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RESUMO 

 

AVALIAÇÃO DO PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS EM PACIENTES COM SOBREPESO TRATADOS 

COM ORLISTATE USANDO CG-EM E AVALIAÇÃO DO PERFIL METABÓLICO DE PLASMA POR 

RMN DE 
1H 

 

Palavras-chaves: Orlistate, ácidos graxos, ésteres metílicos de ácidos graxos, 

plasma, membrana de eritrócitos, CG-EM, metabolômica, RMN de ¹H 

 

A organização mundial de saúde (OMS) estima que existam atualmente mais 

de 1,5 bilhões de adultos com sobrepeso, número que é esperado dobrar até 

2015. Obesidade e sobrepeso são enfermidades caracterizadas pelo acúmulo 

excessivo de gordura corporal e têm sido associadas a vários problemas de 

saúde. Vários fármacos têm sido utilizados no tratamento desta enfermidade, 

entre os mais utilizados se encontra o Orlistate, um inibidor de lipases gástricas 

utilizado na redução da absorção de gordura da dieta, auxiliando na perda e 

manutenção do peso. 

Esta dissertação teve como objetivo principal avaliar as alterações metabólicas 

sofridas por pacientes com sobrepeso tratados com Orlistate por 120 dias. Para 

tornar mais didático, o trabalho foi divido em duas Partes: Parte I, implementação 

da metodologia analítica para análise de ácidos graxos por CG-EM e avaliação do 

perfil de ácidos graxos em indivíduos com sobrepeso tratados com Orlistate; e 

Parte II, avaliação do perfil metabólico de plasma por RMN de ¹H de indivíduos 

com sobrepeso tratados com Orlistate. 

Na primeira etapa do trabalho, análise de componentes principais foi aplicada 

na seleção íons (m/z) para quantificação de ácidos graxos, após preparação de 

ésteres metílicos correspondentes, por CG-EM usando monitoramento de íons 

selecionados. Quatro íons foram então selecionados de forma a aumentar a 
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detectividade sem perda completa de informação qualitativa. Os íons de m/z 74, 

79, 81 e 87 foram selecionados e permitiram a quantificação de vários ácidos 

graxos, além da determinação do número de insaturações dos mesmos 

relacionando a abundância relativa dos íons à presença de insaturações. A 

metodologia analítica implementada permitiu quantificar ácidos graxos 

esterificados em vários lipídios presentes no sangue, após transesterificação para 

produção dos ésteres metílicos de ácidos graxos, com adequada precisão, 

repetitividade e baixos limites de detecção e quantificação. 

Na segunda etapa, a metodologia analítica foi aplicada no estudo do perfil de 

ácidos graxos de 20 mulheres com sobrepeso tratadas com Orlistate durante 120 

dias. O tratamento não reduziu o índice de massa corpórea contribuiu para 

diminuição significativa dos níveis de colesterol-HDL no plasma e do conteúdo de 

colesterol na membrana de eritrócitos, além de alterar as proporções relativas de 

vários ácidos graxos essenciais e exógenos em vários lipídios estudados. 

Adicionalmente foi observado um perfil de ácido graxo significativamente diferente 

para os indivíduos magros (controles) em comparação com indivíduos com 

sobrepeso. 

Na última etapa, o perfil metabólico de plasma por RMN de ¹H foi estudado por 

uma abordagem metabolômica. A análise discriminatória por quadrados mínimos 

parciais (PLS-DA) revelou que alterações nos níveis de lactato e magnésio são 

importantes na diferenciação entre indivíduos com sobrepeso tratados e não-

tratados com Orlistate, sinalizando diminuição destes metabólitos relacionada ao 

tratamento. Não há relatos anteriores da alteração dos níveis de lactato devido 

ao tratamento. Adicionalmente, os níveis de triacilglicerídios, alanina e lactato 

contribuíram significativamente na distinção entre indivíduos magros e com 

sobrepeso. 
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ABSTRACT 

 

EVALUATION OF FATTY ACID PROFILE IN OVERWEIGHT SUBJECTS TREATED WITH 

ORLISTAT APPLIED GC-MS AND EVALUATION OF METABOLIC PROFILE OF PLASMA BY ¹H 

NMR 

Keywords: Orlistat, fatty acids, fatty acid methyl ester, plasma, red blood cell 

membrane, GC-MS, metabolomics and ¹H NMR 

 

       The World Health Organization (WHO) estimates that there are currently 

more than 1.5 billion overweight adults, a number that is expected to double until 

2015. Obesity and overweight are diseases characterized by excessive 

accumulation of body fat and linked to various health problems. Several drugs 

have been used to treat such diseases. Orlistat is a gastric lipase inhibitor largely 

used to reduce the absorption of dietary fat, helping weight loss. 

 Thus this thesis aimed at the metabolic variation of overweight subjects 

treated with Orlistat for 120 days.  This work is divided into two parts: Part I, 

implementation of the analytical methodology for analysis of fatty acids by GC-MS 

and evaluation of the fatty acid profile in overweight subjects treated with Orlistat; 

and Part II, evaluation of the metabolic profile of plasma of overweight subjects 

treated with Orlistat using ¹H NMR. 

In the Part I of this work, principal component analysis was applied to 

selected ions (m/z) for determination of fatty acids, after preparation of the 

corresponding methyl esters, by GC-MS using selected ion monitoring. Four ions 

were selected. The ions of m/z 74, 79, 81 and 87 allowed the quantification of 

various fatty acids and determination of the number of double  bounds in theo 

fatty acids through the relative abundance of these selected ions. The analytical 

methodology implemented permitted quantify esterifing fatty acids in various lipids 

in blood, after transesterification for production of methyl esters of fatty acids, with 

adequate accuracy, repeatability and low limits of detection and quantification. 
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In the second step, the analytical methodology was applied to study the fatty 

acid profile of 20 overweight women treated with Orlistat for 120 days. Although 

there was no significant reduction in body mass index, the treatment contributed 

to significant reduction of HDL-cholesterol levels in plasma and the cholesterol 

content in erythrocyte membranes. The Orlistat also alters the relative proportions 

of various fatty acids in the several lipids studied. Additionally, a significantly 

different fatty acid profile was observed for lean subjects (controls) compared to 

overweight subjects. 

In Part II, the metabolic profile of plasma obtained by ¹H NMR was studied 

by a metabolomics approach. The partial least squares discriminant analysis 

(PLS-DA) revealed changes in lactate and magnesium level, these metabolites 

were important to differentiating between overweight subjects treated and not-

treated with Orlistat, suggesting that the level of these metabolites decreased with 

treatment. There are no previous reports of changes in lactate levels. Additionally, 

levels of triglycerides, alanine and lactate were highlighted by PLS-DA into 

distinguishing between lean and overweight individuals. 

http://www.google.com/search?hl=en&client=firefox-a&rls=org.mozilla:pt-BR:official&sa=X&ei=C9sWT-vBBc3mggfayuzSAw&ved=0CB0QvwUoAQ&q=triglycerides&spell=1
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INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Obesidade e sobrepeso 

Obesidade e sobrepeso são enfermidades caracterizadas pelo acúmulo 

excessivo de gordura corporal. Têm sido associadas a essas enfermidades 

diversos problemas de saúde como aumento da incidência de doenças cardíacas, 

hipertensão, derrames, diabetes do tipo 2 e morte prematura (Mancini, 2001; 

Masuo et al., 2001).  

A organização mundial de saúde (OMS) estima que existam atualmente mais 

de 1,5 bilhões de adultos com sobrepeso, número que é esperado dobrar até 

2015. Estima-se que o sobrepeso e obesidade sejam responsáveis por 44% dos 

casos de diabetes, 23% dos casos de isquemia cardíaca e até 41% da incidência 

de determinados tipos de câncer (WHO, 2011). 

Estudos têm demonstrado que uma pequena redução no peso corpóreo é 

suficiente para melhorar a sensibilidade à insulina, reduzir os níveis de glicose, de 

colesterol, a pressão sanguínea e outros fatores de risco, além de reduzir a 

incidência de doenças cardiovasculares e processos inflamatórios (Wing et al., 

1994; Watts et al., 1990; Ascherio et al., 1993). 

O tratamento da obesidade e do sobrepeso inclui, na maioria dos casos, 

alterações da dieta e prática de exercícios físicos. No entanto, em casos graves, 

nos quais a saúde do paciente está em risco, medicamentos são utilizados no 

auxílio à perda de peso (Bray, 2008; Clapham et al., 2001). Os medicamentos 

mais usados atualmente podem ser divididos em duas grandes classes.  

A primeira classe reúne as drogas que atuam no sistema nervoso central. Estes 

fármacos atuam sobre o sistema serotoninérgico e noradrenérgico do cérebro ou 

em vias endocanabinóide, suprimindo o apetite e contribuindo para diminuição da 

ingestão de alimentos (Bray, 2008; Wittert et al., 2007). São exemplos de drogas 

desta classe aprovadas para uso em longo prazo a sibutramina e o rimonabanto. 
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Figura 2. Hidrólise dos triacilglicerídios em monoacilglicerídios e ácidos graxos 

livres catalisada pelas lipases 

 

Por outro lado, Orlistate não inibe, numa extensão significativa, outras 

enzimas presentes no sistema digestivo como hidrolases, tripsina, fosfolípase A2 

e carboxiesterases (Harp, 1998; Gall et al., 2004). Não deve, portanto, alterar a 

absorção de outros lipídios como FL e EC ou ainda a absorção de AG livres (Isler 

et al., 1995). 

 

 

Figura 3 Ação do Orlistate no lúmen intestinal 

 
“O fármaco inibe seletivamente as lipases, impedindo a hidrólise de triacilglicerídios (TG) em 

monoacilglicerídios (MG) e ácidos graxos (AG). Uma vez hidrolisado MG e AG formam micelas as 

quais são absorvidas no intestino, e podem ser reesterificadas como TG no organismo” 

 

Quando administrado em conjunto com uma dieta hipocalórica, Orlistate pode 
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reduzir a absorção de gordura da dieta em até 30%. Harp (1998) relata que esta 

combinação é capaz de induzir uma redução de peso entre 0,25 e 0,5 kg/semana, 

durante várias semanas de tratamento, além de auxiliar na manutenção do peso 

por longos períodos. Davidson et al. (1999) acompanharam 1.187 pacientes 

tratados com Orlistate (120 mg, três vezes ao dia). Após um ano de tratamento, os 

pacientes que receberam o medicamento perderam em média 8,8% de massa 

comparado a 5,8% para aqueles que receberam placebo. 

Embora seja um inibidor de lipases, Orlistate tem efeito limitado ou nenhum 

efeito sobre os níveis de TG em indivíduos com sobrepeso ou obesidade e níveis 

normais de TG e lipídios (Drent et al., 1995), o fármaco também não altera os 

níveis pós-prandiais de lipídios e lipases plasmáticas em homens com peso e 

perfil lipídico normais, associado a uma dieta com baixos teores de lipídios 

(Shepard et al., 2000).  

Por outro lado, Orlistate tem se mostrado útil na normalização do perfil lipídico. 

O fármaco é capaz de reduzir o nível de TG em até 35% em pacientes com 

hipertrigliceridemia , além de reduzir em 19% os níveis de quilomícrons e 

remanescentes de quilomícrons circulantes, levando a uma melhora na 

trigliceridemia pós-prandial de indivíduos hiperlipidêmicos (Reitsma et al., 1994). O 

medicamento reduz significativamente o nível de TG no período pós-prandial 

quando associado a uma dieta com moderados e altos teores de lipídios, o que 

suporta a hipótese de um perfil menos aterogênico de lipoproteínas durante a fase 

pós-prandial (Suter et al., 2005). 

Pelo seu mecanismo de ação, Orlistate pode não só diminuir a absorção de TG, 

mas também de outros nutrientes ou drogas lipossolúveis. Porém, não há relatos 

de deficiência de ácidos graxos essenciais (AGE) associados a esse tratamento. 

Embora os níveis plasmáticos de vitaminas lipossolúveis (A, D, E e β-caroteno) 

foram menores em pacientes tratados com o fármaco, os mesmos permaneceram 

dentro da faixa de referência (Davidson et al., 1999). E para manter níveis 
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plasmáticos normais de vitaminas lipossolúveis, podem ser utilizados suplementos 

durante o tratamento (Finer et al., 2000). 

A eficácia e segurança do Orlistate têm sido amplamente estudadas. Ballinger e 

Peikin (2002) mostram que uma combinação de Orlistate e uma dieta hipocalórica 

aumenta a perda de peso total sem prejuízos à saúde. O fármaco também tem 

oferecido benefícios no tratamento e na prevenção de diabetes. O estudo “Xenical 

in the Prevention of Diabetes in Obese Subjects” (XENDOS) mostrou que Orlistate 

(120 mg, três vezes ao dia) diminui a incidência cumulativa de diabetes em 37,7%, 

em indivíduos portadores de obesidade (IMC > 30 kg/m2) (Torgerson et al., 2004). 

Zhi et al. (1996) avaliaram a farmacocinética de uma única dose de Orlistate 

marcado com carbono-14, administrado a indivíduos saudáveis. A concentração 

máxima do fármaco obtida no plasma foi inferior a 2 ng/mL, com valor máximo 

obtido entre quatro e seis horas após a administração.  Cerca de 96% do fármaco 

é eliminado de forma inalterada nas fezes (Clapham, 2001). Adicionalmente, foram 

encontrados na urina dois metabólitos resultantes da hidrólise do anel 

betalactâmico seguido da hidrólise da ligação éster do grupo N-formil-leucina, (Zhi 

et al.,1996). 

Estudos recentes demonstram que Orlistate pode se ligar irreversivelmente ao 

domínio tioesterase da enzima ácido graxo sintetase, a qual é super expressa em 

células tumorais. A infusão intra-peritônial de Orlistate diminui a proliferação e 

induz a apoptose de células prostáticas tumorais de ratos, possivelmente devido à 

inibição desta enzima, uma vez que a suplementação com ácido palmítico reverte 

à inibição (Kridel et al., 2004). Administração oral do fármaco associada a uma 

dieta com altos níveis de lipídios tem prolongado ligeiramente (7-10%) a 

sobrevivência de ratos com câncer gastrointestinal (Dowling et al., 2009). 
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OBJETIVOS GERAIS 

Esta dissertação avaliou as alterações metabólicas de indivíduos com 

sobrepeso tratados com Orlistate associado a uma dieta hipocalórica. Alterações 

no perfil de AG foram avaliadas através de CG-EM e são apresentadas na Parte I. 

Alterações no perfil metabólico de plasma foram investigadas por uma abordagem 

metabolômica, usando RMN de ¹H, e são descritas na Parte II. 

 
2.1 Objetivos específicos da Parte I 

1. Aplicação da PCA na seleção de íons para determinação de EMAG por 

MIS; 

2. Implementação da metodologia analítica para determinação do perfil de 

AG, após preparação dos EMAG, de diversos lipídios presentes em sangue 

por CG-EM; 

3. Avaliação das alterações no perfil lipídico de ME e plasma com o 

tratamento; 

4. Avaliação das alterações na composição de AG da ME e FL, TG e EC 

presentes no plasma com o tratamento; 

5. Comparação do perfil lipídico e composição de AG obtidos para indivíduos 

com sobrepeso, antes e após o tratamento com Orlistate, e os obtidos para 

indivíduos magros não tratados submetidos à mesma dieta. 

2.2 Objetivos específicos da Parte II 

6. Avaliar as alterações no perfil metabólico de plasma devido ao tratamento 

com Orlistate; 

7. Identificar marcadores metabólicos para o tratamento com Orlistate; 

8. Comparar o perfil metabólico de plasma obtido para indivíduos com 

sobrepeso, antes e após o tratamento com Orlistate, com o perfil obtido para 

indivíduos magros não-tratados com Orlistate e submetidos à mesma dieta. 
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PARTE I: 

IMPLEMENTAÇÃO DA METODOLOGIA ANALÍTICA E AVALIAÇÃO DO PERFIL DE 

ÁCIDOS GRAXOS DE PACIENTES COM SOBRE PESO TRATADOS COM ORLISTATE 
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INTRODUÇÃO PARTE I 

3.1 Ácidos graxos 

Gorduras, como são comumente denominados muitos lipídios, são os nutrientes 

mais marcadamente relacionados a doenças crônicas como obesidade, 

sobrepeso, diabetes, câncer, arteriosclerose, doenças cardíacas entre outras. 

Devido ao grande número de doenças relacionadas aos lipídios, existe a falsa 

idéia que as gorduras são totalmente prejudiciais a saúde, entretanto, a ingestão 

adequada de lipídios é importante, pois, fornecerem energia, funciona como 

veículo para vitaminas, nutrientes, antioxidantes lipossolúveis e como fonte de AG.  

Segundo a IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied Chemistry- 

International Union of Biochemistry and Molecular Biology), AG são ácidos 

monocarboxílicos alifáticos que podem ser liberados pela hidrólise de gorduras e 

óleos de ocorrência natural (IUPAC-IUB, 1976). AG podem ser saturados (AGS), 

monoinsaturados (AGM) ou poliinsaturados (AGPI) dependendo do número de 

duplas ligações presentes na cadeia alquílica. AG podem ser de cadeias curtas 

(C2-C6), médias (C8-C12) e longas (C14-C40), sendo que os AG mais comuns, em 

mamíferos, possuem números pares de carbono e cadeias normais. (Rodriguez et 

al., 2007). 

É muito comum a preocupação apenas com a quantidade de calorias que o 

alimento lipídico fornecerá a dieta, mas assim como aminoácidos e carboidratos, 

cada AG possui papel biológico específico. 

A composição e quantidade de AG no plasma e tecidos resultam de vários 

processos como ingestão, absorção intestinal, metabolismo, troca entre 

compartimentos e incorporação em lipídios. AG podem ser encontrados livres no 

plasma ou ligados a albumina, embora a maior Parte se encontre esterificado em 

lipídios como fosfolipídios (FL), acilgliceróis (monoacilglicerídios, diacilglicerídios e 

triacilglicerídios) ou ainda como ésteres de colesterol (EC) (Risé et al., 2007). 

Cada lipídio possui uma composição típica de AG, a qual é definida pela dieta 
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(podendo ser usada para estimar a qualidade da mesma, especialmente quanto à 

ingestão de AG exógenos), incidência de eventos patológicos ou intervenções 

farmacológicas (Nakamura e Nara, 2004) e consumo de cigarros, álcool e drogas 

(Vane, 1971). 

AG presentes em N-acil-etanoamidas, tem atraído interesse devido à suas 

atividades biológicas.  Oleila-etanoamida [(Z)-N-(2-hidróxi-etila)octadec-9-

enamida] (Figura 4) é um regulador endógeno da ingestão de alimentos, com 

potencial atividade anti-obesidade (Gaetani et al., 2003). Enquanto palmitila-

etanoamida [N-(2-hidróxi-etila)hexadecanamida] possui atividade anti-inflamatória, 

e estearila-etanoamida [N-(2-hidróxi-etila)octadecanamida] é um agente pró-

apoptóticos (Sun et al., 2004). Demonstrando claramente a influência do AG na 

atividade biológica do lipídio. 

 

 

Figura 4. Oleila-etanoamida [(Z)-N-(2-hidróxi-etila)octadec-9-enamida] 

 

3.2 Nomenclatura e representação de ácidos graxos 

É frequente o uso dos nomes comuns de AG, o qual está normalmente 

associado à fonte mais abundante do mesmo. Para sermos mais precisos, é 

desejável identificar os AG utilizando as regras IUPAC de nomenclatura. Porém, 

para tornar mais fácil a escrita, representaremos, neste trabalho, os AG por 

símbolos, os quais representarão o número de carbonos e o número de 

insaturação do mesmo. 
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A configuração de derivados de glicerol será indicada através de numeração 

estereoespecifica. Considerando a projeção de Fischer do glicerol, na qual a 

hidroxila do carbono-2 está à esquerda, o átomo de carbono que aparece no topo 

na a projeção é designado como sn-1 (Figura 2), onde prefixo "sn" (do inglês 

“stereospecifically numbered”) indica o uso desta notação (IUPAC-IUB, 1978). 

 

3.3 Biossíntese de ácidos graxos 

O ácido palmítico (16:0) é o produto final da síntese de AG catalisada pelo 

complexo enzimático ácido graxo sintetase presente no citoplasma. AG maiores 

e/ou insaturados são obtidos por elongações e dessaturações sucessivas nas 

mitocôndrias ou nos microssomas. 

Elongações ocorrem através da condensação entre moléculas de acetil-CoA e 

AG, catalisada pelas elongases. Este processo leva a inserção de dois átomos de 

carbono na cadeia carbônica, justificando a prevalência de AG com números 

pares de átomos de carbono. 

Dessaturases é um conjunto de enzimas, o qual catalisa a remoção de dois 

átomos de hidrogênio de um AG formando uma dupla ligação entre átomos de 

carbono. Na representação usada na Figura 5, a formação de uma dupla ligação 

por uma dessaturase tem sua posição indicada pelo número à direita (por 

exemplo, ∆6-dessaturases formam uma dupla ligação no sexto átomo de carbono 

a partir da carboxila).  

Três dessaturases têm sido relatadas em humanos: ∆9-dessaturases (ou 

estearoil-Coa dessaturase, as quais catalisam a síntese de AGMI); ∆6-

dessaturases e ∆5-dessaturases, as quais catalisam a síntese de AGPI 

(Nakamura e Nara, 2004).  Como estas enzimas podem inserir uma dupla ligação 

no máximo até o nono carbono a partir da carboxila, os AG 18:2n6 e 18:3n3 não 

podem ser sintetizados em mamíferos e devem ser obtidos da dieta, sendo 

considerados como ácidos graxos essenciais (AGE). 
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Os efeitos resultantes da suplementação de um AG no organismo são 

complexos, pois o AG pode favorecer ou desfavorecer a biossíntese de outros AG. 

Por exemplo, suplementação com 18:3n6 é efetiva na redução de mediadores da 

inflamação e na atenuação dos sintomas clínicos relacionados a desordens 

inflamatórias crônicas como artrite remautóide. Muito dos efeitos clínicos de 

18:3n6 foram atribuídos á inibição da conversão de 20:4n6 a eicosanóides 

bioativos, porém 18:3n6 é precursor de 20:4n6, e a suplementação de 18:3n6 

aumenta os níveis de 20:4n6, embora diminua sua conversão a eicosanóides 

(Barham et al., 2000). 

O aumento no nível de 20:4n6, devido ao efeito pró-inflamatórios, é 

potencialmente nocivo a saúde. Barham et al. (2000) demonstram que o aumento 

nos níveis de 20:4n6 pode ser revertido pela adição de 20:5n3, uma vez que 

AGPI-n3 competem pela a enzima ∆6-dessaturases. Embora haja reciprocidade, 

20:4n6 inibe de forma menos eficiente a biossíntese de 20:5n3. 

 

3.4 Famílias de ácidos graxos 

Todos os AG de ocorrência natural em mamíferos podem ser classificados em 

uma das quatro famílias ou séries de AG a seguir. 

 

3.4.1 Família dos ácidos graxos saturados (AGS) 

AGS são endógenos, podendo ser sintetizados a partir do acetil-CoA, 

proveniente do metabolismo de carboidratos. O número de átomos de carbono no 

AGS é determinado por um processo de elongação sucessiva, a qual possui, 

normalmente, entre 12 e 24 átomos de carbono (Cyberlipid, 2010). 

AGS são encontrados principalmente em gorduras de origem animal (incluindo 

carne, leite e manteiga) e são comumente consideradas como menos saudáveis 

que as gorduras com maior proporção de AGI, encontradas principalmente em 

vegetais. Neste sentido, inúmeras revisões têm examinado a relação entre 
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doenças cardiovasculares e a ingestão de gorduras saturadas. Mozaffarian et al. 

(2010) relatam uma redução de 19% nos eventos coronarianos devido à 

substituição de AGS da dieta por AGPI. Danaei et al. (2009) reportam a diminuição 

de 1-5% na mortalidade devido a doenças cardíacas, para cada 1% de calorias 

provenientes de AGS substituída por AGPI. Hooper et al. (2001) relatam que a 

redução no consumo de gordura total, AGS e colesterol reduzem a incidência de 

doenças coronarianas em 16% e o número de mortes em 9%. 

3.4.2 Família dos ácidos graxos monoinsaturados (AGMI) 

AGMI podem ser do tipo n7 ou n9, sendo os últimos mais comuns. A família dos 

AGMI-n9 é conhecida como família do ácido oléico (18:1) por ser este AG 

precursor dos demais membros da série. O 18:1 é formado através da 

desidrogenação microssomal de 18:0 catalisada pela enzima ∆9-dessaturase. 

3.4.3 Família dos ácidos graxos poliinsaturados n6 (AGPI-n6) 

São também conhecidos como família do ácido linoléico (18:2n6) por ser este o 

AG precursor dos demais membros da série, os quais são sintetizados através de 

elongações e dessaturações sucessivas. O 18:2n6 é um AGE, ou seja, não pode 

ser sintetizado pelo organismo. Humanos também não podem converter 18:2n6 

em 18:3n3, devido à ausência de ∆15-dessaturases. 

A produção excessiva de eicosanóide n6 (derivados do ácido araquidônico) tem 

sido associada ao aumento da incidência de ataques cardíacos, acidentes 

vasculares cerebrais e trombóticos, arritmia, artrite, osteoporose, inflamação, 

distúrbios do humor, obesidade e câncer (Smith, 2008). AGPI-n6 também estão 

relacionados a processos inflamatórios, nos quais inibidores da COX-1 e COX-2 

podem ser utilizados no tratamento da inflamação e da dor (Cleland, 2006). Um 

aumento no consumo de AGPI-n6 tem sido associado ao aumento da 

probabilidade de mulheres na pós-menopausa desenvolverem câncer de mama 

(Sonestedt et al., 2008) e homens desenvolverem câncer de próstata (Yong, 

2007). 
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3.4.4 Família dos ácidos graxos poliinsaturados n3 (AGPI-n3) 

É também conhecida como família do ácido linolênico (18:3n3) por ser este o 

precursor dos demais membros da série, formados por processos de elongações e 

dessaturações sucessivas. 18:3n3 é um AGE e consideráveis efeitos benéficos à 

saúde têm sido associados ao seu consumo, possivelmente mediados por 

metabólitos oxigenados derivados do ácido eicosapentaenóico (20:5n3), 

chamadas de resolvinas e protectinas, as quais possuem atividade antiinflamatória 

e imunorregulatória na concentração de picomolares (Serhan e Petasis, 2011). 

A ingestão de AGPI-n3 tem sido associada à redução do risco de doenças 

coronarianas, morte súbita cardíaca, efeito antiarrítmico, inibição da agregação 

plaquetária, redução da viscosidade sanguínea, supressão da formação de 

leucotrienos, redução da resistência à insulina, diminuição dos níveis de TG, 

fibrinogênio e pressão sanguínea (Freije, 2009). 22:6n3 é o AGPI-n3 mais 

abundante no cérebro e na retina (Spector, 1999), a deficiência de 22:6n3 foi 

associada ao declínio cognitivo, depressão e aumento da morte de células 

neuronais (Serhan et al., 2004; McNamara, 2007). 

  

3.5 Ácidos graxos essenciais 

Em 1929 num estudo pioneiro, Burr e Burr, realizado em 1929, demonstrou que 

a completa ausência de lipídios na dieta de ratos causava deficiências como 

necrose da cauda, diminuição do crescimento, morte prematura, dermatites, 

queda de pêlo e feridas na pele. Os autores também mostraram que pequenas 

quantidades de gordura de porco adicionadas diariamente à dieta levavam a 

regressão dos processos mórbidos, demonstrando a importância dos lipídios para 

o funcionamento normal do organismo. 

Outros estudos em animais de laboratório têm demonstrado que AGE são mais 

importantes para jovens do que adultos e que 18:3n3 assim como os outros AGPI-

n3 não substituem o 18:2n6 nas síndromes de deficiência de AG (Guarnieri e 
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Johnson, 1970). Estudos em humanos com dietas livres de lipídios por longos 

períodos não são possíveis e dietas com baixos teores de AG têm demonstrado 

síndrome de deficiência apenas para o AG 18:2n6 (Makrides et al., 1995). 

O termo AGE é aplicado na literatura em duas ocasiões distintas, uma no 

sentido fisiológico a outra no sentido nutricional. No sentido fisiológico, 

consideramos como um AGE um AG que tenha importância vital para as 

atividades celulares, como os AG 20:4n6, 20:5n3 e 22:6n3, cujas ausências irão 

manifestar síndromes de deficiência.  

Por outro lado, podemos entender AGE como um AG que precisa ser ingerido 

na dieta, pois não pode ser sintetizado pelo organismo, nem mesmo a partir de um 

precursor, sentido nutricional. Neste sentido, apenas os AG 18:2n6 e 18:3n3 

seriam essenciais. 

Os AGPI como 20:4n6, 20:5n3 e 22:6n3 embora essenciais no sentido 

fisiológico, não são essenciais em relação à dieta, pois podem ser sintetizados a 

partir dos precursores 18:2n6 e 18:3n3, como mostra a Figura 5 (Nakamura e 

Nara, 2003). Neste trabalho, consideraremos como AGE aqueles que devem 

necessariamente ser obtidos a partir da dieta. 

 

3.6 A importância da razão n6/n3 

Simopoulous (2002) descreve as alterações observadas na dieta ocidental, 

especialmente quanto à ingestão de AGE, nos últimos 150 anos. Segundo o 

estudo, humanos vivem atualmente num ambiente significativamente diferente 

daquele para o qual nossa constituição genética foi selecionada. As principias 

alterações observadas na dieta foram: aumento na ingestão de calorias e 

diminuição do gasto calórico; aumento no consumo de grãos de cereais, 

gorduras saturadas e AG-trans; diminuição da ingestão de AG-n3, frutas, 

vegetais, proteínas, antioxidantes e cálcio (Figura 6). 
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A dieta ocidental atual é deficiente em AG-n3, de forma que a razão n6/n3 

está entre 15 e 20 (Simopoulous, 2008), enquanto a OMS recomenda para 

adultos saudáveis uma razão n6/n3 entre três e quatro (WHO, 1993). No período 

paleolítico, esta razão era de aproximadamente um (Simopoulous, 2008). 

Algumas populações atingem proporções n6/n3 adequadas e respostas 

moderadas aos eicosanóides através da ingestão de quantidades relativamente 

grandes de AGPI-n3 (como o Japão e a Groenlândia), enquanto outras 

populações alcançam os mesmos objetivos através de uma menor ingestão 

quantidades menores de AGPI-n6 (como povos do Mediterrâneo) (Landsberg et 

al., 1992). 

 

 

Figura 5. Esquema hipotético da distribuição de calorias da dieta ao longo dos 

anos. 

AGS, AG-n6, AG-n3 e AG-trans são apresentados como percentual de calorias provenientes 

da ingestão de lipídios (escala à esquerda); ingestão de vitaminas C e E, total de lipídios são 

apresentados como mg/dia (escala à direita). Adaptado de Simopoulos, (2002) 
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A diminuição da razão n6/n3 tem efeitos antiinflamatórios, cardioprotetivo e 

efeitos benefícios em pacientes com artrite reumatóide e asma, além da redução 

na incidência de câncer de colo e pulmão e depressão (Simopoulous, 2008). 

Uma elevada razão n6/n3, está associada ao aumento dos níveis de 

eicosanóides derivados de 20:4n6 em relação aos derivados de 20:5n3, o que 

favorece a formação de ateromas e trombos; aumento na incidência de 

processos alérgicos, desordens inflamatórias, viscosidade do sangue, 

vasoespamos, vasoconstrição e diminuição no tempo de sangramento 

(Simopoulous, 2002). 

 

3.7 Orlistate e ácidos graxos 

Apesar do grande número de estudos sobre a eficácia do Orlistate no auxílio à 

perda de peso, pouco se sabe sobre os efeitos deste medicamento a nível celular 

e o seu impacto no perfil de AG.  

Hernandez et al. (2010) reportam que a administração de Orlistate associado a 

uma dieta hipercalórica reduz a incorporação de AGPI-n3 em lipídios presentes no 

sangue (plasma e eritrócitos) e em tecidos de ratos tratados por 21 dias com o 

fármaco.  

O único relato existente dos efeitos do Orlistate no perfil de AG em humanos foi 

publicado por Vidgren et al. (1999). Os autores relataram que o tratamento de 

indivíduos obesos com Orlistate em conjunto com uma dieta hipocalórica, por um 

ano, resulta na diminuição na proporção de vários AG provenientes da dieta.  

Por fim, ainda não há relatos sobre os impactos do tratamento com Orlistate em 

indivíduos com sobrepeso, nem sobre as alterações observadas no perfil lipídico 

de eritrócitos. 

 

3.8 Determinação de ácidos graxos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 

de massas 
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Várias metodologias podem ser aplicadas na determinação do perfil de AG em 

amostras biológicas. A metodologia atualmente mais utilizada compreende as 

seguintes etapas:  

(a) extração dos lipídios presentes em sangue ou tecidos, geralmente 

baseados no de Folch ou no método de Bligh e Dyer (Iverson et al., 2001); 

(b) isolamento do lipídio de interesse (TG, FL, EC ou AGL) por cromatografia 

preparativa em camada delgada ou extração em fase sólida; 

(c) preparação de ésteres metílicos de ácidos graxos (EMAG) e por fim; 

(d) extração dos EMAG com um solvente de baixa polaridade; 

(e) separação dos EMAG por cromatografia gasosa (CG); 

(f) quantificação dos EMAG por detector de ionização em chamas (DIC) ou 

espectrometria de massas (EM) (Rodriguez et al., 2010). 

3.9 Seleção de íons para a análise de EMAG por monitoramento de íons selecionados (MIS) 

A determinação de EMAG por CG acoplado DIC ( detector de ionização em 

chama) é um método bem estabelecido na literatura, o qual apresenta alta  

detectibilidade, repetitividade e boa correlação linear sobre uma ampla faixa de 

concentrações (Eder, 1995). Porém, DIC falha na identificação inequívoca do 

analito e EM frequentemente é usada para confirmar a identidade dos AG.  

CG-EM no modo varredura de íons totais (VIT) raramente é usada para fins 

quantitativos devido à baixa detectibilidade e seletividade, o que pode ser 

superado por CG-EM no modo monitoramento de íons selecionados (MIS), o 

qual fornece maior detectibilidade e seletividade através do monitoramento de 

uns poucos íons característicos da amostra, com perda significativa de 

informação qualitativa (Dodds et al., 2005; Rodriguez et al., 2010). 

O monitoramento de íons moleculares, embora apresente alta seletividade e 

forneça alguma informação sobre a identidade do analito, possui baixa 

detectibilidade e repetitividade devido à abundância relativamente baixa e 
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variação da intensidade do mesmo em função das condições da fonte de 

ionização. Por outro lado, o monitoramento do íon mais intenso no espectro nem 

sempre leva a melhor seletividade. Neste sentido, o sucesso na análise por MIS 

é limitado pela habilidade e experiência do analista na escolha dos íons a serem 

monitorados.  

Nesta dissertação, é relatada utilização da análise de componentes principais 

(PCA) na seleção dos íons a serem monitorados na quantificação de EMAG, sem 

a perda completa da informação qualitativa. 

3.10 Plasma e membrana de eritrócitos 

Plasma é o principal componente sanguíneo, representando aproximadamente 

55% de seu volume total, sendo os principais lipídios encontrados em plasma: TG, 

FL e EC e em quantidades menores são encontrados diacilglicerídios, glicolípidios, 

entre outros (Nelson, 1972). A composição de AG de lipídios presentes no plasma 

tem sido utilizada no estudo de processos patológicos, hiperlipidemia e 

aterosclerose (Lada et al., 2004; Raatz et al., 1995; Ma et al., 2001; Erkkila et al., 

2003). 

Em organismos vertebrados, o tipo mais comum de célula sanguínea é o 

eritrócito, correspondendo a aproximadamente um quarto do número total de 

células em humanos. Eritrócitos são produzidos pela medula óssea e possuem 

tempo de vida médio de 120 dias, quando são então reciclados pelos macrófagos 

(Nelson, 1972).  

Membrana de eritrócito (ME) é uma bicamada lipídica típica, semelhante a que 

pode ser encontrada em todas as células humanas. A ME corresponde a 

aproximadamente 1,3% em massa do peso seco da célula e podem ser obtidos 

após lavagem e lise dos eritrócitos, aproximadamente 40% da massa da ME 

corresponde a lipídios, tais como FL, glicolípidios e colesterol (Nelson, 1972). 

A composição lipídica da membrana pode ser dividida em duas frações, uma 

fração polar formada por fosfolipídios e glicolipídios (correspondendo a 
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aproximadamente 75% da massa dos lipídios da membrana), e uma fração 

neutra, a qual é formada predominantemente por um único constituinte, o 

colesterol livre. Embora amplamente presentes em lipídios e lipoproteínas 

plasmáticas, não há indícios de que TG, AGL ou EC sejam constituintes da 

membrana (Nelson, 1972).  

A composição de AG na ME influencia a fluidez e permeabilidade da mesma, 

uma elevada razão colesterol/fosfolipídio tem sido associada ao aumento da 

rigidez e diminuição da permeabilidade da membrana (Cazzola et al., 2004).  A 

composição da ME influencia também a atividade das proteínas de membrana, 

pois lipídios específicos são necessários para estabilizar a estrutura de proteínas, 

além de controlar a inserção e o enovelamento de proteínas de membranas. 

Adicionalmente, as propriedades da ME depende também da composição de AG 

os quais esterificam FL e glicolipídios (Chabanel et al., 1983; Owen et al., 1982). 

O perfil de AG em membrana de eritrócitos (ME) tem sido avaliado como 

indicador de processos patológicos (Skeaff et al., 2006) e na avaliação da 

influência da dieta no perfil de AG, processos nos quais a ME é considerado um 

melhor marcador de AG de médio-longo prazo comparado a lipídios de plasma 

ou plaqueta (Sun et al., 2007). 

A composição da ME tem sido avaliada em patologias humanas como psoríase, 

obesidade e diabetes, doenças nas quais ocorrem significativas alterações no 

metabolismo de lipídios. Essas alterações são detectadas em ME antes de 

poderem ser observadas em plasma. Adicionalmente, a análise do perfil de AG em 

ME fornece informações relevantes sobre processos envolvidos na depressão 

(Maes et al., 1996);  dano no miocárdio (Sepulveda et al., 2010); risco de 

desenvolvimento de câncer no pulmão (Pala et al., 2001); diabetes tipo 2 e 

resistência a insulina (Kulacoglu et al., 2002; Krachler et al., 2008; Shin et al., 

1995). 
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RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Implementação da metodologia analítica para determinação do perfil de ácidos graxos 

em sangue por CG-EM 

AG frequentemente são estudados por CG-DIC, mas como vimos na 

introdução, DIC falha na inequívoca identificação do analito. Neste sentido, CG-

EM tem sido aplicada na identificação de AG, sendo a quantificação dos AG 

realizadas por monitoramento de íons selecionados (MIS). Porém, não há 

consenso na literatura sobre quais íons devem ser monitorados nas análises, além 

do fato das metodologias mais recentes serem destinadas a análise de AG 

presentes em alimentos. Neste sentido, nós procedemos à implementação de uma 

metodologia analítica para determinação de AG esterificados em diversos lipídios 

encontrados em sangue por CG-EM. 

 

4.1.1 Seleção dos íons para determinação de ésteres metílicos de ácidos graxos 

por monitoramento de íons selecionados usando análise de componentes 

principais (PCA) 

A seleção dos íons (m/z) a serem monitorados nas análises por MIS é de 

fundamental importância para sensibilidade e seletividade da metodologia 

analítica. A escolha frequentemente é baseada no padrão de fragmentação do 

analito e depende da habilidade do analista em selecionar os íons que forneçam 

maior sensibilidade, mantendo a seletividade do método. 

Análise multivariada e EM têm sido empregadas em conjunto na busca de 

similaridades entre estruturas químicas (Schoonjans et al., 2002), na 

classificação estrutural de compostos (Bankefors et al., 2008), na compressão da 

dimensionalidade dos dados e na diminuição de ruído em espectros de massas 

(Statheropoulos et al., 1999). Porém, desconhecemos a utilização de PCA na 

seleção de íons para quantificação de compostos. 

Nesta seção, nós demonstramos o emprego da PCA na seleção de íons, a 
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partir dos espectros de massas obtidos por VIT, os quais serão utilizados na 

quantificação e determinação do número de insaturações de EMAG.  

Espectros de massas no modo VIT de 32 EMAG comerciais foram obtidos em 

triplicatas, num total de 96 espectros de massas. Estes espectros foram então 

alinhados e reunidos em uma matriz de dados, a qual foi importada pelo software 

Pirouette (3.11, Infometrix) para a PCA. 

O modelo de PCA contendo três componentes principais (CP) manteve 

86,65% das informações dos dados originais, para os dados centrados na média. 

O gráfico de escores das duas primeiras CP (Figura 7a) revelou o agrupamento 

dos EMAG em cinco grupos distintos, de acordo com o número de insaturações 

presentes na cadeia alquílica. Não foi observada qualquer tendência de 

agrupamento dos EMAG em função do número de carbonos ou da família 

bioquímica em nenhuma das CP. 

O gráfico de pesos (Figura 7b) foi então avaliado para selecionar os íons 

(m/z) os quais estão, provavelmente, relacionados ao agrupamento observado 

para as amostras (EMAG) no gráfico de escores. Os íons selecionados estão 

listados na Tabela 1. 

Para garantir a seletividade da análise e aumentar a razão sinal/ruído, é 

interessante monitorar poucos íons específicos dos compostos de interesse.  

Para alcançar tal objetivo, utilizamos seleção de variáveis, a qual é 

frequentemente empregada em quimiometria para aumentar a discriminação 

entre as classes. Seleção de variáveis foi então realizada para identificar o menor 

número de íons (variáveis) que permitam a separação dos grupos de EMAG 

mostrados na Figura 7a.  
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 Figura 6. Análise de componentes principais (CP = 3; 86,5%) a) gráficos de 
escores CP1 (55,56%) versus CP2 (25,89%); b) gráfico de pesos nos quais 

mostram a razão massa/carga 
 

Legenda: ( ) EMAG saturados; ( ) EMAG monoinsaturados; ( ) EMAG di-insaturados; (
) EMAG tri-insaturado; ( ) EMAG com 4, 5 ou 6 insaturações 
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Tabela 1. Íons relevantes aos agrupamentos dos EMAG 

observados no gráfico de escores da PCA (Figura 7a) 

EMAG 
Gruposa 

(gráfico de 
escores) 

Íons associados 
(m/z)b 

(gráfico de pesos) 
saturados 0 74 e 87c 

monoinsaturados 1 69 
di-insaturados 2 55 e 81 
tri-insaturados 3 67 
com 4, 5 ou 6 
insaturações 

≥ 4 79 
agrupos de EMAG de acordo com o número de insaturações na cadeia alquílica; 
bíons relevantes ao agrupamento dos EMAG no gráfico de escores da PCA (Figura 7a) 

selecionados pelo gráfico de pesos (Figura 7b); 
cos íons destacados em negrito, são aqueles essenciais a discriminação das amostras 

 

A seleção de variáveis, embora não tenha melhorado significativamente a 

separação dos grupos, permitiu selecionar apenas quatro íons, entre os 161 íons 

inicias. Os íons de m/z 74, 79, 81 e 87 são essenciais à discriminação dos EMAG 

segundo o número de insaturações. Assim, apenas estes íons foram 

considerados nas análises subseqüentes. Mesmo que íons característicos dos 

AG mono e tri-insaturados, a proporção dos quatros íons selicionados já é 

suficiente para diferenciá-los dos demais, como evidenciado na Figura 9. 

O conjunto de íons selecionados é semelhante ao sugerido por Thurnhofer e 

Vetter (2005), através da análise minuciosa de espectros de massas de EMAG 

preparados a partir de AG presentes em alimentos. Isto confirma a aplicação da 

PCA na seleção do melhor conjunto de íons para quantificação de compostos, 

com a vantagem de não ser necessário o conhecimento prévio do padrão de 

fragmentação dos analitos.  Embora o conjunto de íons selecionados não seja 

novo na literatura, nos desconhecemos a utilização prévia da PCA na seleção de 

íons para seleção de íons para quantificação de EMAG por MIS. Neste sentido, 

esta seção ilustra uma nova aplicação da PCA, a qual pode contribuir 
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significativamente na análise de outras classes de compostos por CG-EM. 

Para confirmar a eficiência dos íons selecionados, novos espectros de massas 

foram obtidos agora por MIS (dos íons de m/z 74, 79, 81 e 87).  A APC deste 

novo conjunto de espectros confirmou a discriminação das amostras segundo o 

número de insaturações presentes na cadeia alquílica do EMAG, para o modelo 

construído com duas CP (98,99% da informação dos dados originais e dados 

centrados na média) (Ampliação Figura 9). 

Para confirmar os resultados obtidos por PCA, nos procedemos à comparação 

das abundâncias relativas dos íons selecionados pelo teste-t de Student 

(bicaudal para comparação de média a um valor de referência). Os espectros de 

massas obtidos por MIS para estes quatro íons, não variaram significativamente 

em função do número de carbono para EMAG contendo entre 12 e 24 átomos de 

carbono e o mesmo número de insaturações (p > 0,05). EMAG com quatro, cinco 

ou seis insaturações apresentaram abundâncias relativas semelhantes, como 

sugeridas pela PCA, e foram reunidos num mesmo grupo. A Tabela 2 mostra a 

percentagem de contribuição de cada íon selecionado nos espectros de massas 

obtido por MIS. 

Os espectros de massas obtidos por MIS deste conjunto de íons são úteis na 

determinação do número de insaturações do EMAG, o que juntamente com o 

tempo de retenção permite identificar os EMAG presentes em níveis de traços, 

para os quais espectros de massas obtidos por VIT não foram satisfatórios, 

devido à baixa concentração do EMAG nas amostras. A Figura 8 e a Tabela 3 

ilustram as abundâncias relativas destes íons nos espectros de massas em 

função do número de insaturações dos EMAG. 
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Tabela 2. Percentagens de contribuição dos íons selecionados 
para os espectros de massas obtido por MIS para os EMAG 

 % contribuição (média ± DP)a 
EMAG m/z 74 m/z 79 m/z 81 m/z 87 
6:0 b 73,92 ± 0,69 0,00 ± 0,00 0,48 ± 0,95 25,59 ± 0,39 
8:0 b 68,77 ± 0,50 0,24 ± 0,11 0,60 ± 0,67 30,39 ± 0,54 
10:0 b 63,81 ± 0,54 0,40 ± 0,03 0,93 ± 0,17 34,86 ± 0,44 
11:0 b 62,26 ± 0,39 0,38 ± 0,17 1,12 ± 0,58 36,24 ± 0,44 
12:0 60,77 ± 3,45 0,47 ± 0,03 0,93 ± 0,13 37,84 ± 1,42 
13:0 59,36 ± 2,16 0,53 ± 0,03 1,86 ± 2,05 38,25 ± 1,98 
14:1 43,59 ± 2,04 6,69 ± 0,57 18,16 ± 3,90 31,56 ± 1,36 
14:0 58,59 ± 1,51 0,53 ± 0,02 1,44 ± 0,71 39,44 ± 0,54 
15:1 43,66 ± 2,94 6,51 ± 0,66 17,90 ± 5,53 31,93 ± 2,00 
15:0 57,82 ± 1,05 0,55 ± 0,04 2,00 ± 1,91 39,63 ± 0,91 
16:1 41,49 ± 1,13 7,26 ± 0,45 20,84 ± 2,16 30,41 ± 0,76 
16:0 57,39 ± 0,42 0,55 ± 0,01 1,48 ± 0,27 40,58 ± 0,44 
17:1 42,38 ± 3,10 7,10 ± 0,68 19,32 ± 5,89 31,21 ± 2,19 
17:0 56,44 ± 1,79 0,58 ± 0,03 2,73 ± 1,15 40,25 ± 1,37 

18:3n6 6,13 ± 0,50 51,35 ± 4,33 32,91 ± 5,67 9,61 ± 0,91 
18:2n6 7,60 ± 2,41 26,01 ± 4,89 59,89 ± 5,33 6,50 ± 1,03 

18:1 38,74 ± 2,41 8,92 ± 1,00 22,57 ± 4,91 28,43 ± 1,29 
18:3n3 5,14 ± 0,59 50,49 ± 3,39 31,92 ± 2,97 11,10 ± 0,96 
18:1t 38,76 ± 2,49 8,95 ± 1,04 22,86 ± 5,12 29,43 ± 1,80 
18:0 56,52 ± 0,30 0,59 ± 0,02 1,73 ± 0,27 41,16 ± 0,33 
19:0 55,99 ± 0,22 0,57 ± 0,02 1,79 ± 0,21 41,65 ± 0,27 

20:4n6 9,99 ± 0,39 64,93 ± 0,94 20,00 ± 1,21 5,08 ± 1,15 
20:5n3 8,22 ± 0,69 67,81 ± 5,19 19,88 ± 6,12 4,09 ± 0,33 
20:3n6 6,05 ± 0,42 47,64 ± 3,24 36,57 ± 4,24 9,73 ± 0,69 
20:2n6 10,49 ± 0,43 24,88 ± 0,43 58,29 ± 0,88 6,33 ± 0,09 

20:0 55,75 ± 0,34 0,61 ± 0,01 1,72 ± 0,35 41,93 ± 0,30 
21:0 55,27 ± 0,41 0,43 ± 0,29 2,21 ± 0,57 42,09 ± 0,34 

22:6n3 8,36 ± 0,32 70,57 ± 1,65 19,09 ± 0,21 1,98 ± 1,55 
22:2n6 13,99 ± 2,15 24,34 ± 4,01 54,08 ± 7,11 7,59 ± 1,06 
22:1n9 40,71 ± 2,35 7,26 ± 0,49 22,40 ± 4,62 29,63 ± 1,84 

22:0 54,86 ± 0,38 0,60 ± 0,01 1,94 ± 0,44 42,59 ± 0,32 
23:0 54,17 ± 0,92 0,43 ± 0,29 2,81 ± 1,52 42,58 ± 0,73 
24:1 42,90 ± 1,12 5,60 ± 0,26 21,66 ± 2,10 29,85 ± 1,00 
24:0 54,06 ± 0,52 0,62 ± 0,03 2,05 ± 0,82 43,27 ± 1,46 

a média ± DP de oito injeções;  
b p < 0,05 comparado ao espectro de massas do grupo 0 (AGS) 
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Figura 7. Abundâncias relativas dos íons de m/z 74, 79, 81 e 87 nos espectros 

de massas de EMAG obtidos por MIS 

 

 
a média ± DP de oito injeções; b número de insaturações na cadeia do EMAG; c número de 

EMAG avaliados, todos os EMAG foram analisados em triplicata 
 

Os espectros de massas obtidos por MIS (m/z 74, 79, 81 e 87) podem ser 

usados como critério qualitativo, eliminando a necessidade de monitorar íons 

adicionais para confirmar a identidade do analito, uma vez que a detectibilidade é 

Tabela 3. Abundâncias relativas dos íons de m/z 74, 79, 81 e 87 para os 

espectros de massas obtidos por MIS para os grupos de EMAG 

 

 Abundâncias relativas (média ± DP)a 

Grupos b 
m/z 74 m/z 79 m/z 81 m/z 87 

 
0 (nc = 13) 100   0,96 ± 0,13 3,40 ± 1,00 72,26 ± 5,49 
1 (n = 8) 100   17,06 ± 2,97 50,89 ± 7,27 72,96 ± 1,75 
2 (n = 3) 17,98 ± 5,15 42,15 ± 2,03 100   10,93 ± 1,69 
3 ( n = 3) 11,65 ± 1,16 100   64,51 ± 6,75 19,86 ± 0,94 

≥ 4 ( n= 3) 13,16 ± 2,61 100   29,20 ± 8,51 5,64 ± 2,77 
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inversamente proporcional ao número de íons monitorados, a redução do número 

de íons contribui para o aumento da sensibilidade. 

A análise quantitativa é normalmente conduzida através da análise de um 

único íon de quantificação para o analito (Kimura et al., 2002; Vetter e 

Thurnhofer, 2007). Alternativamente, nós propomos o uso destes quatro íons 

para quantificação, o que permite significativo aumento na detectividade, sem 

prejudicar a repetitividade do método, a qual permaneceu satisfatória (Tabela 4). 

Os espectros de massas obtidos por MIS foram úteis não só na 

determinação do número de insaturação e quantificação do EMAG, mas também 

na identificação de contaminações, artefatos e co-eluições. Para ilustrar esta 

capacidade nós comparamos os espectros de massas obtidos para os íons 

selecionados de um par de EMAG co-eluídos, um álcool, um aldeído e um 

hidrocarboneto aos valores de referência (Tabela 3). Os espectros de massas 

dos íons selecionados obtidos para o pico cromatográfico no qual houve co-

eluíção (20:1 mais 20:3n3) e os obtidos para decanol, dodecanal e pentacosano 

são significativamente diferentes dos valores de referência obtidos para os 

grupos de EMAG (Tabela 3).  

 

Tabela 4. Percentagem de contribuição dos íons selecionados nos espectros de 

massas obtidos por MIS para alguns compostos e para um pico cromatográfico 

de dois EMAG co-eluídos  
   Abundâncias relativas (média ± DP)a

 

 TR c  m/z 74  m/z 79  m/z 81  m/z 87 

decanol 5.307 ± 
0.011  3.45 e,f,g,h,i ± 0.19  28.69 e,f,g,h,i ± 0.35  100 e,f,h,i    7.37 e,f,h ± 0.94 

dodecanal 16.790 ± 
0.017 

 0.33 e,f,g,h,i ± 0.15  18.83 e,g,h,i ± 1.00  100 e,f,h,i    1.53 e,f,g,h ± 0.21 

20:1b 
20:3n3 

23.733 ± 
0.030  15.59 e,f,h,i ± 0.31  100 e,f,g    38.45 e,f,h,i  ± 0.46  8.02 e,f,h ± 0.14 

pentacosano 28.942 ± 
0.068 

 0.51 e,f,g,h,i ± 0.24  32.46 e,f,g,h,i ± 2.56  100 e,f,h,i    6.47 e,f,h ± 0.45 
a media ± DP de três espectros; bEMAG co-eluídos; c cromatograma obtido conforme 

descrito na seção 3.2; eP < 0.05 comparado com o grupo 0 (AGS); f P < 0.05 comparado 

com o grupo 1 (AGMI); g P < 0.05 comparado com o grupo 2 (AGDI); h P < 0.05 comparado 

com o grupo 3 (AGTI); i P < 0.05 comparado com o grupo ≥ 4 
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A PCA incluindo todos os espectros ilustra bem a utilidade do método, o 

gráfico de escores (Figura 9) mostra como estes compostos podem ser 

facilmente distinguidos dos EMAG, permitindo ainda que os EMAG possam ser 

distinguidos entre si, segundo o número de insaturações presentes na cadeia 

alquílica. Este procedimento pode ser então aplicado para monitorar a 

seletividade da análise, monitorando contaminações e co-eluições sem perda de 

sensibilidade. 

 

 

 

Figura 8. Gráfico de escores CP1 (82,12%) versus CP2 (17,83%) para os 

espectros de massas obtidos por monitoramento de íons selecionados (m/z 74, 

79, 81 e 87)  

 

Legenda: ( ) decanol; ( ) dodecanal; ( ) pentacosane; ( ) pico co-eluído (20:1 e 

20:3n3); ( ) EMAG saturados; ( ) EMAG monoinsaturados; ( ) EMAG di-insaturados; ( ) 

EMAG tri-insaturado; ( ) EMAG com 4, 5 ou 6 insaturações 
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4.1.2 Curvas de Calibração e Figuras de Mérito 

Fatores respostas (FR), coeficientes de correlação (R), faixas lineares, limites 

de detecção (LoD) e limites de quantificação (LoQ) foram obtidos através de 

curvas de calibração para todos os EMAG de interesse. Curvas de calibração 

foram obtidas considerando cinco níveis de concentrações em relação a uma 

concentração fixa de padrão interno (19:0), injetadas em triplicata. As curvas 

foram então obtidas por regressão linear e R foi considerado como uma estimativa 

da qualidade das curvas obtidas, quanto mais próximo de 1,0, menor a dispersão 

do conjunto de pontos experimentais em relação à curva obtida e menor a 

incerteza dos coeficientes de regressão estimados. A Figura 10 ilustra as curvas 

de calibração obtidas para os EMAG 14:0 e 16:1. 
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Figura 9. Curvas de calibração obtidas para os EMAG 14:0 e 16:1 

 

FR individuais foram obtidos para cada EMAG (Tabela 5) permitindo a 

quantificação dos mesmos numa ampla faixa cromatográfica. Os FR obtidos foram 

inversamente proporcionais aos números de carbonos e insaturações dos EMAG, 

provavelmente devido à diminuição da volatilidade dos mesmos com o aumento 

da cadeia carbônica (Schreiner, 2005).  
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Uma correlação linear significativa foi observada entre o FR e o número de 

carbonos para EMAG saturados, monoinsaturados e com duas insaturações (R = 

0,941; 0,996 e 0,880 respectivamente). O ajuste linear permite estimar ou 

confirmar o FR de um EMAG com base nos valores obtidos para os demais 

membros da série (Tabela 6). 

Limites de detecção e quantificação foram calculados com base nas análises de 

regressão linear. Neste contexto o LoD expresso em termos da resposta 

instrumental, LoDR é dado por: 

 

LoDR = b + 3sb  equação 1 

 

onde b é o ponto de intercepção em y da reta de regressão e sb o erro padrão da 

intercepção (Miller e Miller, 2000). Reescrevendo a equação 1 para dar o LoD 

expresso em termos da concentração do analito, LODC, e fazendo a aproximação 

de b igual à zero (o que ocorre na prática), temos: 

 

LoDC = 3sb/m        equação 2 

 

onde m é o coeficiente angular da reta de regressão.  

Os LoDC obtidos neste trabalho foram, em regra, um pouco maiores que os 

reportados por Dodds et al. (2005), na análise de vários EMAG por CG-EM 

através do MIS de três íons (entre os íons de m/z 41, 43, 55, 67, 74, 79, 87 e 91) 

para cada EMAG. Porém, vários dos íons sugeridos pelo autor (como os m/z 41, 

43, 55, 67 e 91) são comuns a outras classes de compostos, diminuindo a 

seletividade do método, além de não permitir a determinação do número de 

insaturações do EMAG. 

Equações equivalentes foram utilizadas na obtenção do LoQ: 

 

LoQR = b + 10sb;   LoQC = 10sb/m             equações 3 e 4 
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No extrato lipídico obtido a partir de ME foi detectada a presença de FL, 

glicolípidios, TG, AG livres e EC. Porém, TG, AG livres e EC não são constituintes 

da ME, e a presença destes lipídios sugere a contaminação das amostras de ME 

com lipoproteínas plasmáticas e/ou leucócitos. 

                             Tabela 7. Frações lipídicas e fatores de retenção 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Separação das frações lipídicas presentes em plasma e membrana 

de eritrócitos por CPCD 

 

Para confirmarmos a contaminação, procedemos à quantificação dos lipídios 

presentes em ME por microgravimetria. Os resultados obtidos revelam que as 

quantidades de TG e EC presentes nos extratos (Tabela 8) são significativamente 

maiores que as quantidades relatadas na literatura (Nelson, 1972).  

A quantidade média de EC obtida foi quase três vezes maior que a quantidade 

esperada para ME e uma quantidade relativamente grande de TG foi encontrada 

nas amostras. Estes resultados sugerem que o processo de lavagem da ME 

 Fração lipídica Rf 

1 fosfolipídios (FL) e 
glicolípidiosa 

0,00 

2 monoacilglicerídios 0,07 

3 1,2-diacilglicerídios 0,14 

4 1,3-diacilglicerídios 0,16 

5 ácidos graxos livresa 0,54 

6 triacilglicerídios (TG)a 0,84 

7 ésteres de colesterol (EC)a 0,92 
aforam encontrados também em amostras de ME
bSilica-Gel 60 foi utilizada como fase estacionária e 

hexano/dietil éter/ácido acético (70,0:30,0:1,5; v/v/v)

foi utilizado como fase móvel 
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(seção 9.3.5) não permitiu a remoção completa dos leucócitos e proteínas 

plasmáticas. Como o aumento no número de lavagens poderia levar a perdas de 

FL e glicolípidios, constituintes da membrana, o número de lavagens não foi 

aumentado. Para evitar interferência dos TG e EC no perfil de AG da ME, todos os 

extratos lipídicos obtidos para esta fração foram submetidos à CPCD. Apenas a 

fração correspondente a fração lipídica de interesse (Fr = 0,0; fosfolipídios e 

glicolípidios) foi considerada as análises subsequentes. 

        

                 Tabela 8. Composição lipídica das membranas de eritrócitos 

 
% lipídio 
(m/m) 
obtidos 

% lipídio (m/m)  
Nelson (1972) 

AGL < 1,0 < 1,0 
Colesterol livre 23,14 ± 2,08 24,0 

EC 2,95 ± 0,96 < 1,0 
TG 5,71 ± 1,71 - 

FL + 
glicolipídios 68,20 ± 5,19 74 % 

 

 

4.2.2 Separação dos ésteres metílicos de ácidos graxos por CG 

 Os EMAG preparados por transesterificação dos AG presentes em 

amostras de ME e FL, TG e EC de plasma, conforme descrito na seção 9.3.6, 

foram separados por cromatografia gasosa. A Figura 12 ilustra os 

cromatogramas obtidos para cada fração lipídica, condições cromatográficas 

descritas na seção 9.3.2.  

Todos os EMAG identificados estão indicados nos cromatograma. Porém, 

alguns EMAG não alçaram o limite de quantificação e não são considerados nas 

discussões posteriores.  

  



Parte I - Resultados e Discussão 

 

 

42 

 

 

 

Figura 11. Exemplos de cromatogramas obtidos por CG-EM/MIS (m/z 74, 79, 81 
e 87) indicando a separação dos EMAG preparados por transesterificação dos 

AG presentes em a) membrana de eritrócitos; b) fosfolipídios de plasma; c) 
triacilglicerídios de plasma e d) ésteres de colesterol de plasma 

 
“Cromatogramas obtidos conforme descrito na seção 9.3.2” 

a) 

b) 

c) 

d) 
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4.2.3 Perfil de ácidos graxos em membrana de eritrócitos e esterificados em 

fosfolipídios, triacilglicerídios e ésteres de colesterol de plasma 

Os espectros de massas obtidos por MIS (m/z 74, 79, 81 e 87) para os 

EMAG preparados a partir dos AG presentes em sangue não diferem 

significativamente dos valores dos obtidos para EMAG comerciais (Anexo B). 

Desta forma, os espectros obtidos permitiram não só a quantificação dos AG, 

após preparação dos EMAG, mas também monitorar eventuais co-eluições e 

contaminações nas amostras, permitindo repetir determinadas análises quando 

necessário. 

Os perfis de AG presentes em ME e esterificados em FL, TG e EC de 

plasma são apresentados nas Tabelas 10-13. As principais características da 

composição de AG em função dos lipídios estudados são resumidas a seguir. 

Foram detectados em ME 19 AG derivados em ésteres metílicos, dos 

quais 16 alcançaram o LoQ. Comparado às outras frações lipídicas, ME possui 

proporções elevadas dos ácidos araquidônico (20:4n6), palmítico (16:0), 

esteárico (18:0) e oléico (18:1), além de uma proporção relativamente grande de 

AG de cadeia longa. O perfil de AG em ME difere significativamente do perfil 

plasmático, por exemplo, as proporções de 18:2n6 e 18:3n3 (AG essenciais) são 

significativamente maiores nos lipídios plasmáticos. Estes AG são encontrados 

principalmente em TG e EC, lipídios que estão ausentes em ME. 

Em FL de plasma foram detectados 24 AG dos quais 21 foram 

quantificados. Os AG 16:0, 18:2n6, 20:4n6 e 18:0 são os principais constituintes 

dessa fração lipídica. Aproximadamente 60% da quantidade de AG encontrados 

em FL correspondem a AG insaturados, os quais são encontrados, 

preferencialmente, esterificando a posição sn-2 do carbono do glicerol. 

A composição de AG em TG é grandemente influenciada pela dieta, de 

forma que a composição lipídica destra fração é consideravelmente mais 

susceptível as variações da dieta quando comparada a ME ou FL e EC de 
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plasma. Esta afirmação é corroborada pelos maiores DPR encontrados para as 

proporções de AG desta fração lipídica. Foram detectados em TG, 19 AG dos 

quais 16 foram quantificados. Os AG 16:0; 18:2n6 e 18:1 são mais abundantes 

neste lipídio. Adicionalmente, TG possuem uma proporção consideravelmente 

menor de AGPI e AG de cadeia longa comparada a ME, FL ou EC. 

O perfil de AG num dado lipídio é influenciado pela dieta, mas é o 

resultado de um complexo processo de absorção, transporte e metabolização 

(Schwenk et al., 2010; Hodson et al., 2009). Diferenças no perfil de AG pode 

ainda ser resultado da incorporação diferenciada dos mesmos nos diversos 

lipídios. 

A conversão de colesterol livre em EC é realizada pela enzima LCAT (do 

inglês “Lecithin—cholesterol acyltransferase”) a qual catalisa a transferência de 

um AG esterificado na posição sn-2 da lectina (fosfatidilcolina) para o colesterol 

(Yang et al., 1986). Devido a prevalência de AG insaturados na posição sn-2 do 

FL, EC possuem quantidades relativamente altas de AG insaturadas comparado 

a ME, TG ou FL. De fato quase 75% dos AG esterificados em EC possuem pelo 

menos uma insaturação. 20 AG puderam ser identificados em EC dos quais 18 

foram quantificados. 

  

http://en.wikipedia.org/wiki/Lecithin%E2%80%94cholesterol_acyltransferase
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Tabela 9. Composição de ácidos graxos (g/100g) em membrana de eritrócitos 

 SNa  STb MNc  pd 

Ácido Graxo Média ± DP Média ± DP Média ± DP  SNxST SNxMN MNxST 

14:0 0,57 ± 0,30 0,34 ± 0,14 0,24 ± 0,02  0,007 0,009 0,083 

16:1 0,43 ± 0,24 0,31 ± 0,10 0,21 ± 0,05  0,072 0,034 0,031 

16:0 30,75 ± 2,66 28,06 ± 2,55 24,92 ± 2,70  0,004 < 0,001 0,013 

17:0 0,77 ± 0,32 0,61 ± 0,09 0,54 ± 0,07  0,048 0,072 0,105 

18:2n6 10,74 ± 0,82 8,57 ± 0,78 7,56 ± 0,83  < 0,001 < 0,001 0,010 

18:1 13,72 ± 1,89 14,13 ± 0,74 13,63 ± 0,82  0,413 0,903 0,163 

18:0 20,9 ± 2,72 23,21 ± 1,63 22,15 ± 2,05  0,004 0,281 0,193 

20:4n6 15,8 ± 2,41 18,29 ± 1,94 21,39 ± 2,33  0,002 < 0,001 0,003 

20:5n3 0,53 ± 0,32 0,29 ± 0,12 0,30 ± 0,04  0,007 0,072 0,940 

20:3n6 0,87 ± 0,58 1,39 ± 0,60 1,50 ± 0,39  0,011 0,013 0,661 

20:2n6 0,28 ± 0,10 0,3 ± 0,09 0,28 ± 0,09  0,672 0,881 0,630 

20:0 0,39 ± 0,10 0,22 ± 0,07 0,23 ± 0,09  < 0,001 0,001 0,799 

22:6n3 1,33 ± 0,84 1,66 ± 0,60 3,02 ± 0,49  0,186 < 0,001 < 0,001 

22:0 0,51 ± 0,17 0,3 ± 0,13 0,48 ± 0,08  < 0,001 0,600 0,003 

24:1 1,04 ± 0,56 0,98 ± 0,54 1,32 ± 0,37  0,756 0,224 0,146 

24:0 1,63 ± 0,50 1,5 ± 0,43 2,28 ± 0,72  0,387 0,015 0,003 

ΣAGS 55,53 ± 3,87 54,23 ± 3,07 50,84 ± 4,70  0,363 0,041 0,048 

ΣAGMI 15,18 ± 1,99 15,41 ± 0,93 15,16 ± 0,97  0,685 0,982 0,542 

ΣAGPI 29,56 ± 2,76 30,5 ± 2,26 34,04 ± 3,91  0,416 0,012 0,028 

n6/n3 14,88 ± 1,17 14,6 ± 0,77 9,37 ± 1,05  0,160 0,028 0,001 
a média de 20 sujeitos analisados em duplicata; b  média de 17 sujeitos analisados em duplicata; c  

média de 07 sujeitos analisados em duplicata; d Os valores foram comparados usando o teste-t de Student, 

um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ΣAGS, somatória dos ácidos graxos saturados; ΣAGMI, 

somatória dos ácidos graxos mono-insaturados; ΣAGPI, somatória dos ácidos graxos poli-insaturados; MN, 

sujeitos magros não-tratados; SN, sujeitos com sobrepeso não-tratados; ST, sujeitos com sobrepeso 

tratados com Orlistate 
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 Tabela 10. Ácidos graxos (g/100g) presentes em fosfolipídios de plasma 

 SNa  STb MNc pd 

Ácido graxo Média ± DP Média ± DP Média ± DP SNxST SNxMN MNxST 

14:0 0,33 ± 0.07 0,42 ± 0.16 0,31 ± 0.05 0,031 0,344 0,080 

15:0 0,27 ± 0.05 0,29 ± 0.10 0,28 ± 0.07 0,302 0,553 0,772 

16:1 0,54 ± 0.11 0,57 ± 0.24 0,40 ± 0.06 0,539 0,004 0,073 

16:0 27,08 ± 1.41 27,27 ± 2.00 24,48 ± 1.40 0,737 < 0,001 0,003 

17:1 0,12 ± 0.05 0,11 ± 0.06 0,13 ± 0.06 0,658 0,588 0,459 

17:0 0,43 ± 0.10 0,42 ± 0.13 0,46 ± 0.13 0,779 0,566 0,525 

18:3n6 0,11 ± 0.05 0,14 ± 0.10 0,11 ± 0.04 0,262 0,910 0,445 

18:2n6 19,74 ± 0.87 18,27 ± 1.07 18,23 ± 0.92 < 0,001 0,001 0,933 

18:1 8,59 ± 1.35 8,13 ± 0.78 8,49 ± 0.77 0,221 0,846 0,317 

18:3n3 1,47 ± 0.19 1,47 ± 0.33 1,30 ± 0.19 0,984 0,055 0,218 

18:0 14,89 ± 0.86 16,68 ± 1.54 14,81 ± 1.36 < 0,001 0,857 0,011 

20:4n6 14,48 ± 0.79 15,27 ± 1.00 16,26 ± 0.85 0,010 < 0,001 0,031 

20:5n3 0,98 ± 0.23 0,57 ± 0.12 0,67 ± 0.15 < 0,001 0,004 0,085 

20:3n6 4,72 ± 0.66 4,47 ± 0.66 5,38 ± 0.53 0,271 0,025 0,004 

20:2n6 0,25 ± 0.07 0,26 ± 0.12 0,30 ± 0.09 0,969 0,211 0,424 

20:1 0,17 ± 0.08 0,16 ± 0.09 0,14 ± 0.03 0,777 0,331 0,539 

20:0 0,19 ± 0.07 0,22 ± 0.07 0,27 ± 0.03 0,230 0,008 0,066 

22:6n3 4,45 ± 0.55 3,89 ± 0.86 6,34 ± 1.13 0,021 < 0,001 < 0,001 

22:0 0,41 ± 0.18 0,44 ± 0.11 0,54 ± 0.06 0,664 0,090 0,028 

24:1 0,47 ± 0.25 0,62 ± 0.34 0,71 ± 0.16 0,127 0,025 0,507 

24:0 0,35 ± 0.18 0,38 ± 0.16 0,42 ± 0.15 0,565 0,333 0,549 

ΣAGS 43,96 ± 1.36 46,13 ± 1.69 41,57 ± 1.92 < 0,001 0,001 < 0,001 

ΣAGMI 9,77 ± 1.35 9,48 ± 0.77 9,73 ± 0.84 0,448 0,953 0,484 

ΣAGPI 46,20 ± 1.20 44,33 ± 1.73 48,58 ± 1.46 < 0,001 < 0,001 < 0,001 

n6/n3 5,72 ± 0.44 6,55 ± 0.78 4,91 ± 0.64 < 0,001 0,001 < 0,001 
a média de 20 sujeitos analisados em duplicata; b  média de 17 sujeitos analisados em duplicata; 

c  média de 07 sujeitos analisados em duplicata; d Os valores foram comparados usando o teste-t de 

Student, um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ΣAGS, somatória dos ácidos graxos 

saturados; ΣAGMI, somatória dos ácidos graxos mono-insaturados; ΣAGPI, somatória dos ácidos 

graxos poli-insaturados; MN, sujeitos magros não-tratados; SN, sujeitos com sobrepeso não-tratados; 

ST, sujeitos com sobrepeso tratados com Orlistate 
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Tabela 11. Ácidos graxos (g/100g) presentes em triacilglicerídios de plasma 

 SNa  STb MNc pd 

Ácido graxo Média ± DP Média ± DP Média ± DP SNxST SNxMN MNxST 

14:0 1,45 ± 0.22 1,62 ± 0,27 1,50 ± 0,92 0,046 0,841 0,614 

15:0 0,51 ± 0.09 0,46 ± 0,12 0,48 ± 0,16 0,162 0,474 0,799 

16:1 2,61 ± 0.64 2,92 ± 0,37 2,95 ± 0,71 0,085 0,244 0,885 

16:0 24,35 ± 1.84 25,88 ± 2,05 24,11 ± 1,67 0,022 0,772 0,056 

17:1 0,27 ± 0.06 0,25 ± 0,08 0,22 ± 0,08 0,523 0,127 0,385 

17:0 0,49 ± 0.09 0,44 ± 0,11 0,48 ± 0,20 0,127 0,772 0,584 

18:3n6 0,50 ± 0.15 0,30 ± 0,14 0,23 ± 0,09 < 0,001 < 0,001 0,202 

18:2n6 19,38 ± 1.12 17,02 ± 1,45 20,33 ± 1,42 < 0,001 0,082 < 0,001 

18:1 34,41 ± 2.70 33,13 ± 1,61 33,47 ± 1,99 0,096 0,411 0,662 

18:3n3 2,18 ± 0.40 2,66 ± 0,21 2,63 ± 0,47 < 0,001 0,021 0,877 

18:0 9,79 ± 0.80 10,58 ± 1,70 8,65 ± 1,24 0,074 0,010 0,013 

20:4n6 2,40 ± 0.25 3,20 ± 0,50 3,47 ± 0,34 < 0,001 < 0,001 0,216 

20:5n3 0,20 ± 0.09 0,19 ± 0,09 0,18 ± 0,10 0,983 0,749 0,768 

20:3n6 0,58 ± 0.22 0,52 ± 0,14 0,39 ± 0,19 0,314 0,055 0,080 

20:2n6 0,23 ± 0.15 0,21 ± 0,08 0,23 ± 0,19 0,531 0,965 0,689 

20:1 0,60 ± 0.23 0,52 ± 0,20 0,57 ± 0,21 0,265 0,785 0,555 

20:0 0,14 ± 0.07 0,11 ± 0,04 0,16 ± 0,10 0,140 0,527 0,089 

ΣAGS 36,74 ± 1.88 39,10 ± 2,12 35,38 ± 1,76 0,001 0,108 < 0,001 

ΣAGMI 37,88 ± 2.48 36,82 ± 1,39 37,21 ± 1,78 0,125 0,520 0,563 

ΣAGPI 25,46 ± 1.41 24,10 ± 1,66 27,47 ± 1,65 0,010 0,005 < 0,001 

n6/n3 10,12 ± 2.33 7,51 ± 0,89 8,96 ± 1,35 < 0,001 0,228 0,005 
a média de 20 sujeitos analisados em duplicata; b  média de 17 sujeitos analisados em duplicata; c  

média de 07 sujeitos analisados em duplicata; d Os valores foram comparados usando o teste-t de Student, 

um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ΣAGS, somatória dos ácidos graxos saturados; ΣAGMI, 

somatória dos ácidos graxos mono-insaturados; ΣAGPI, somatória dos ácidos graxos poli-insaturados; MN, 

sujeitos magros não-tratados; SN, sujeitos com sobrepeso não-tratados; ST, sujeitos com sobrepeso 

tratados com Orlistate 
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Tabela 12. Ácidos graxos (g/100g) presentes em ésteres de colesterol de plasma 

 SNa  STb MNc pd 

Ácido graxo Média ± DP Média ± DP Média ± DP SNxST SNxMN MNxST 

14:0 0,98 ± 0.22 0,80 ± 0,23 0,95 ± 0,27 0,022 0,756 0,199 

15:0 0,46 ± 0.14 0,30 ± 0,11 0,35 ± 0,05 < 0,001 0,044 0,308 

16:1 4,37 ± 0.68 3,44 ± 0,71 4,51 ± 0,46 < 0,001 0,617 0,001 

16:0 12,14 ± 1.33 15,40 ± 1,26 15,63 ± 1,32 < 0,001 < 0,001 0,692 

17:1 0,24 ± 0.04 0,22 ± 0,13 0,17 ± 0,02 0,350 < 0,001 0,373 

17:0 0,29 ± 0.11 0,20 ± 0,05 0,16 ± 0,03 0,002 0,005 0,136 

18:3n6 0,69 ± 0.29 0,61 ± 0,21 0,39 ± 0,11 0,380 0,014 0,016 

18:2n6 42,94 ± 1.81 38,59 ± 2,18 37,50 ± 3,11 < 0,001 < 0,001 0,338 

18:1 20,15 ± 1.29 19,30 ± 1,71 20,22 ± 1,20 0,092 0,906 0,209 

18:3n3 1,44 ± 0.28 1,39 ± 0,29 1,29 ± 0,52 0,583 0,340 0,557 

18:0 3,34 ± 0.83 4,01 ± 0,52 2,40 ± 0,32 0,007 0,007 < 0,001 

20:4n6 9,85 ± 1.27 11,35 ± 1,14 11,54 ± 0,93 0,001 0,004 0,711 

20:5n3 0,50 ± 0.15 0,31 ± 0,07 0,35 ± 0,08 < 0,001 0,024 0,242 

20:3n6 1,38 ± 0.33 2,02 ± 0,42 1,52 ± 0,41 < 0,001 0,368 0,013 

20:2n6 0,32 ± 0.19 0,32 ± 0,18 0,38 ± 0,21 0,960 0,476 0,455 

20:1 0,49 ± 0.17 0,33 ± 0,17 0,34 ± 0,08 0,009 0,034 0,922 

20:0 0,18 ± 0.09 0,09 ± 0,05 0,08 ± 0,03 < 0,001 0,007 0,745 

22:6n3 0,35 ± 0.16 0,45 ± 0,28 0,25 ± 0,16 0,160 0,200 0,089 

ΣAGS 17,40 ± 1.80 20,79 ± 1,39 18,64 ± 22,48 < 0,001 0,009 0,069 

ΣAGMI 25,25 ± 1.38 23,29 ± 1,99 18,98 ± 26,37 0,001 0,981 0,028 

ΣAGPI 57,46 ± 2.11 55,05 ± 1,74 51,23 ± 57,56 0,001 < 0,001 0,065 

n6/n3 24,47 ± 3.12 25,43 ± 4,78 16,72 ± 33,44 0,468 0,090 0,204 
a média de 20 sujeitos analisados em duplicata; b  média de 17 sujeitos analisados em duplicata; c  

média de 07 sujeitos analisados em duplicata; d Os valores foram comparados usando o teste-t de Student, 

um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ΣAGS, somatória dos ácidos graxos saturados; ΣAGMI, 

somatória dos ácidos graxos mono-insaturados; ΣAGPI, somatória dos ácidos graxos poli-insaturados; MN, 

sujeitos magros não-tratados; SN, sujeitos com sobrepeso não-tratados; ST, sujeitos com sobrepeso 

tratados com Orlistate 
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4.3 Avaliação das alterações do perfil lipídico dos pacientes tratados com Orlistate 

4.3.1 Considerações gerais 

As amostras analisadas foram divididas em três grupos, listados a seguir:  

 i) indivíduos magros não-tratados (MN): 07 indivíduos; 

 ii) indivíduos com sobrepeso não-tratados (SN): 20 indivíduos; 

iii) indivíduos com sobrepeso tratados com Orlistate (ST): 17 indivíduos. 

     

Todos os voluntários foram submetidos a uma dieta de baixas calorias, mantida 

durante todo o experimento. Todas as análises foram realizadas em duplicata. 

O grupo de estudo foi restrito a mulheres de meia idade com sobrepeso 

(Tabela 9). Embora esta restrição garanta a homogeneidade das amostras e 

contemple um grupo significativo de usuários de Orlistate, a escolha limita a 

abrangência do estudo, o qual não pode ser prontamente extrapolado para 

homens ou mulheres de faixa etária diferente. 

 

4.3.2 Efeitos do Orlistate nos parâmetros bioquímicos 

A avaliação dos parâmetros bioquímicos foi realizada no Laboratório de 

Investigação em Metabolismo e Diabetes LIMED – UNICAMP em colaboração 

com o Dr. Bruno Geloneze Neto e a pós-doutoranda em Clínica Médica Sabrina 

Nagassaki.  

Os sujeitos tratados com Orlistate não apresentaram alterações significativas no 

índice de massa corporal (IMC) ao longo de 120 dias de tratamento (p = 0,64; 

comparando indivíduos com sobrepeso tratados e não-tratados). 

O nível de colesterol-HDL, popularmente conhecido como “bom colesterol”, 

diminui significativamente devido ao tratamento com Orlistate (- 7,0 mg/dl; p = 

0,08). Adicionalmente, para os níveis de glicose, colesterol, TG e colesterol-LDL 

foram observadas apenas uma diminuição não significativa (p > 0,05), dados 

apresentados na Tabela 9.  

Vidgren et al. (1999) relatam uma diminuição significativa do IMC para 
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indivíduos obesos tratados com Orlistate por um ano. Os autores observaram 

apenas diminuições não significativas dos níveis de colesterol total, colesterol-

LDL, colesterol-VLDL e TG (p > 0,05). Porém, os autores observaram um aumento 

significativo dos níveis de colesterol-HDL.  

Finer et al., 2000 demonstraram a capacidade do Orlistate em reduzir 

significativamente os níveis séricos de colesterol total e colesterol-LDL. As 

diferenças entre os resultados obtidos nos estudos citados e os obtidos nesta 

dissertação, podem estar relacionadas à ausência da perda de peso e ao curto 

período de tratamento (120 dias). 

Embora a diminuição do nível de colesterol no plasma, devido ao tratamento 

com Orlistate, seja bem documentada na literatura (Muls et al., 2001), não há 

relatos anteriores da alteração do conteúdo de colesterol na ME devido ao 

tratamento. 

O tratamento com Orlistate diminuiu significativamente o teor de colesterol 

presente na ME do grupo com sobrepeso tratado (- 0,15 mg/g de ME, p < 0,001 

comparado com sobrepeso não-tratado). Adicionalmente, o conteúdo de colesterol 

médio, obtido para o grupo sobrepesos tratados foi significativamente menor do 

que para o grupo de magros não-tratados (~ 12%, p = 0,031). Estes resultados 

demonstram que o Orlistate é capaz de influenciar o conteúdo de colesterol na 

ME, o que pode ser explicado pela diminuição do nível de colesterol no plasma, 

embora a diminuição no teor de colesterol na ME tenha sido proporcionalmente 

maior comparado à alteração observada em plasma.   

Orlistate não possui efeito direto sobre a absorção do colesterol ou sobre a sua 

biossíntese. O mecanismo de ação descrito para o fármaco se restringe ao trato 

gastrointestinal. A capacidade do Orlistate em inibir lipases gastrointestinais reduz 

a disponibilidade de AG e MG, os quais formam micelas capazes de solubilizar o 

colesterol, permitindo sua absorção. Uma vez que os TG são menos hidrolisados 

devido à inibição das lipases pancreáticas, ao invés de formarem-se micelas 
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absorvíveis, forma-se uma fase oleosa persistente no intestino (constituída dos TG 

não hidrolisados), a qual retém o colesterol impedindo a sua absorção (Muls et al., 

2001), levando a uma diminuição dos níveis de colesterol devido ao tratamento. 

Tabela 13. Características dos indivíduos e parâmetros clínicos 

 Média ± DP  p 

Parâmetros MN SN ST  MNxSN MNxST SNxST 

Idade (anos) 28,1 ± 3,0 37,5 ± 4,35 37,5 ± 4,35  - - - 

IMC (kg/m²) 21,8 ± 1,4 32,8 ± 2,9 32,4 ± 3,0  <0,001 <0,001 0,64 

Glicose (mg/dl) 78,3 ± 4,2 79,7 ± 9,6 75,9 ± 5,7  0,93 0,22 0,25 

Colesterol total (mg/dl) 159,8 ± 16,7 185,5 ± 25,1 171,8 ± 34,9  0,15 0,61 0,27 

TG (mg/dl) 88,6 ± 21,9 115,6 ± 45,9 110 ± 45,0  0,26 0,38 0,74 

Colesterol-HDL (mg/dl) 65,0 ± 5,7 52,0 ± 8,7 45,0 ± 7,9  0,01 <0,001 0,08 

Colesterol-LDL (mg/dl) 83,0 ± 12,6 110,5 ± 19,2 104,5 ± 21,4  0,01 0,03 0,62 

Colesterol na ME 
(mg/g de ME) 1,16 ± 0,09 1,22 ± 0,12 1,07 ± 0,09  0,224 0,031 <0,001 

Legenda: IMC, índice de massas corporal (IMC = peso(kg)/altura(m)²); HDL, do inglês “high-

density lipoprotein”; LDL, do inglês “low-density lipoprotein”;  MN, sujeitos magros não-tratados; 

SN, sujeitos com sobrepeso não-tratado; ST, sujeitos com sobrepeso tratados com Orlistate; TG, 

triacilglicerídios; p, probabilidade associada ao Teste-t de Student, p < 0,05 foram considerados 

significativos e estão destacados em negrito. 

 

O conteúdo médio de colesterol foi maior (diferença não signifcativa) para o 

grupo sobrepesos não-tratados comparado ao grupo de magros não-tratados (+ 

0,06 mg/gME; p = 0,224). Resultados semelhantes são reportados por Cazzola et 

al. (2004), os quais constataram que o teor de colesterol na ME para indivíduos 

obesos é significativamente maior comparado a indivíduos magros. 

Embora seja consensual que o tratamento com Orlistate melhore a 

sensibilidade à insulina e diminua os níveis de glicose, não há consenso se este 

é um efeito primário da ação do fármaco ou um efeito secundário mediado pela 

perda de peso (Heymsfield et al., 2000; Tiikkainen et al., 2004). Neste trabalho, 

não se observou uma diminuição significativa no nível de glicose (p = 0,25). 
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de sobrepesos não-tratados e magros não-tratados ao longo da primeira CP 

(16,08% das informações dos dados originais), já a segunda CP (13,10% das 

informações dos dados originais) permitiu discriminar os grupos de sobrepesos 

tratados e magros não-tratados. Apenas uma amostra (do grupo de sobrepesos 

tratados) foi encontrada no gráfico de escores numa região diferente do grupo ao 

qual pertence.  

O gráfico de escores (Figura 13a) também revela uma aproximação do perfil de 

AG dos indivíduos com sobrepeso após o tratamento com Orlistate em direção ao 

perfil de AG obtidos para indivíduos magros. Isto é evidenciado pela similaridade   

destes  grupos  em  PC1  (a  qual contém   maior  quantidade   de informação). 

Adicionalmente, há uma diminuição na disperção das amostras (indivíduos) 

tratados, isto pode sugerir uma convergência do perfil de AG, semelhante ao 

observado para indivíduos magros. 

A análise do gráfico de escores revelou que o grupo de sobrepesos não-

tratados possui valores positivos na primeira CP, que está relacionada a níveis 

elevados do ácido linoléico (18:2n6) em diversos lipídios como mostra o gráfico de 

pesos.  

A proporção de 18:2n6, um AG essencial, diminuiu em todas as frações 

lipídicas estudadas (- 2,07% em ME, p <0,001; - 1,47% em FL, p <0,001; - 2,36% 

em TG, p <0,001; - 4,35% em EC, p <0,001). Resultados semelhantes foram 

encontrados por Vidgren et al. (1999), os quais relatam que o Orlistate, leva a uma 

diminuição significativa na proporção de 18:2n6 em TG, EC e FL presentes em 

plasma de indivíduos obesos. 
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Figura 12. Análise de componentes principais do perfil total de AG (CP = 10; 
94,11%); a) gráfico de escores mostrando CP1 (16,08%) versus CP2 (13,10%); 

b) gráfico de pesos, mostrando CP1 versus CP2 
Legenda: para os grupos de ( ) sobrepesos não-tratados; ( ) sobrepesos tratados com 

Orlistate e ( ) magros não-tratados 

 

MN 

ST 

SN 
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A redução dos níveis de 18:2n6 pode ser explicada pela menor absorção deste 

AG da dieta, devido ao tratamento com Orlistate. É improvável que o Orlistate 

interfira na absorção de TG em estágios posteriores a hidrólise, como na 

incorporação em micelas, absorção da micela, ou na reesterificação e liberação 

dos lipídios absorvidos. É sabido que 18:2n6 se encontra esterificado 

preferencialmente na posição sn-2 do glicerol (Figura 2), e que a hidrólise 

incompleta do TG impede a formação de sn-2-MG absorvíveis. Assim, podemos 

especular que a inibição da hidrólise do TG, ou sua hidrólise parcial (formando 

diacilglicerídios) contribua, em alguma extensão, para a diminuição da proporção 

de 18:2n6 em diversos lipídios. 

A proporção de ácido α-linolênico (18:3n3) nas frações de FL e EC de plasma 

(p = 0,980, p = 0,580, respectivamente) não foram alterados significativamente 

devido ao tratamento com Orlistate, mas em TG, esta proporção aumentou 

significativamente (+ 0,48%, p <0,001). Uma vez que 18:3n3 também é um AG 

essencial, a explicação do aumento de sua proporção permanece desafiador e 

difícil de racionalizar com base no mecanismo de ação atualmente aceito para 

inibidor de lipases Orlistate. 

A PCA evidenciou a diminuição da proporção do ácido heptadecanóico (17:0) 

presente em ME e EC, do ácido pentadecanóico (15:0) devido ao tratamento com 

Orlistate. Estes AG contribuíram para separação das amostras de indivíduos com 

sobrepeso, tratados e não-tratados com o fármaco, ao longo da primeira CP do 

gráfico de escores. AG com números ímpares de carbonos são exógenos e 

devem, portanto, serem obtidos da dieta. Assim uma diminuição na absorção de 

TG devido ao tratamento com Orlistate, deve contribuir para a diminuição na 

proporção de AG provenientes da dieta. 

O tratamento com Orlistate também diminuiu a proporção de 20:5n3 em vários 

lipídios (- 0,24% em ME, p = 0,007; -0,41% em FL de plasma, p <0,001; -0,19% 

em EC de plasma, p <0,001), porém não foi observada alteração significativa em 
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TG de plasma (p = 0,983). Embora, 20:5n3 possa ser sintetizado pelo organismo 

a partir do precursor 18:3n3, humanos possuem uma limitada capacidade em 

converter este precursor à 20:5n3 (Medeiros et al., 2007; Poulsen et al., 2007). 

Desta forma, para que níveis adequados de 20:5n3 em diversos lipídios sejam 

mantidos no organismo, quantidades suplementares de 20:5n3 devem ser 

obtidas da dieta. Assim, a redução na absorção de lipídios devido ao tratamento 

com Orlistate tem um impacto direto sobre a proporção do AG 20:5n3.  

A proporção de 22:6n3, outro AG cujas quantidades suplementares devem ser 

obtidas da dieta, diminuiu significativamente em FL de plasma (- 0,56%, p = 

0,020), porém não se alterou significativamente em ME e EC de plasma (p = 0,186 

e 0,160; respectivamente).  As diferenças nas alterações das proporções de 

20:5n3 e 22:6n3 na ME, devem estar relacionadas à taxa de troca destes AG entre 

lipoproteínas e ME, sendo a taxa de troca de 22:6n3 menor, devido ao fato deste 

estar localizado no lado interno da bicamada lipídica (Katan et al., 1997; Burdge et 

al., 2007). Assim, devido à menor taxa de troca, pode não ter havido tempo 

suficiente para que a alteração na proporção de 22:6n3 em plasma refletisse na 

composição da ME. Resultados semelhantes foram relatados em ratos tratados 

com Orlistate durante 19 dias por Hernandez et al. (2010). 

Proporções elevadas de 20:4n6 foram associadas a valores negativos da 

primeira CP, demonstrando o aumentou nas proporções deste AG devido ao 

tratamento com Orlistate. A proporção de 20:4n6 aumentou significativamente em 

todos os lipídios estudados (+ 2,49% na ME, p = 0,002; + 0,79% em FL, p = 0,010; 

+ 0,8% em TG, p <0,001; + 1,5% em EC, p <0,001). Resultados, semelhantes 

foram encontrados por Hernandez et al. (2010), os autores relataram um aumento 

no nível do AG 20:4n6 em eritrócitos e plasma de ratos tratados com Orlistate e 

uma dieta rica em lipídios. O aumento na proporção de 20:4n6 pode ser explicado 

pela diminuição dos níveis de 20:5n3, o qual compete com 20:3n6 (precursor do 

20:4n6) pela enzima Δ5-dessaturase, Figura 3. Consequentemente, quanto menor 

o nível de 20:5n3 mais elevadas serão as proporções de 20:4n6. Adicionalmente, 
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indivíduos magros relativamente a indivíduos com sobrepeso (+ 4,48% em 

comparação com sobrepeso não-tratados, p = 0,012; + 3,54% em comparação 

com sobrepeso tratados, p = 0,028). 

A dieta ocidental atual é marcada por altas quantidades de AG-n6 em relação à 

quantidade AG-n3. A razão n6/n3 em vários tecidos tem sido utilizada para avaliar 

os efeitos de fármacos e da dieta no perfil de AG e o aumento desta razão tem 

sido interpretada como deletéria (Simopoulos, 2002).  

O tratamento com Orlistate aumentou a razão n6/n3 em FL de plasma (+ 

0,83%, p <0,001), diminuiu em TG (- 2,61%, p <0,001) e não alterou 

significativamente em ME e EC de plasma (p = 0,160 e 0,468, respectivamente). 

Maiores razões n6/n3 em FL, TG e EC de plasma e em ME foram observados 

para indivíduos com sobrepeso em comparação com indivíduos magros. Em ME a 

razão n6/n3 foi 59% maior para o grupo com sobrepeso não-tratados comparado 

ao grupo de magros não-tratados (p = 0,028). Os resultados obtidos estão em 

ótima concordância com as observações de Cazzola et al. (2004), no estudo de 

indivíduos obesos. Adicionalmente, as razões n6/n3 encontrados na ME no 

presente estudo (9,37 ± 1,05 para magros não-tratados, 14,88 ± 1,1 para 

sobrepesos tratados e 14,60 ± 0,77 para sobrepesos não-tratados) são 

consideravelmente maiores que os valores recomendados pela OMS, a qual 

recomenda uma razão n6/n3 entre 3 e 4 para adultos saudáveis (FAO/WHO, 

1993). 

Duas frações sanguíneas foram avaliadas no presente estudo, ME e plasma. 

ME é aceito como um melhor marcador de AG a médio-longo prazo, enquanto o 

plasma reflete alterações em curto prazo, como ingestões recentes de lipídios.  A 

análise cuidadosa dos resultados obtidos permite afirmar que o estudo de ambas 

as frações sanguíneas fornecem informações complementares.  

A PCA sugere que EC de plasma é um bom marcador para monitorar as 

alterações no perfil de AG devido ao tratamento com Orlistate. Esta afirmativa é 
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apoiada pelo grande número de AG esterificados em EC significativos na 

diferenciação entre indivíduos com sobrepeso tratados e não-tratados com 

Orlistate. Além do maior número de AG desta classe que sofreram alterações 

significativas nas proporções, as quais foram consideravelmente maiores às 

observadas para outros lipídios. Adicionalmente, a PCA de cada lipídio isolado, 

revelou que AG presentes exclusivamente em EC foram os que forneceram 

melhor discriminação entre indivíduos com sobrepeso tratados e não-tratados com 

Orlistate (Anexo C). 

O grupo de indivíduos magros não-tratados também obteve valores negativos 

em CP1, mas ao contrário do grupo de indivíduos com sobrepeso tratados foi 

associado a eles valores positivo em CP2. A análise do gráfico de pesos revelou 

que AG contendo mais de 20 átomos de carbono e AG presentes na ME tem 

maior importância na separação entre indivíduos magros e com sobrepeso. 

Maiores níveis de 22:6n3 e 20:5n3 foram encontrados em ME e FL para magros 

não-tratados, de forma geral, um maior conteúdo de AGPI em ME e FL é 

característica deste grupo.  

ME e FL de plasma podem ser considerados melhores marcadores para 

obesidade que TG ou EC, isto sugere que alterações no perfil de AG em FL, 

principal constituinte da ME, tem papel significativo na obesidade/sobrepeso. Esta 

afirmação é suportada pelos modelos de PCA para cada lipídio isoladamente 

(Anexo C). 

Orlistate é um inibidor de lipases que atua no sistema digestivo sem sofrer 

absorção, e não possui, portanto, ação sistêmica (Zhi et al., 1996). Este fármaco 

inibe a hidrólise de TG e consequentemente diminui a absorção de AG e MG, o 

que pode afetar, indiretamente, o perfil de AG. Orlistate não altera a atividade ou 

seletividade das enzimas relacionadas à biossíntese de AG, as quais se 

encontram dentro das células, de forma que, alterações no perfil AG devem ser 

devidas exclusivamente as alterações na absorção de lipídios da dieta. Esta 
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hipótese é corroborada pela diminuição na proporção de AG essenciais e 

exógenos associada ao tratamento. 

As proporções de AG exógenos e AG que precisam de suplementação para 

manter níveis adequados no organismo diminuíram em quase todos os lipídios 

estudados. Isto era esperado uma vez que Orlistate diminui a digestibilidade de 

TG e, conseqüentemente, a absorção de AG (King et al., 2006). 

Por outro lado, AG endógenos (AGS e vários AGMI), os quais podem ser 

sintetizados a partir da acetil-CoA, provenientes da digestão de carboidratos, 

foram menos afetados pela ingestão de lipídios. O aumento na proporção de AG 

endógenos em resposta ao tratamento pode ser apenas reflexo da diminuição na 

proporção dos AG exógenos e essenciais, uma vez que medimos proporções 

relativas ao invés de quantidades absolutas. Desta forma, o aumento na 

proporção dos AG endógenos, não corresponde necessariamente ao aumento na 

biossíntese dos mesmos. 

O aumento na proporção de AG endógenos observados devido ao tratamento 

com Orlistate é similar a influência de uma dieta com baixo teor de gordura no 

perfil lipídico de mulheres na pós-menopausa (King et al., 2006). King et al. (2006) 

relatam o aumento na proporção de AGS (especialmente 16:0 e 18:0) e 20:4n6, 

acompanhada da diminuição na proporção de 18:2n6 e do ΣAGPI. As 

semelhanças entre os resultados obtidos sugerem que o efeito do Orlistate no 

perfil de AG, é similar ao efeito da diminuição do teor de lipídios na dieta, o que 

está de acordo com o mecanismo de ação anteriormente proposto para o fármaco 

(Clapham et al., 2001; Harp, 1998; Bray, 2008; Wittert et al., 2007).  

Mudanças similares, embora quantitativamente distintas, foram observadas 

em ambas as frações sanguíneas avaliadas (plasma e ME). Esta observação 

está de acordo com estudos anteriores, os quais relatam a troc a de AG entre 

plasma, eritrócitos e plaquetas (Skeaff et al., 2006; Sun et al., 2007). 

Adicionalmente, variações num mesmo sentido foram observadas para os lipídios 
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estudados. 

Estudos demonstram que em TG de plasma, o perfil de AG se assemelha, 

mas não é idêntico, ao observado para a dieta (Bysted et al., 2005; Summers et 

al., 2000). Por outro lado, a composição de AG em outros lipídios como FL e EC, 

é menos influenciada pela dieta, devido à especificidade das acil-transferases 

responsáveis pela incorporação dos AG nestes lipídios. Hodson et al. (2008) 

relataram que os AG 18:1, 18:2n6 e 16:0 são incorporadas em FL de plasma e 

em ME numa mesma taxa, a qual foi significativamente diferente da observada 

para incorporação destes AG em EC de plasma. A taxa de incorporação 

diferenciada observada para incorporação de AG em EC pode ser explicada 

devido à especificidade da enzima lecitina-colesterol aciltransferase responsável 

pelo processo (Yang et al., 1986).  

Por fim, os resultados apresentados nesta dissertação não são suficientes para 

elucidar todas as alterações no perfil lipídico devido o tratamento com Orlistate e 

avaliar a influência da dieta no tratamento. Os resultados obtidos demonstram que 

o tratamento com Orlistate altera o perfil de AG em vários lipídios presentes em 

sangue e na ME, com possível impacto na funcionalidade da mesma. Além de 

contribuir para a diminuição das proporções de AGPI-n3 e vários AG exógenos e 

essenciais. 
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CONCLUSÃO PARCIAL 
 

Nesta Parte, ilustramos a capacidade da PCA em selecionar íons do espectro de 

massas para quantificação de EMAG por CG-EM através de monitoramento de íons 

selecionados (íons com m/z 74, 79, 81 e 87). O método manteve a informação 

qualitativa relativa ao número de insaturações, o que juntamente com o tempo de 

retenção permite identificar o EMAG. Adicionalmente, os espectros de massas 

obtidos por monitoramento dos íons selecionados permitiu avaliar a seletividade do 

método simultaneamente a quantificação do EMAG, identificando possíveis co-

eluições e/ou contaminações nas análises. 

A metodologia implementada para determinação de AG, após preparação dos 

respectivos EMAG, obteve adequada precisão, repetitividade e baixos limites de 

detecção e quantificação. O desempenho obtido é aceitável para muitas aplicações 

analíticas, entre elas a determinação de AG presentes em diversos lipídios 

sanguíneos. 

O tratamento com Orlistate durante 120 dias resultou numa diminuição não 

significativa no índice de massa corpórea (IMC), mas contribuiu para diminuição nos 

níveis de colesterol-HDL no plasma e do conteúdo de colesterol total na ME. Embora 

seja conhecida a capacidade do Orlistate em diminuir o conteúdo de colesterol no 

plasma, este é o primeiro relato de que o fármaco altere o conteúdo de colesterol na 

ME. 

O tratamento com Orlistate também provocou a diminuição nas proporções de 

vários AG essenciais e exógenos, com consequente aumento nas proporções de AG 

endógenos. O tratamento diminui significativamente a proporção de AG com 

importantes funções biológicas, como AGPI-n3, de forma que quantidades 

suplementares dos mesmos podem ser indicadas com o uso prolongado do fármaco. 

Adicionalmente, um perfil de AG significativamente diferente foi descrito para 

indivíduos magros comparados a indivíduos com sobrepeso, confirmando a alteração 

do perfil lipídico que acompanha o aumento de peso. 
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PARTE II:  

ANÁLISE METABOLÔMICA DO PLASMA DE PACIENTES COM SOBREPESO 

TRATADOS COM ORLISTATE POR RMN DE ¹H. 
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INTRODUÇÃO PARTE II 

6.1 Metabolômica e metabonômica 

Metabolômica e metabonômica são termos aplicados ao estudo de 

organismos ou sistemas biológicos destinados a monitorar um grande número de 

metabólitos (Weckwerth et al., 2005). Formalmente há uma diferença sutil entre 

os termos, embora, na prática eles sejam muitas vezes utilizados como 

sinônimos.  

A diferença entre metabolômica e metabonômica não está relacionada à 

escolha da plataforma analítica: embora, na literatura, metabonômica esteja mais 

associada à ressonância magnética nuclear (RMN), enquanto metabolômica à 

espectrometria de massas (EM). Embora ainda não haja concordância absoluta, 

há um consenso crescente de que metabolômica coloque uma maior ênfase no 

perfil metabólico endógeno normal, enquanto metabonômica amplie o perfil 

metabólico para incluir alterações do metabolismo causadas por fatores 

ambientais (como dieta e estilo de vida), influências extragenômicas (como 

microflora intestinal), processos fisiológicos ou patológicos e intervenções 

farmacológicas (Robertson, 2005; Lindon e Nicholson, 2008, Oliver et al., 1998). 

Neste trabalho, o termo metabolômica será empregado ao ser referir ao estudo 

do perfil metabólico. 

Alternativamente, podemos entender metabolômica como uma combinação 

de metodologias analíticas e análise estatística multivariada no estudo do 

metaboloma. Metaboloma se refere ao conjunto completo de metabólitos de um 

organismo. Dentro deste contexto, os metabólitos são geralmente definidos como 

moléculas com massa molar menor que um 1 kDa presentes nos organismos 

(Samuelsson e Larsson, 2008). No entanto, existem exceções a esta regra, e 

macromoléculas como lipoproteínas podem ser consideradas como metabólitos, 

por exemplo, na avaliação de plasma sanguíneo por RMN (Nicholson et al., 

1995).  
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Ainda podemos entender metaboloma como o produto da interação do 

genoma com o ambiente, refletindo estados fisiológicos, patológicos e/ou 

intervenções farmacológicas (Oliver et al., 1998). Metabólitos são 

frequentemente classificados em primários (diretamente envolvido no 

crescimento, desenvolvimento e reprodução do organismo) ou secundários (não 

estão diretamente envolvidos nesses processos). Em humanos, os metabólitos 

são mais comumente classificados como endógenos (produzidos pelo próprio 

organismo) ou exógenos (Oliver et al., 1998). 

 

6.2 Metabolômica: origens e cenário atual 

A idéia de que fluídos biológicos refletem a saúde do indivíduo é antiga. Na 

antiguidade, chineses utilizavam formigas para avaliar se a urina do paciente 

continha níveis elevados de glicose e, portanto, detectar diabetes. Na Idade 

Média, características como cor, sabor e odor da urina a eram utilizados na 

identificação de diversas condições clínicas (Nicholson e Lindon, 2008). 

O conceito de que indivíduos possuem um "perfil metabólico" (termo cunhado 

por Hornings em 1971), o qual é refletido na composição de seus biofluídos foi 

introduzido no início dos anos 50 por Roger Williams e colaboradores. Estes 

pesquisadores utilizaram mais de 200 mil cromatogramas em papel, para 

demonstrar de forma convincente que os padrões de excreção para uma 

variedade de metabólitos variam em função do tempo, mas que esses padrões 

eram relativamente constantes para um determinado indivíduo. O método foi 

então utilizado para examinar amostras provenientes de diversos grupos de 

indivíduos, incluindo alcoólatras e esquizofrênicos, os cromatogramas obtidos 

constituíram então, evidências muito sugestivas de que havia padrões 

metabólicos característicos associados a cada um desses grupos (Gates e 

Sweeley, 1978). As idéias de Williams e colaboradores, sobre a utilidade do 

padrão metabólico, permaneceram essencialmente dormentes até o final dos 
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anos 1960, quando as cromatografias gasosas e líquidas se tornaram 

suficientemente avançadas para que estudos similares fossem realizados com 

esforços consideravelmente menores.  Já nos anos 70, tornou-se evidente a 

utilização do perfil metabólico de biofluídos na investigação de processos 

patológicos, quando George Williams et al. (1970) demonstraram que o perfil de 

excreção de ácidos orgânicos na urina de pacientes com fenilcetonúria era 

consideravelmente diferente do perfil observado para os indivíduos saudáveis 

(controles). 

Seeley et al. (1976) demonstram a utilidade da RMN na determinação de 

metabólitos em amostras biológicas, este estudo pioneiro permitiu determinar 

que no músculo, 90% dos ATP celulares estão complexados ao magnésio (Hoult 

et al., 1974). 

Recentemente, análises metabolômicas utilizando RMN têm sido, em grande, 

Parte impulsionadas pelos estudos de Dr. Jeremy Nicholson no “Birkbeck 

College”, na Universidade de London. Em 1984, o grupo de Nicholson 

demonstrou que RMN de ¹H poderia ser utilizada para diagnosticar diabetes 

mellitus, este grupo foi também pioneiro na aplicação de métodos de 

reconhecimento de padrões (métodos quimiométricos) na análise de dados 

espectroscópicos de RMN. 

Em 23 de janeiro de 2007, o Projeto do Metaboloma Humano (hmp, do 

inglês “human metabolome project”), liderado pelo Dr. David Wishart, da 

Universidade de Alberta no Canadá, completou o primeiro esboço do 

metaboloma humano, que consistia em um banco de dados de aproximadamente 

2.500 metabólitos. A versão atual do Banco de Dados do Metaboloma Humano 

(HMDB, do inglês “Human Metabolome Database”; versão 2.5; www.hmdb.ca) 

contém mais de 7900 metabólitos. HMB é um banco de dados gratuito destinado 

a aplicações em metabolômica, química clínica, descoberta de biomarcadores e 

educação em geral. O banco de dados é projetado para conter três tipos de 

http://www.hmdb.ca/
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dados: i) químicos; ii) clínicos e iii) de biologia molecular/bioquímica. 

 

6.3 Aplicações da metabolômica 

Em sistemas biológicos, as informações seguem um caminho natural do DNA 

para o RNA, do RNA para as proteínas para então desencadear a função 

biológica (a qual pode ser a produção/degradação de um determinado 

metabólito). O sentido do fluxo de informações, sugere uma regulação 

hierárquica, dominada pela expressão gênica. Porém, não há relação quantitativa 

entre os níveis de mRNA e a resposta biológica desencadeada, pelo menos não 

para o fluxo glicolítico (Kuile et al., 2001). Adicionalmente, o metabolismo 

integrado do organismo (hospedeiro + simbionte), não pode ser entendido 

considerando apenas o genoma humano, visto que organismos simbiontes 

(interpretados como informações "extra-genômicas") podem ser fontes de 

metabólitos e outras influências no metabolismo (Nicholson e Wilson, 2003). 

Assim, a expressão gênica sozinha não explica o fluxo metabólico de um 

sistema biológico complexo como o corpo humano, e não é suficiente para 

recuperar toda informação biológica disponível. Neste sentido, a metabolômica 

fornece uma oportunidade única de avaliar o metabolismo integrado do 

organismo, permitindo ainda integração com as demais abordagens “ômicas”. 

Outra vantagem da metabolômica é o tamanho do metaboloma, o qual é 

relativamente pequeno (em termos de número de entidades) comparado ao 

genoma, transcriptoma ou proteoma (Claudino et al, 2007). A Figura 14 ilustra as 

relações entre as abordagens e o número entidades envolvidas. 

Além do menor número de entidades envolvidas, o estudo do metaboloma 

possui várias outras vantagens adicionais, ressaltadas abaixo:  

1. Uma vez que o metaboloma é o produto final da expressão gênica, 

variações na concentração dos metabólitos são, em tese, amplificadas em 

relação às alterações nos níveis de transcriptores e proteínas (Dunn, 2005); 
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2. O metaboloma está mais próximo do nível funcional da célula 

(Goodacre et al., 2004); 

3. É menos dispendioso; 

4. Facilidade na obtenção de amostras; 

5. Em comparação a transcriptômica e proteômica, técnicas analíticas 

para determinação de metabólitos são mais desenvolvidas (Fiehn, 2001). 

 

Figura 13. Comparação entre genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma 

em humanos e o número de entidades descritas atualmente (Adaptado de Wishart 

et al., 2005) 

 

Por fim, as análises metabolômicas podem ser conduzidas através de duas 

abordagens básicas: i) análise compressiva dos metabólitos de um organismo 

numa dada condição, o que inclui a identificação e quantificação de “todos” os 

metabólitos; ii) análise da impressão digital (“metabolic fingerprinting”), não é 

necessário identificar ou quantificar todos os metabólitos, apenas a impressão 

digital é considerada na classificação da amostras, a fim de manter o alto 

desempenho (“throughput”) do método. 
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Metabolômica experimentou nos últimos anos uma expansão vertiginosa, 

sendo atualmente aplicada em diversas áreas como (Moco et al., 2007): 

1. Diferenciação de fenótipos; 

2. Diagnóstico médico; 

3. Avaliação de estados patológicos, atividade e toxicidade de 

fármacos; 

4. Busca de novos biomarcadores;  

5. Elucidação de rotas metabólicas; 

6. Avaliação da influência do estilo de vida, da dieta, do ambiente e de 

fatores genéticos no metaboloma. 

Metabolômica pode ser utilizada na clínica para diagnósticos, através da 

análise do perfil metabólico ou na busca de novos biomarcadores. Há um 

crescimento acelerado no número de trabalhos publicados e patologias 

investigadas nos últimos anos.  

Metabolômica tem sido aplicada no diagnóstico, predição e avaliação de 

estados patológicos como diabetes do tipo 1 e 2 (Lanza et al., 2010), cirrose (Qui 

et al., 2004), câncer (Claudino et al., 2007), doenças coronarianas (Brindle et al., 

2002) usando amostra de plasma ou soro. Já desordens neurológicas como 

meningite e doença de Alzheimer têm sido avaliadas através de amostras de 

fluído cerobroespinhal (Wikoff et al., 2005).  

Estudos metabonômicos têm emergido lentamente como ferramenta na 

elucidação da influência da dieta no perfil metabólico.  Bertram et al. (2009) 

avaliaram o efeito de uma dieta à base de centeio em relação a uma dieta rica 

em fibras trigo em suínos hipercolesterolêmicos, a análise de PLS-DA dos 

espectros de RMN de ¹H obtidos para amostras de plasma revelou que a região 

espectral relativa a betaína permite diferenciar os suínos de acordo com a dieta, 

a análise ainda revelou que a alteração metabólica tem efeitos benéficos na 

hipercolesterolemia. 
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O perfil metabólico total pode ainda ser utilizado no estudo de patologias 

para as quais biomarcadores com sensibilidade e seletividades adequadas não 

estão disponíveis, por exemplo, na detecção de necrose papilar renal (Tsuchiya 

et al., 2008). 

6.4 Ressonância magnética nuclear na metabolômica 

RMN é amplamente empregada na metabolômica fornecendo análises 

rápidas, não-destrutivas, além da alta reprodutibilidade e mínima preparação da 

amostra (Lindon, 2003). A maioria dos estudos emprega RMN de 1H devido à 

alta sensibilidade e desempenho, uma vez que um grande número de 

metabólitos contém átomos de hidrogênio (Lindon, 2008). 

Equipamentos de RMN de campos magnéticos maiores permitem a análise 

de um número maior de metabólitos e facilita a aplicação da RMN em estudos 

metabolômicos. O uso de sondas criogênicas que diminuem o ruído 

eletrônico/térmico dos equipamentos, o que melhora a razão sinal/ruído em mais 

de quatro vezes, permitindo não só a análise de metabólitos em menores 

quantidades, como a detecção de outros núcleos menos sensíveis, por exemplo, 
13C, 15N, 31P (Coen et al., 2008, Lindon, 2008). 

Embora a identificação dos metabólitos não seja necessária para 

classificação das amostras (uso na clínica, “fingerprint”), metabólitos diferenciais 

(biomarcadores) podem fornecer informações importantes sobre o mecanismo 

bioquímico de uma patologia ou sobre o mecanismo de ação de um fármaco. 

Espectros de RMN de ¹H de biofluídos possuem um grande número de 

sinais superpostos, entretanto, muitos metabólitos podem ser assinalados 

diretamente com base nos seus deslocamentos químicos, multiplicidades e 

constantes de acoplamento. As atribuições podem então ser confirmadas pela 

adição da “suposta substância” (“spiked”), ou através de espectros 

bidimensionais de RMN.  

RMN 2D permite estabelecer a conectividade entre duas ou mais 
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ressonâncias. A espectroscopia de correlação (COSY do inglês “correlation 

spectroscopy”) e a espectroscopia de correlação total (TOCSY do inglês “total 

correlation spectroscopy”) fornecem correlações associadas aos acoplamentos 

spin-spin 1H-1H de um dado metabólito. Correlações heteronucleares, por 

exemplo, 1H-13C, podem ser utilizadas para identificar metabólitos poucos usuais.  

RMN 2D também tem sido empregado na avaliação do perfil metabólico, o 

que permite um aumento da dispersão dos sinais, facilitando a visualização dos 

acoplamentos e diminuindo a sobreposição dos sinais. 

 

6.5 Análise metabolômica 

A análise metabolômica pode ser dividida em várias etapas (Figura 15), após 

o planejamento experimental e coleta das amostras é então realizada a obtenção 

e processamentos dos espectros (A); os espectros são então convertidos em 

uma matriz de dados a qual é pré-processada (alinhamento e “binning” são os 

mais utilizados) (B); a matriz dados é então submetida à análise quimiométrica, 

métodos não-supervisionados (análise exploratória) são utilizados na 

investigação de padrões (C) e identificação de biomarcadores (D). Análises de 

correlação metabólica (E) podem ser utilizadas na investigação de alterações em 

vias metabólicas através de mapas de correlação diferencial (F). Em alguns 

casos, métodos supervisionados de reconhecimento de padrões são utilizados 

para predição de amostras independentes (G). 
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Figura 15 

Figura 14. Estratégia para análise de dados metabolômicos 

 

6.6 Análises quimiométricas 

Dados metabolômicos contém informações sobre centenas de metabólitos, 

dos quais apenas uma pequena fração, está diretamente relacionada ao 

problema. Métodos quimiométricos são úteis na extração de informações 

relevantes, permitindo a identificação de biomarcadores. 

Quimiometria é uma área da Química que usa métodos matemáticos e 

estatísticos no planejamento de experimentos, processamento de dados, 

calibração, controle de qualidade e organização de processos analíticos. A 

quimiometria emergiu na década de 1970 com o aumento na utilização de 

computadores na investigação científica, sendo termo cunhado por Svante Wold 

em 1974 (Wold, 1995).  

A aplicação de métodos quimiométricos foi um marco decisivo na aplicação 

prática da metabolômica, por maximizar a recuperação de informações a partir 

de dados espectrais complexos, permitindo o desenvolvimento e a progressão do 

campo desde então (Coen et al., 2008). 

Métodos quimiométricos são úteis na classificação de um espectro 
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representativo de um fenótipo ou processo, com base no padrão inerente de 

picos e na identificação das características espectrais responsáveis por esta 

classificação. Métodos quimiométricos são úteis em situações nas quais o 

número de variáveis é grande, permitindo a redução da dimensionalidade do 

conjunto de dados para duas ou três dimensões, facilitando a visualização de 

padrões.  

Os métodos quimiométricos podem ser divididos em duas categorias: i) não-

supervisionados e ii) supervisionados.  

i) Métodos não-supervisionados: também conhecidos como análise 

exploratória de dados, estabelecem padrões intrínsecos presentes nos dados, 

sem considerar qualquer informação sobre a classe. Exemplos de métodos não-

supervisionados incluem a análise de componentes principais (PCA) e análise de 

agrupamentos hierárquicos (HCA do inglês “hierarchical cluster analysis”).  

ii) Métodos supervisionados: levam em consideração informações sobre a 

classe, para otimizar a separação entre as mesmas. Os modelos obtidos nos 

métodos supervisionados podem ser contínuos (regressão) ou categóricos 

(classificação), sendo os últimos mais aplicados em metabolômica. Exemplos 

métodos supervisionados são: PLS-DA, SIMCA e KNN (Duda et al., 2001). Uma 

vez que em conjuntos de dados grandes é possível de encontrar correlações 

aleatórias, métodos supervisionados utilizam um segundo conjunto independente 

de dados (conjunto de validação) para confirmar a validade do modelo construído 

a partir do conjunto de treinamento. 

 

6.6.1 Análise de componentes principais 

Análise de componentes principais (PCA) é um método quimiométrico que 

visa representar dados n-dimensionais através de um número menor de 

“componentes”, facilitando o reconhecimento de padrões. Isto é feito através da 

construção de um novo espaço dimensional, no qual os eixos das variáveis 
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originais são substituídos por novos eixos, chamados componentes principais 

(CP). As amostras são então representadas nas componentes principais, 

tipicamente duas ou três (Ferreira et al., 2002). 

Cada CP é uma combinação linear das variáveis originais de forma a 

descrever a máxima variância dos dados, cada CP sucessiva explica o máximo 

de variância não incluída nas componentes anteriores. Assim as CP são 

ortogonais entre si e, portanto, independentes. A quantidade de informação dos 

dados originais descrita por cada CP pode ser calculada, se uma quantidade 

significativa da informação é considerada pelo modelo, o mesmo pode ser usado 

na interpretação dos dados (Beebe et al., 1998; Brereton, 2007). 

A PCA fornece gráficos de escores (do inglês “scores”) e gráficos de pesos 

(do inglês “loadings”). Os gráficos de escores refletem a distribuição das 

amostras nas CP. Os gráficos de pesos indicam o quanto uma variável contribui 

para uma dada CP, em outras palavras, os pesos representam a magnitude da 

correlação entre as variáveis medidas e a CP. É possível examinar as relações 

entre os gráficos para estimar a influência de cada variável no agrupamento 

observado para as amostras (Beebe et al., 1998; Brereton, 2007). 

 

6.6.2 Análise discriminante por quadrados mínimos parciais 

A análise discriminante por quadrados mínimos parciais (PLS-DA do inglês 

“partial least squares discriminant analysis”) é usada para estabelecer a posição 

ideal da superfície de separação entre as classes de amostras. PLS-DA fornece 

CP as quais focam na máxima separação (discriminação) entre as classes em 

preferência ao modelamento ótimo das mesmas, como ocorre em PCA (Eriksson 

et al., 2004). A máxima separação é conseguida ao considerar as informações 

presentes na matriz contendo as variáveis dependentes (respostas) na análise. 
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6.7 Pré-processamento dos dados 

O pré-processamento de dados metabolômicos obtidos por RMN, 

frequentemente incluem uma redução do número de variáveis através da 

integração de pequenas regiões espectrais (“bins”, janelas de freqüência), as 

quais possuem normalmente uma largura espectral entre 0,01 e 0,04 ppm. Este 

procedimento permite minimizar pequenas variações na posição das 

ressonâncias, as quais ocorrem devido a flutuações nas condições ambientais 

(como pH, força iônica e temperatura da amostra) (Holmes et al., 1994). 

Por outro lado, alguns estudos têm considerado toda a resolução espectral. 

Cloarec et al. (2005) demonstraram que variações na posição dos picos, por 

exemplo, devido a variação do pH, pode ser informativa em alguns casos. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Para avaliação do perfil metabólico foram obtidos espectros de RMN de 

¹H, os quais permitem monitorar simultaneamente um grande número de 

metabólitos. Para tornar possível a identificação e quantificação destes 

metabólitos foi necessária a utilização de uma sequência de pulsos que elimine o 

sinal referente à água e os sinais relativos às proteínas, ambas encontradas em 

grande abundância em amostras de plasma. 

  

7.1 Otimização dos parâmetros de aquisição 

A supressão do sinal da água (H2O/HDO) foi feita por pré-saturação deste 

sinal (“pressat”). As amostras foram irradiadas durante 5,0 s (D1) com uma 

potência de atenuação de 35 dB (Figura 16). A freqüência de irradiação foi 

ajustada individualmente para cada amostra e variou entre 4,69 e 4,71 ppm. 

 

 

Figura 15. Sequência de pulsos usada na obtenção dos espectros de RMN de ¹H 

de amostras de plasma 

 

Espectros de RMN de ¹H de plasma apresentam sinais alargados devido à 

presença de macromoléculas, como proteínas e lipoproteínas. Uma sequência de 

spin-eco, CPMG (Carr–Purcell–Meiboom–Gill), foi utilizada na obtenção de 

espectros de RMN de ¹H (T2 – editados), permitindo a visualização de sinais finos 
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intensidade do sinal e a concentração do analito. O tempo necessário para 

assegurar a completa recuperação da magnetização longitudinal é de cinco 

vezes o tempo de relaxação longitudinal (5.T1). Desta forma, a soma do tempo de 

relaxação (D1) e do tempo de aquisição deve ser pelo menos cinco vezes maior 

que T1, a qual é excessivamente grande e usualmente impraticável.  

Na prática, o intervalo entre os pulsos sucessivos é escolhido como um 

compromisso entre o tempo total do experimento e a sensibilidade desejada. 

Neste experimento, um intervalo de 8,3 segundos foi utilizado (tempo de 

aquisição = 3,3 s; tempo de relaxação = 5,0 s). Nenhum desvio detectável foi 

observado na integração dos sinais. Um espectro modelo, semelhante ao obtido 

para todas as amostras, é apresentado na Figura 17. 

 

7.2 Análises quimiométricas 

O mesmo padrão de sinais foi observado em todos os espectros de RMN 

de ¹H obtidos para os diferentes grupos de amostras, com exceção das 

intensidades de algumas ressonâncias, como evidenciado pelas análises 

quimiométricas. 

7.2.1 Análise de componentes principais (PCA) 

PCA foi utilizada para investigar o efeito do tratamento com Orlistate no perfil 

metabólico de plasma obtido por RMN de ¹H de indivíduos com sobrepeso. PCA 

permitiu a redução da dimensionalidade dos dados para cinco CP mantendo 

98,66% das informações dos dados originais, para os dados centrados na média, 

para valorizar as informções relativas às ressonâncias representativas de 

metabólitos em relação ao ruído. O gráfico de escores obtido (Figura 17) ilustra a 

distribuição das amostras no espaço formado pelas três primeiras CP, cada 

ponto representa um espectro de RMN de ¹H. 
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 Figura 16. Espectro modelo de RMN de ¹H de plasma 
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O gráfico de escores (Figura 18) permitiu discriminar entre indivíduos com 

sobrepeso tratados e não-tratados com   Orlistate  ao longo  da primeira CP. 

Porém, a separação entre os indivíduos magros não-tratados e com sobrepeso   

tratados com  Orlistate não foi satisfatória.  O escrutínio de CP de maiores 

ordens (PC3, PC4, etc..) não forneceu informações adicionais nem permitiu a 

discriminação destas amostras. 

A análise do gráfico de escores (Figura 18) sugere uma normalização 

metabólica dos indivíduos com sobrepeso após o tratamento com Orlistate. A 

aproximação é indicada pela aproximação do perfil metabólico dos indivíduos 

tratados e dos indivíduos magros não-tratados. Adicionalmente, há uma 

diminuição na dispersão das amostras do grupo de indivíduos com sobrepeso 

após o tratamento com Orlistate, o que pode sugerir uma regulação metabólica 

provocada pelo tratamento. 
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Figura 17. Gráfico de escores da PCA (CP = 5; 98,66%) para os espectros de 

RMN de ¹H centrados na média 

Legenda: magros não-tratados ( ); sobrepeso não-tratados ( ) e sobrepeso tratados com 

Orlistate ( ) 
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Os poderes de modelagem das variáveis e o gráfico de pesos foram 

avaliados para selecionar as variáveis mais significativas na discriminação das 

amostras. Seleção de variáveis não melhorou as separações obtidas para os 

grupos no gráfico de escores e, portanto não foi considerada. 

7.2.2 Análise discriminatória por quadrados mínimos parciais (PLS-DA) 

Métodos quimiométricos supervisionados, os quais modelam as classes 

individualmente, são preferidos nos casos nos quais o número de classes é 

grande ou para maximizar a discriminação das amostras (Lindon et al., 2003). 

Para maximizar a discriminação entre os grupos de amostras estudados, dois 

modelos de PLS-DA foram construídos: i) um considerando indivíduos com 

sobrepeso tratados e não-tratados com Orlistate e ii) outro considerando os 

indivíduos com sobrepeso tratados com Orlistate e os indivíduos magros não-

tratados. 

7.2.2.1 Análise de PLS-DA: indivíduos com sobrepeso antes e após o 

tratamento com Orlistate 

O modelo de PLS-DA foi construído para as duas classes, considerando sete 

CP, 98,89% das informações dos dados originais, para os dados centrados na 

média (Rcalibração = 96%; Rvalidação = 88%). O gráfico de escores (Figura 19) revela 

que as amostras provenientes de indivíduos com sobrepeso não-tratados são 

separadas das provenientes de indivíduos com sobrepeso tratados com Orlistate 

ao longo da primeira CP. 

Para assegurar a validade do modelo de PLS-DA, foram realizadas validação 

cruzada (“leave one out cross validation”) e a validação externa do modelo. Para 

validação externa, o conjunto de amostras foi dividido em dois subconjuntos: i) 

conjunto de calibração e ii) conjunto de validação. Dez amostras de provenientes 

de indivíduos com sobrepeso não-tratados e onze de tratados com Orlistate 

foram selecionadas para o conjunto de validação. HCA foi utilizada para auxiliar a 

seleção do conjunto de validação, como apresentado no Anexo D. 
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Figura 18. Gráfico de escores da análise de PLS-DA (Rcalibração = 96%; Rvalidação = 88%; 
CP = 7; 98,89%) para amostras de plasma provenientes de indivíduos com sobrepeso 

não-tratados ( ) e tratados com Orlistate ( ) 

 

Figura 19. Validação cruzada (“leave one out cross-validation”) e predição do conjunto de 
validação do modelo de PLS-DA da Figura 19 

Conjunto de calibração: sobrepesos tratados com Orlistate ( ) e não-tratados ( ); conjunto de 

validação: sobrepesos tratados com Orlistate ( ) e não-tratados ( ). A linha pontilhado horizontal ( ) é 

a fronteira de separação entre as classes e a linha pontilhada vertical ( ) separa os conjuntos de 
calibração e validação 

O novo modelo PLS-DA construído apenas para o conjunto de calibração, 
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aplicando as mesmas condições do modelo anterior (mesmo número de CP), foi 

utilizado na predição das amostras do conjunto de calibração. A Figura 20 

apresenta as previsões obtidas para ambos os conjuntos.  

O modelo de PLS-DA construído foi preciso ao classificar as amostras, 

apenas um erro foi cometido na predição das amostras do conjunto de 

calibração, onde o modelo previu a amostra 24 como de um indivíduo tratado 

com Orlistate, embora ela pertença a um não-tratado. Outro erro ocorreu no 

conjunto de validação, no qual a amostra 23 foi prevista como de um indivíduo 

tratado sendo na realidade proveniente de um não-tratado. Ambas as amostras 

(23 e 24) são provenientes de um mesmo paciente, o que pode indicar uma 

alteração no perfil metabólico do mesmo, mas não há motivos para destacar esta 

amostra como anômala. O desempenho do modelo de PLS-DA está resumido na 

Tabela 14. 

 

Tabela 14. Desempenho do modelo PLS-DA na discriminação de indivíduos com 

sobrepeso tratados e não tratados com Orlistate 

Grupos Amostras Erros de predição % Erro 

Não-tratados 30 2 6,67 

Tratados com Orlistate 34 0 0,00 

Total 64 2 3,13 

 

A análise do gráfico de pesos (Figura 21) do modelo PLS-DA para os 

espectros de RMN de ¹H de amostras de plasma de indivíduos com sobrepeso 

revelou que a discriminação entre amostras associada principalmente à alteração 

na intensidade das ressonâncias em 1,33; 3,23; 3,36 e 3,64 ppm, as quais foram 

destacadas para posterior identificação dos respectivos metabólitos. 
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Figura 20. Gráfico de pesos do modelo PLS-DA (Rcalibração = 96%; Rvalidação 

= 88%; CP = 7; 98,89%) considerando apenas os indivíduos com sobrepeso 

tratados e não-tratados com Orlistate, mostrando a primeira CP versus 

deslocamento químico (ppm) 

 

7.2.2.2 Análise de PLS-DA: indivíduos com sobrepeso tratados com 

Orlistate e magros não-tratados 

O melhor modelo de PLS-DA (Rcalibração = 94%; Rvalidação = 85%) obtido para 

as amostras provenientes de magros não-tratados e indivíduos com sobrepeso 

tratados com Orlistate, incluiu oito CP, contendo 99,58% das informações dos 

dados originais, para os dados centrados na média. O gráfico de escores (Figura 

22) mostra a distribuição das amostras nas três primeiras CP. 
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Figura 21 . Gráfico de escores da análise de PLS-DA (Rcalibração = 94%; Rvalidação 

= 85%; CP = 8; 99,58%) para amostras de plasma provenientes de indivíduos 

magros não-tratados ( ) e indivíduos com sobrepeso tratados com Orlistate ( ) 

 

Embora a separação entre as amostras de pacientes magros não-tratados e 

de pacientes com sobrepeso tratados com Orlistate seja modesta, a validação do 

modelo obtido, confirmou sua eficiência. Onze amostras provenientes de 

indivíduos com sobrepeso tratados com Orlistate e quatro de magros não-

tratados foram selecionadas para o conjunto de validação. Um novo modelo PLS-

DA foi construído para o conjunto de calibração aplicando as mesmas condições 

do modelo anterior. A Figura 23 apresenta os resultados da validação cruzada e 

as previsões das amostras do conjunto de validação. 
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 Figura 22. Validação cruzada (“leave one out cross-validation”) e predição do 
conjunto de validação do modelo de PLS-DA da Figura 22 

 
Conjunto de calibração: sobrepesos tratados com Orlistate ( ) e magros não-tratados ( ); 
conjunto de validação: sobrepesos tratados com Orlistate ( ) e magros não-tratados ( ). A 
linha pontilhado horizontal ( ) é a fronteira de separação entre as classes e a linha pontilhada 

vertical ( ) separa os conjuntos de calibração e validação 

 

Apenas um erro de predição foi cometido para uma amostra do conjunto de 

calibração, no qual a amostra 66 foi prevista como uma amostra proveniente de 

um indivíduo magro não-tratado, quando é proveniente de um com sobrepeso 

tratado com Orlistate. 

As regiões do espectro de RMN de ¹H mais significativas para o 

agrupamento das amostras observados no gráfico de escores são destacadas no 

gráfico de pesos (Figura 24). As ressonâncias entre 0,96-1,00; 1,32-1,36; 1,48-

1,52; 3,23-3,27; 3,64-3,68 e 4,12-4,16 ppm foram importantes na discriminação. 
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Figura 23. Gráfico de pesos do modelo PLS-DA (Rcalibração = 94%; Rvalidação = 
85%; CP = 8; 99,58%) considerando apenas os indivíduos com sobrepeso 

tratados com Orlistate e magros não-tratados, mostrando a primeira CP versus 
deslocamento químico (ppm) 

 

7.3 Identificação dos metabólitos diferenciais 

O mesmo padrão foi observado em todos os espectros de RMN de ¹H 

(Figura 25a), porém algumas ressonâncias específicas apresentaram diferentes 

intensidades em cada classe, como demonstrado pela análise PLS-DA. A 

identificação dos metabólitos diferenciais, metabólitos os quais permitiram 

diferenciação dos grupos, foi realizada para as ressonâncias destacadas pelos 

gráficos de pesos dos modelos quimiométricos (Figuras 21 e 24). 
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Figura 24. Região dos espectros de RMN de ¹H de plasma utilizada nas análises 
quimiométricas (intensidade x deslocamento químico); a) espectros modelos e b) 

assinalamento das ressonâncias mais significativas para discriminação dos 
grupos de amostras 

a) 

b) 

Indivíduo magro não-tratado 

Indivíduo com sobreso não-tratado 

Indivíduo com sobrepeso tratado 
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discriminação entre amostras provenientes de pacientes tratados e não-tratados 

com Orlistate está principalmente associada à diminuição nos níveis de lactato e 

alteração na concentração de íons capazes de formar complexos com EDTA 

(possívelmente íons cálcio). 

Alterações nos níveis de lactato têm sido relacionadas à patologia da 

obesidade. Uma concentração significativamente maior de lactato foi observada 

em pacientes obesos em comparação com indivíduos magros (Lovejoy et al., 

2004). Embora o nível de lactato em jejum seja inversamente relacionado ao 

ganho de peso, níveis plasmáticos elevados de lactato têm sido associados à 

redução da fome (Dyken et al., 2010). Uma concentração plasmática alta de 

lactato está associada à diminuição da ingestão de alimentos e a infusão 

periférica do mesmo em ratos, diminui a ingestão de alimentos e contribui para 

perda de peso (Lam et al., 2008). 

 

 

Figura 25. Ciclo de Cori (adaptado de Zhang et al., 2008) 

 

Embora a relação entre lactato e obesidade e a eficiência do Orlistate em 

auxiliar na perda de peso sejam bem documentadas na literatura, nós 

desconhecemos relatos anteriores da alteração do nível de lactato devido ao 

tratamento com o fármaco. Possivelmente a diminuição no nível de lactato esteja 
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relacionada a alterações no ciclo de Cori (Figura 26) e podendo estar 

relacionada a pratica de exercicios físico. Desta forma, estudos adicionais 

precisam ser conduzidos para comprovação desta hipótese. 

Os gráficos de pesos (Figuras 21 e 24) sugerem também uma alteração nos 

níveis de ETDA-livre e do complexo EDTA-Ca2+ associado ao tratamento com 

Orlistate. Embora EDTA tenha sido adicionado às amostras na etapa de coleta, 

as ressonâncias relativas ao ETDA não foram desconsiderados da análise, pois, 

podem fornecer informações importantes sobre a alteração da concentração de 

íons capazes de formar complexos estáveis com o agente quelante, 

especialmente os íons cálcio e magnésio (Han et al., 2008; Nicholson et al., 

1983).  

Os resultados obtidos sugerem uma possível diminuição na concentração 

dos íons cálcio e magnésio devido ao tratamento com Orlistate. A racionalização 

da alteração no nível de íons metálicos devido ao tratamento com um inibir de 

lipases parece desafiadora e não é descrita na litetura. Desta forma, confirmação 

dos resultados obtidos através da quantificação dos íons cálcio e magnésio, 

antes e após o tratamento com Orlistate, será realizada pela técnica de absorção 

atômica. 

A comparação entre os espectros de RMN de ¹H obtidos para indivíduos 

magros e com sobrepeso tratados com Orlistate revelou que embora os níveis de 

lactato e glicose tenham diminuído com o tratamento, eles ainda permanecem 

maiores que os obtidos para indivíduos magros, permitindo discriminar as 

amostras provenientes de indivíduos magros não-tratados e indivíduos com 

sobrepeso tratados com Orlistate.   

Uma maior concentração de alanina também foi associada ao grupo de 

indivíduos com sobrepeso. O IMC tem sido relacionado ao aumento nos níveis 

séricos da enzima alanina transaminase (ALT) (Bedogni et al., 2003), a qual é 

provavelmente, responsável pelo maior nível de alanina associado ao grupo de 

pacientes com sobrepeso. 
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A dislipidemia da obesidade/sobrepeso é caracterizada por níveis elevados 

de TG e baixos níveis de colesterol associado à lipoproteína de alta densidade 

(HDL) (Lamarche et al., 1999), além de níveis elevados de glicose (Plourde, 

2002). Alterações semelhantes às obtidas neste trabalho ao comparar o perfil 

metabólico obtido por RMN de ¹H de indivíduos magros e indivíduos com 

sobrepeso através de uma abordagem metabolômica. 

Ressonâncias relativas aos lipídios não foram importantes na discriminação 

entre indivíduos com sobrepeso tratados e não-tratados com Orlistate, indicando 

que os níveis dos mesmos não se alteraram significativamente devido ao 

tratamento. Orlistate tem se mostrado útil na normalização do perfil lipídico em 

casos de hiperlipidêmicos, mas afeta pouco o nível de TG em indivíduos com 

sobrepeso ou obesidade e níveis normais de lipídios (Drent et al., 1995). O 

fármaco também não altera os níveis pós-prandiais de lipídios e lipases 

plasmáticas em homens com perfil lipídico normal quando associado ao uma dieta 

de baixa caloria (Shepard et al., 2000), como a utilizada neste trabalho.  



 

 

 

96 

 

  



 

 

 

97 

 

CONCLUSÃO PARCIAL 

Espectros de RMN de ¹H obtidos por uma sequência de pulsos incluindo 

pré-saturação do sinal da água e filtro T2 (espectros T2 editados) foi utilizado com 

sucesso na obtenção do perfil metabólico de amostras de plasmas. A 

comparação dos espectros através de métodos quimometricos, particularmente 

PLS-DA, foi capaz de fornecer informações importantes sobre alterações 

metabólicas relacionadas ao tratamento com Orlistate, além de diferenças no 

perfil metabólico entre indivíduos magros e indivíduos com sobrepeso.  

Indivíduos com sobrepeso tratados com Orlistate apresentaram uma 

diminuição no nível de lactato , independentemente da perda de peso.  Por outro 

lado, não foram observadas alterações significativas no perfil lipídico com o 

tratamento. Este é o primeiro relato da diminuição no nível de lactato associado 

ao tratamento com Orlistate, adicionalmente o estudo sugere uma possível 

diminuição na concentração de íons capazes de formar quelatos com o EDTA 

(especialmente os íons Ca2+). O entendimento destas alterações podem fornecer 

pistas adicionais sobre o mecanismo de ação e efeitos deste fármaco, que vão 

muito além da simples inibição de lipases gastrointestinais, com consequente 

diminuição na absorção de TG. 

Adicionalmente, um perfil metabólico significativamente diferente foi 

observado ao comparar indivíduos magros e indivíduos com sobrepeso. Sendo a 

diferença nos níveis dos metabólitos alanina, lactato e lipídios destados como as 

diferenças mais significativas na discriminação dos grupos. Por fim, os modelos 

de PCA e PLS-DA sugerem uma aproximação do perfil metabólico do grupo de 

indivíduos com sobrepeso em direção ao observado para indivíduos magros 

após 120 dias de tratamento. Este fato pode indicar uma nomalização metabólica 

como consequência do tratamento. 
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

9.1 Indivíduos e amostras 

Vinte voluntárias com sobrepeso e sete voluntárias magras foram 

selecionadas para o estudo pelo Laboratório de Investigação em Metabolismo e 

Diabetes LIMED – UNICAMP, inscrição no Instituto Nacional de Saúde (INS) 

número NCT01414465. O estudo foi aprovado pelo do Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas, número 836/2009 aprovado no dia 

15/10/09. Todas as voluntárias consentiram na realização estudo.  

Amostras de sangue foram coletadas das 20 voluntárias com sobrepeso 

(IMC entre 30 e 40) submetidas a uma dieta hipocalórica antes do início do 

tratamento. Orlistate (120 mg durante as três principais refeições) foi ministrado 

as pacientes durante 120 dias, 17 voluntárias terminaram o estudo e novas 

amostras de sangue foram colhidas. Adicionalmente, sete voluntárias magras 

(IMC < 25) também submetidas a uma dieta hipocalórica foram incluídas no 

estudo. Nenhumas das voluntárias apresentavam doenças crônicas, não faziam 

uso de outros medicamentos e não haviam apresentado alterações no peso 

corpóreo nos meses precedentes ao estudo. 

 

9.2 Isolamento de plasma e membrana de eritrócitos 

Amostras de plasma e ME foram obtidas conforme descrito por Restituto 

et al. (2010). Amostras de sangue foram coletadas em Na2EDTA (1,0 mg/mL) e o 

plasma foi obtido por centrifugação (15 minutos a 800 g). Eritrócitos foram 

obtidos pela coleta do sangue em heparina sódica 10%, seguida de 

centrifugação (18 minutos a 200 g). Os eritrócitos obtidos foram novamente 

centrifugadas (18 minutos a 800 g) e o precipitado foi lavado duas vezes com 

tampão fosfato (0,1 mol.L-1). As membranas de eritrócitos (ME) foram obtidas 

após lise das células. As amostras foram então estocadas a – 80°C até análise. 

 













Parte I - Procedimentos Experimentais 

 

 

107 

 

9.3.9 Análise estatística 

  Todos os valores foram apresentados como médias ± DP. As 

composições de AG são apresentadas como percentagens relativas médias ± DP 

para cada fração lipídica de interesse. As médias obtidas foram comparadas pelo 

teste-t não-pareado bicaudal de Student. Valores de p < 0,05 foram considerados 

significativos. A correlação linear entre co-variáveis foi investigada através do 

coeficiente de correlação de Pearson. 
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sinal residual da água (HDO; 4,70 ppm). A região acima de 4,80 ppm não 

apresentou informações relevantes e também foi desconsiderada. 

A matriz de dados obtida foi transposta de forma que cada linha 

representasse uma amostra (75 espectros de RMN de ¹H de plasma). Cada 

coluna corresponde a uma região de deslocamentos químicos (100 regiões 

integradas de 0,04 ppm). A matriz foi então normalizada para a soma das 

integrais e exportada como arquivo do tipo ASCII. 

 

9.4.4 Análises quimiométricas 

A análise quimiométrica foi dividida em duas etapas: i) PCA foi conduzida 

para investigar o agrupamento das amostras e destacar amostras com 

comportamento anômalo, em seguida ii) PLS-DA foi utilizada na classificação das 

amostras e seleção dos metabólitos diferenciais. Ambas as etapas foram 

realizadas no software Pirouette (v3.11, Infometrix). 

 

9.4.5 Análise de componentes principais 

O conjunto de espectros obtidos (seção 8.4) foi submetido à PCA, para os 

dados centrados na média. Cada classe de espectros foi modelada 

separadamente, os resíduos obtidos foram então comparados para identificação 

de amostras anômalas, conforme descrito por Beebe et al. (1998). Os espectros 

selecionados foram então avaliados visualmente, verificando se as diferenças 

espectrais provinham das amostras ou estavam relacionados a problemas 

espectrais, tais do campo magnético não homogêneo (“shimming” ruim), baixa 

eficiência da pré-saturação do sinal de H2O/HDO, imperfeições na fase ou na 

linha de base e baixa razão sinal/ruído. Os espectros que apresentaram algum 

dos problemas citados acima foram considerados inadequados ao estudo. 
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9.4.6 Análise discriminatória por quadrados mínimos parciais (PLS-DA) 

Os espectros selecionados foram então submetidos à análise discriminatória 

por quadrados mínimos parciais (PLS-DA). Foram construídos dois modelos para 

maximizar a discriminação entre as classes: i) indivíduos com sobrepeso antes e 

após o tratamento com Orlistate e ii) indivíduos com sobrepeso tratados com 

Orlistate e indivíduos magros não-tratados. Todos os dados foram centrados na 

média e validação cruzada (“leave one out cross validation”) foi realizada para 

auxiliar na determinação do número de componentes principais (CP).  

Para validar os modelos de PLS-DA obtidos, as amostras foram divididas em 

conjuntos de calibração e validação, 70 e 30 % das amostras respectivamente. A 

seleção do conjunto de validação foi auxiliada pela análise de componentes 

hierárquico (HCA). O modelo de predição (PLS-DA) foi então construído para o 

conjunto de calibração nas mesmas condições do modelo anterior. 

Posteriormente, foi realizada uma predição para amostras do conjunto de 

validação. 

 

9.4.7 Identificação dos metabólitos selecionados 

As atribuições das regiões espectrais selecionadas pela análise de PLS-

DA, foram realizadas considerando os espectros originais, com base nos 

deslocamentos químicos, multiplicidade e constantes de acoplamento. A 

confirmação dos assinalamentos foi realizada por correlações totais homonuclear 
1H–1H (TCOSY 1D). 
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Anexo B – Percentagem de abundâncias dos íons de m/z 74, 79, 81 e 87 nos espectros de massas obtidos por MIS de MEAG 

 

 
 EMAG preparados a partir dos AG presentes nas amostras de sangue  EMAG  padrões 

 m/z 74 m/z 79 m/z 81 m/z 87  m/z 74 m/z 79 m/z 81 m/z 87 

14:1              43,59% ± 2,04% 6,69% ± 0,57% 18,16% ± 3,90% 31,56% ± 1,36% 

14:0 59,40% ± 0,94% 0,47% ± 0,39% 1,06% ± 0,49% 39,06% ± 1,04%  58,59% ± 0,51% 0,53% ± 0,02% 1,44% ± 0,71% 39,44% ± 0,54% 

15:1              43,66% ± 2,94% 6,51% ± 0,66% 17,90% ± 5,53% 31,93% ± 2,00% 

15:0              57,82% ± 1,05% 0,55% ± 0,04% 2,00% ± 1,91% 39,63% ± 0,91% 

16:1 40,89% ± 3,70% 6,43% ± 0,72% 21,64% ± 2,07% 31,05% ± 3,71%  41,49% ± 1,13% 7,26% ± 0,45% 20,84% ± 2,16% 30,41% ± 0,76% 

16:0 56,41% ± 0,84% 0,47% ± 0,21% 1,22% ± 0,54% 41,90% ± 0,93%  57,39% ± 0,42% 0,55% ± 0,01% 1,48% ± 0,27% 40,58% ± 0,44% 

17:1              42,38% ± 3,10% 7,10% ± 0,68% 19,32% ± 5,89% 31,21% ± 2,19% 

17:0 57,54% ± 1,25% 0,26% ± 0,33% 1,50% ± 0,83% 40,69% ± 0,47%  56,44% ± 1,79% 0,58% ± 0,03% 2,73% ± 3,15% 40,25% ± 1,37% 

18:3n6 4,77% ± 2,43% 53,95% ± 2,93% 30,52% ± 2,27% 10,76% ± 0,63%  6,13% ± 0,50% 51,35% ± 4,33% 32,91% ± 5,67% 9,61% ± 0,91% 

18:2n6 6,79% ± 2,06% 27,13% ± 0,96% 60,73% ± 2,20% 5,35% ± 0,82%  7,60% ± 1,41% 26,01% ± 4,89% 60,89% ± 7,33% 5,50% ± 1,03% 

18:1 39,30% ± 2,84% 9,14% ± 0,57% 22,90% ± 1,81% 28,67% ± 1,79%  38,76% ± 2,49% 8,95% ± 1,04% 22,86% ± 5,12% 29,43% ± 1,80% 

18:0 56,37% ± 1,48% 0,44% ± 0,22% 1,28% ± 0,64% 41,91% ± 1,17%  56,52% ± 0,30% 0,59% ± 0,02% 1,73% ± 0,27% 41,16% ± 0,33% 

19:0 55,19% ± 0,92% 0,54% ± 0,05% 1,66% ± 0,16% 42,61% ± 0,96%  55,99% ± 0,22% 0,57% ± 0,02% 1,79% ± 0,21% 41,65% ± 0,27% 

20:4n6 9,61% ± 0,67% 62,99% ± 0,77% 22,49% ± 1,49% 4,90% ± 0,25%  9,99% ± 0,39% 61,93% ± 0,94% 23,00% ± 1,21% 5,08% ± 0,15% 

20:5n3 8,22% ± 0,25% 66,58% ± 2,15% 20,59% ± 1,29% 4,61% ± 1,32%  8,22% ± 0,69% 67,81% ± 5,19% 19,88% ± 6,12% 4,09% ± 0,33% 

20:3n6 5,69% ± 0,37% 49,03% ± 1,46% 35,42% ± 2,19% 9,86% ± 0,75%  6,05% ± 0,42% 47,64% ± 3,24% 36,57% ± 4,24% 9,73% ± 0,69% 

20:2n6 10,19% ± 0,80% 26,22% ± 2,56% 58,89% ± 2,95% 5,46% ± 1,54%  10,49% ± 0,43% 24,88% ± 0,43% 58,29% ± 0,88% 6,33% ± 0,09% 

20:1 39,21% ± 2,17% 7,51% ± 3,75% 23,26% ± 4,21% 30,03% ± 1,52%  22,80% ± 2,36% 35,59% ± 3,35% 23,46% ± 7,33% 18,16% ± 1,80% 
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Legenda: 0, EMAG saturados; 1, EMAG monoinsaturados; 2, EMAG di-insaturados; 3, EMAG tri-insaturado; ≥ 4, 

EMAG com 4, 5 ou 6 insaturações 

 EMAG preparados a partir dos AG presentes nas amostras de sangue  EMAG  padrões 

 m/z 74 m/z 79 m/z 81 m/z 87  m/z 74 m/z 79 m/z 81 m/z 87 

20:0 55,09% ± 1,04% 0,85% ± 0,82% 1,53% ± 1,01% 42,53% ± 1,97%  55,75% ± 0,34% 0,61% ± 0,01% 1,72% ± 0,35% 41,93% ± 0,30% 

21:0 56,64% ± 0,91% 0,06% ± 0,16% 1,46% ± 2,30% 41,84% ± 2,27%  55,27% ± 0,41% 0,43% ± 0,29% 2,21% ± 0,57% 42,09% ± 0,34% 

22:6n3 7,96% ± 1,51% 75,99% ± 3,83% 15,81% ± 1,61% 1,49% ± 0,74%  8,36% ± 0,32% 74,57% ± 1,65% 15,09% ± 0,21% 1,98% ± 1,55% 

22:2n6              13,99% ± 2,15% 24,34% ± 4,01% 54,08% ± 7,11% 7,59% ± 1,06% 

22:1n9 42,14% ± 4,49% 5,97% ± 2,13% 23,36% ± 1,88% 28,53% ± 1,00%  40,71% ± 2,35% 7,26% ± 0,49% 22,40% ± 4,62% 29,63% ± 1,84% 

22:0 55,08% ± 1,11% 0,48% ± 0,36% 1,95% ± 0,98% 42,49% ± 0,42%  54,86% ± 0,38% 0,60% ± 0,01% 1,94% ± 0,44% 42,59% ± 0,32% 

23:0 54,72% ± 0,87% 0,06% ± 0,16% 1,14% ± 1,15% 44,09% ± 1,46%  54,17% ± 0,92% 0,43% ± 0,29% 2,81% ± 1,52% 42,58% ± 0,73% 

24:1 45,76% ± 3,46% 4,47% ± 1,12% 19,87% ± 4,00% 29,89% ± 0,87%  42,90% ± 1,12% 5,60% ± 0,26% 21,66% ± 2,10% 29,85% ± 1,00% 

24:0 54,30% ± 1,69% 0,91% ± 1,75% 1,76% ± 0,84% 43,04% ± 1,87%  54,06% ± 0,52% 0,62% ± 0,03% 2,05% ± 0,82% 43,27% ± 0,46% 

0 56,07% ± 1,55% 0,45% ± 0,28% 1,46% ± 0,29% 42,02% ± 1,36%  56,08% ± 1,46% 0,55% ± 0,07% 1,99% ± 0,45% 41,38%  1,27% 

1 41,46% ± 2,70% 6,70% ± 1,75% 22,21% ± 1,47% 29,63% ± 1,05%  42,23% ± 1,16% 6,74% ± 0,71% 20,42% ± 1,82% 30,61%  0,96% 

2 8,49% ± 2,40% 26,67% ± 0,64% 59,81% ± 1,30% 5,40% ± 0,08%  10,70% ± 3,20% 25,08% ± 0,85% 57,75% ± 3,44% 6,47%  1,05% 

3 5,23% ± 0,64% 51,49% ± 3,47% 32,97% ± 3,47% 10,31% ± 0,64%  6,09% ± 0,05% 49,50% ± 2,62% 34,74% ± 2,59% 9,67%  0,09% 

≥ 4 8,60% ± 0,89% 68,52% ± 6,71% 19,63% ± 3,45% 3,67% ± 1,89%  8,86% ± 0,98% 68,10% ± 6,32% 19,32% ± 3,99% 3,72%  1,58% 
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Anexo C – Análise de componentes principais do perfil de ácido graxo individual dos 

lipídios estudados 

 Análise de Componentes Principais (PCA) foi realizada separadamente 

para cada lipídio estudado, de forma a investigar qual dos lipídios avaliados 

constitui um melhor marcador independentemente para os efeitos do Orlistate no 

perfil de AG e para as alterações observadas no perfil de AG associadas ao 

sobrepeso. 
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 Anexo D – Seleção das amostras para o conjunto de validação 

 

 

 

Análise de agrupamentos hierárquicos de 30 espectros de RMN ¹H de plasma de 

sujeitos obesos não-tratados com orlistate; para os dados centrados na média, 

distância euclidiana e método de ligação incremental. As dez amostradas 

selecionadas para o conjunto de validação estão indicadas pela seta. 
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Análise de agrupamentos hierárquicos de 34 espectros de RMN ¹H de plasma de 

sujeitos magros não tratados com orlistate; para os dados centrados na média, 

distância euclidiana e método de ligação incremental. As 11 amostradas 

selecionadas para o conjunto de validação estão indicadas pela seta. 
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Anexo E – Espectros de RMN de ¹H-TOCSY 1D do lactato 

 

 

Espectros obtidos no Espectrômetro Bruker Avance DRX 400 (B
0
 = 9.4 T) 

equipado com sonda de detecção direta. Parâmetros de aquisição: Tempo de 

aquisição = 2,72 s; largura espectral (Hz/ppm) = 6009,6/15,0; número de 

transientes = 512; potência da trava de spin (“spinlock”) do TOCSY = 5,65 dB; 

tempo de mistura do TOCSY = 0,20 s. 

 

 

Figura E-1: Espectro de lactato obtido por ¹H-TOSCY 1D para uma amostra de 

plasma (irradiação em 1,33 ppm; 400 MHz; 10% de D2O, pH = 7,4; 25º C) 

 








