquanto os 13
participantes que ndo engravidaram as parceiras foram incluidos no grupo NG. A mediana do
tempo para gravidez natural no grupo G foi de 3 (3,17) meses. O fluxograma do recrutamento

de pacientes esta exposto na Figura 8.

FIGURA 8 - Fluxograma dos participantes do estudo

Recrutados 45 homens inférteis com
varicocele palpdvel e alteracdes no
espermograma
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amostras.

39 participantes submetidos a VM
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29 participantes com andlise seminal apds
VM = Incluidos no modelo MxNM
Excluidos:
5 participantes
azoopérmicos
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seguimento - incluidos no modelo GxNG

1 participante sem
seguimento
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As caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos estdo apresentadas na Tabela 1.
N&o houve diferenga quanto a distribuicdo dos participantes dos grupos G e NG entre 0s grupos
M e NM (Tabela 2). A maioria dos parametros ndo mostrou diferencas entre os grupos M e
NM; no entanto, os participantes do grupo NM apresentaram niveis mais baixos de LH. Houve

dois (11%) participantes azoospérmicos no grupo M trés (27%) no grupo NM (p = 0,33).

5.2 DADOS DAS ANALISES SEMINAIS PRE-OPERATORIAS

Os participantes incluidos no grupo G apresentaram maior contagem total de
espermatozoides basais (21,8 x 108 espermatozoides vs. 5.0 x 10° espermatozoides; p < 0.05) e
TMC (7.1 x 10%vs. 1.2 x 108 espermatozoides; p < 0.05) quando comparado ao grupo NG. Além
disso, os parceiros dos participantes do grupo G eram mais jovens do que os do grupo NG (28
vs. 32 anos; p < 0.05). N&do houve diferencas significativas em relacdo aos achados

intraoperatdrios entre os grupos (Tabela 3).



TABELA 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos

Nio melhora Melhora p Nio gravidez Gravidez p
Numero n (%) 11 (38%) 18 (62%) NA 13 (56%) 10 (44%) NA
Idade (anos), mediana (1IQ) 32(29.37) 31(27.36) 0.62§ 34(28,38) 30(27,33) 0.20§
Idade da parceira (anos), mediana (IIQ) 32(29,34) 30(27.33) 045§ 32(30,35) 28(27.30) <0.05§
Idade da puberdade (anos), mediana (IIQ) 14 (14.15) 14 (13,15) 0.38§ 14(13,15) 14(12,15) 0.55§
Infertilidade primaria (%) 100% 94% 1.007 92% 100% 1.007
Volume testicular direito pelo exame fisico (mL), mediana (IIQ) 15(12,20) 15(11,20) 0.83§ 15(11,20) 18(14,20) 0.57§
Volume testicular esquerdo pelo exame fisico (mL), mediana (IIQ) 10(10,15) 11(8.20) 070§ 12(6.15) 11(10,20) 0.55§
Varicocele bilateral (%) 64% 61% 0.667T 54% 70% 0.667
Varicocele esquerda grau 1 (%) 9% 22% 16% 20%
Varicocele esquerda grau 2 (%) 36% 33% 38% 20%
Varicocele esquerda grau 3 (%) 55% 45% 0.747  46% 60% 0.747
Varicocele direita grau 1 (%) T0% 50% 33% B86%
Varicocele direita grau 2 (%) 15% 33% 33% 14%
Varicocele direita grau 3 (%) 15% 17% 0.17t 33% 0% 0.17F
Concentracio espermatica (10%mL), mediana (IIQ) 5.0(00,11.0) 3.0(05,11.5) 0.89§ 3.0(00,9) 95(3.0,145) 0.05§
Contagem total de espermatozoides (10%mL), mediana (1IQ) 12.5(0.0,36.0) 85(21,21.8) 0.82§ 5.0(2.7.238) 21.8(13.5,59.8) <0.05§
Motilidade progressiva (%), mediana (IIQ) 26 (13,42) 26 (9,36) 0.70§ 20(10,33) 35(25,43) 0.08§
Total de espermazoides méveis progressivos (108mL), mediana (IIQ) 1.9(0.0,23.0) 1.7(0.1,7.1) 068§ 12(02.69) 7.1(24,23.7) <0.05§
Morfologia (% ), mediana (IIQ) 55(4.0,10.0) 90(45,11.0) 046§ 6.0(3.5,10.0) 95(45,15.0) 027§
Volume (mL), mediana (IIQ) 3.5(2.5.4.0) 23(1.5,43) 034§ 2.5(1.5.3.8) 4.0(1.5,6.0) 0.15§
pH. mediana (IIQ) 7.5(7.0,8.0) 7.0(7.0,8.0) NA 7.5(7.0,8.0) 7.5(7.0,8.0) NA
Testosterona (ng/dL), mediana (1IQ) 393 (311, 604) 347(285.553) 025§ 312(257.654)  408(334,518) 0.92§
Testosterona livre (ng/dL), mediana (IIQ) 88(6.2,11.1) 76(52,11.1) 045§ 73(45.114) 82(63,102) 0.71§
Estradiol (pg/mL), mediana (TIQ) 259(123.35.1) 364(22.1,40.8) 0.18§ 369(25.1,35.9) 26.2(20.3,38.9) 0.30§
FSH (mUI/mL), mediana (IIQ) 6.6(4.5,9.1) 82(4.0,109) 091§ 63(4.0,9.1) 6.8(3.9,84) 0.80§
LH (mUI/'mL), mediana (1IQ) 6.8(4.8,8.0) 42(2.7,5.5) <0.05§ 4.7(2.7,7.0) 42(3.3,5.8) 0.85§
Volume testicular direito pela ultrassonografia (mL), mediana (IIQ) 12.6(10.0,15.5) 11.1(9.1,138) 031§ 125(89,152) 122(98,189) 0.92§
Volume testicular esquerdo pelaultrassonografia (ml), mediana (IIQ) 9.7 (9.0,10.9) 9.7(6.7,124) 0.78§ 9.8(80,11.9) 10.5(8.1,16.1) 0.75§
Diagmetro da varicocele direita pelo Doppler(cm), mediana (11Q) 25(20,4.1) 28(23.32) 091§ 28(20.35) 27(23,32) 0.96§
Didmetro da varicocele esquerda pelo Doppler(em), mediana (IIQ) 40(2.5 46) 3.6(3.0.42) 068§ 4.0(2.7.45) 36(3.1.4.0) 0.92§

Legenda: FSH = hormdnio foliculo estimulante; IMC = indice de massa corporal; LH = hormdnio luteinizante; NA — ndo aplicavel
Tpelo teste exato de Fisher; §pelo teste de Mann Whitney;
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TABELA 2 - Distribuicédo dos participantes entre 0s grupos

Legenda: Pelo teste exato de Fisher

TABELA 3 - Achados intraoperatorios

Parimetro Niao melhora Melhora ps Nao gravidez Gravidez ps
(n=11) (n=18) (n=13) (n=10)
Diametro da maior veia esquerda (cm) 4.0 (3.0-4.0) 4.0 (3.0, 4.0) 1.00 4.0 (35, 4.0) 3.0 (3.0, 4.0) 0.29
Diametro da maior veia direita (cm) 4.0 (3.0-4.0) 3.0 (2.5, 4.0) 0.36 3.0 (2.5, 4.0) 3.0(2.3, 4.0 0.73
Numero de veias ligadas a esquerda 10 (8-13) 11 (8, 16) 0.34 12 (9, 13) 11 (8, 18) 0.73
Numero de veias ligadas a direita 13 (7-15) 9 (8, 13) 0.41 10 (8, 13) 12 (8, 17) 0.62
Numero de artérias preservadas a esquerda 2.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0, 1.5) 0.17 1.0 (1.0, 2.0) 1.0 (1.0, 1.0) 0.15
Numero de artérias preservadas a direita 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0, 2.0) 1.00 2.0 (1.0, 2.0) 1.0 (1.0, 2.5) 0.36

Legenda: Mediana (Intervalo Interquartil); § teste de Mann-Whitney
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5.3 DADOS DAS ANALISES SEMINAIS POS-OPERATORIAS

Quando os parametros de AS pos-operatdria foram comparados entre 0s grupos, o grupo M
apresentou maior concentracdo espermatica, contagem total de espermatozoides, motilidade
progressiva, TMC e morfologia do que o grupo NM (Tabela 4). Em relacdo as alteracdes da
TMC desde o pré-operatorio, 0 grupo M teve um aumento mediano de 12.2 x 10°
espermatozoides, enquanto o grupo NM teve uma diminuicdo mediana de -1,7 x 106
espermatozoides (p < 0.05). Quando as mudangas foram analisadas por meio de porcentagem,
essa diferenca foi ainda destacada, o grupo M demonstrou um aumento de 275% (variacéo de
94% a 34000%) e o grupo NM apresentou uma diminuicdo de -59% (variacdo de -97% a —
34%) (p < 0.05). As comparacdes dos parametros da AS pds-operatoria entre os grupos G e NG
revelaram que o grupo G apresentou maior motilidade, TMC e morfologia progressivas (Tabela
4).

Um participante desenvolveu um hematoma que foi tratado de forma conservadora, enquanto
outro participante teve uma artéria testicular direita ligada, mas outras 3 artérias testiculares
direitas foram preservadas. Ambos os participantes com complicacfes foram classificados no
grupo NM; em relacgdo a gestacdo, a participante com hematoma foi classificada no grupo NG,
enquanto a participante com artéria testicular direita ligada foi classificada no grupo G.



TABELA 4 - Dados das analises seminais pds-operatorias. Comparacao entre 0s grupos
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Pardmetro Nio melhora Melhora p Niao gravidez  Gravidez p
Numero n (%) 11 (38%) 18 (62%) NA 13 (56%) 10 (44%) NA
Tempo desde a cirurgia (dias), mediana (I1Q) 120 (100, 155) 105 (90, 150) 0.36§  120(90,155) 105 (90, 225) 0.69§
Concentracio espermatica (105/mL), mediana (IIQ) 1.0 (0.1, 8.0)* 16.0 (4.5,23.5)" <0.05§ 6.0(0.9,23.5) 16.0 (8.5, 23.5)" 0.21§
Contagem total de espermatozoides (10%/mL), mediana (IIQ) 5.0 (0.1, 30)* 41.0(13.8,67.8)" <0.05§ 20.0(3.7/150.3) 45.0(33.0,67.8)" <0.05§
Motilidade progressiva (%),mediana (IIQ) 26 (3, 36) 39 (27, 50)* <0.05§ 28(16, 38) 43 (37, 51)* <0.05§
Total de espermazoides méveis progressivos (106/mL), mediana (IIQ) 0.2(0.0,9.7)"  14.7(5.5,34.2)" <0.05§ 3.5(0.2,13.3)" 22.1(13.8,34.2)" <0.05§
Morfologia (% ), mediana (I1Q) 5.0(2.5, 8.5) 9.0 (5.0,10.0) <0.05§ 5.0(4.0,9.0) 10.0 (9.0, 12.0) <0.05§
Volume (ml.), mediana (T11Q) 2.5(1.7,5.0) 2.5(2.0,4.5) 0.73§ 2.0(1.5,4.5) 3.3(2.3,5.5) 0.11§
pH, mediana (I1Q) 8.0(7.0, 8.0) 7.5(7.0, 8.0) NA 8.0 (7.3, 8.0) 8.0 (7.3, 8.0) NA
Mudanca do Total de espermazoides moveis progressivos (10%/mL),

median (IQR) -1.7(-9.1,0.0) 12.2(2.6,26.3) <0.05§ 1.1(-1.0,12.2) 19.1(-2.0,26.3) 0.27§
Mudanga do Total de espermazoides moveis progressivos (%),

mediana (IQR) -59 (-97, -34) 275(94, 1400) <0.058§ 1(0,11) 1(0, 6) 0.97§

Legenda: & Teste de Mann-Whitney; TDiferente do pré-operatorio
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5.4 COMPARACOES ENTRE DADOS DAS ANALISES SEMINAIS PRE E POS-
OPERATORIAS

Como esperado, as mudancas entre os parametros de AS pré- e pos-operatérias
revelaram padrdes diferentes para os grupos M e NM. Os pacientes do grupo M apresentaram
melhora significativa na concentragdo espermatica (3.0 x 10%mL vs. 16.0 x 10°
espermatozoides/mL; p< 0.05), contagem total de espermatozoides (8.5 x 10° vs. 41.0 x 10°
espermatozoides; p < 0.05), motilidade progressiva (26% vs. 39%; p < 0.05) e TMC (1.7 x 10°
vs. 14.7 x 10° espermatozoides; p < 0.05) (Tabela 5). Por outro lado, o grupo NM teve
diminuicdo significativa na concentracdo de espermatozoides (5.0 x 10° vs. 1.0 x 10°
espermatozoides/mL; p < 0.05), contagem total de espermatozoides (12.5 x 10° vs. 5.0 x 108
espermatozoides; p < 0.05) e TMC (1.9x 10° vs. 0.2 x 108 espermatozoides; p < 0.05), (Tabela
6).

TABELA 5 - Comparacédo entre os parametros da analise seminal pré- e pos-operatoria

do Grupo melhora (n=18)

Parametro Pré-operatirio Pés-operatdrio p
Concentragiio espermatica (105/mL), mediana (I1Q) 3.0(0.5,11.5) 16.0 (4.5, 23.5) <0.05
Contagem total de espermatozoides (105/mL), mediana (IIQ) 8.5(2.1, 21.8) 41.0(13.8,67.8) <0.05
Motilidade progressiva (%),mediana (I1Q) 26 (9, 36) 39 (27, 50) <0.05
Total de espermazoides méveis progressivos (105/mL), 1.7 (0.1,7.1) 14.7 (5.5, 34.2)

mediana (IIQ) <0.05
Morfologia (% ), mediana (IIQ) 9.0 (4.5,11.0) 9.0 (5.0, 10.0) 0.24
Volume (mL), mediana (T1Q) 2.3(1.5,4.3) 2.5(2.0,4.5) 0.33
pH, mediana (TIQ) 7.0 (7.0. 8.0) 7.5 (7.0, 8.0) NA

Legenda: § teste de Wilcoxon

TABELA 6 - Comparacédo entre os parametros da analise seminal pré- e pos-operatoria

do Grupo nédo melhora (n=11)

Parametro Pré-operatorio Pés-operatério ps
Concentragiao espermitica (105/mL), mediana (I1Q) 5.0(0.0,11.0) 1.0(0.1, 8.0) <0.05
Contagem total de espermatozoides (104/mL), mediana (I1Q) 12.5(0.0, 36.0) 5.0(0.1, 30) <0.05
Motilidade progressiva (%), mediana (IIQ) 26 (13,42) 26 (3, 36) 0.46
Tota! de espermazoides moveis progressivos (105/mL), 1.9 (0.0, 23.0) 0.2 (0.0,9.7) <0.05
mediana (IIQ)

Morfologia (%), mediana (I1Q) 5.5 (4.0, 10.0) 5.0(2.5, 8.5) 0.68
Volume (mL), mediana (1IQ) 3.5(2.5,4.0) 2.5(1.7,5.0) 0.27
pH, mediana (11Q) 7.5(7.0, 8.0) 8.0(7.0, 8.0) NA

Legenda: § teste de Wilcoxon
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As analises dos parametros de AS pos-operatorios dos grupos G e NG néo revelaram

diferengas em relacdo a linha de base no grupo NG, enquanto o grupo G teve um aumento

significativo na TMC em relac&o a linha de base (7.1 x 108 vs. 22.1 x 10° espermatozoides; p <

0,05) (Tabelas 7 e 8).

TABELA 7 - Comparacédo entre os parametros da anélise seminal pré- e pés-operatdria

do Grupo néo gravidez (n=13)

Parametro Pré-operatorio Pos-operatorio ps
Concentracéo espermatica (10%/mL), mediana (IIQ) 3.0(0.0,9) 6.0 (0.9, 23.5) 0.26
Contagem total de espermatozoides (10%/mL), mediana (11Q) 5.0(2.7, 23.8) 20.0 (3.7, 50.3) 0.09
Motilidade progressiva (%), mediana (I1Q) 20 (10, 33) 28 (16, 38) 0.30
Total de espermazoides moveis progressivos (108/mL),

. 1.2 (0.2, 6.9) 3.5(0.2,13.3) 0.16
mediana (11Q)
Morfologia (%), mediana (11Q) 6.0 (3.5, 10.0) 5.0(4.0,9.0) 1.03
Volume (mL), mediana (IIQ) 2.5(1.5,3.8) 2.0(15,4.5) 0.43
pH. mediana (IIQ) 7.5 (7.0, 8.0) 8.0 (7.3, 8.0) NA

Legenda: § teste de Wilcoxon

TABELA 8 - Comparacdo entre os parametros da anélise seminal pre- e pés-operatdria

do Grupo gravidez (n=10)

Parametro Preoperatorio Posoperatorio ps
Concentragdo espermatica (10%mlL.), mediana (I1Q) 95(3.0, 14.5) 16.0 (8.5, 23.5) 0.25
Contagem total de espermatozoides (10%/mL), mediana (I1Q) 21.8 (13.5, 59.8) 45.0 (33.0, 67.8) 0.06
Motilidade progressiva (%), mediana (11Q) 35 (25, 43) 43 (37, 51) 0.13
Total de espermazoides moéveis progressivos (106/mL),

mediana (TTQ) 7.1(2.4,23.7) 22.1(13.8, 34.2) <0.05
Morfologia (%), mediana (I1Q) 9545, 15.0) 10.0 (9.0, 12.0) 0.57
Volume (mL), mediana (1I1Q) 4.0 (1.5, 6.0) 33(2.3,5.5) 0.84
pH, mediana (IIQ) 7.5 (7.0, 8.0) 8.0 (7.3, 8.0) NA

Legenda: & teste de Wilcoxon

5.5 DADOS ESPECTRAIS E ANALISES MULTIVARIADAS

Exemplos de espectros de RMN de *H de plasma seminal sdo mostrados na Figura 9.

As areas sob os picos estdo associadas a concentracdo de metabdlitos ponderados pelo nimero

de nucleos de hidrogénio em cada ambiente quimico. Alguns picos tiveram seus respectivos

compostos quimicos atribuidos no espectro.
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FIGURA 9 - Exemplos de espectros de RMN de *H de plasma seminal
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A andlise exploratoria por meio da PCA ndo mostrou agrupamento nas classes
estudadas (Figura 10). Todavida, a PCA também ndo identificou amostras anémalas
(outliers). A fim de otimizar os resultados referentes a discriminacdo entre os grupos M e
NM, e os grupos G e NG, optou-se por utilizar a Analise Discriminante Linear, um método
supervisionado. As fun¢des discriminantes foram construidas utilizando-se cinco varidveis
selecionadas utilizando o lambda de Wilks. As variaveis selecionadas para o modelo
metabondmico LDA MxNM apresentaram os seguintes desvios quimicos & (ppm): 0.85,
1.97, 2.89, 3.90 e 6.83. A Figura 11 mostra as Func¢des Discriminantes (DF) obtidas para

0 modelo metabondmico MxNM e projecdo de amostras no espaco definido por estas DF.

FIGURA 10 - Analise de Componentes Principais

Scores Plot
o0
= 1
O
o - 0 o
o
@]
— @ o© O
~ © o
82 00 o - @
o
(@ e
8 @
00
=
' | I | | I | |
-15 -10 -5 0 5 10 15

PC1(17.7 %)

Legenda: Pontos verdes representam as amostras do grupo melhora e os pontos vermelhos as amostras do

grupo ndo melhora.



FIGURA 11 - Gréfico de scores do modelo metabonémico LDA MxNM
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Legenda: Gréfico de scores do modelo metabondmico LDA MxNM (Fzs5 = 10,35 P < 0,001) usando 11

amostras do grupo melhora (diamantes azuis) e 18 amostras do grupo ndo melhora (pontos vermelhos). DF

1 e 2 sdo as Fungdes Discriminantes obtidas para 0 modelo metabondmico MxNM.

Baixos escores nas fungdes discriminantes levam a amostra a ser classificada como

parte do grupo M, enquanto escores altos levam a classificacdo no grupo NM. A Tabela 9

apresenta a matriz de confusdo com os resultados do modelo MxNM obtidos ap6s o

LOOCV. As fungdes discriminantes foram avaliadas pelo teste exato de Fischer utilizando

29 e 5 graus de liberdade, apresentando F235 = 10,35 e p < 0.001. Os resultados

apresentados na matriz de confuséo indicam que o modelo MxNM apresentou valores de

sensibilidade, especificidade e acuracia iguais a 94.4%, 90.9% e 93.1%, respectivamente.
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TABELA 9 - Matriz de confusdao — Modelo metabonémico LDA NxNM

Grupos
Modelo Melhora N3o melhora
(n=18) (n=11)
Melhora 17 1 >
- <0.001
Nao Melhora 1 10

Legenda: Matriz de confusdo — Modelo metabonémico LDA NxNM utilizando cinco variaveis selecionadas

a partir de dados espectrais de RMN *H obtidos a partir de plasma seminal de 29 voluntarios.

Utilizamos a mesma abordagem para criar um modelo para segregar os grupos G e
NG. As variaveis selecionadas para 0 modelo metabonémico LDA GXNG apresentaram 0s
seguintes desvios quimicos & (ppm): 3.26; 3.42; 3.86; 3.90; 4.26. As duas fungdes
discriminantes e a projecdo das amostras no espaco definidas por estas DF estéo

representadas na Figura 12.

FIGURA 12 - Gréfico de scores do modelo metabonémico LDA GxNG
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Legenda: Grafico de scores do modelo metabondémico LDA GXNG (F17s = 27,95 p-valor < 0.001) utilizando
10 amostras do grupo gravidez (tridngulos azuis) e 13 amostras do grupo néo gravidez (pontos vermelhos).

DF 1 e 2 s&o as Fungdes Discriminantes obtidas para 0 modelo metabonémico GXNG.
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A significancia estatistica do modelo foi avaliada pelo teste exato de Fischer, com
17 e 5 graus de liberdade, resultando em Fi75 = 27,95 (p<0.001). O modelo foi validado
por meio do LOOCV, e classificou corretamente todas as amostras, conforme apresentado

na matriz de confusédo (Tabela 10).

TABELA 10 - Matriz de confusdo — Modelo metabondmico LDA GxNG

Grupos
Modelo Gravidez Ndo gravidez
(n=10) (n=13)
Gravidez 10 0 >
- . <0.001
N3ao gravidez 0 13

Legenda: Matriz de confusdo — Modelo metabondmico LDA GXNG utilizando cinco varidveis selecionadas

a partir de dados espectrais de RMN *H obtidos a partir de plasma seminal de 23 voluntarios.

A Figura 13 mostra a projecdo das amostras em um sistema de coordenadas
formado por uma das fungdes discriminantes do modelo MxNM e uma das fungdes do

modelo GXNG, e seus respectivos valores de corte.

Deve-se notar na Figura 13 que as amostras 14, 51 e 86 sdo plotadas em uma regido
limitrofe entre os dois grupos. No caso das amostras 14 e 86, que pertencem a grupos
diferentes, elas praticamente se sobrepdem no sistema de coordenadas definido pelas duas
funcBes discriminantes. Isso sugere uma classificacdo duvidosa. Na validacdo cruzada,

observou-se que o modelo GXNG classifica erroneamente apenas a amostra 31.
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FIGURA 13 - Proje¢do das amostras no sistema de coordenadas definido pelas
FuncBes Discriminantes para predicdo de melhoria dos parametros da analise

seminal e gravidez
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Legenda: Os circulos vermelhos sdo amostras de participantes que ndo conseguiram engravidar dentro de 24
meses apds a cirurgia; os tridngulos azuis sdo amostras de participantes que conseguiram engravidar sua
parceira. As linhas tracejadas sdo os valores de corte para cada funcéo discriminante. O DF AS é uma funcéo
discriminante obtida para o modelo metabonémico MxNM, e o DF GR é uma fungéo discriminante obtida

para o modelo metabondmico GXNG.

Os deslocamentos quimicos selecionados e utilizados nas func¢des discriminantes
do modelo MxNM foram atribuidos ao caprilato (5 0.85 ppm), isoleucina (3 1.97 ppm),
creatina (6 3.90 ppm) e N-acetiltirosina (NAT, & 6.83 ppm). O sinal a & 2.90 ppm né&o foi
identificado. Em relacdo ao modelo GXNG, identificamos os seguintes metabolitos:
carnitina (6 3.42 ppm), N-acetilcarnitina (NAC, 6 3.86 ppm), creatina (6 3.90 ppm),
treonina (6 4.26 ppm). O sinal a & 3.26 ppm pode ser atribuido a arginina ou glicose ou
mesmo N-6xido de trimetilamina. A Tabela 11 apresenta a intensidade média por grupo
das variaveis utilizadas para a obtencdo do escore de cada amostra nas fungdes
discriminantes de ambos os modelos. Quando foram realizadas andlises univariadas para
avaliar a capacidade de cada varidvel de discriminar independentemente 0s grupos,

verificou-se que nenhuma varidvel apresentou poder discriminatério para o modelo

170
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MxNM. No entanto, para a modelagem de correlacdo gestacional, trés varidveis
apresentaram poder discriminatdrio, porém com niveis de acuréacia significativamente

inferiores ao modelo multivariado.

TABELA 11 - Estudo univariado a partir de variaveis utilizadas nas funcdes

discriminantes

~ Intensidade Média Relativa
- Grupo Melhora Grupo Nao melhora

Caprilato 0.1700 0.2265 0.688
Isoleucina 0.1134 0.0967 0.673 -
Nao

- ettt -0.4493 -0.4974 0.153
[[73090 " Creatina 1.0572 1.1119 0.680 =
777683 N-acetiltirosina 0.5242 -0.5890 0.085
_ Grupo Gravidez Grupo Nao gravidez

_ Nao 0.0913 02774 0.017 70%

identificado
[ 342 | Camitina -0.4563 -0.5137 0.016 78%
- N 0.9012 0.9494 0.171

acetilcarnitina

[ 8390 Creatina 1.0606 1.1041 0.758 -
[a36 | Treonina -0.1841 -0.0194 0.016 78%

Legenda: *teste t de Student. Construcdo do modelo apenas para varidveis que apresentaram valor de P menor
que 0.05. LOOCYV = leave-one-out-cross validation
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, nds descrevemos, pela primeira vez, o uso de modelos
metabondmicos para segregar homens inférteis com varicocele clinica de acordo com os
desfechos da VM. Esses modelos preliminares foram capazes de diferenciar os homens que
tiveram melhorias na AS, bem como aqueles que alcangaram a gravidez natural apés a VM.
Em nosso estudo, 62% dos participantes demonstraram melhora do TMC trés meses apos
a VM. Essa taxa de melhora é similar ao relatado por outros autores (64 a 81%) (62, 85,
86). Além disso, houve uma diferenca clinicamente significativa entre os grupos M e NM
em relacdo as mudancas no TMC desde o pré-operatorio até a AS pds-operatdria (aumento
do grupo M de 275% vs. diminuicdo do grupo NM de 59%), o que reforca os resultados
opostos da VM nos participantes de cada grupo. Em relacdo a gravidez natural, 44% dos
participantes conseguiram engravidar suas parceiras durante o periodo de
acompanhamento de 24 meses ap0s o0 procedimento. A literatura revela taxas de gravidez
semelhantes ap0s a varicocelectomia, variando de 26% a 60% (62, 85, 174), e com tempo
médio de 6 meses (62). Curiosamente, o grupo G teve um TMC pos-operatorio de 22,1 X
10° espermatozoides, enquanto o grupo NG teve um TMC poés-operatdrio de 3,5 x 10°
espermatozoides. Esses achados estdo de acordo com o ponto de corte de menos de 5 x
10° de TMC como progndstico desfavoravel para gravidez natural proposto por Hamilton

e colaboradores (13).

Também demonstramos que os participantes cujos parametros de AS melhoraram
apos o procedimento apresentaram perfil de metaboloma seminal pré-operatério diferente
daqueles que ndo melhoraram. Isso se soma aos achados de nosso estudo anterior
mostrando composic¢des diferenciais do metaboloma seminal em homens férteis e inférteis
com varicocele (59). Além disso, aplicando o formalismo estatistico LDA aos dados
espectrais de RMN de H pré-operatorios de amostras de sémen de homens inférteis com
varicocele, criamos um modelo que distinguiu os homens cujos parametros de AS
melhoraram apds VM daqueles sem melhora, com acurécia de 93%. Ademais, também
desenvolvemos um modelo metabondmico que discriminava os homens que engravidaram
suas parceiras naturalmente ap6s a VM daqueles que ndo o fizeram. A relagéo entre os
diferentes perfis de metaboloma seminal encontrados em homens inférteis com varicocele

e os diferentes resultados da VM ressaltam a natureza heterogénea da varicocele.
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Diversos estudos tém tentado predizer os resultados da varicocelectomia utilizando
parametros como idade, IMC, tamanho da varicocele, pardmetros convencionais de AS,
niveis de hormdnios sexuais e marcadores bioguimicos (62, 95, 97, 175, 176). No entanto,
0 poder preditivo destes parametros quando usados individualmente ainda € controverso.
Além disso, 0 Unico nomograma criado com esse objetivo mostrou-se inferior em um
estudo de validagdo externa (98, 99). Assim, a metabondmica baseada em RMN de H pode
ter aplicacdo clinica, auxiliando no aconselhamento de homens inférteis com varicocele

quanto ao seu prognostico apos a cirurgia.

Foram identificados quatro principais metabdlitos responsaveis pela segregacao dos
grupos M e NM: caprilato (6 0.85 ppm), isoleucina (6 1.97 ppm), creatina (6 3.90 ppm) e
NAT (6 6.83 ppm). Os niveis seminais desses metabolitos ndo discriminam o0s grupos
qguando analisados separadamente, no entanto, 0s grupos sdo segregados quando as
intensidades desses metabolitos estdo associadas em uma fungdo discriminante. Assim, o
aumento do nivel de caprilato leva a amostra a ser classificada no grupo NM, uma vez que
isso resultara em maiores escores nas funcdes discriminantes. Por outro lado, considerando
que as demais variaveis apresentaram peso com valores negativos, aumentos nos niveis de

isoleucina, NAT e creatina fazem com que a amostra seja classificada no grupo M.

Caprilato é um acido graxo de cadeia média composto por oito carbonos encontrado
frequentemente em produtos lacteos e 6leo de palma. O caprilato funciona como uma fonte
de energia "saudavel", devido a sua rapida oxidacdo pelas mitocondrias, suprimindo o
acumulo de gordura corporal (177). O metabolismo dos carboidratos via glicolise e
fosforilacdo oxidativa é a principal fonte de energia dos espermatozoides maduros (178),
no entanto, 24% do proteoma espermético é composto de proteinas envolvidas no
metabolismo lipidico, sugerindo que a producdo de ATP no gameta masculino pode ser
alcancada também via oxidacdo de acidos graxos (179). Deste modo, 0 aumento dos niveis
de caprilato encontrados no grupo NM sugere uma diminui¢éo da absorcéo desse substrato,
que pode estar associada ao comprometimento do metabolismo energético dos
espermatozoides em homens com varicocele. A isoleucina é um aminoécido ramificado
essencial que encontra-se diminuido no sémen de homens inférteis (59, 180). Da mesma
forma, em nosso estudo, 0 aumento do nivel de isoleucina em uma amostra a levou a ser
classificada no grupo M. Os mecanismos exatos que ligam a isoleucina & infertilidade
masculina ndo sao claros, mas a participacdo no metabolismo energético e na resposta ao

estresse oxidativo sdo as duas principais possibilidades. A creatina é um derivado de
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amino4cidos que participa no metabolismo energético regenerando o trifosfato de
adenosina (ATP). Além disso, a creatina também tem efeito antioxidante (181). Estudos
utilizando amostras de tecido testicular de ratos demonstraram que o desenvolvimento de
células germinativas requer grandes concentracdes extracelulares de creatina (182). Nesta
pesquisa, demonstramos que maiores concentracoes relativas seminais de creatina foram
associadas positivamente a fertilidade masculina. Por outro lado, um estudo recente
empregando RMN de *H in vivo para avaliar o meio bioquimico de testiculos de homens
com azoospermia ndo obstrutiva ndo encontrou diferenca nas concentracdes de creatina
entre os grupos experimental e controle (183). Sendo assim, as evidéncias sobre a
importancia da creatinina na espermatogénese humana ainda sdo conflitantes. Por fim, o
aumento dos niveis de NAT, um metabolito derivado da tirosina, fez com que a amostra
fosse classificada no grupo M. Em estudo anterior, nds evidenciamos uma maior
concentracdo relativa de NAT no plasma seminal de homens férteis com varicocele (59).
Sugere-se que a formacdo de NAT a partir da tirosina seja um mecanismo de eliminacéo
de espécies reativas de oxigénio (184). Além disso, outros estudos demonstraram que 0S
niveis seminais de tirosina estao alterados em homens inférteis, reforcando ainda mais a
associagao entre o metabolismo da tirosina/N-acetiltirosina e a fertilidade masculina (120,
185).

Com relacéo aos grupos G e NG, identificamos carnitina (6 3.42 ppm), NAC (6 3.86
ppm), creatina (6 3.90 ppm), e treonina (6 4.26 ppm) como 0s metabdlitos mais importantes
para a segregacdo grupal. Quanto maior a concentracgdo relativa seminal de carnitina, NAC
e creatina maior a chance de a amostra ser classificada no grupo G, por outro lado, a alta
concentragéo relativa seminal de treonina aumenta a chance de a amostra ser classificada

no grupo NG.

A carnitina e seu produto bioativo, a NAC, desempenham um papel importante no
metabolismo energético, transportando acidos graxos atraves da membrana mitocondrial
externa, um dos primeiros passos da f-oxidacdo (186). Além disso, a carnitina e a NAC
também atuam como antioxidantes, protegendo o material genético dos danos causados
pelos radicais livres, prevenindo a apoptose, e regulando a fluidez das membranas
fosfolipidicas (187). Portanto, a suplementacéo de carnitina e NAC tem sido amplamente
utilizada no manejo da infertilidade masculina e est associada a melhorias nos parametros
de AS e nas taxas de gestacdo (188, 189). Um estudo utilizando cromatdgrafa liquida que

analisou metabolitos urinérios encontrou uma diminuicdo dos niveis de NAC e de outros
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derivados de carnitina em homens inférteis com oligospérmicos quando comparados com
controles férteis (190). Em nosso estudo, o aumento das concentragdes relativas seminais
de carnitina e NAC foi associado a gravidez. A treonina é um aminoacido essencial
envolvido no metabolismo lipidico e na sintese proteica (191). Além disso, modelos
animais mostraram que a treonina também participa da proliferacéo e diferenciacao celular,
regulando a replicacdo do DNA cromossdmico e o ciclo celular (192). Assim, parece l6gico
que a treonina desempenha um papel importante na espermatogénese. Entretanto, ndo ha
estudos em humanos avaliando a associacdo entre 0s niveis seminais de treonina e a
infertilidade masculina. Neste estudo, o aumento dos niveis relativos de treonina no sémen

foi associado a incapacidade de alcancar uma gravidez natural apds a VM.

Ressaltamos que, apesar da identificacdo desses metabolitos como variaveis
importantes para a discriminacdo dos grupos em nosso estudo, as vias metabolicas que 0s
relacionam com a infertilidade masculina e a resposta a VM permanecem em sua maioria
desconhecidas. Portanto, mais pesquisas sd0 necessarias para esclarecer a importancia

desses metabolitos para a espermatogénese.

uA

Até 0 momento, nenhum outro estudo utilizou estratégias "dmicas" para identificar
biomarcadores ou criar modelos capazes de prever os resultados da VM. No entanto,
estudos utilizando prote6bmica para investigar as alteracbes no proteoma seminal em
homens inférteis com varicocele mostraram que a expressdo de proteinas relacionadas ao
metabolismo energético e mecanismos antioxidantes foram as mais alteradas pela presenca
de varicocele (149-151). Além disso, Camargo e colaboradores, utilizando analise do
proteoma por cromatografia liquida e espectrometria de massa, identificaram que o
aumento de proteinas relacionadas ao transporte de ferro e a diminuicdo das relacionadas
a regulacdo do radical hidroxila estdo associadas a uma melhora da qualidade seminal ap6s
a varicocelectomia (154). Os autores também descreveram que a enzima tripeptidil
peptidase-1, uma serina-protease relacionada a isquemia e inflamacéo, teve sua expressao
aumentada em trés vezes nos pacientes com melhora seminal apds a cirurgia quando
comparado aqueles com resultado negativo. Também utilizando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa, um estudo recente avaliou o metaboloma seminal,
descrevendo alteracbes no metabolismo de fosfolipidios, de esfingolipidios, e de
aminoacidos antes e apos a varicocelectomia (156). Esses achados sdo corroborados pelo
fato de que os metabolitos relacionados ao metabolismo energético e ao estresse oxidativo

foram os mais importantes para a segregagao entre os homens que melhoraram e aqueles



62

que ndo melhoraram a AS ap06s a varicocelectomia em nosso estudo, destacando ainda mais

a importancia desses mecanismos na fisiopatologia da varicocele.

Devido a sua natureza preliminar, nosso estudo apresenta algumas limitagcdes. O
mais importante é o pequeno nimero de amostras utilizadas neste estudo. Portanto, estudos
futuros com amostras maiores sdo necessarios para confirmar nossos achados. Além disso,
a avaliacdo das parceiras dos homens inférteis foi feita apenas por entrevista, e ndo foram
realizados testes adicionais para identificar possiveis causas ndo diagnosticadas de
infertilidade feminina. Assim, os fatores de fertilidade feminina ndo puderam ser
definitivamente excluidos e podem ter sido um fator de confusdo em nossas analises. No
entanto, a idade jovem das parceiras e a auséncia de sintomas ou historia prévia de
condicdes que poderiam causar infertilidade diminuem a probabilidade da presenca de

infertilidade relacionada a fatores femininos.

Um dos pontos fortes do nosso estudo foi a utilizacdo da defini¢do de infertilidade
sugerida pela Sociedade Americana de Reproducdo Humana (ASRM), que atualmente é
considerada a melhor definicdo a ser aplicada em pesquisas (193). Além disso, os dois
principais desfechos utilizados para avaliar o sucesso da VM (ou seja, parametros de AS e
taxa de gravidez natural) foram avaliados no presente estudo. Embora a espectroscopia de
RMN de tH ainda nio esteja clinicamente disponivel, todas as amostras coletadas ja fazem
parte da investigacdo inicial do homem infértil, o que facilita a inclusdo dessa ferramenta
na prética clinica. Além disso, o uso do modelo metabonémico pode ser de grande ajuda
no aconselhamento de homens inférteis com varicocele, representando um avanco em

direcdo a medicina de precisdo no campo da infertilidade masculina.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nestes estudos, nds demonstramos que a espectroscopia de RMN de *H do plasma
seminal de amostras pré-operatorias pode ser usada em conjunto com ferramentas de
estatistica multivariada para criar modelos metabonémicos Gteis para discriminar homens
inférteis com varicocele clinica que melhoraram os pardmetros da AS ou alcangaram
gravidez natural ap6s VM daqueles que ndo o fizeram. Além disso, os metabdlitos mais
importantes para a segregacao destes grupos estdo envolvidos no metabolismo energético
e na resposta ao estresse oxidativo, reforcando o papel fundamental desses mecanismos na
fisiopatologia da varicocele.

Estudo com ndmero maior de amostras e multicéntricos sdo necessarios para
confirmar estes achados. Além disso, 0 uso de outros biofluidos tais como sangue e urina
pode ser Util na identificacdo de outros metabdlitos importantes na fisiopatologia da

varicocele bem como na cria¢do de novos modelos metabonémicos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Investigacdo da Varicocele Através de Analise Metabondémica
Baseada na Espectroscopia de RMN de Hidrogénio de Soro de

Sémen, Soro de Sangue e Urina.

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

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

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

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

Nao havendo necessidade de nenhum outro exame ou procedimento invasivo, bem como nao
haverd alteracdo do tipo ou da programacdo de seu tratamento na unidade de urologia. Durante
o estudo o Sr. poderd ser perguntado sobre alguns detalhes de sua evolucdo clinica pelo
pesquisador, respondendo a um questiondrio. Se vocé concordar, os pesquisadores responsaveis
por esta pesquisa consultardo seus dados clinicos e laboratoriais que se encontram no seu
prontuario. Os dados coletados no prontuario serdo mantidos em sigilo e confidencialidade.

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

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

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

CUSTOS

N3do havera remuneracgdo para participar desta pesquisa, bem como o senhor ndo pagara nada
para participar da mesma. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serao
assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também
garantida indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagao na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial.

CONFIDENCIALIDADE

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

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

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

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

ACESSO AOS RESULTADOS DE EXAMES

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

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

A pessoa responsavel pela obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido |he
explicou claramente o conteudo destas informacGes e se colocou a disposi¢do para responder as
suas perguntas sempre que tiver novas duvidas. Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa
da pesquisa, sobre qualquer esclarecimento de eventuais duvidas e inclusive para tomar
conhecimento dos resultados desta pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Filipe Tendrio
Lira Neto no telefone (81) 982322435 de 08:00 as 18:00. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Satide da UFPE e pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do IMIP. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre esta pesquisa, entre
em contato com o CEP-IMIP e/ou CEP-UFPE com o que objetiva defender os interesses dos
participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde
que atenda as condutas éticas. O CEP-IMIP estd situado a Rua dos Coelhos, n2 300, Boa Vista.
Diretoria de Pesquisa do IMIP, Prédio Administrativo Orlando Onofre, 12 Andar tel: 2122-4756
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— E-mail: comitedeetica@imip.org.br O CEP/IMIP funciona de 22 a 62 feira, nos seguintes
horarios: 07:00 as 11:30 h (manh3) e 13:30 as 16:00h (tarde), e o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 12 Andar, sala
4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 - e-mail:
cepccs@ufpe.br).

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

CONSENTIMENTO
Li as informag0Oes acima e entendi o propdsito do estudo. Ficaram claros para mim quais sao
procedimentos a serem realizados, riscos, beneficios e a garantia de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que a minha participacdo é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso aos dados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer tempo.
Entendo que meu nome ndo serd publicado e toda tentativa serd feita para assegurar o meu
anonimato.
Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de
gualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

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

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

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

Local e Data:
- — Impressao
Nome e Assinatura do participante L
digital
/ /
Nome e Assinatura do Responsavel Legal Data

(quando pertinente)

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

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:

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

/ /

Nome e Assinatura do Responsavel pela obtencdo do Termo Data
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APENDICE B - FICHA DE COLETA DE DADOS

FICHA DE AVALIACAO DO PACIENTE

N°. Nome: DN: /| Idade:
Infertilidade: Exame fisico: IMC: Outra causa de infertilidade?
(_) Primaria (_) Varicocele esq. Grau: Qual?
(_) Secundéria. Tempo: (_) Varicocele dir. Grau:
Comorbidade: Puberdade idade _ anos () HAS () DM () Dislipidemia (_) Criptorquidismo lado:_
() IST Qual? (1) Medicamentos: () Tabagismo cig/d
() Trauma escrotal (_) Exposicao a agrotoxicos:
() ITU/epididimite (_) Drogas recreativas Qual?
() Testosterona/Esteroides Qual/Quando? (1) Malformacdes
() Cirurgia Qual/Quando?
() Filhos(idades): Ocupagéo:
Dados da parceira: Idade__ anos G P A Menstruacao regular () S () N Ciclo:____ dias
Dismenorreia () S () N Menorragia () S () N Doenca pélvica () S () N qual?
Cirurgia pélvica () S () N qual?
Tratamento de fertilidade () S ()N qual?____ Anticoncepcional anterior:
Exames Solicitados Pré-Operatoério Exames Solicitados Pré-Operatoério
(_) USG de bolsa escrotal. Data: / / (_) USG de bolsa escrotal. Data: /
VolTD:.  mLVolTE:_  mL VolTD:.  mLVolTE:_ mL
Refluxo venoso D () E () Refluxo venoso D () E ()
Diametro da veia D mm E mm DiametrodaveiaD __ mmE mm
(__) Espermograma. Data: / / (__) Espermograma. Data: / /
Vol mL Ph Conc x10° |Vol__ mL Ph____ Conc x108
MotA+B_ % MotC_ % Kruger % MotA+B_ 9% MotC__ % Kruger %
() Perfl Hormonal. Data: / / () Perfl Hormonal. Data: / /
Resultado: T E FSH LH Resultado: T E FSH LH
SBHG Albumina SBHG Albumina
O paciente apresentou | () Nao apresentou nenhuma complicagéo.
Complicacéo da doenca? Sim, apresentou: () dor () atrofia testicular (_) hipogonadismo

() hematoma (_) Infec¢do () dor pOs-cirurgia (_) outros:

Observacdes:

Data: [

Médico Responsavel:
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Abstract

Background: Varicocoele is the most common comectable cause of male infertility;
however, predicting varicocoelectomy outcomes i diffioult "Omics” technigues have
been increasingly used to develop new diagnostic and prognostics tooks for several
male infertility causes, and could be applied to study varicocosle.

Objectives: The objective is to create metabolomics models capable of segregating
men who improved semen analysis [(5A) pammeters or achieved natural pregnancy
after microsurgical varicocoelectomy (M) from those who did not. using hydrogen-
1 nuclear magnetic resonance (*H NMR] spectra of seminal plasma of pre-operative
samples.

Material and methods: We recruited 29 infertile men with palpable varicocoele. 1H
MMER spectra of seminal plasma were obtained from pre-operative samples and used
to create metabonomics models. Improvement was defined as an increase in the total
motile progress ivespermcount (TMC)of the post-operative 5A when compared to the
baseline, and pregnancy was asses sed for 24 maonths after MV

Results: Using linear discriminant analysis (LDA), we created a model that disorime
inated the men who improved SA from those who did not with acouracy of $3.1%.
Another model segregated men who achieved natural pregnancy from men who
did mot We identified seven metabaolites that were important for group segrega
tion: caprylate, isoleucine, M-acetyltyrosine, camitine, M-acetylcarniting, oreatine, and
threonine.

Disoussion: We described the use of metabonomics model to predict with high acou-
racy the outcomes of MV in infertile men with varicocoele. The most important
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=2 | WILEY

ology of varicoooele.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION
Varioocose i the most common comectable caude of male infertil-
ity, found in 0% of infertile men? This condition & defined = an
abnormal dilation of internal srermatic veing becawse of venous bload
reflux caused by incompetent venous vahes. Sever al pat hopiysolog-
ical mechanisms have been proposed to explain the damage to sper-
by s indueedd by varicocosle including testicular by perthemia,
exceanive oddative stres reflus of adrenal gland metabolites, damage
e e bkl -bem s B rrier a el o martion o a nd i rm antibodies ¥

Treatment of varcocosles & recommendsd for infertile men
wiho have mipable varcoooeks and abnormal semen anabyss (5A]
parameters® In this scenario, varimooele comection has been shown
e irmiproae SA parameters, preg nandy rate and maited reproductive
techniques outcomes* -7 Micrasurgical varicocoslectamy MV i the
gokd-standard treatment for vanicocosl e, because of its high efficacy
and low morbidity when compared with other treatment options 5%
However, not every infertile man who undengoes varioodme lectomy
will improve SA parameters or achieve natural pregnancy after the
procedune. In fact literature shove SA imgrovement ratss ranging
from &4% to B1%1917 and natural pregrancy rates from 29% to
SO after MV AT Fudhermore, predicting varioocostectomy out-
oo at individual level iz a difficult task Despite the dentification
of several spects that affect varicodame lectodmy oul comed such o8 age
varicocosle grade. body mass index (BMI) testicular size, spemm con-
ey atin, sperm motility, follickestimulating hormens [FSH] level,
and inflammation markers 133531 4o this dabe. there are no clini-
cally validated predictons or prediction tooks that precisely foreses MY
outcomeay 15

In order b develop new diagnostic, therapeutic, and prognosties
tools for several male infertility causes, "omics” techniques have been
inereaingly used ¥ The “omics” methads use high-throughput tech-
nigues to study several biological systems ina stepiy-step fahion
progressing from the most basic information, the genome masing
through mechanisms that modify and process this information, the
epgenome and the transeriptome, readhing the fundional elements,
the protsome and ending in the net effects of their action, the
vt ke o dand the phenome. This integrated approsch relfies haavily
on chemical anal viical methods, producing a massive amount of data
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metabolites for group segregation are involved in energy metabolism and wddative
stress response, highlighting the pivotal role of these mechanizms in the pathophysi-

Conclusions: *H MMR spectros copy of seminal plasmacan be used inconjunction with
multivariate statistical tools to create metabonomics models useful to segregate men
with varicocoele based on the reproductive cutcomes of MV, These models may help
counseling infertile men with varicocosle regarding their prognosis aftersurgeny.

feer ity rrv bbb, e Labalomi s, MM R spectosoopy, pregnancy, vancoooss

that should be interpreted using Hidinformatics and compat ational
analysis toalsinorder todeliver dinically ussfuli formation ™

T me tabokome, the complebs setof metabolites in 3 zampe_is the
final product of all Bological processes and has a direct relationship
to phenotypes, being influenced by variows physiological and jpat ho-
logical factora®d Metabonomics i the study of how the me taboksme
of living systems changes in resp o endog or e
stimuli T Metabonmmics. stuelies apgly several differsnt technigues.
toanal yre the changes of themetabolome cawsed by acertainstimuhs.
Hyeregen-1 nuclear mag retic reson nes { IHNM R spectroseony i the
ot wsed of such techniques_and functions by extractingspectral data
from biokgical sampled Further processing of these data i caried
ot with chemometrics and multivariate statistical took =24 There
are sevenal reports using T NMR-besed e tabonemics o identify
biomarkers usefulin the diagnosis of somemale infeility conditions. 1%
Recently, aur growp has applied this strategy. uding 'H NMR spectra of
seminal pletma tooreat e me tabonomici-lased models that wers able
to discriminate Rrtile healthy men from fartile men with vaniooosl e
and from infertile men with vadicocoele ¥ Therefore, we hypothe
aired thatthe seminal et aba ome carfed nolonly disgnostic bt alse
progneastic information that could be used to predict the outames of
mikcrosr gica lvanicoooed sebomy

Wie gimed tostudy if changesin the seminal metabal ome caused by
varicoooke could be uded Lo create metabolomics model capalie of
dimcriminating rmenwhe improved SA parameters after MV from those
bt el ot i o wedl s b eyt e e | e s g e be men wiho
achieved natural pregnancy from these who did nob.

2 | METHODS

21 | Patient and study groups

This study was approved by the Research Ethics Committes of Uni-
wersidads Federal de Pernambucs and estituo de Medicina Integral
Prof Fernarde Fgusira japproval n 207S028). We invited infertile
men with malpble varicocosle, aped between 18 and 50 years and
attending a mabe fer tility autmtient clink Infertility was defined based
on the Practios Commit e of the American Socety for Reproductive
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Medicine as failure toconcsive after 12 months of regular and unpro-
tected intercoume *T Participants wers exchuded if they presentad any
of the following: evidence of uragenital infection, genetic defects, his-
tory of eryplorchidism, current o recent (<12 mont i) we of teibos-
temne ar any anabolic steroids, higory of chemotherapy o radio
therapy, history of scrobal trauma, history of scrotal sungeny. All the
participants undereent complets evaluat ion by a2 singhe maleinfedility
specislist Puberty age was considered 2 the ags when the parlicipant
first noticed appearance of pubic hair or an incresse of penile or testic-
ular size. Plysical exam was performed in awanmm and wel | illuminated
oo, withthe participant insupine and standing positiona. Testoular
sire was measured wing a Prader orchidometer and varicocoele grade
wir clamified based an the Dulbin and Amelar criterda® The female
partners were questionsd about their age, past history of fertility
andior fertility treatments, past history of pelvic surgedes or pehic
pathologies, and about the regularity and intensity of their menstnual
cycle. However, further female fertility svahmtion was not avail able
at our institution. Written informed consent was obtained from al
participants before their inclusion in the study and anomymity was
granted

Al participants underwent A, serotal dupled ultrasonogra phy
(UISGIOL and e hor rones levels measrement SAwa performed by
the same technician acconding the Werkd Health Organi zation guide-
lines, seminal pH wa messred using pH testing stripa® Serotal
duplex uirmomgraphy was performed by a single radiclogist 1GE
Logiq 58 GE Healthcare, Walwaosa, W, USA) wing a finear high-
frequency probe (5L 15-8-MHz GE Healt heare. Wauwaosa, WL UISAL
and wiad uded to evaluate testicular sive, vafiooosle diameter, and
wenous reflus. Venous blood samples were drawn from each partici-
pant betwesn 7 and 11 AM, after an overnight . Total testost emane
{reference range: 206 to 1200 ngtdLl estradiol ireference range: 116
1o 412 pfmill follicle stimulating hormaone [FSH) [reference range
14 to 181 mUlAnL] teinisng homone (LH) jreference range: 15
to 2.3 mUlAnLL and sex hormone binding protein (reference range
10 to 57 mmolL) levels were measured in reaktime by a solidphase
chemiluminescent immunoxsay with the use of an automated ana-
Iy WADWIA Centair XP Semens Healthcare Diagnastics, wiwe
sieme - healthines rocom]. Albumin level (reference range 34 Lo
AE gidl] woere mexiared using a colorimelric asary (Abdeol t D6 agnos-
tics, Abbolt Park, IL, USA] with an autos nabyzer [Anchitect® e 16000
Abbott Diagnostics, wwwoonelabor storyabbot il Free bestostemne
lewvels |reference range: 457 to 1999 pg/mil] were calod sted using the
validated formula of Vemmeulen e 2l ™ Sevwers o igospemic (<5 = 10°
spermataroaiml) or arecdpermic patients were included anly when
their karyotyping was normal and ¥ chromaosome microde letions were
abdent.

Ater diagnostic work-up all participants with one or mare abnor-
mial 54 parameters were submit ted to artery and hemphatic sparding
micresurgical sbinguinal varicocoelectomy=l by a single surngeon
{FTLM). Duriing followup, participants were instructed to oollect 2 new
semen samiphe for 54 Imonths after the rocedure. Participants were
Tollowed up until 24 months or wntil natural pregrancy if it happened
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The participants were divided into groups based on the improve-
ment of SA parameters fimproved vi mon-improved  grougs) and
whether or ot they achieved natural pregrancy ipregnant v, nan-
pregrant groups) after MY during folkvw-up. We de fined improve ment
& an increase of at least 20% in the total motile progressive spem
coant (TMC) of the pest-eperative SA in comparison to the base
line This definition wat aed on several publications reporting that
THC i 4 betler pragrancy predicter than other conventional SA
parameters *F Pregnancy wes defined & the presence of 2 ge=-
tational sack with heartbeat = Participants. with aroaspermia and
e il genetic weorkug were included in the analysis based on inrove-
vt of SA paramet ers, but excluded from the analysis bated on preg-
nancy becawme of the low probability of natural pregnancy svidencsd
By b liber atune =7

22 | 'H NMR analysis

IH NMR spectra were acquired al the Anabtics Central of the Fun-
damental Chemistry Department at the Universidade Federal de
Permafmbucs wing the «men ample produced belore angery The
investigatons perfoaming NMR analysis were Hinded bothe dassifics-
tion of each patient. Fallowing semen ligusfaction, the samples were
centrifuged at 3000 g for 15 min to separate the spermatares fram
the supemat ant seminal plama The seminal plasma samples were
ket frozen at —20°C until TH NMR anabysis. Adter thawing, 400 gl
of seminal plasma were added to 200 gl of D20, and each sam-
ple was subrmitted to H NMR analyais separately and randamitye. T H
HMR e ctra were acquined wing VHMRS00 s pectr ameter aparating
at A00 MHEz The Carr-Purcel-Meiboam-Gill (ICPMG) pilis sequence
with pre-saturation of the water signal was used as folkows: spectral
window of 4.8 KHE saturation delay of 20 3 scquisition time of 1704 5
F0° RF pulse, temperature of Z7°C, B8 cycles, tau equal to 00004 5
bigtau equal to 0.07 ¢ and 128 scans. Each spectrum was acquired
using total time equal to 100 min 4 sep_ The line broadening used
was 0.3 Hz. bassdine and phase distortions were comected manually,
and the signal attrituted to citrat & methylens groug | § 265 mpm] wes
used a5 internal chemical shift referance. Uking the MetraNova 2.0
seftwiare, the region of the spectra betwesn 5 500 and 0.69 pam wed
divided inte regions squak to Q04 prrm The regien betwesn 5§5.50and
150 pnwias exchuded becawe it contained a residual sgnal of weater,
Aot rix with 29 rows jcases) and 160 variatles (S of TH NMR spec-
tra plus twe class variables) was built and submitted to mul thvariste

anabysy

23 | Statistical analysis

Te investipate the distrdbution of demographic and dlinical data
bebwesn groupd, univariale tess were performed using GraghPad
Prigm & software (GraghPad Software, Inc, La Jolla, CAL Becauss
of the small sample sire we chods to ude non-parametric tests and
e present mumerical data using median and interquartile range The
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MM—WS -t wad used bo compane continuous variasbles
betwesn two grous. |n addition, to compare baseline weras post-
operative continuous vardables Fom the same group we wmed the
Wikeesionn signed rankbest Cate goriealvariabies were comgared by Fis-
cher's exact bt A p valuz of <0.05 was set 2 the level of statistical
significance.

24 | Multivariate statistical analysis

Wie bl £ metabonaomics models with twe different sims:1] to differen
tiate improved group (1] from nonimpraoved group (NI (model kNIE
2] to segregate the pregnant group (F] fram the non-pregnant groug
{MP] {moded PxMPL Linear discriminant anabyis (LOA] metabonamics
el wia performed wing the TIBCO Data Sciende |/ Statistica 12
software|StatSoft Burope Hambung Germany] The maode ks devel aped
L DAy v e v M g Fves v s s el s gy Wil bl vl
validated by larve-one-out-craes validation (LOOCW). Fischer's exact
et v used toevaluate the discriminant functions [twas performed
using 23 and 5 degres of freedam for the model Ixbl, and 17 and
5 degress of freedom for the model [PxMP). Results were presented
using confusion matrioes wit h sensitivity specificity and acouracy val-
e | addition, we created a modsl that combined one diseriminant
function from the moded || with ene discriminant function from the
el Pab. The samiples we e project ed on the space defined by thess
two discriminant functions. Arbitrarily, wedefined tweo cutoff points for
clmsification: samples which presented scone values of les than $45
in the oMl discriminant fund ion and less than 156 in the PP dis
eriminant function, were clasified a5 samgles with high probability of
auroes after varicomelechomy microsurpeny.

The chemical shifts identified by the models 25 the most important
variaties for group discrimination were ssdgned to metabolites wing
the Hurman Metabolome Database (HMDB)® and the wark by Paiva
etal™

3 | RESULTS

3.1 | Group demographics

We enmlled and collected basaline samen dampl e from 45 men infer-
tile with varicocosle and abnormal S8 parameters, however six men
declined surgery after collecting the baxeline semen sample and 10
e wiere bt to Tollow-up after surgery. Thus, only 2% paricigants
wiho underwent MV and had post-operative 54 data available were
imchuced in the analysis baied on the improvement of podt-ope rative
SA parameters Among these, five participants with anoospermia and
ane part icipant that wias lost to fallow-upafier the post-oper ative SA
wiere evcluded from the analysis baied on pregnancy Eightesn (52%)
participants fulfilled the improvement aiteda and wene included in
the group | the remaining 11 participants wene included in the group
K1 Furthermane, 10 participants achieved natural pregnancy during
the fallow-up and were included in the group P, while the 13 par-
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ticipants that filed to do 20 were included in the group NP There
was no i fference reganding the distribution of the participants. frem
groups P and NP amang the grougs | and NI (Table 51) The bae
line clinical characteristics of the groups ane shawn in Table 1. Mast
parameters shawed no differencs bebwesn the grougs | and NE how-
ever, group | participants had loveer LH level. There were bao (11%)
arocspermic participants in the group L and three (27%]in the group
HI jo-value = 033). Partidpants included in group P showed higher
bamedine total sperm count (218 3 10° va. 50 x 10% spermatoros;
p-'udu.-e-:ﬂm]:fdmtﬂ.lxm‘suu x W s matoroa;
prvalue < Q05) when compared to group NP In addition, the pat-
ners of group P participants were younger than those of groug NP
128 va. 32yearg p-value < 0U05) There were nadignificant differences
regard ng inbr soperative find ng s bebwesn the groups | Table 52).

32 | Post-operative semen analysis

As expected, the changes between pre-operative and post-operative
SA pararmebers revealed differsnt pat terms for the grous |and ML The
patients of groun | showed @ gnificant improvements in Serm conosn-
tration {300 % 10 va. 160 5 10% s per matoros dnil ; p-vakse < 0.05] total
spenm count (B5 x 10% va 410 x 10° spermateres; p-value < 0051
progressye maotility | 25% va. 39% pvalue <0005] and TMC {17 = 10°
Wi 14.7 % 10% spermatorsa; pvalue < 0U05) [Tall & 53). Comverssly, the
group NI had significant decrese in sperm conosntration (50 x 10°
v 10 % 10° spermatersalmls pvalie < 0051 total sperm count
{125 x 10% v 5.0 x 10° spermatoros; palue < 005, and TMC
119 3 107 wa 0.2 w0 10° e b p-vakue < OOS), | Tabsde 54)

Analyses of the post-operative SA parameters of groups P and
P revealed no differences from baseline in group NP whersas the
group P had asignificant increase in TMC from baseline (7.1 10° va
22 1% 10° spermataros; p-vakie <0005) | Tables 55 and 54.

When the post-operative SA paramebers wene compansd bebween
the groups, the group | showsed higher sperm concent ration, tobal
spermn count, progressive motility, TMC, and morphology than the
groug MI (Table 2] Conceming the changes of TMC fram baeline, the
group | had a median increse of 122 x 10° spermatoma wheress
the group Ml had a median decrese of —17 x 10° spemabarea (o-
valie < 005). When the changs were analybed uding percentage
this difference was further highlighted, the group | demonstrated an
increme of 275% [range 44% to 34000%) and the group NI had a
decreae of —59% jrange —B% to —9%) [pvalue < 0U05). The com-
parsond of pait-operative 5A parameters betvwesn groups P and NP
reveakal that group P had higher progresive meotilite TMC, and
earpholegy | Table 21

One participant developed a hematoma which was treated con-
servatively, while another participant had ane right testicular artery
ligated, but other thres right testicuar arteries were preserved. Both
participants with complications were dxisfied in group NE regard-
ing pregnancy, the participant with hematoma was clssified in grow
MP wheraas the participant with ligated right testicular artery wes
classified ingrow P
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TABLE 1 Baxadineclinical characteritic

Hon-improved

Kumber n (%) 114§38%)

Mg fyears] median (IDR) 3229,.37]

Partner age {y=ars] median (2R) J2(29.34)

P ber ty age fyears), median (IOR) 1414, 15)

Primary infertility 1%) 1009%

Reightt tesstis 5 by pivwscaleam {ml). median 15{12, 20
{IQR)

Lt testis siae by physical eocam jmLL median {K0R) 10410, 15)

Bilarteral varicoroske §3%) &%

Grade 1 left varicooaels 5] br

Grade2 beft varicooosks| %) 16%

Grade ] beft varicoooels | %) 55%

Grade 1 right varicoooe be{ %) T

Grade2 right varicacosle| %) 15%

Graded right varicacosle| %) 15%

S perm concentration {10° /mlL) . median {I0R) 5000001100

Tatal sperm count{10%ml L median | KR) 1254000 360

Progres sive motility (%), median {10OR) 26(13.42)

Total progressivemaotile spemm count (109/mL), 194000 230)
median KR

Morphology (%), median {(10R) S5.544.0, 10uD)

‘olume {mL), median {IJR) 35425400

P, median {K0R) TS{F08.0

Testasteraone fngfdl), madizn {I0R) W11 A0

Free testosterane inghILL median (IKDR) B8462.111)

Estradial {pgémlLL median {IOR) 59123 351)

F5H fmUldmLL median {IOR) 44591

LHmUiLAmL). median { DR) 48448 80)

Right temctis sita by ubtrasound {miL) medizn {1 OR) 12 &{100,155)

LLefft: testis sime by wil i asound {mil). median {1QR) IR0 109

Right tecticular wein sioe by calar Doppler{aml 252.04.1)
median KR

LLefft: testicuibar wesin size= by oolor Doppler foml 4042544
median KR
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Impraved pMale Mompregnant  Pregnant p-Vialkue
{42%) A 13(56%) 104485 A
.38 0.62% (28, 38 J0427, 33) 020*
{27, 33 Q45" 230,35 28427, 30) <0.05"
14{13,15 08 141315 14{12. 15) 055

a5 100t 9% 100% 100
15{11.20 QI 15{11.200 18{14 20 057
11& 20 oot 12{4 15) 11{10 200 0s55%

&1% 066" 54% T0% 046

22% 16% 20%

I W% 20%

45% o' % £0% 074!

50% 3% 85%

1 1% 14%

17% o7t 3% 0% 047
10005115  089%  20(00.9 9.5(10,145] 005
0521218 0@  50(27,228) 28{135508) <0.05%
2609, 36) o ;{1033 1525, 47) 008t
170171 068 12(02,69) TARANT 005
POI45. 1100 0465  AD(15.10.00 95M5 150 037
23{15,43) oM 25(15,28) 4.0(15, 5.0 045*
TOUTOAD)  MA 75(7.0,80) 7S5F0.E0 0 MA

JF(ME.553) 0250 I12(I57.454)  408{3M4.518) 092
TAISZ114)  045% 345,114 820631021 071

264{22.1.408) 0.18' J49(35.0359) MI2(203IA9 0300
240,108  0f1*  &34A0R1) £.8(39,8.4 o808
42(27.55] <008"  47{27.700 4.2(33,5.8 085"

11191, 138  0H' 125(89,153  12.2(98,189) 092
97(47124) 078" 98(A0.119  10.5(81.141) 0I5
28(23,12) oM*  28(20,15) 27123,2.3 094
346(20.43) 0.58% 40{27.45) 3.6(31.4.00 0528

Abbreviations BM|, body mass indesc F5H, follicls stimulating hormane; LH, lutsinizinghamane; MA, notapplicables

"hy Fisher exact test *hy Mann Whitney st

3.3 | Spectral data and multivariate analyses

Exarmges ol 1H NMR speetra of seminal flasma are shewn in Figure 51
The areas under the peaks are amocisled bo concent ration of metabe-
it e i e by numibe s of fydrogen nuel e in each che mical enviran
srrental S peaks had their reapective chemical compounds msigned
in the sectrum

Explor atary anabais using principal eomponents analysis [POA) did
ok dhow chistering in dudied clases In arder o aptimize the resuits
regarding the discrimination between groum | and NI and groups P

and NP, we dedded to use lingar disriminant analysis, a supervised
methad. Discriminant functions |DFs) wers built wing five variables
sedected using Wilks' lambda The varabls seected for the LDA
metabonemics model IxH] presented the following chemical shifts 5
{ppm 0.85, 197.2 8% 3 90, and 6 83, Figure 13hows the DFs obtained
for the metabonemics madel IxN and prajection of sample at space
definesd by these DF.

Low soores at DFs lead the sample to be cladfied = part of
the groap |, while high seones lead to clmsification in the group NL
Talshe T prese s confuson mat rix with LDA-Metabenamics mede] [N
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TABLE 2 Post-operative semen anahsi mrameters
Parameter Hon-improved  Improved p-Value Monpregnant Pregramt o alue
Mumber n (%) 11 {38%) 18§ &29%) LT 13{ 56%) 10 44%) LT
Timesinoe surgery {days] median {0 R) 120100, 155)  10S54™0, 1500 a8t 12090, 155) 106 {90, 225) 059Y
Sperm concentration {106/ml). median {IQR) 1040, 80 140445 2.5 <005 &0(0%.21.5 1s00a5 235" 021%
Total spem mwnt {106/ ml), median {KR) s0(a1, 30 410(138 478)" <005  200(17,50.9 A50(3.0478)  <0O05*
Progresshve motility (%), meditan {10R) 201 38) {27 50" <005 2014, 38 43(37.51)" <5
Total progr esive motile spenm oount {106:ml). 022 {QuD, %71¢ 147455 34 At <05 I5(02. 13,9 221{138342)" <05
misdian (I3 R)
Marphology (%), median {1 0R) 50125 45) 050 1000 <005 SO0, 00 1000 {9, 12.00 <i5*
‘Wolume{ ml), median { KOR) 25({17.500 25¢2.0, 45) o7 20 15,45) 33{23,55) oa1¥
L median { K3R) 070,80 Z5{70 a0 A 80073800 A0{73,80) A
Change TMC] 108 4mLL median (IO R) —17{-01 00 12257 <05 14010 123 199(-2.0 363 027
Change TMC { %L median {10OR) —59(-97.-34] 275{%4, 14000 <005 10Q 11) 108 oa7t
b breviation: TMC, total motile progresivesperm munt.
by Mann-Whithey st 'different from baseline.
BFl54 sy = LOT 024 & Fys = 16A 130 % & 5y = IFFE20 0 Foig = TEIIE ¥ Sjop = 34793 & fupe = 111382
DFEyy iy = TASBA] X ifggq = Z2ROZT T 8 o3 —TBOIHI X 5y o — P TIAN By g — 0.1 IS 1 fiigq — 159324
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FIGURE 1 Scoreplol from LDW rmeta bonori ol model kN1 | Fpg g = 10035 p-value < 00000) wing 115 des 1 i awed group (e

diamonds] and 18 samples fromnon-improved group jred dots] DF 1 and 2 are the dscriminant functions abtained for the met abonomics maodel

IxMI.

reauits shiained after LOOCY DFs were evahoted by Facher's exact
test using 29 and 5 degrees of freedom, presenting Fass = 1035
and pvalie < 0001 Results shown in evnfusion matrix indieate that
DA, Mebabammics madel M1 o esented senstivity, specificity. and
sceuraeyvalie equabto PA.4% PO9%, and PL1% repectively

W used the sameapproach tocreate a model to segregate growps P
and WP The va fishles sslected for the LD metabonormics made| PP
presented the fol kawing chemical shifts 3 pom): 3.26,3.42; 388, 390
4,26 The twe DR and the projection of samples 31 space defined by
these DF are depicted inFigure 2.

The statistical dgrificance of the model was evaluated by the Fis-
cher's exacl test with 17 and 5 degress of freedom, resulting in
Fizs = .95 (p < 0U001]. The meadel ws validated using LOOOV, and
comectly clasified all samples, 25 resented in the confusion malrix
Mabilea)

Figure 3ahowes the projection of the sampks in a coor dinate system
fermed by ane of the DFs from madel boMl and ene of the funetion
fresmmedel PxMP. and their respective cut-off values.

One should note in Figure 3 that sample numbers 14_51_ and 86
are glotted in a borderling region between the twe groups. In the
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FIGURE2 Scoreplot from LDA metabonomics model PxNP (Fyyc = 2795pm<m1]m10unpishwnmmmtm(um

triangles) and 13 samples from non-pregnant group red dots) DF 1 and 2 are the discriminant functions cbtained for the metabo ics mode !
PxNP.
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FIGURE 3 Prgectionof the samples in the coordinate systemdefined by discriminant functions for SA parameter impr nt prediction

and pregnancy correlation. Red cirdles are samplés from par ticipants who did nat achieve pregnancy within 24 months of surgery; the blue
triangles are sampl e from participants who managed toimpregnat e their partner. The dashed lines are the aut -off values for each discriminant
function. DF g, g i a discriminant functions olt ained for the metabonomics model Nx NI and DF jge cop B 3 discriminant functions obtained for
the met abonomics model PxNP.

cae of sanple numbers 14 and B4, which belkong to different groups
they practically overlap in the coordinate system defined by the two
discriminant functions. This suggests a dublous clssification. In the
crossvalidation, we observed that the model PxNP misclassifies only
the sample number 31

hemical shifts selected and wed in DFs of model DINI were
attributed to caprylate (5085 ppm), Boleucine (8 1.97 ppm), creatine

{5 3.90 ppm), and N-acetyltyrosine (NAT, 5 6.83 ppm). The signal at
& 290 ppm was not identified. Regarding model PxNP, we identified
the following metabolites carnitine (5 3.42 ppm) N-acetylcarnitine
INAC, 5 3.86 ppm) creatine {5 3.90 ppm) threonine (5 4.26 ppm]
The dgnal at § 3.25 ppm can be attributed to arginine or glucose or
even trimethylamine N-oxide Table S7 presents the mean intensty
per group of the varialies used to abtain score of each sample ot
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TABLE 3 Confusion mabri-L0W metabondmics madel bl uding
five variables selected from 1H NMR spectral dataobtained from
seminal plasma of 2§ voluntesers

Growps
improved Mon-improved

Madel h-18) -1t

Improved 17 1 p-alue

Homimprowed 1 10 = 0o

TABLE 4 Confusion matbrix- LDA metabonomics model PxMP

wsing five variables selectsd fram TH NMR sectral data obt sined
Frowm Seminal platma of Z3voluntesrs

Groups

Pregnant Mon-pregrant
Madel h-11] @12
Pregnant 11 4] p-Walue
[T - 0 12 = 0o

DFs of toth models, When unhariste analyses were performed Lo
aaems the ability of each varishle to independently diseriminate the
groams, we found thal me variable preented diseriminatory power
in for Lhe mexdel [XL Howsver, for oresnaney comelation modading,
threa varialbios showed discriminatony power butwith aceuracy kevels
significantly lower than the mu tvariste model

4 | DISCUSSION

We deseribed, for the first time, the wme of metabonomics to segre-
gate infertile men with clinical varicocosle bated on the outmmes of
MW These prefiminary mode b wene able to differentiate men who had
improvements in 54 25 well 2 thowe who achisved natural pregnancy
after MV

I e Study 2% of the partici pants demanstrated improvement in
the THMC three montbs after M This rate of improvement is within
the range reported by other authors [S4% to B1%] 17912 |n sddition,
thers was a clinically Sgnificant difference between the grougs | and
Ml regarding the changes in the TMC fram the bassline to the post-
aperative SA [grown |increse of 275% vi group Ml decress of 5951
wihich reinforces the opposite results of MV in the participants of
each group. Regarding natural pregnancy, 44% of the pantic pants were
abde toimpregnate their wives during the 24 months foll ow-un period
after the procsdure The literabure revesk similar pregrancy rates
after varicocoe kect omy, ranging fom 26% to £0% 337 Infereting by
group P had a median post-aperative TMC of 221 x 10° spermato-
B whille the growp NP had a median post-operative TMC of 35 » 10°
ipermataroa These findings are in agresment with cut-off levek of
THC propaed byHamilton et al o prognostic factors of natural preg-
nancy (< 5 » 10F spermatarea & poor prognods and > 20 x 10°
spermnatarea & good prognais]
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We demansbrabed that participants whote S8, ma rame bers improved
after the procedure diplayed diffeent pre-opecative seminal
et bolorme: profile from those who did not imgrove. This adds to the
findirgs ofoar previous study shewing o Fere rtial composi o of the
semiinal metabolome in fertile and infertile men with varicocoele ™
In addition, applying the statistical formalism LDA to pre-oper ative
14 MMR spectral dots from semen samples of infertile men with
varicoooele, we created 8 model thal dstinguished men whode SA
parameters improved after MY from thode without improvemsant,
with accuracy of F3%. Furthermone, we abo developed a model that
discriminated men who maturally impregnated their wieel after MY
from those who dd not The relationship between the different sem-
inal metabolome profiles found in infertile men with varicocosle and
he varying suteames of MV highlights the helerapensnus nature of
varicoooele

Several shules have bried bopredict the resulis of vari ooooe] ectomy
using parameters such a3 age, BMI, varicocosde sire. maventional 54
parame bers e hanmones kel and biochemical mar ke 1134354041
Howeyer, the prediclive poser of many parameters when used indi-
vidually is 2ill controversial. In addition, the anly nomogram omated
wi th this abjective was shown bo underperfonm in an edbernal valida-
tion study % Thas, IH NMR-besed metabonomics can have clinical
application, helping inthe counseling of infertile men with vardoocoele
regarding their prognosis after sungery.

We identified the fowr main metabolit e responsibe for groups | and
HI segregation caprylate_isleucine, creatine, and NAT. Seminal levels
of these metabalites do not disaiminate the groups when analyesd
senarately, however the grouns are segregated when the intensities
of these metabolites are ssociabed in a discriminant function. Thus,
increaned caprylate leved leads the sample to be clamified in the
group NI, 2 this will result in higher scores at dicriminant functions
Conversady, considering that the other variables showed loading with
o e vl inoreasesin the levels of ol eudine, BAT, and oréatine
caude the ample to be class fied inthe group 1.

Caprylateis a medum-chain fatly scid composed of eight arbens
found frequently in dairy products and palm oil. Caprylate fune-
tiong 25 3 “healthy” enerpy source. becsuse of il rapid addation by
milachaondria, suppressing body Bt acarnulation 3 Carbobydrate
metabolisn via glycolyss and axidative phosghorylation i the main
energy sourcs of mature pematorea’’ however, 24% of the sparm
metabolic protecme intludes protein inolved in lipid metabalism,
s ting that production of ATPin the ke g amete maybe achisved
b via fatty ackd exidation ™ Thus, the increased levels of caprylate
found in the group Ml sugpet 3 decresmed uptake of this substrate
which may be ssociated with impaired sperm energy metabolism
in men with vardoocosle Boleudine is a branched essential amino
acid that has besn shown bo be decresed in the semen of infertile
men =45 Similary, in our study increased level of Baleucing in a
sarmple led it to be clasified in the growps | The exact mechanisns
linking Beleucing with male infertiity are unclaas bul participation
in enengy metabolism and owidative stress rsponse are the two main
paidibilities Creatine B an aming acid derivate which panticipabes
in energy metabalisn regenerating adenasine riphodghate ATPL In
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addition, creatine ako has antiesddant effect * Studies wing samples
of testicular tiose from rats demonstnated that develoging gemm cells
require large extracellular concentrations of creatine to maintain
ool viability and function®” Likewite, we found that higher e ltive
seminal concentration: of crestine werns saod sbed with ma be fertility
Comersely a recent sudy emgloying invive 'H NMR to evaluate the
Ibochemical milieu in testesof men with nonobstructive arocspermia,
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resmilts of M However, studies using protecmics to investigate the
changest in the seminal prol in infert ile men with vari cocosl e have
shown that the epresson of proteing relabed to enengy metabolism
and antioddant mechanisms were the most altesd by the pressncs
of varicocosle ¥ 51 In sddition, studies revealed that the seminal pro-
teomic profile of infertile men undergoing varicocoe lectomy shifbed

did not find differentconcentrations of creatine betwesn thestudyand
control grows = MNonetheless, the evidence about the importance of
et rine in human spemma togeness i lacking Lastly, increaued level s
of MAT, a metabolite derived from tyraing, caused a sample to be
classified inthe group | In the same way, we previowly reported higher
relative concent ration of MAT in the seminal plasma of fertile men with
varicoooele ®* It B wgmested that formation of NAT from byrosine
B a meactive addative specied scavenging mechanim®’ Marsover
ather studies have demondtrated that seminal level of tyrodine are
altered in infertile men, further reinforcing the asociation betwesn
ty e neH-ace bl byrodine metabolism and mal e infertiliy 1

Regarding groups P and NP, we identified carnitine, MAC, areatine
and threoning as the most important metabolites for groug segrega-
tion. The higher the relative seminal concentration of @mitine, NAC
and creatine the higher the chance of the sample to be clasifisdin the
groan Poan the other side. high relative seminal concentration of thre-
orine incremses the chane of the sample to be clssified ingrouw NE.

Camitine and its bicactive product, LAC, play a major role in energy
et abolismy, transporting fatty acids across the outer mitochondrial
rresibrane, one of the first deps of Fosidation = |naddition, carnitine
and LAC sk sct # antisdidants protecting penetic materdal from
diamage cauted by ooypen free radical, and prevent apogbosis by res-
wilating the Fiui di ty of phesghali g membranes S Thersfore, carnitine
and LAC supplementation have besn widely used in the management
wof male infertility and are ssocisted with improvwements in 54 parame-
ters and pregnancy rates 455 A study liquid chromatograph to anal yze
urinary metabolites found decraased level of LAC and ather carnitine
derivatives in oligapenmic infertile men when compared with fertile
ootk 5% Inour study incressed seminal conaentrations of carnitine
and LAC were saociabted with pregnancy. Threonine i an essential
aming acid involved in lipid metabolism and protsin synthesis =7
IMaoreover, animal models have shown that threonine ako participates
iin eell profiferation and differentistion, regulating chromosomal DA
replication and the cell eyele procss®® Thus, it seems logical that
threonine mays an important role in pematogenes, however, there
are no human sudies evaluating the ssociation between seminal
threonine levek and male inkertility. In this study, incressed relative
e o L ssovniines in Lhe s e re ssocia bed with failuns to achisve
a natural pregnancy.

W highlight that despile the identification of these metabolites
% important variables for groups’ discrimination in our study the
rvest bl e prarthinerys link ing themwith mabe infertilityand theresponse
e M resriain ety unknown. Therefore further redeanch is needed
e elarify the importance of these metabolites for 4pemat agensis.

To this date no other study wed any Tomic® strategies in order
tor identify biomarkers or creaste model capabie of predicting the

t d “homeostasi<”® that is, the initial condition of nommality, when
compared to the seminal protecmic profile before surpery, which
edhibited a sate of dmms regome S Furthermore, proteing that
provide protection against damage from odidative stress and exces
st retumed to their nommal levels after vancocosls ctomy, confinm-
ing the benefit of the sungery for some men ®* A recent study using
liquid chromatography coupled with mass spectrometry to study the
semiinal metabolome demonstnated changes in the ghyosrol phaspho-
ligid e tabolisom, phing ol ipid metabali sm, and aming acid metabolism
before and after vaicocostectonmy ™ Thete findings ane cor roborated
By the fact that metabalites related to enenpy metabolim and axida-
tive streds were the most important for the seprepation between men
whao improved and thode who did not improve SA after varioooo-
dlectanmy in our study Rirther highlighting the importance of these
rechanisms in gathophy s dogy of varicocosle

As aresilt ofits preliminary rature, our study had same limita tions,
The feodt impostant i the small number of sample used inthis study.
Therefore, Ruture Shudies with lange r samples sizes are required to con-
firm our findings Furthermors, the evaluation of the infertile man's
partners was made by interview only, and no additional tests were par-
formed to identify posmible undisgnosed caudes of female infertility.
Thias, female fertility factors could nol be definitely exchided and may
arve been 2 confusi on fact or in our ana hae Howeve s Lhe young ageof
e g riners and the alnence of syrmplors o previcws history of condi-
tiond that could cause infertility decramss theliedihood of the presence
of famale factar infertility.

One of the strengths of our study wes the use of the infertility
definition suggested by the American Society for Human Reproduc-
tien, which B currently comidered the bee definitien to e apalisd in
research®” |n addition, the bwe main oot emes used to evalute the
e of MV 2 5A parameters and natural pregnancy rabe) were
msssad in the present study Although TH-NMR sedoacopy i not
clinically availatie yet, all samples collected are already part of the
finitia lworkup of the infertile man, which facilitates the incheion of this
tood inthe clinical practice. Furthermone, the me of the metabonaomics
modelcan/be of great helpin counssling infertile men with varicomele
representing an advance toward precision medicine in the field of male
infertility.

5 | COMNCLUSION

W demonstrated that *H NMR spectroscopy of seminal plasma can
b wmed in @njunction with mullivadate statidical tools to create
mesta bonomics mode B useful to disariminate infentile men with clinical
varicocoe ke who improved SA paramebers or achieved ratural preg-
nancy after My from thaie who did not. Inaddition, the most important
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st abal e for group segregation ane involed in enengy met abalism
and odidative dres responde reinforcing the pivolal role of these
mehanisms in the mthophwiology of varicocosls.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA DO CCS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
%ﬂ CEP PERNAMBUCO CENTRO DE %’“ﬁ ——"
4[5 #=8 ciEncias DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DA DD PROJETD DE PESGLNEA,

Thiud.lFu:l.l:-u:lrr.re-.:u-:a;.!m da Wadcooels Siravés de Sndllse Metasbondmica Basesds na
Espacirnsiopls de PN d= Hidoginilo de Soro de 3&8men, Boro de Jangue, = o= L

Pecquicador: Alpe Tendrio Lira Bein

Aren Tamatioa:

Vamio: 2

CAAE: 1211917 4 00005208

Inctbulyda Proponants: CENTRO DE CISMCIAS DA SAUDE
Patrocrador Princlpal: Flranchmeanio Prcdo

DADNCE DD PARECER

Himero 9o Pamsoer 1.978.735

Apracentaghn do Projebo:
Trta-se de um Progsin de Pesgulss do FMesirado mt‘.h:-;hd-uFrnqmm-:i:Pﬂ-:-umma;Jnem Cirurgla
apresentado pelo alunc Felipe Tendro Lira Meio, sob a oreniaglio do ProtiDr. Salvador Vier Comela Lima,
cujooijetten principal & proceder 8 Imvestizaciio da Varcoosie Alraves de Andlse Metabontrmica Baseada
ra Especroscopla de FMN de HidrogEnle de Soro de S8men, Som de Sangoe & de Lrina.

A varicooele & dinda como causa de 355 80% dos cazos de Inferiidace masculina, no enianto, a
refacio de causa-=ifio enire varicoose & inferifiidade masculina alnca nbio 2524 esdaredda ndo obstanme

o5 =studos revelando melrom da rilldade cuarco homens Ifdrels sio sobmeddos &
wariooossCioria

Deegde o and 2000, eshados meabonimions 2m skdo vllzados pam orilar modslos gus s e Capares e

audier o diagrasio = progriostico das mals dferentes doengas. A construcio de um modelo
metabondmico por um melo ndo Irvashvo como 8 FMK de H-1 (avalla as aleraples dos metabolios

EriSsiega: Sa. 00 ERgEmuiis gfe® - o grant, esls 4, Prias 20 CEnans 36 CSroai o0 5 heds

Bime Cainds U rdestiinnes CEF o 740800
uF: FE Bunkipds: RECIFE
TalfoavE:  ji0pH a-1200 Eamsik cozocnluls b

g i BT
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

! | CEP PERNAMBUCO CENTRO DE %’"ﬁ s—_—
Bl #R CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

VO aAhE 0 Foaecar 1 BT TE

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

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

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

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

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

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

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

BEaTe Tl U e CEF oo 7gam
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UNMIVERSIDADE FEDERAL DE
%ﬁ | CEP PERMAMBUCO CENTRO DE %’“ﬁ —
g == wee CIEMCIAS DA SAUDE / UFPE-
Cordresghs. oo Parscsr: 1 SHLTE:

Furdamenal (057 da UFFE. O Grupo d= Mstabondmica = Enging de Sulmica (GEMEZ-UFPE) foard
reaporsdvel pela obrenglo cos especiros de RN de H-1 & a construcBo dos modelos metacondmicos.
O moords com of resulingos obddos o pesgulsadores ssdmam a ut:ug.l-u-:t U msindio dagridstioo
InCrimcior, Qs usoue deisTiner o= f eariooosis = erolvica na Telopsboiogla da inferilidece masoullna,
bem oo S O tratamenis cirdrglco & bemdEfics aos padentes. Por sar conslderado wum micdo

il mamemie rvashn, poderd, Inclusive, e consldemnado como um st riphco e ser s uincg, SEgun,
simples, Imdoun, comfidse] = d= balo: oesia.

Objedieo da Pecgulca:

iDbjedvo Prirmdrio

1) Construr modelos mefaboridmicos, & pards de- dados =specTals o= AN de -1 obddos de soro de
SENQUE, Soro o= shmen, = urins, para o dagndsiics de packemies imfdrtsls com vadooosls.

cinjetvas Ssoundiros

1) CFerencisr packeni=s sl com varicooeds (grupcd ), o= pacentes irfdrisls com vanooosle [grupa 2], =
g padentes ferss sam waricososie fgropo 3, a partde do modelo proposio.

Z) Anslsr o= g modelo metsboldmicn o padentes Irerisl oo vanooose s aprosdea do medeio
mieiabolimicn dos packeniss #riels tom ou sem vanonose q:-n-:-uru.:h:u;.h g varcoosecinmia.

1) Investzar guals meiabaliios enddgeEncs presamies mid Son oo sEmen, sor de sangue, & urina esslo
axsnciados & discriminacio enire &5 amosinas.

Awalizgdn dof Rieoos & Banafloloc:
Riscos
ueten g dor ol desconforic duranbe & colsia de sangee = a0 oonsTaEngimenio ou mal =star social dos

Emdsisga: B4, o0 Engevuis gn® - 0 gRsal, esln 4, Prdades 30 CEnrs ds CEnsl o6 S Eeds

Bima Cainds Uit CEF o 740-800
uF: FE Euankipds: RICKFE
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

= PERNAMBUCO CENTRO DE %"ﬁ _—p
i[5 #=8 ciEnCIAS DA SAUDE / UFPE-

ek o0 Posscer 1 ST TE

sy =fins para ooleta Oo sAmen & smirsga oo maberal.

Berefickos

s beraeficios esperados esifio neadonados com o posshie] desersobdmen de um ménds diagndsdo
rdo Invastyo, $agum & que pocera servir tanio pam o diagrasico, quarko pam o Acompanhameanin cos
padenbes com weiooosks = Inferiidsdce.

iComentdrioe & Conclderagisn cobre a Pacqulca:
Trata-se de UM esd.d0 cujos resulados poderdo acescentar Informages quanio a inferilidade relaciorada
& paciemies porsdonss: de varloocsls  Busce defeminar 2= 8 variocosle =sid srasohilca ne Tislopaboiopla cs

Imferiidade | bern como 5= 0 raiameio dninglco @ bendicn aos padenies A consirucio dos modelos
miriabondmicos obildos dos especims de RN de M1 de packemies com varioooels pode s& fomar, no

fighurg, um Eame il no diagndsics, no progndsiicoo, hmmmr‘nd‘lm;j:u:l: profooolos o= ralmmenio =
SCompanhameTio.

Concldaragdec cobre o Termos de aprecentagda cbrigataria:

1-Folha de Rosin preenchida de Sorma adeoussa;

Z-TELE redighdo de= fiorma dara & &= Inguapem acesshve] aos woluntinos;
I-Chamemio estieads em RE 4735 00 peferene & despEsas mh‘mm:.ﬂhru‘h;jndumm
& matenal de =scriideio. Todios os cusios sob & responsatlicads do pesqulsador.

d~Cronograma Col=ia de dados programads para o perlodo de malko de 2017 8 janeies de 2015
S-Caras de ancEncls do Deparameamio de Suimica Fundamenial & do irsfiuie de Medcra inbegral Prof.
Ferando Figusin aresads.

&-Fcha de meallacio = Coleta oF dB00S 00 paciens anexacs;

T-=Cumiculum vias oo pesoulssion, orlemador & ColabOrBoiones Bneaiis;

S-Termio de Compnomissd 2ssnado palo pEsqul Sa0or aneETmin.

S-Carta de arulnca do Serdioo de Liniogla do HC rdo sneads

Emdsiega: As, o0 Engeauwis st - 2 groar, esin 4, Précs o Cenoro 3 CEnca oo S seds

Buime Cands U plessnnss CEF o E-iin
uF: PL Euskipis: RICIFE
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UNIWVERSIDADE FEDERAL DE
%ﬁ | CEP FERNAMBUCO CENTRO DE %’"ﬁ o
g == wee CIENCIAS DA SAUDE { UFPE-
Cordresghe. oo Passcar: | STLTE

Risgomendagdec:

Hem recomendagbes

Conoluclss ou Penddnolac o Licka de inadequanhss:

O pesoquisador snexocu & ks de srudnos do Serdipo de Unslogla do HC: UFFE abenderdo e forma
adequads & perddnda dooumenial gerda

Conclderagie: Finale a oritério do CEP:

Ar edigEncias foram risndldes = o profooolo =5 APROWVEDD, sendd llberado pam o mlckc da ooless e
dados. Informamos qma.ﬁFEl?.-'.'-.l;'.F.Cl DEFIMITIA do prodein s 5= dada apds o =mvio oo Selaideis
Final da pesguisa. O pesgulsador deverd fazer o downlcad do moddo de Felatddo Firal pars emvid-io s
"Nodficacho®, pein Plataiorma Brasil Siga as strucdes do lirk “Para emdar Relaitrio Final™, disponhved ro
she do CERCCESAIRRE. Apds .::re-:l.!,'.h derse refatdro, o CEF emidrd novo Parecer Consubsianc s
definito peln skkiema Flataiorma Smasl.

Infcrmarmns, alrda, que o [3) pesquissdor (8] deves desenvolver 3 pesgulss conforme delineads nese
protocols & proasesdio, Sceio quands perreber fson ou dano rdo previsho s wolonbirls pardo] e e WUT,
da Resoluclo CHEME N° 466HIZ)

Evertuals modficagiies nesta pesguisa devem ser solichadas srawes de EMENDA 80 projeio, idenificando

& pare do profcoolo & T mndificsda & sues jusicaihees.
Para projeios com mals de um ams de e:-u:l:l..l;.En. & pbrigaidrio e o Eesquissdor resporsave] pelio

Frotocolo e Pasgulsa aprasanie & ssie Comibd g Eica relsitinos pardak cas stkidaces desamrsolvides no
pcrrndndtﬁnﬂﬁﬂnmhrdﬂmumun'm;hﬂteml.tlh, d-uF:-!-:-u;_j-:-l:'.-HEﬂ.tH M 3B
O CERCCELUFPE d=ee oy Iriormaco o= odos o mfelines acversos o fics relevanbes gue alb=rem o ourso
rommal do esdsado (item V.5, da Resolaglio CHEME N° 466M2) E papel dofa pesgulsadona assegurar
todas 2z medlkdas Imeclaiss = adequacias FEme & eeenin SISO grase COorThcks [missrmd gus enhe sk
&m Duirg ceir) & alnda, emdar noificacio & ANGEA — Agindis Kaclonal de Vighiindla Esnlaris, jurmio oom
=y posiclonamisnio.

Ecis parecar fol slaborsds bacsado noc dorumentos &babioo relaolonabos:

LIET ) Bosiagem Rror Brusc o]
cas|FE_IMFCRMACOES Brciche_Do = | 1@om2oiy Fosin
| SIL BT THE2aT.pd 1302008
Emdstegal Ay, o0 Engerriis v - o seoar, iy 4, P 20 CEnins o CSnoa 26 S ks
Badme Lands U e CEF o0 740800
UF: P& nkipia: RECIFE
Tabfoavb: s o-E5i0 E-muk el
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FELCIFE, Z3 de Mamo d= 2017

Sxcinddo Do
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA DO IMIP

INSTITUTO DE MEDICINA
IMTIP \TESRALPROFESSOR B
FERNANDO FIGUEIRA -
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instttulgde Coparticipants

DADOS DO PROJETD DE PESRISA

Titule da P‘WI]I..BEZ |I'I".'EE1|gi§=ﬁD da Varlcocele Atraves de Anadllse Melabonbmilca Saseada na
Especiroscopla de RMN de Hidrogénie de Soro de S&men, Soro de Sangue, e de Urina

Peagquisador: Fllpe Tencro Lia Neto
Araa Tematica:

Werslo: 1

CAAF- B2211917.1.3001.5201

InafttulgSo Proponente: CENTRO DE CIEMCIAS D& SAUDE
Patrocinader Principal: Firanclaments Prapric

DADOS DO PARECER

Humero do Parecer: 2.075.028

Apresentagio do Projeto:

0 pesguisator apresenta de forma objetiva o tema de Inferilidade @ varcooels, pantuando a6 possivels
nipiteses

Objetivo da Pesquisa:

Objedvo Primaric:

Canstnur modelos metabondmicas, 3 partr de dados espectrals de RMN de H-1 ablidos de saro de sangue,
SO de SEMEn, & urna, para o

dlagnisson de padentas Infansls com vancocese

Objetvo Secundarko:

- Diferenciar paclentes fértels com varcocale {grupol), de paclentes Infértels com varcocsle {grupo 2), e de
padentes fEnels sem vanicocels (grupo

3), a partir 8o modelk proposta.

- Anallsar 58 o models metabolimica de paclentss Infértels com varcocele 52 aproxima do maodels
metaboldmica dos paclentes fértels cam ou G&m

wancocele apos a realizagdo de varkoceleciomia,

- Investigar gualks metabdliios enddgenas presentes no 50ro o GEMEn, saro de sangue, & urina esidas
assaclados & dsciminagdo enire as

Endamape:  Fusdos Coslhos, 300

Hairro:  Hom Visla CEP: &5 (1 F0.280
urF: PFe Municigin: RECIFE
Talefone: {@1j2122-4758 Fax: [B1GE122-832 E-mail: omiwdesbcsiSmicorg. br

Prigira B4 e 3
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amasiras.

Avallagio dos Rlscos & Baneflcios:
Inerentes & pesquisa e pesguisa. O pesqulsadar pontua tals aspecios adeguadaments
Comentarios & Consldera;tes sobre & Pesqulsa:
Pesquisa bem escila, onde o Investigador faz adequadamente o delineamenta do tema e a8 lacunas oo

conhecimanio.

INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR
FERMANDO FIGUEIRA -

Consibaragdas sabre 08 Tarmaos de apressntagio obrigataria:

adequanos

Recomendagbes:
naa ha

Concleades ou Pendénclas e Lista de Inadequag fas:
apresentar relatdrics parclals semesirals e relatdrio final ap CER-IMIP

Considerag®es Finalz a critério do CEP:

Eats parecer fol elaborado bassads nos documenios abalxo relaclonadoa:

100

o ™™

Tipo Cocumertn Arguivo Postagem Autar Stuagdo
Informagies Sasicas| PE_INFORMACOES _BASICAS DO P [ iov032017 Acelto
do Projeba ROJETO 799297 ol 13:12:08
Outnos CARTADERESPOSTAASPENDENCIAS 1W0NZ01T |FAllpe Tendro Lira Apelto

Jodf 13:11:42  JNsiD
IMarTaghes Dasicas| P0_MF ORMALDES DASICAS DO P | oooavants Arelo
do Projeta ROJETD 799207 21:24:31
U mﬁm—m Flipe Teranc LIra Erelto
) 212812 neto
InforTagies Gasicas| PO_INFORMAGOES BASICAS DO P | 210112017 Acelto
do Projeio ROJETD 10297 pdf 10:42:96
Faolha die Rosto waihaleRasto pol 20T | Allpe Tenddo Lira Apetio
10:41:55 | halo
Oufros TErmiod ecampromisso. g J201T | Allpe Tendo Lira Apetio
10: 3024 JNsio
(TGLE ! Temos 08 | 1GLE.0ooK o017 |Fllpe Tenano Lra Acefio
ABEEMHmEnDa § 10:38:29 | ket
Justifcatva de
iz
Informagies Sasicas| PE_INFCRMAGCDES_BASICAS_DC P | aooi/2017 Acelto
do Projeba ROJETO 799297 pol 175650
Outnos ANEXDZFichaColetabDatos docx J000AA201T | Allpe Tendaro Lira Apelto
Endermpe:  FusZon Coslton, 300
Hairre:  How Vote CEP: &5 000250
ur: Pe Munizizin: RECIFE
Talefone: (@1]2122-4758 Fax: [H12127-4T82 E.rmmil: mooiscssbessETin.org b
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INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR
FERNANDOC FIGUEIRA -

101
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ANEXO C - ATIVIDADES COMPLEMENTARES

ORIGINAL ARTICLE: ANDROLOGY

Effect of varicocelectomy on sperm
deoxyribonucleic acid fragmentation
rates in infertile men with clinical
varicocele: a systematic review and
meta-analysis

Filipe Tendrio Lira Neto, M.D.** Matheus Roque, M.D., Ph.D.* and Sandro C. Esteves, M.D, Ph.D 2=t

® Andros Redfe, Andrology Clinic, Recife, Brazil; ™ Department of Unology, Instituto de Medicing Integral Prof essor
Fernando Figueira, Recife, Brazil © Department of Reproductive Medicine, Mater Prime, 03029200 S&0 Paulo, Brazil
“ ANDROF ERT, Andrology and Human Reprod uction Clinic, Ref erral Center for Male Reprodudion, 13075460 Camp inas,
Brazil * Diviion of Urology, Department of Surgery, University of Campinas (UMICAMPL Campinas, Brazil; amd
! Department of Clinical Medidne, Faculty of Health, Aarhus University, Aarhus, Denmark

Objective: To evaluate the effect of varieooslec tonmy on sperm deoxyribomeclele acld fragmentation [SDF] mtes in infertle men with
clinieal varoooele.

Design: Systematic review and meta-analysis

Setting Not applcable

Patient{s): Tnfertlle men with dinieal varoseele subjected 1o varonoslectomy.

Intervention(s): Sysematic search wsing PubMed Medline, EMBASE, Cochrane's ceniral database, Seielo, and Google Scholar o
identify relevant studies published from inceprion untl] Fanweary 2021, We included sedies comparing SDF rates hefore and afrer
varkeocelectonny in infertile men with olinleal vadooeele.

Main QOutcome Measure{s): The primary oo teome was the difference between the SDF mites before and after varicocelectonny. A meta-
analysks of welghted data wsing mndom-e Fects models was performed. Results were reported as welgh ted mean di fferences (WD ] with
95% confidence intervals [CE]. Subgroup analyses weme performed on the hasls of the SDF asay, vardoooelectonny techniguee,
preaperative SDF levels, varkocele grade, follow-up tme, and stedy destgn

Result{s): Mineteen studies lnvolving 1070 patients provided SDF data. Vadcocel ectomy was assoctated with mduced postoperatie
SDF rates [WhD —7. 23%:; 95% CT: — BB6 to — 5 59: F = 91%). The treatmente ffect size was moderate [Coben'sd = 0U6E; 95% CL 077 to
UEDL The poeoled results were consirent for studies wsdng sperm chmmatin strectume assay, terminal decooymecleotidy] mansfermae-
mediated dUUTP-hiotin nick end labeling, sperm chrmmatin dispesion test, and micmsurgical varicocele repalr. Subgroup analyses
showed that the treatment effect was momre pronounced In men with elevated vs. normal preoperative SDF levels, but the impact of
varieoeele grade remained equbvocal . Meta-regrssion analyss demonstrated that SDF decreased after varosoelectomy a5 a function
of preoperative SDF levels (ooefficlent: 0.273; 95% CT: Q07T toe 0 39)

Conclusion{sk We concheded that pooled results from studbes inclwding infertle men with clinkeal varke ocele indicated that varkooee-
lectonny reduced the SDF mtes. The treatment effect was greater In men with elevated fvs. nomal) presperative SDF levels Furthier
mesearch is reguired to determine the full clinkeal mphcations of SDF reduction for these men. (Pertd] Sterl® 20210 0 -MN. ©23021
by American 5oty for Reprodue thee Medicine)

Key Words: Male infertility, exddative stress, semen, sperm DNA fragmentation, varooscele

Discuss: You can dicuss this article with its authors and other readers at it tps:)fwwow. fertste vt dial ogcom) post s/ 32 128

Received Deosm ber 28, 20020 reviesd Apnil 4, 2021; 3 ooepted Apil &, 2021.
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Reprint requests: Sandm C Ectewes, M D, PhuD., ANDROFERT, Andrology and Human Reproduction Clinic, Referral Center for Male Reproduction, Awenida
Doutor Heftor Penteado, 1854, 13075860 Campinas, 8=zl E-mail: seseves@androfert.combrl.
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and virility
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ABSTRACT

Background:  Human fertility has always been a topic of curiosity and devotion Many culiures consider feniliny to be a necessing
for the swvival and perpetuation of mankind and sinee eady dmes myths were created o explain this Bbulos process. Fertility
g woe e whiguitows in mmerus ancient man culiures and were used both o und estand femility and 1o cope with infertiliy by
mee s of ritsals and offerdngs.

Csjectives:  This ma e dpt aims o catalogand describe the deities assnciated with male fenility and virlicg
Material and methods:  We conducted a comprehensive search for the tenns “male fertility god® and “male vidlity ged® on de
internet wing web-based search engines. Based on the information eireved, we selected those deities directed related 1o male ferti-
lity and for virility and further deepened the search wing Pubimed and Medline datalbases for peer- reviewed amicles as well 2 hooks
and articles abvout ancient mytholegy.

Resmilte  We identified several gods linked 1o male fertiliny and vidlity in varos culiures fom Egypt, Greece, Rome, India, South-
westemn United Sates, France, Colombia and Buthan..

Digcusgionr  Mod of thete deities were depicted with an erect phallis and with other fertility symbols like snakes. Some deities
weepe alsn o ated with plants andfor animal ferilioy and their festivals were often beld durding the hamvest period.

Conclusion:  Gods of male fenility and vieility played important roles in many ancient culiores. Offerings and rinoals o deese gods
were the only availalle options 1o deal with problems of eproduction and demonstate the lenghs o which ancient people would

o seeking cures for infertiling.

INTRODUCTION

Human fertility has always been a wopic of curiosiny and devo-
Ligsia. Since meany culiores have long regarded fertlity as a neoes-
sty for the survival and perpetuation of mankind, myls weee
often frmed o explain this falulous process. Fertility gods were
ubiquitous in nearly all ancient luman culiures and were wsed
both o help undestand fertlity and w cope with inferiiny
through the wse of ringals and of fer ngs.

Some of the eadiest deities related to uman femility were aloo
asspciated with agriculiure, bringing wgether two fundamental
processes for human suwvival [(Behjai-Ardakani eral, 2006.
Despite the fct that male and female somponents of ferriliny
hawve been known since ancient tmes the majority of fertilicy
goids and goddesses are linked o female feniling. This predomi-
mance of deities associated with female femility was likely related
o the better undestanding of female fertlity and pregnancy as
observed in the Egyptian Kabun papyns (Haimov-Kocman
ef al, 2005) and in texis from ancient Greece [Haimsov-Koch man

© 2019 Amercan Socety of Andrology and European Academy of Andmbgy

efal, 2006). The focis on femsale femility resulted B oan
increased number of ‘reamments’ availlable for infenile women
whien eompared to e available for men

Aldhwugh less prevalent than their female counterparts, male
fertiliy, and virlity gods were present in most mythologies and
were some of the earliest deites woshiped owing w their
imponance o some patemal Btic societies In dese culnores, fes-
tivals offerings, and drsals were offered 1o guarantes or attest to
the ferility of their leade s and followers.

The objective of this study s w eview the lveraiue surmownding
goids associated with male ferility and vidliny in ancient culoees
a5 well a5 some of the rnsaks and offe rings wed in their worship.

METHODS

We conducted a comprelensive search for the terms ‘male fer-
tiliy god’ and ‘male viellity god' on the internet wing the wel-
based search engines Google, Bing, and aslkeom. Based on the
information etrieved, we selected deities directly related to male

Andrology, 219, 7, 267272 267
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Effect of varicocele and varicocelectomy on sperm deoxyribonucleic acid fragmentation
rates in infertile men with clinical varicocele
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" AndrosRecife, Andrology Clinic, Recife, Brazil; 2 Department of Urology, Prof. Fernando Figueira Institute of
Integrative Medicine, Recife, Brazil; ¥ Department of Reproductive Medicine, Mater Prime, S30 Paulo, Brazil: 4
ANDROFERT, Andrology and Human Reproduction Clinic, Referral Center for Male Reproduction, Campinas, Brazil; ©
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PDF

Varicocele is the leading cause of male infertility. It can affect sperm quantity and quality through various non-
mutually exclusive pathophysiological mechanisms, mainly oxidative stress. Excessive production of reactive oxygen
species may overwhelm the sperm's defenses against oxidative stress and harm the sperm's DNA. Excessive sperm
DNA breaks, so-called sperm DNA fragmentation, result from the oxidative stress cascade and are commonly found
in the ejaculates of men with varicocele and fertilityrelated issues. Measuring sperm DNA fragmentation can provide
valuable information on the extent of harm and might help select candidates for surgical treatment. Varicocelectomy
is beneficial for alleviating oxidative stress-associated infertility and improving sperm DNA integrity. However,
reproductive outcomes of infertile men with elevated sperm DNA fragmentation rates and surgically treated
varicoceles remain poorly studied, and there is a need for well-designed trials to determine the impact of sperm DNA
fragmentation reduction on natural and medically assisted reproduction.
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