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RESUMO

AVALIACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS EM PACIENTES COM SOBREPESO TRATADOS
COM ORLISTATE USANDO CG-EM E AVALIACAO DO PERFIL METABOLICO DE PLASMA POR
RMN pe 'H

Palavras-chaves: Orlistate, acidos graxos, ésteres metilicos de acidos graxos,

plasma, membrana de eritrocitos, CG-EM, metabolémica, RMN de 'H

A organizacao mundial de saude (OMS) estima que existam atualmente mais
de 1,5 bilhdes de adultos com sobrepeso, numero que € esperado dobrar até
2015. Obesidade e sobrepeso sdo enfermidades caracterizadas pelo acumulo
excessivo de gordura corporal e tém sido associadas a varios problemas de
saude. Varios farmacos tém sido utilizados no tratamento desta enfermidade,
entre os mais utilizados se encontra o Orlistate, um inibidor de lipases gastricas
utilizado na reducdo da absorcdo de gordura da dieta, auxiliando na perda e
manutencao do peso.

Esta dissertacdo teve como objetivo principal avaliar as alteracées metabdlicas
sofridas por pacientes com sobrepeso tratados com Orlistate por 120 dias. Para
tornar mais didatico, o trabalho foi divido em duas Partes: Parte |, implementacao
da metodologia analitica para analise de acidos graxos por CG-EM e avaliagao do
perfil de acidos graxos em individuos com sobrepeso tratados com Orlistate; e
Parte Il, avaliacdo do perfil metabdlico de plasma por RMN de 'H de individuos
com sobrepeso tratados com Orlistate.

Na primeira etapa do trabalho, analise de componentes principais foi aplicada
na selegao ions (m/z) para quantificacdo de acidos graxos, apés preparagao de
ésteres metilicos correspondentes, por CG-EM usando monitoramento de ions

selecionados. Quatro ions foram entio selecionados de forma a aumentar a

Xi



Resumo

detectividade sem perda completa de informagao qualitativa. Os ions de m/z 74,
79, 81 e 87 foram selecionados e permitiram a quantificacdo de varios acidos
graxos, além da determinacdo do numero de insaturagdes dos mesmos
relacionando a abundancia relativa dos ions a presenca de insaturagdes. A
metodologia analitica implementada permitiu quantificar acidos graxos
esterificados em varios lipidios presentes no sangue, apds transesterificacdo para
producdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos, com adequada preciséo,

repetitividade e baixos limites de deteccao e quantificagao.

Na segunda etapa, a metodologia analitica foi aplicada no estudo do perfil de
acidos graxos de 20 mulheres com sobrepeso tratadas com Orlistate durante 120
dias. O tratamento ndo reduziu o indice de massa corp6rea contribuiu para
diminuicao significativa dos niveis de colesterol-HDL no plasma e do conteudo de
colesterol na membrana de eritrécitos, além de alterar as propor¢des relativas de
varios acidos graxos essenciais e exdgenos em varios lipidios estudados.
Adicionalmente foi observado um perfil de acido graxo significativamente diferente
para os individuos magros (controles) em comparagdo com individuos com

sobrepeso.

Na ultima etapa, o perfil metabdlico de plasma por RMN de 'H foi estudado por
uma abordagem metabolémica. A analise discriminatéria por quadrados minimos
parciais (PLS-DA) revelou que alteragcées nos niveis de lactato e magnésio sado
importantes na diferenciacdo entre individuos com sobrepeso tratados e nao-
tratados com Orlistate, sinalizando diminuicao destes metabdlitos relacionada ao
tratamento. Nao ha relatos anteriores da alteragcdo dos niveis de lactato devido
ao tratamento. Adicionalmente, os niveis de triacilgliceridios, alanina e lactato
contribuiram significativamente na distincdo entre individuos 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 'H
NMR

Keywords: Orlistat, fatty acids, fatty acid methyl ester, plasma, red blood cell
membrane, GC-MS, metabolomics and 'H 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 ll, evaluation of the metabolic profile of plasma of overweight subjects
treated with Orlistat using '"H NMR.

In the Part | 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 Il, the metabolic profile of plasma obtained by '"H 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.
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1.1 Obesidade e sobrepeso

Obesidade e sobrepeso sao enfermidades caracterizadas pelo acumulo
excessivo de gordura corporal. Tém sido associadas a essas enfermidades
diversos problemas de saude como aumento da incidéncia de doencgas cardiacas,
hipertensdo, derrames, diabetes do tipo 2 e morte prematura (Mancini, 2001;
Masuo et al., 2001).

A organizacao mundial de saude (OMS) estima que existam atualmente mais
de 1,5 bilhdes de adultos com sobrepeso, numero que € esperado dobrar até
2015. Estima-se que o sobrepeso e obesidade sejam responsaveis por 44% dos
casos de diabetes, 23% dos casos de isquemia cardiaca e até 41% da incidéncia
de determinados tipos de cancer (WHO, 2011).

Estudos tém demonstrado que uma pequena reducdo no peso corpdreo €
suficiente para melhorar a sensibilidade a insulina, reduzir os niveis de glicose, de
colesterol, a pressao sanguinea e outros fatores de risco, além de reduzir a
incidéncia de doencas cardiovasculares e processos inflamatérios (Wing et al.,
1994; Watts et al., 1990; Ascherio et al., 1993).

O tratamento da obesidade e do sobrepeso inclui, na maioria dos casos,
alteracoes da dieta e pratica de exercicios fisicos. No entanto, em casos graves,
nos quais a saude do paciente estd em risco, medicamentos sdo utilizados no
auxilio a perda de peso (Bray, 2008; Clapham et al., 2001). Os medicamentos

mais usados atualmente podem ser divididos em duas grandes classes.

A primeira classe reune as drogas que atuam no sistema nervoso central. Estes
farmacos atuam sobre o sistema serotoninérgico e noradrenérgico do cérebro ou
em vias endocanabindide, suprimindo o apetite e contribuindo para diminui¢do da
ingestao de alimentos (Bray, 2008; Wittert et al., 2007). Sdo exemplos de drogas

desta classe aprovadas para uso em longo prazo a sibutramina e o rimonabanto.
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A segunda classe de medicamentos inclui drogas que atuam sobre processos
digestivos, comumente funcionando como inibidores seletivos de lipases gastricas.
A droga mais popular desta classe, aprovada para uso em longo prazo, é o
Orlistate (principio ativo dos medicamentos Xenical® e Alli®) (Bray, 2008; Wittert
et al., 2007).

1.2 Orlistate

Orlistate, também conhecido como tetraidrolipstatina (Figura 1), € o inibidor de
lipases atualmente mais utilizado no tratamento da obesidade e sobrepeso.
Orlistate € um derivado semi-sintético de um inibidor de lipase naturalmente
produzido pela Streptomyces toxytricini, aprovado pela ANVISA (agéncia nacional
de vigilancia sanitaria) e pelo FDA (do inglés “food and drug administration”).

Figura 1. Orlistate, éster de (S)-2-formilamino-acido-4-metil-pentandico (S)-1-
[[(2S, 3S)-3-hexil-4-0x0-2-oxetanil] metil]-dodecila

Orlistate € um inibidor irreversivel de lipases gastrointestinais e pancreaticas
(EC 3.1.1.3), que atua na luz do estdbmago e no intestino delgado (Isler et al.,
1995). A inibicao das lipases impede a hidrélise de triacilgliceridios (TG), principal
lipidio da dieta, em AG livres e monoacilgliceridios (MG) absorviveis (Figura 2).
Assim, os TG nao digeridos (Figura 3) nao sdo absorvidos e serao eliminados de
forma inalterada nas fezes, ndao contribuindo para o ganho de peso (Bray, 2008;
Wittert et al., 2007).
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Monoacilgliceridios (MG)

H

sn-1 : 0 : 0
He—C=0-C-R, He— G —=OH H-0-C-R,
(o]
lipases
sn-2 Rz-&-o.. —H Rz—E—O- —H -+
sn-3 H---_a-o-(l.:-Ft3 H=—C—OH H-0-C-R,
= - 1]
A0 H
Triacilgliceridios (TG) Acidos graxos (AG)

Figura 2. Hidrélise dos triacilgliceridios em monoacilgliceridios e 4cidos graxos

livres catalisada pelas lipases

Por outro lado, Orlistate nado inibe, numa extensado significativa, outras
enzimas presentes no sistema digestivo como hidrolases, tripsina, fosfolipase A2
e carboxiesterases (Harp, 1998; Gall et al., 2004). Nao deve, portanto, alterar a

absorgao de outros lipidios como FL e EC ou ainda a absorcédo de AG livres (Isler
et al., 1995).

Figura 3 Acéo do Orlistate no lumen intestinal

“O farmaco inibe seletivamente as lipases, impedindo a hidrolise de triacilgliceridios (TG) em
monoacilgliceridios (MG) e acidos graxos (AG). Uma vez hidrolisado MG e AG formam micelas as

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

Quando administrado em conjunto com uma dieta hipocalérica, Orlistate pode
5
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reduzir a absorcao de gordura da dieta em até 30%. Harp (1998) relata que esta
combinacao € capaz de induzir uma reducao de peso entre 0,25 e 0,5 kg/semana,
durante varias semanas de tratamento, além de auxiliar na manutencao do peso
por longos periodos. Davidson et al. (1999) acompanharam 1.187 pacientes
tratados com Orlistate (120 mg, trés vezes ao dia). Apés 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 niveis de TG em individuos com sobrepeso ou obesidade e niveis
normais de TG e lipidios (Drent et al,, 1995), o farmaco também nao altera os
niveis pos-prandiais de lipidios e lipases plasmaticas em homens com peso e
perfil lipidico normais, associado a uma dieta com baixos teores de lipidios
(Shepard et al., 2000).

Por outro lado, Orlistate tem se mostrado Gtil na normalizacao do perfil lipidico.
O farmaco é capaz de reduzir o nivel de TG em até 35% em pacientes com
hipertrigliceridemia , além de reduzir em 19% os niveis de quilomicrons e
remanescentes de quilomicrons circulantes, levando a uma melhora na
trigliceridemia pos-prandial de individuos hiperlipidémicos (Reitsma et al., 1994). O
medicamento reduz significativamente o nivel de TG no periodo po6s-prandial
quando associado a uma dieta com moderados e altos teores de lipidios, o que
suporta a hipétese de um perfil menos aterogénico de lipoproteinas durante a fase
poés-prandial (Suter et al., 2005).

Pelo seu mecanismo de acao, Orlistate pode néo s6 diminuir a absor¢éo de TG,
mas também de outros nutrientes ou drogas lipossoluveis. Porém, ndo ha relatos
de deficiéncia de 4cidos graxos essenciais (AGE) associados a esse tratamento.
Embora os niveis plasmaticos de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e B-caroteno)
foram menores em pacientes tratados com o farmaco, os mesmos permaneceram
dentro da faixa de referéncia (Davidson et al, 1999). E para manter niveis
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plasmaticos normais de vitaminas lipossoluveis, podem ser utilizados suplementos

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

A eficacia e seguranca do Orlistate tém sido amplamente estudadas. Ballinger e
Peikin (2002) mostram que uma combinacao de Orlistate e uma dieta hipocalérica
aumenta a perda de peso total sem prejuizos a saude. O farmaco também tem
oferecido beneficios no tratamento e na prevencao de diabetes. O estudo “Xenical
in the Prevention of Diabetes in Obese Subjects” (XENDOS) mostrou que Orlistate
(120 mg, trés vezes ao dia) diminui a incidéncia cumulativa de diabetes em 37,7%,
em individuos portadores de obesidade (IMC > 30 kg/m?) (Torgerson et al., 2004).

Zhi et al. (1996) avaliaram a farmacocinética de uma unica dose de Orlistate
marcado com carbono-14, administrado a individuos saudaveis. A concentracao
maxima do farmaco obtida no plasma foi inferior a 2 ng/mL, com valor maximo
obtido entre quatro e seis horas ap6s a administracdo. Cerca de 96% do farmaco
é eliminado de forma inalterada nas fezes (Clapham, 2001). Adicionalmente, foram
encontrados na urina dois metabdlitos resultantes da hidrélise do anel
betalactamico seguido da hidrélise da ligacao éster do grupo N-formil-leucina, (Zhi
et al.,1996).

Estudos recentes demonstram que Orlistate pode se ligar irreversivelmente ao
dominio tioesterase da enzima acido graxo sintetase, a qual € super expressa em
células tumorais. A infusdo intra-peritdnial de Orlistate diminui a proliferacdo e
induz a apoptose de células prostaticas tumorais de ratos, possivelmente devido a
inibicao desta enzima, uma vez que a suplementacdo com acido palmitico reverte
a inibicdo (Kridel et al., 2004). Administracdo oral do farmaco associada a uma
dieta com altos niveis de lipidios tem prolongado ligeiramente (7-10%) a
sobrevivéncia de ratos com cancer gastrointestinal (Dowling et al., 2009).
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OBJETIVOS GERAIS

Esta dissertacdo avaliou as alteracbes metabdlicas de individuos com
sobrepeso tratados com Orlistate associado a uma dieta hipocal6rica. Alteragbes
no perfil de AG foram avaliadas através de CG-EM e sédo apresentadas na Parte I.
Alteracdes no perfil metabdlico de plasma foram investigadas por uma abordagem

metabolomica, usando RMN de 'H, e sdo descritas na Parte Il.

2.1 Objetivos especificos da Parte |

1. Aplicacdo da PCA na selecédo de ions para determinacdo de EMAG por
MIS;

2. Implementacdo da metodologia analitica para determinagédo do perfil de
AG, apés preparagao dos EMAG, de diversos lipidios presentes em sangue
por CG-EM;

3. Avaliacdo das alteracbes no perfil lipidico de ME e plasma com o

tratamento;

4. Avaliacao das alteracbes na composicdo de AG da ME e FL, TG e EC

presentes no plasma com o tratamento;

5. Comparacgao do perfil lipidico e composicdo de AG obtidos para individuos
com sobrepeso, antes e apds o tratamento com Orlistate, € os obtidos para

individuos magros nao tratados submetidos a mesma dieta.
2.2 Objetivos especificos da Parte Il

6. Avaliar as alteragdes no perfil metabodlico de plasma devido ao tratamento
com Orlistate;

7. ldentificar marcadores metabdlicos para o tratamento com Orlistate;

8. Comparar o perfil metabdlico de plasma obtido para individuos com
sobrepeso, antes e apds o tratamento com Orlistate, com o perfil obtido para
individuos magros nao-tratados com Orlistate e submetidos a mesma dieta.
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PARTE I:

IMPLEMENTAGAO DA METODOLOGIA ANALITICA E AVALIAGAO DO PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS DE PACIENTES COM SOBRE PESO TRATADOS COM ORLISTATE
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3.1 Acidos graxos

Gorduras, como sao comumente denominados muitos lipidios, sdo os nutrientes
mais marcadamente relacionados a doencas crbnicas como obesidade,
sobrepeso, diabetes, cancer, arteriosclerose, doengas cardiacas entre outras.
Devido ao grande numero de doencas relacionadas aos lipidios, existe a falsa
idéia que as gorduras sao totalmente prejudiciais a salude, entretanto, a ingestao
adequada de lipidios é importante, pois, fornecerem energia, funciona como
veiculo para vitaminas, nutrientes, antioxidantes lipossoluveis e como fonte de AG.

Segundo a IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied Chemistry-
International Union of Biochemistry and Molecular Biology), AG séao acidos
monocarboxilicos alifaticos que podem ser liberados pela hidrélise de gorduras e
Oleos de ocorréncia natural (IUPAC-IUB, 1976). AG podem ser saturados (AGS),
monoinsaturados (AGM) ou poliinsaturados (AGPI) dependendo do numero de
duplas ligacdes presentes na cadeia alquilica. AG podem ser de cadeias curtas
(C2-Cg), médias (Cg-C12) e longas (C14-Cap), sendo que os AG mais comuns, em
mamiferos, possuem numeros pares de carbono e cadeias normais. (Rodriguez et
al., 2007).

E muito comum a preocupacdo apenas com a quantidade de calorias que o
alimento lipidico fornecera a dieta, mas assim como aminoacidos e carboidratos,

cada AG possui papel biolégico especifico.

A composicdo e quantidade de AG no plasma e tecidos resultam de varios
processos como ingestdo, absorcdo intestinal, metabolismo, troca entre
compartimentos e incorporacdo em lipidios. AG podem ser encontrados livres no
plasma ou ligados a albumina, embora a maior Parte se encontre esterificado em
lipidios como fosfolipidios (FL), acilglicerdis (monoacilgliceridios, diacilgliceridios e
triacilgliceridios) ou ainda como ésteres de colesterol (EC) (Risé et al., 2007).

Cada lipidio possui uma composicao tipica de AG, a qual € definida pela dieta
13
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(podendo ser usada para estimar a qualidade da mesma, especialmente quanto a
ingestdo de AG exdbgenos), incidéncia de eventos patolégicos ou intervencoes
farmacolégicas (Nakamura e Nara, 2004) e consumo de cigarros, alcool e drogas
(Vane, 1971).

AG presentes em N-acil-etanoamidas, tem atraido interesse devido a suas
atividades bioldgicas. Oleila-etanoamida  [(Z)-N-(2-hidr6xi-etila)octadec-9-
enamida] (Figura 4) é um regulador endégeno da ingestdo de alimentos, com
potencial atividade anti-obesidade (Gaetani et al., 2003). Enquanto palmitila-
etanoamida [N-(2-hidroxi-etila)hexadecanamida] possui atividade anti-inflamatdria,
e estearila-etanoamida [N-(2-hidréxi-etila)octadecanamida] é um agente pro-
apoptéticos (Sun et al., 2004). Demonstrando claramente a influéncia do AG na

atividade bioldgica do lipidio.

JTCC0

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

3.2 Nomenclatura e representacao de acidos graxos

E frequente o uso dos nomes comuns de AG, o qual estd normalmente
associado a fonte mais abundante do mesmo. Para sermos mais precisos, €
desejavel identificar os AG utilizando as regras IUPAC de nomenclatura. Porém,
para tornar mais facil a escrita, representaremos, neste trabalho, os AG por
simbolos, os quais representardo o numero de carbonos e o numero de
insaturacdo do mesmo.

14
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Por exemplo, o acido palmitico (nome usual) ou acido hexadecandico (nome
IUPAC) sera representado por 16:0, pois possui 16 atomos de carbonos e
nenhuma insaturacao. Ja o acido oléico ou octadecendico sera representado por

18:1, pois possui 18 carbonos e uma unica insaturagéo (IUPAC-IUB, 1967).

Quando ha mais de uma dupla ligacdo em uma mesma molécula ela pode ser
do tipo conjugada, separadas por apenas um carbono, ou nao conjugadas
separadas por mais de um carbono. AGPI naturais em animais e vegetais
superiores sao predominantemente cis e com ligagdes duplas ndo conjugadas,

contendo normalmente dois carbonos entre as duplas ligagées (Cyberlipid, 2010).

Para a completa identificacdo de um AGPI, é necessario indicar ndo sé o
namero de duplas ligagdes, mas também a posicdo das mesmas. Do ponto de
vista bioquimico representa-se a posicao da ultima dupla ligacdo a qual € a possui
maior relevancia biolédgica (influéncia a biossintese e metabolismo do AGPI). Sao
comuns duas formas de indicar a posi¢ao da ultima dupla ligagéo: com a letra n ou
a letra grega o (dmega) seguidos de um numero, o qual indica 0 numero de
atomos de carbonos que a dupla ligagao dista da metila terminal, contando a partir
deste. Por outro lado na IUPAC, a posigcao das insaturacdes é indicada constando-
se a partir do carbono carboxilico. Neste trabalho adotaremos a representacao n,
assim, o acido linoléico ((Z,2)-9,12-octadecadienoato de metila — nome UIPAC)
sera representado por 18:2n6, pois a ultima dupla ligacao dista de seis atomos de

carbonos da metila terminal.

AG insaturados enddégenos em mamiferos apresentam predominantemente
isomeria cis, enquanto AG insaturados de isomeria trans possam ser encontrados
em alguns microorganismos e vegetais, ja AGPI com algumas ligacdes cis e
outras trans, raramente sao encontradas na natureza. Neste trabalho, todos os AG
insaturados representados serdo considerados cis, a0 menos que expressamente
indicado o contrario. Por exemplo, o acido trans,trans-9,12-octadecadiendico sera
representado por 18:2n6t.
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A configuragdo de derivados de glicerol sera indicada através de numeragao
estereoespecifica. Considerando a projecdo de Fischer do glicerol, na qual a
hidroxila do carbono-2 esta a esquerda, o atomo de carbono que aparece no topo
na a projecao é designado como sn-1 (Figura 2), onde prefixo "sn" (do inglés
“stereospecifically numbered’) indica o uso desta notagao (IUPAC-IUB, 1978).

3.3 Biossintese de acidos graxos

O &cido palmitico (16:0) é o produto final da sintese de AG catalisada pelo
complexo enzimatico acido graxo sintetase presente no citoplasma. AG maiores
e/ou insaturados sdo obtidos por elongacdes e dessaturacdes sucessivas nas

mitocondrias ou nos microssomas.

Elongacdes ocorrem através da condensacédo entre moléculas de acetil-CoA e
AG, catalisada pelas elongases. Este processo leva a insercéo de dois atomos de
carbono na cadeia carbdnica, justificando a prevaléncia de AG com numeros
pares de atomos de carbono.

Dessaturases € um conjunto de enzimas, o qual catalisa a remocao de dois
atomos de hidrogénio de um AG formando uma dupla ligagdo entre atomos de
carbono. Na representacdo usada na Figura 5, a formacédo de uma dupla ligacao
por uma dessaturase tem sua posicdo indicada pelo numero a direita (por
exemplo, A6-dessaturases formam uma dupla ligacdo no sexto atomo de carbono

a partir da carboxila).

Trés dessaturases tém sido relatadas em humanos: A9-dessaturases (ou
estearoil-Coa dessaturase, as quais catalisam a sintese de AGMI); A6-
dessaturases e Ab5-dessaturases, as quais catalisam a sintese de AGPI
(Nakamura e Nara, 2004). Como estas enzimas podem inserir uma dupla ligacao
no maximo até o nono carbono a partir da carboxila, os AG 18:2n6 e 18:3n3 nao
podem ser sintetizados em mamiferos e devem ser obtidos da dieta, sendo
considerados como acidos graxos essenciais (AGE).
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Figura 5. Biossintese de AG através de elongacao e dessaturagdo sucessivas.

“As enzimas A12 e A15-dessaturases sdo encontradas apenas em plantas e AG num mesmo

nivel (linha) do caminho biossintético competem pela mesma enzima” Legenda: PG,

Prostaglandinslandina; TBX, tromboxano; LA, acido linoléico; AA, acido araquiddnico; ALA, acido

a-linoléico; GLA, y-linoléico; EPA, acido eicosapentaendico; DHA, acido docosaexaendico

(adaptado de Nakamura e Nara, 2004 e Pan et al., 2004)

Como mostra a Figura 5, 18:3n3 é precursor de 20:5n3 e 22:6n3. Assim, um

nivel adequado de 18:3n3 asseguraria, em tese, niveis adequados destes AG.

Porém, a conversdao de 18:3n3 a 20:5n3 e 22:6n3 é limitada em humanos,

acredita-se que apenas 5% do 18:3n3 se converta a 22:6n3 (Gerster, 1998). Esta

conversao € ainda menor na presenca de grandes quantidades de 18:2n6, o qual

compete com 18:3n3 pela enzima A6-dessaturase, a qual catalisa a etapa limitante

da sintese de AGPI (Brenna et al., 2009). Assim, quantidades suplementares de

20:5n3 e 22:6n3 devem ser obtidas da dieta, para manter niveis adequados de

AGPI-n3.
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Os efeitos resultantes da suplementagdo de um AG no organismo sao
complexos, pois 0 AG pode favorecer ou desfavorecer a biossintese de outros AG.
Por exemplo, suplementagédo com 18:3n6 é efetiva na reducdo de mediadores da
inflamagédo e na atenuacdo dos sintomas clinicos relacionados a desordens
inflamatérias crénicas como artrite remautdide. Muito dos efeitos clinicos de
18:3n6 foram atribuidos a inibicdo da conversdo de 20:4n6 a eicosandides
bioativos, porém 18:3n6 € precursor de 20:4n6, e a suplementagdo de 18:3n6
aumenta os niveis de 20:4n6, embora diminua sua conversao a eicosandides
(Barham et al., 2000).

O aumento no nivel de 20:4n6, devido ao efeito pré-inflamatérios, €
potencialmente nocivo a saude. Barham et al. (2000) demonstram que o aumento
nos niveis de 20:4n6 pode ser revertido pela adicdo de 20:5n3, uma vez que
AGPI-n3 competem pela a enzima A6-dessaturases. Embora haja reciprocidade,

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

3.4 Familias de acidos graxos

Todos os AG de ocorréncia natural em mamiferos podem ser classificados em
uma das quatro familias ou séries de AG a seguir.

3.4.1 Familia dos acidos graxos saturados (AGS)

AGS sao endogenos, podendo ser sintetizados a partir do acetil-CoA,
proveniente do metabolismo de carboidratos. O numero de atomos de carbono no
AGS é determinado por um processo de elongacdo sucessiva, a qual possui,
normalmente, entre 12 e 24 atomos de carbono (Cyberlipid, 2010).

AGS sao encontrados principalmente em gorduras de origem animal (incluindo
carne, leite e manteiga) e sdo comumente consideradas como menos saudaveis
que as gorduras com maior proporcdo de AGI, encontradas principalmente em

vegetais. Neste sentido, inUmeras revisbes tém examinado a relacdo entre
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doencgas cardiovasculares e a ingestdo de gorduras saturadas. Mozaffarian et al.
(2010) relatam uma reducdo de 19% nos eventos coronarianos devido a
substituicdo de AGS da dieta por AGPI. Danaei et al. (2009) reportam a diminuicao
de 1-5% na mortalidade devido a doengas cardiacas, para cada 1% de calorias
provenientes de AGS substituida por AGPIl. Hooper et al. (2001) relatam que a
reducéo no consumo de gordura total, AGS e colesterol reduzem a incidéncia de

doencas coronarianas em 16% e o nimero de mortes em 9%.

3.4.2 Familia dos acidos graxos monoinsaturados (AGMI)

AGMI podem ser do tipo n7 ou n9, sendo os ultimos mais comuns. A familia dos
AGMI-n9 é conhecida como familia do acido oléico (18:1) por ser este AG
precursor dos demais membros da série. O 18:1 é formado através da
desidrogenacao microssomal de 18:0 catalisada pela enzima A9-dessaturase.

3.4.3 Familia dos acidos graxos poliinsaturados n6 (AGPI-n6)

Sao tambéem conhecidos como familia do acido linoléico (18:2n6) por ser este o
AG precursor dos demais membros da série, 0s quais sao sintetizados através de
elongacodes e dessaturacdes sucessivas. O 18:2n6 é um AGE, ou seja, ndo pode
ser sintetizado pelo organismo. Humanos também nao podem converter 18:2n6

em 18:3n3, devido a auséncia de A15-dessaturases.

A produgéo excessiva de eicosandide n6 (derivados do &cido araquiddnico) tem
sido associada ao aumento da incidéncia de ataques cardiacos, acidentes
vasculares cerebrais e tromboticos, arritmia, artrite, osteoporose, inflamacéao,
disturbios do humor, obesidade e cancer (Smith, 2008). AGPI-n6 também estao
relacionados a processos inflamatérios, nos quais inibidores da COX-1 e COX-2
podem ser utilizados no tratamento da inflamacéo e da dor (Cleland, 2006). Um
aumento no consumo de AGPI-n6 tem sido associado ao aumento da
probabilidade de mulheres na pdés-menopausa desenvolverem cancer de mama
(Sonestedt et al., 2008) e homens desenvolverem cancer de préstata (Yong,
2007).
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3.4.4 Familia dos acidos graxos poliinsaturados n3 (AGPI-n3)

E também conhecida como familia do &cido linolénico (18:3n3) por ser este o
precursor dos demais membros da série, formados por processos de elongacoes e
dessaturacdes sucessivas. 18:3n3 é um AGE e consideraveis efeitos benéficos a
salude tém sido associados ao seu consumo, possivelmente mediados por
metabdlitos oxigenados derivados do acido eicosapentaendico (20:5n3),
chamadas de resolvinas e protectinas, as quais possuem atividade antiinflamatéria
e imunorregulatéria na concentragdo de picomolares (Serhan e Petasis, 2011).

A ingestdo de AGPI-n3 tem sido associada a reducao do risco de doengas
coronarianas, morte subita cardiaca, efeito antiarritmico, inibicdo da agregacéao
plaquetaria, reducdo da viscosidade sanguinea, supressao da formacdo de
leucotrienos, reducdo da resisténcia a insulina, diminuicdo dos niveis de TG,
fibrinogénio e pressdao sanguinea (Freije, 2009). 22:6n3 é o AGPI-n3 mais
abundante no cérebro e na retina (Spector, 1999), a deficiéncia de 22:6n3 foi
associada ao declinio cognitivo, depressdo e aumento da morte de células
neuronais (Serhan et al., 2004; McNamara, 2007).

3.5 Acidos graxos essenciais

Em 1929 num estudo pioneiro, Burr e Burr, realizado em 1929, demonstrou que
a completa auséncia de lipidios na dieta de ratos causava deficiéncias como
necrose da cauda, diminuicdo do crescimento, morte prematura, dermatites,
queda de pélo e feridas na pele. Os autores também mostraram que pequenas
quantidades de gordura de porco adicionadas diariamente a dieta levavam a
regressao dos processos mérbidos, demonstrando a importancia dos lipidios para
o funcionamento normal do organismo.

Outros estudos em animais de laboratério tém demonstrado que AGE sdo mais
importantes para jovens do que adultos e que 18:3n3 assim como os outros AGPI-
n3 nao substituem o 18:2n6 nas sindromes de deficiéncia de AG (Guarnieri e
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Johnson, 1970). Estudos em humanos com dietas livres de lipidios por longos
periodos ndo sdo possiveis e dietas com baixos teores de AG tém demonstrado
sindrome de deficiéncia apenas para o AG 18:2n6 (Makrides et al., 1995).

O termo AGE é aplicado na literatura em duas ocasiées distintas, uma no
sentido fisiolégico a outra no sentido nutricional. No sentido fisiologico,
consideramos como um AGE um AG que tenha importancia vital para as
atividades celulares, como os AG 20:4n6, 20:5n3 e 22:6n3, cujas auséncias irdo

manifestar sindromes de deficiéncia.

Por outro lado, podemos entender AGE como um AG que precisa ser ingerido
na dieta, pois ndo 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
fisioldgico, ndo sado essenciais em relacao a 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 importancia da razao n6/n3

Simopoulous (2002) descreve as alteragbes observadas na dieta ocidental,
especialmente quanto a ingestdao de AGE, nos ultimos 150 anos. Segundo o
estudo, humanos vivem atualmente num ambiente significativamente diferente
daquele para o qual nossa constituicdo genética foi selecionada. As principias
alteracoes observadas na dieta foram: aumento na ingestdo de calorias e
diminuicdo do gasto cal6rico; aumento no consumo de gréaos de cereais,
gorduras saturadas e AG-frans; diminuicdo da ingestdo de AG-n3, frutas,
vegetais, proteinas, antioxidantes e calcio (Figura 6).

21



Parte | - Introducao

A dieta ocidental atual é deficiente em AG-n3, de forma que a razao n6/n3
esta entre 15 e 20 (Simopoulous, 2008), enquanto a OMS recomenda para
adultos saudaveis uma razao n6/n3 entre trés e quatro (WHO, 1993). No periodo

paleolitico, esta razao era de aproximadamente um (Simopoulous, 2008).

Algumas populagdes atingem propor¢cbes n6/n3 adequadas e respostas
moderadas aos eicosandides através da ingestao de quantidades relativamente
grandes de AGPI-n3 (como o Japao e a Groenlandia), enquanto outras
populagbes alcancam os mesmos objetivos através de uma menor ingestao
quantidades menores de AGPI-n6 (como povos do Mediterraneo) (Landsberg et
al., 1992).
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Figura 5. Esquema hipotético da distribuicao de calorias da dieta ao longo dos

anos.
AGS, AG-n6, AG-n3 e AG-trans sdo apresentados como percentual de calorias provenientes
da ingestéao de lipidios (escala a esquerda); ingestao de vitaminas C e E, total de lipidios sdo

apresentados como mg/dia (escala a direita). Adaptado de Simopoulos, (2002)
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A diminuigdo da razdo n6/n3 tem efeitos antiinflamatérios, cardioprotetivo e
efeitos beneficios em pacientes com artrite reumatéide e asma, além da reducao
na incidéncia de cancer de colo e pulméo e depressao (Simopoulous, 2008).
Uma elevada razdo n6/n3, estd associada ao aumento dos niveis de
eicosandides derivados de 20:4n6 em relacao aos derivados de 20:5n3, o que
favorece a formacdo de ateromas e trombos; aumento na incidéncia de
processos alérgicos, desordens inflamatérias, viscosidade do sangue,
vasoespamos, vasoconstricdo e diminuicdo no tempo de sangramento

(Simopoulous, 2002).

3.7 Orlistate e acidos graxos

Apesar do grande numero de estudos sobre a eficacia do Orlistate no auxilio a
perda de peso, pouco se sabe sobre os efeitos deste medicamento a nivel celular
e o0 seu impacto no perfil de AG.

Hernandez et al. (2010) reportam que a administracdo de Orlistate associado a
uma dieta hipercalérica reduz a incorporacao de AGPI-n3 em lipidios presentes no
sangue (plasma e eritrocitos) e em tecidos de ratos tratados por 21 dias com o

farmaco.

O unico 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
individuos obesos com Orlistate em conjunto com uma dieta hipocal6rica, por um

ano, resulta na diminuicao na proporcao de varios AG provenientes da dieta.

Por fim, ainda ndo ha relatos sobre os impactos do tratamento com Orlistate em
individuos com sobrepeso, nem sobre as alteragbes observadas no perfil lipidico
de eritrocitos.

3.8 Determinacao de acidos graxos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas
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Varias metodologias podem ser aplicadas na determinacgéo do perfil de AG em
amostras bioldgicas. A metodologia atualmente mais utilizada compreende as
seguintes etapas:

(a) extragcdo dos lipidios presentes em sangue ou tecidos, geralmente
baseados no de Folch ou no método de Bligh e Dyer (lverson et al., 2001);

(b) isolamento do lipidio de interesse (TG, FL, EC ou AGL) por cromatografia
preparativa em camada delgada ou extracado em fase sélida;

(c) preparacao de ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) e por fim;
(d) extracdo dos EMAG com um solvente de baixa polaridade;
(e) separacao dos EMAG por cromatografia gasosa (CG);

(f) quantificacdo dos EMAG por detector de ionizagdo em chamas (DIC) ou
espectrometria de massas (EM) (Rodriguez et al., 2010).

3.9 Selecao de ions para a analise de EMAG por monitoramento de ions selecionados (MIS)

A determinagdo de EMAG por CG acoplado DIC ( detector de ionizacdo em
chama) € um método bem estabelecido na literatura, o qual apresenta alta
detectibilidade, repetitividade e boa correlagédo linear sobre uma ampla faixa de
concentragdes (Eder, 1995). Porém, DIC falha na identificacdo inequivoca do
analito e EM frequentemente é usada para confirmar a identidade dos AG.

CG-EM no modo varredura de ions totais (VIT) raramente € usada para fins
quantitativos devido a baixa detectibilidade e seletividade, o que pode ser
superado por CG-EM no modo monitoramento de ions selecionados (MIS), o
qual fornece maior detectibilidade e seletividade através do monitoramento de
uns poucos ions caracteristicos da amostra, com perda significativa de

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

O monitoramento de ions moleculares, embora apresente alta seletividade e
fornega alguma informagdo sobre a identidade do analito, possui baixa

detectibilidade e repetitividade devido a abundancia relativamente baixa e
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variacdo da intensidade do mesmo em fungcdo das condicbes da fonte de
ionizag&o. Por outro lado, 0 monitoramento do ion mais intenso no espectro nem
sempre leva a melhor seletividade. Neste sentido, o sucesso na andlise por MIS
é limitado pela habilidade e experiéncia do analista na escolha dos ions a serem

monitorados.

Nesta dissertacdo, € relatada utilizagdo da andlise de componentes principais
(PCA) na selecao dos ions a serem monitorados na quantificacdo de EMAG, sem

a perda completa da informagéo qualitativa.
3.10 Plasma e membrana de eritrécitos

Plasma é o principal componente sanguineo, representando aproximadamente
55% de seu volume total, sendo os principais lipidios encontrados em plasma: TG,
FL e EC e em quantidades menores sao encontrados diacilgliceridios, glicolipidios,
entre outros (Nelson, 1972). A composi¢cao de AG de lipidios presentes no plasma
tem sido utilizada no estudo de processos patolégicos, 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 sanguinea é o
eritrécito, correspondendo a aproximadamente um quarto do numero total de
células em humanos. Eritrécitos sdo produzidos pela medula éssea e possuem
tempo de vida médio de 120 dias, quando sao entao reciclados pelos macréfagos
(Nelson, 1972).

Membrana de eritrécito (ME) é uma bicamada lipidica tipica, 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
apés lavagem e lise dos eritrécitos, aproximadamente 40% da massa da ME
corresponde a lipidios, tais como FL, glicolipidios e colesterol (Nelson, 1972).

A composigéo lipidica da membrana pode ser dividida em duas fragdes, uma
fracdo polar formada por fosfolipidios e glicolipidios (correspondendo a
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aproximadamente 75% da massa dos lipidios da membrana), e uma fracao
neutra, a qual é formada predominantemente por um Uunico constituinte, o
colesterol livre. Embora amplamente presentes em lipidios e lipoproteinas
plasmaticas, ndo ha indicios de que TG, AGL ou EC sejam constituintes da
membrana (Nelson, 1972).

A composi¢do de AG na ME influencia a fluidez e permeabilidade da mesma,
uma elevada razdo colesterol/fosfolipidio tem sido associada ao aumento da
rigidez e diminuicdo da permeabilidade da membrana (Cazzola et al., 2004). A
composicao da ME influencia também a atividade das proteinas de membrana,
pois lipidios especificos sdo necessarios para estabilizar a estrutura de proteinas,
além de controlar a insercdo e o enovelamento de proteinas de membranas.
Adicionalmente, as propriedades da ME depende também da composicao de AG
os quais esterificam FL e glicolipidios (Chabanel et al., 1983; Owen et al., 1982).

O perfil de AG em membrana de eritrécitos (ME) tem sido avaliado como
indicador de processos patolégicos (Skeaff et al, 2006) e na avaliagdo da
influéncia da dieta no perfil de AG, processos nos quais a ME é considerado um
melhor marcador de AG de médio-longo prazo comparado a lipidios de plasma
ou plaqueta (Sun et al., 2007).

A composicao da ME tem sido avaliada em patologias humanas como psoriase,
obesidade e diabetes, doencas nas quais ocorrem significativas alteragdes no
metabolismo de lipidios. Essas alteracbes sdo detectadas em ME antes de
poderem ser observadas em plasma. Adicionalmente, a analise do perfil de AG em
ME fornece informacdes relevantes sobre processos envolvidos na depressao
(Maes et al., 1996); dano no miocardio (Sepulveda et al., 2010); risco de
desenvolvimento de cancer no pulmao (Pala et al, 2001); diabetes tipo 2 e
resisténcia a insulina (Kulacoglu et al., 2002; Krachler et al., 2008; Shin et al.,
1995).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Implementacao da metodologia analitica para determinacao do perfil de acidos graxos
em sangue por CG-EM

AG frequentemente sdo estudados por CG-DIC, mas como vimos na
introducao, DIC falha na inequivoca identificacdo do analito. Neste sentido, CG-
EM tem sido aplicada na identificagdo de AG, sendo a quantificagdo dos AG
realizadas por monitoramento de ions selecionados (MIS). Porém, nao hé
consenso na literatura sobre quais ions devem ser monitorados nas analises, além
do fato das metodologias mais recentes serem destinadas a analise de AG
presentes em alimentos. Neste sentido, nés procedemos a implementagéo de uma
metodologia analitica para determinacao de AG esterificados em diversos lipidios
encontrados em sangue por CG-EM.

4.1.1 Selecao dos ions para determinacao de ésteres metilicos de acidos graxos

por monitoramento de ions selecionados usando analise de componentes

principais (PCA)

A selecado dos ions (m/z) a serem monitorados nas andlises por MIS é de
fundamental importédncia para sensibilidade e seletividade da metodologia
analitica. A escolha frequentemente é baseada no padréo de fragmentagédo do
analito e depende da habilidade do analista em selecionar os ions que fornegam
maior sensibilidade, mantendo a seletividade do método.

Anadlise multivariada e EM tém sido empregadas em conjunto na busca de
similaridades entre estruturas quimicas (Schoonjans et al, 2002), na
classificacao estrutural de compostos (Bankefors et al., 2008), na compressao da
dimensionalidade dos dados e na diminuicdo de ruido em espectros de massas
(Statheropoulos et al.,, 1999). Porém, desconhecemos a utilizacdo de PCA na

selecao de ions para quantificagdo de compostos.

Nesta secdo, nés demonstramos o emprego da PCA na selecado de ions, a
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partir dos espectros de massas obtidos por VIT, os quais serdo utilizados na
quantificacao e determinacao do numero de insaturagdes 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 entédo
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 trés componentes principais (CP) manteve
86,65% das informacgdes dos dados originais, para os dados centrados na média.
O gréfico de escores das duas primeiras CP (Figura 7a) revelou o agrupamento
dos EMAG em cinco grupos distintos, de acordo com o nimero de insaturacdes
presentes na cadeia alquilica. Nao foi observada qualquer tendéncia de
agrupamento dos EMAG em funcdo do numero de carbonos ou da familia
bioquimica em nenhuma das CP.

O grafico de pesos (Figura 7b) foi entdo avaliado para selecionar os ions
(m/z) os quais estdo, provavelmente, relacionados ao agrupamento observado
para as amostras (EMAG) no grafico de escores. Os ions selecionados estao
listados na Tabela 1.

Para garantir a seletividade da andlise e aumentar a razdo sinal/ruido, &
interessante monitorar poucos ions especificos dos compostos de interesse.
Para alcancar tal objetivo, utilizamos selecdo de variaveis, a qual é
frequentemente empregada em quimiometria para aumentar a discriminacao
entre as classes. Selegao de variaveis foi entdo realizada para identificar o menor
namero de ions (variaveis) que permitam a separagdo dos grupos de EMAG
mostrados na Figura 7a.
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Figura 6. Analise de componentes principais (CP = 3; 86,5%) a) gréaficos de
escores CP1 (55,56%) versus CP2 (25,89%); b) gréafico de pesos nos quais
mostram a razdo massa/carga

Legenda: () EMAG saturados; (#) EMAG monoinsaturados; (&) EMAG di-insaturados; (
¥) EMAG tri-insaturado; (") EMAG com 4, 5 ou 6 insaturagdes
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Tabela 1. ions relevantes aos agrupamentos dos EMAG
observados no grafico de escores da PCA (Figura 7a)

Grupos?® fons associados
EMAG (grafico de (m/2)°
escores) (grafico de pesos)
saturados 0 74 ¢ 87°
monoinsaturados 1 69
di-insaturados 2 55 e 81
tri-insaturados 3 67
com4,50u6 >4 79

insaturacoes
4grupos de EMAG de acordo com o numero de insaturagdes na cadeia alquilica;

®ions relevantes ao agrupamento dos EMAG no grafico de escores da PCA (Figura 7a)
selecionados pelo grafico de pesos (Figura 7b);

°os fons destacados em negrito, sdo aqueles essenciais a discriminagéo das amostras

A selecao de variaveis, embora ndo tenha melhorado significativamente a
separacao dos grupos, permitiu selecionar apenas quatro ions, entre os 161 ions
inicias. Os ions de m/z 74, 79, 81 e 87 sdo essenciais a discriminacdo dos EMAG
segundo o numero de insaturacGes. Assim, apenas estes ions foram
considerados nas andlises subsequentes. Mesmo que ions caracteristicos dos
AG mono e tri-insaturados, a proporcdo dos quatros ions selicionados ja é
suficiente para diferencia-los dos demais, como evidenciado na Figura 9.

O conjunto de ions selecionados é semelhante ao sugerido por Thurnhofer e
Vetter (2005), através da analise minuciosa de espectros de massas de EMAG
preparados a partir de AG presentes em alimentos. Isto confirma a aplicacao da
PCA na selecdo do melhor conjunto de ions para quantificacdo de compostos,
com a vantagem de nao ser necessario o conhecimento prévio do padrao de
fragmentacdo dos analitos. Embora o conjunto de ions selecionados ndo seja
novo na literatura, nos desconhecemos a utilizagao prévia da PCA na selecao de
ions para selecao de ions para quantificagdo de EMAG por MIS. Neste sentido,
esta secao ilustra uma nova aplicagdo da PCA, a qual pode contribuir
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significativamente na analise de outras classes de compostos por CG-EM.

Para confirmar a eficiéncia dos ions selecionados, novos espectros de massas
foram obtidos agora por MIS (dos ions de m/z 74, 79, 81 e 87). A APC deste
novo conjunto de espectros confirmou a discriminacdo das amostras segundo o
nuamero de insaturagdes presentes na cadeia alquilica do EMAG, para o modelo
construido com duas CP (98,99% da informacao dos dados originais e dados
centrados na média) (Ampliacdo Figura 9).

Para confirmar os resultados obtidos por PCA, nos procedemos a comparacao
das abundancias relativas dos ions selecionados pelo teste-t de Student
(bicaudal para comparagéo de média a um valor de referéncia). Os espectros de
massas obtidos por MIS para estes quatro ions, ndo variaram significativamente
em funcdo do numero de carbono para EMAG contendo entre 12 e 24 a4tomos de
carbono e o mesmo numero de insaturagées (p > 0,05). EMAG com quatro, cinco
ou seis insaturacdes apresentaram abundancias relativas semelhantes, como
sugeridas pela PCA, e foram reunidos num mesmo grupo. A Tabela 2 mostra a
percentagem de contribuicdo de cada ion selecionado nos espectros de massas
obtido por MIS.

Os espectros de massas obtidos por MIS deste conjunto de ions sdo uteis na
determinacao do numero de insaturacdes do EMAG, o que juntamente com o
tempo de retencdo permite identificar os EMAG presentes em niveis de tragos,
para 0s quais espectros de massas obtidos por VIT ndo foram satisfatorios,
devido a baixa concentracao do EMAG nas amostras. A Figura 8 e a Tabela 3
ilustram as abundancias relativas destes ions nos espectros de massas em

funcédo do numero de insaturacdes dos EMAG.
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Tabela 2. Percentagens de contribuicao dos ions selecionados
para os espectros de massas obtido por MIS para os EMAG

EMAG
6:0°
8:0°
10:0"
11:0°
12:0
13:0
14:1
14:0
15:1
15:0
16:1
16:0
17:1
17:0
18:3n6
18:2n6
18:1
18:3n3
18:1t
18:0
19:0
20:4n6
20:5n3
20:3n6
20:2n6
20:0
21:0
22:6n3
22:2n6
22:1n9
22:0
23:0
24:1
24:0

% contribuicao (média + DP)?

m/z74
73,92 = 0,69
68,77 = 0,50
63,81 + 0,54
62,26 + 0,39
60,77 £ 3,45
59,36 + 2,16
43,59 * 2,04
58,59 + 1,51
43,66 + 2,94
57,82 £ 1,05
41,49 + 1,13
57,39 = 0,42
42,38 + 3,10
56,44 *+ 1,79
6,13 %= 0,50
7,60 + 2,41
38,74 + 2,41
514 + 0,59
38,76 + 2,49
56,52 + 0,30
55,99 * 0,22
9,99 * 0,39
8,22 * 0,69
6,05 + 0,42
10,49 + 0,43
55,75 + 0,34
55,27 + 0,41
8,36 * 0,32
13,99 + 2,15
40,71 + 2,35
54,86 = 0,38
54,17 + 0,92
42,90 =+ 1,12
54,06 + 0,52

m/z79
0,00 * 0,00
0,24 + 0,11
0,40 * 0,03
0,38 = 0,17
0,47 + 0,03
0,53 + 0,03
6,69 = 0,57
0,53 + 0,02
6,51 *+ 0,66
0,55 + 0,04
7,26 *+ 0,45
0,55 + 0,01
7,10 * 0,68
0,58 + 0,03
51,35 + 4,33
26,01 + 4,89
8,92 + 1,00
50,49 + 3,39
8,95 + 1,04
0,59 + 0,02
0,57 + 0,02
64,93 + 0,94
67,81 = 5,19
4764 + 3,24
24,88 + 0,43
0,61 * 0,01
0,43 * 0,29
70,57 + 1,65
24,34 + 4,01
7,26 * 0,49
0,60 * 0,01
0,43 * 0,29
560 * 0,26
0,62 + 0,03

m/z 81
0,48 + 0,95
0,60 + 0,67
0,93 + 0,17
1,12 + 0,58
0,93 + 0,13
1,86 *+ 2,05
18,16 + 3,90
1,44 + 0,71
17,90 + 5,53
2,00 + 1,91
20,84 + 2,16
1,48 + 0,27
19,32 + 5,89
2,73 + 1,15
32,91 + 5,67
59,89 + 5,33
22,57 + 4,91
31,92 + 2,97
22,86 + 5,12
1,73 * 0,27
1,79 + 0,21
20,00 + 1,21
19,88 + 6,12
36,57 + 4,24
58,29 + 0,88
1,72 + 0,35
221 + 0,57
19,09 + 0,21
54,08 + 7,11
22,40 + 4,62
1,94 + 0,44
281 + 152
21,66 £ 2,10
2,05 + 0,82

m/z 87
25,59 + 0,39
30,39 + 0,54
34,86 + 0,44
36,24 + 0,44
37,84 + 142
38,25 + 1,98
31,56 + 1,36
39,44 + 0,54
31,93 £ 2,00
39,63 + 0,91
30,41 + 0,76
40,58 + 0,44
31,21 + 2,19
40,25 + 1,37
9,61 + 0,91
6,50 + 1,03
28,43 + 1,29
11,10 + 0,96
29,43 + 1,80
41,16 + 0,33
41,65 + 0,27
508 + 1,15
409 + 0,33
9,73 + 0,69
6,33 + 0,09
41,93 + 0,30
42,09 + 0,34
1,98 *+ 1,55
759 + 1,06
29,63 + 1,84
42,59 + 0,32
42,58 + 0,73
29,85 + 1,00
43,27 + 1,46

®meédia + DP de oito injecdes;

bp < 0,05 comparado ao espectro de massas do grupo 0 (AGS)
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Figura 7. Abundancias relativas dos ions de m/z 74, 79, 81 e 87 nos espectros
de massas de EMAG obtidos por MIS

Tabela 3. Abundancias relativas dos ions de m/z74, 79, 81 e 87 para os

espectros de massas obtidos por MIS para os grupos de EMAG

Abundancias relativas (média + DP)?

b
Grupos m/z 74 m/z79 m/z 81 m/z 87
0(n°=13) 100 096 + 0,13 340 + 1,00 7226 + 549
1(n=8) 100 17,06 + 2,97 5089 + 7,27 72,96 + 1,75
2(n=3) 17,98 + 515 4215 + 2,03 100 10,93 + 1,69
3(n=3) 11,65 + 1,16 100 6451 + 6,75 19.86 + 0,94
>4(n=3) 13,16 = 2,61 100 2920 + 851 564 + 277

? média + DP de oito injegdes; ® nimero de insaturacdes na cadeia do EMAG; ° nimero 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 ions

adicionais para confirmar a identidade do analito, uma vez que a detectibilidade é
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inversamente proporcional ao numero de ions monitorados, a redugao do numero
de ions contribui para o aumento da sensibilidade.

A analise quantitativa € normalmente conduzida através da analise de um
unico ion de quantificacdo para o analito (Kimura et al, 2002; Vetter e
Thurnhofer, 2007). Alternativamente, nés propomos o uso destes quatro ions
para quantificagdo, o que permite significativo aumento na detectividade, sem
prejudicar a repetitividade do método, a qual permaneceu satisfatéria (Tabela 4).

Os espectros de massas obtidos por MIS foram Uuteis ndo sé na
determinacao do numero de insaturacao e quantificagdo do EMAG, mas também
na identificacdo de contaminacbes, artefatos e co-eluicbes. Para ilustrar esta
capacidade ndés comparamos 0s espectros de massas obtidos para os ions
selecionados de um par de EMAG co-eluidos, um alcool, um aldeido e um
hidrocarboneto aos valores de referéncia (Tabela 3). Os espectros de massas
dos ions selecionados obtidos para o pico cromatografico no qual houve co-
eluicdo (20:1 mais 20:3n3) e os obtidos para decanol, dodecanal e pentacosano
sdo significativamente diferentes dos valores de referéncia obtidos para os
grupos de EMAG (Tabela 3).

Tabela 4. Percentagem de contribuicdo dos ions selecionados nos espectros de
massas obtidos por MIS para alguns compostos e para um pico cromatografico
de dois EMAG co-eluidos

Abundancias relativas (média + DP)?

TR® miz74 m/z79 m/z 81 m/z 87
decanol 56381711 3.45°9M + 019  28.69°9" + 035 100%™ 7.37°" + 0.94
dodecanal 1%62(;’-' 0.33%'9M + 015  18.83°%M + 100 100%™ 153%9" + 021
~— »m»n.4p .
oty ST 4559t & 031 100°'9 3845°" + 046  8.02°" + 0.14
28.942 + efghi efghi efhi efh
pentacosano 0.068 0.51 + 0.24 32.46 + 2.56 100 6.47 + 045

® media + DP de trés espectros; "EMAG co-eluidos; ® cromatograma obtido conforme
descrito na se¢do 3.2; °P < 0.05 comparado com o grupo 0 (AGS); ' P < 0.05 comparado
com o grupo 1 (AGMI); ® P < 0.05 comparado com o grupo 2 (AGDI); "P<0.05 comparado
com o grupo 3 (AGTI); '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
grafico 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 numero de insaturagbes presentes na cadeia
alquilica. Este procedimento pode ser entdo aplicado para monitorar a
seletividade da andlise, monitorando contaminagdes e co-eluicdes sem perda de

sensibilidade.
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Figura 8. Grafico de escores CP1 (82,12%) versus CP2 (17,83%) para os
espectros de massas obtidos por monitoramento de ions selecionados (m/z 74,
79, 81 e 87)

Legenda: () decanol; (W) dodecanal; () pentacosane; () pico co-eluido (20:1 e
20:3n3); () EMAG saturados; (#) EMAG monoinsaturados; (4 ) EMAG di-insaturados; (')
EMAG tri-insaturado; () EMAG com 4, 5 ou 6 insaturacdes
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4 1.2 Curvas de Calibracao e Figuras de Mérito

Fatores respostas (FR), coeficientes de correlacdo (R), faixas lineares, limites
de deteccdo (LoD) e limites de quantificacdo (LoQ) foram obtidos através de
curvas de calibragdo para todos os EMAG de interesse. Curvas de calibragdo
foram obtidas considerando cinco niveis de concentragcdes em relagdo a uma
concentracao fixa de padrédo interno (19:0), injetadas em triplicata. As curvas
foram entdo obtidas por regressao linear e R foi considerado como uma estimativa
da qualidade das curvas obtidas, quanto mais proximo de 1,0, menor a disperséao
do conjunto de pontos experimentais em relacdo a curva obtida e menor a
incerteza dos coeficientes de regressao estimados. A Figura 10 ilustra as curvas
de calibracdo obtidas para os EMAG 14:0 e 16:1.

= MEAG 16:1
e MEAG 14:0 .

(area MEAG)/(area 19:0)

0.2 4 t/‘
. ,,,I,,,/,,,/,,,/

— T T T T 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
(concentragcdo MEAG)/(concentragéo 19:0)

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

FR individuais foram obtidos para cada EMAG (Tabela 5) permitindo a
quantificacdo dos mesmos numa ampla faixa cromatogréafica. Os FR obtidos foram
inversamente proporcionais aos numeros de carbonos e insaturagées dos EMAG,
provavelmente devido a diminuicdo da volatilidade dos mesmos com o aumento

da cadeia carbénica (Schreiner, 2005).
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Uma correlacdo linear significativa foi observada entre o FR e o numero de
carbonos para EMAG saturados, monoinsaturados e com duas insaturacées (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 deteccao e quantificacao foram calculados com base nas analises de
regressao linear. Neste contexto o LoD expresso em termos da resposta

instrumental, LoDg é dado por:

LoDgr=b + 3sp equacao 1

onde b é o ponto de intercepcao em y da reta de regressao e sp 0 erro padrdao da
intercepcao (Miller e Miller, 2000). Reescrevendo a equacao 1 para dar o LoD
expresso em termos da concentragdo do analito, LODc, e fazendo a aproximacao
de b igual a zero (o que ocorre na pratica), temos:

LoD¢ = 3sp/m equacao 2

onde m é o coeficiente angular da reta de regressao.

Os LoD¢ obtidos neste trabalho foram, em regra, um pouco maiores que 0s
reportados por Dodds et al. (2005), na andlise de varios EMAG por CG-EM
através do MIS de trés ions (entre os ions de m/z 41, 43, 55, 67, 74, 79, 87 € 91)
para cada EMAG. Porém, varios dos ions sugeridos pelo autor (como os m/z 41,
43, 55, 67 e 91) sdo comuns a outras classes de compostos, diminuindo a
seletividade do método, além de ndo permitir a determinacdo do numero de
insaturacoes do EMAG.

Equacdes equivalentes foram utilizadas na obtencao do LoQ:

LoQgr =b + 10sp; LoQc = 10spy/m equacoes 3e 4
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O método desenvolvido apresentou grande detectividade, permitindo a
determinacao de varios EMAG na faixa de ng/mL (Tabela 5).
Tabela 5. Figuras de mérito para 22 EMAG de interesse

Faixa linear LoD, LoQ, . DPR
EMAG FR? R Média RA

(wg/mL)  (ug/mL) (pg/mL) (%)
140 1,701 0,988 0,416-107,0 0,125 0416 0,7897 2,68

16:1 0,520 0,986 0,440-53,0 0,132 0,440 0,122° 3,27
16:0 1,280 0,976 0,912-320,0 0,274 0,912 1,056% 1,88
17:.0 1,151 0,976 0,894-53,0 0,268 0,894 0,349° 0,35
18:3n6 0,370 0,979 1,013-107,0 0,304 1,013 0,142° 0,60
18:2n6 0,564 0,981 0,512-107,0 0,154 0,512 0,135° 0,16
18:1 0,417 0,989 0,964-107,0 0,289 0,964 0,131° 0,59
18:3n3 0,477 0,976 0,991-107,0 0,297 0,991 0,740* 1,23
18:0 1,018 0,985 0,800-213,0 0,240 0,800 0,750° 0,28
20:4n6 0,310 0,966 0,883-107,0 0,265 0,883 0,117° 0,34
20:5n3 0,482 0,973 0,619-107,0 0,186 0,619 0,120° 0,25
20:3n6 0,372 0,982 0,918-53,0 0,275 0,918 0,134° 0,24
20:2n6 0,547 0,981 0,529-53,0 0,159 0,529 0,130° 0,31
20:0 0,966 0,969 0,952-213,0 0,286 0,952 0,703% 0,63
21:0 0,887 0,968 0,872-107,0 0,262 0,872 0,322° 0,38
22:6n3 0,170 0,984 0,872—147,0 0,305 0,872 0,092° 0,50
22:2n6 0,234 0,987 1,018-1,018 0,305 1,018 0,117° 0,98
22:1n9 0,278 0,972 1,034-147,0 0,310 1,034 0,098° 2,10
22:0 0,870 0,980 1,071-107,0 0,321 1,071 0,620 0,59
23:0 0,772 0,987 1,016-147,0 0,305 1,016 0,279° 0,80

241 0,212 0,980 1,200-147,0 0,360 1,200 0,089° 0,65
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24:0 0,707 0,977 1,067-213,0 0,320 1,067 0,546° 0,86

 FR relativo a concentracdo do padréo interno (19:0); ® média da triplicata obtida para a
concentracao de 27.0 ug/mL; ® média da triplicata obtida para a concentracao de 53,0 ug/mL;
Legenda: FR, fator resposta; R, coeficiente de correlacao; LoD, limite de deteccéo; LoD,
limite de quantificagao; RA, razdo entre a area do pico de interesse e a area do padrao interno
(19:0); DPR, desvio padrao relativo; DP, desvio padrao
Tabela 6. Fatores respostas em funcéo do nimero de carbonos

Grupos de
Média FR + DP DPR (%) FR =a + b*c R
EMAG

0(n*=10) 1,017+0,304 29,88 FR=2,68-0,085*c 0,941
1(n=4) 0455%0,250 54,87 FR=1,11-0,038*c 0,996
2(n=3) 0,449+0,186 41,40 FR=2,10-0,083"c 0,888
3(n=2) 0,406 =0,061 14,99 - -
(n=3) 0,321 +0,156 48,60 - -

®numero de EMAG no grupo; Legenda: a, coeficiente linear da reta; b, coeficiente angular da

reta; ¢, nimero de atomos de carbono na cadeia do AG correspondente

A repetitividade da técnica foi determinada pela analise de EMAG padrées. A
razdo da area (RA) de cada EMAG em relacéo a area do padréo interno foi obtida
para amostras diferentes em um mesmo dia. A variabilidade da média de RA
expressa como desvio padrdo relativo (DPR) mostra que o método possui

repetitividade aceitavel para todos os EMAG (DPR < 5%).

4.2 Determinacao do perfil de acidos graxos em amostras de sangue
4.2.1 Separacdao dos lipidios presentes em sangue

Cromatografia preparativa em camada delgada (CPCD) foi utilizada para
separar os lipidios presentes em sangue. A Figura 11 ilustra o cromatograma
obtido para amostras de plasma apds revelacdo com vapores de iodo. Sete
fracOes lipidicas foram separadas e detectadas conforme apresentado na Tabela
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No extrato lipidico obtido a partir de ME foi detectada a presenca de FL,
glicolipidios, TG, AG livres e EC. Porém, TG, AG livres e EC ndo sado constituintes
da ME, e a presenca destes lipidios sugere a contaminacao das amostras de ME
com lipoproteinas plasmaticas e/ou leucocitos.

Tabela 7. Fragbes lipidicas e fatores de retengao

=7 Fracao lipidica R
1 fosfolipidios (FL) e 0,00
7 6 glicolipidios?

////f 2 monoacilgliceridios 0,07
3 1,2-diacilgliceridios 0,14

C:_H.JS 4 1,3-diacilgliceridios 0,16
4 5 acidos graxos livres® 0,54
| 6 triacilgliceridios (TG)? 0,84
_gi 7 ésteres de colesterol (EC)? 0,92
1 %oram encontrados também em amostras de ME

®Silica-Gel 60 foi utilizada como fase estacionéria €
hexano/dietil éter/acido acético (70,0:30,0:1,5; v/v/v)

foi utilizado como fase mével

Figura 10. Separacao das fracdes lipidicas presentes em plasma e membrana
de eritrécitos por CPCD

Para confirmarmos a contaminagdo, procedemos a quantificacdo dos lipidios
presentes em ME por microgravimetria. Os resultados obtidos revelam que as
quantidades de TG e EC presentes nos extratos (Tabela 8) sdo significativamente
maiores que as quantidades relatadas na literatura (Nelson, 1972).

A gquantidade média de EC obtida foi quase trés 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
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(secao 9.3.5) ndo permitiu a remocao completa dos leucécitos e proteinas
plasmaticas. Como o aumento no numero de lavagens poderia levar a perdas de
FL e glicolipidios, constituintes da membrana, o nimero de lavagens nao foi
aumentado. Para evitar interferéncia dos TG e EC no perfil de AG da ME, todos os
extratos lipidicos obtidos para esta fragdo foram submetidos a CPCD. Apenas a
fracdo correspondente a fragédo lipidica de interesse (F, = 0,0; fosfolipidios e
glicolipidios) foi considerada as analises subsequentes.

Tabela 8. Composicgéo lipidica das membranas de eritrdcitos

PYRITIT
(/‘r’n'/';'f'm % lipidio (m/m)
obtidos 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 +
glicolipidios 68,20 + 5,19 74 %

4.2.2 Separacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos por CG

Os EMAG preparados por transesterificacdo dos AG presentes em
amostras de ME e FL, TG e EC de plasma, conforme descrito na secao 9.3.6,
foram separados por cromatografia gasosa. A Figura 12 ilustra os
cromatogramas obtidos para cada fragdo lipidica, condicbes cromatograficas
descritas na secao 9.3.2.

Todos os EMAG identificados estéo indicados nos cromatograma. Porém,
alguns EMAG n&o alcaram o limite de quantificacdo e ndo sdo considerados nas
discussdes posteriores.
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002 1115 1238 1300 1483 1605 1728 1850

5 2725 2853 2081 31.10 3238 3366

062 1085 1208 1332 1455 1580 1703 1826 1050 2074 2108 2321 2444 2568 26902 2815 2030 3062 3186 3300

Figura 11. Exemplos de cromatogramas obtidos por CG-EM/MIS (m/z 74, 79, 81
e 87) indicando a separacao dos EMAG preparados por transesterificacdo dos
AG presentes em a) membrana de eritrécitos; b) fosfolipidios de plasma; c)
triacilgliceridios de plasma e d) ésteres de colesterol de plasma

“Cromatogramas obtidos conforme descrito na seg¢éo 9.3.2”
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4.2.3 Perfil de 4cidos graxos em membrana de eritrocitos e esterificados em

fosfolipidios, triacilgliceridios 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 ndo diferem
significativamente dos valores dos obtidos para EMAG comerciais (Anexo B).
Desta forma, os espectros obtidos permitiram ndo sé a quantificacdo dos AG,
apds preparacao dos EMAG, mas também monitorar eventuais co-eluicdes e
contaminagdes nas amostras, permitindo repetir determinadas andlises quando

necessario.

Os perfis de AG presentes em ME e esterificados em FL, TG e EC de
plasma sdo apresentados nas Tabelas 10-13. As principais caracteristicas da

composicao de AG em fungéo dos lipidios estudados sdo resumidas a seguir.

Foram detectados em ME 19 AG derivados em ésteres metilicos, dos
quais 16 alcancaram o LoQ. Comparado as outras fracdes lipidicas, ME possui
proporcbes elevadas dos &cidos araquidénico (20:4n6), palmitico (16:0),
estearico (18:0) e oléico (18:1), além de uma proporcao relativamente grande de
AG de cadeia longa. O perfil de AG em ME difere significativamente do perfil
plasmatico, por exemplo, as proporc¢des de 18:2n6 e 18:3n3 (AG essenciais) sdo
significativamente maiores nos lipidios plasmaticos. Estes AG sdao encontrados

principalmente em TG e EC, lipidios que estdo 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 sdo os principais constituintes
dessa fracao lipidica. Aproximadamente 60% da quantidade de AG encontrados
em FL correspondem a AG insaturados, o0s quais sdo encontrados,
preferencialmente, esterificando a posi¢ao sn-2 do carbono do glicerol.

A composicdo de AG em TG é grandemente influenciada pela dieta, de
forma que a composi¢ao lipidica destra fragcdo é consideravelmente mais
susceptivel as variagées da dieta quando comparada a ME ou FL e EC de
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plasma. Esta afirmagdo é corroborada pelos maiores DPR encontrados para as
proporcées de AG desta fracao lipidica. Foram detectados em TG, 19 AG dos
quais 16 foram quantificados. Os AG 16:0; 18:2n6 e 18:1 sdo mais abundantes
neste lipidio. Adicionalmente, TG possuem uma propor¢do consideravelmente
menor de AGPI e AG de cadeia longa comparada a ME, FL ou EC.

O perfil de AG num dado lipidio é influenciado pela dieta, mas € o
resultado de um complexo processo de absorcao, transporte e metabolizagao
(Schwenk et al., 2010; Hodson et al., 2009). Diferencas no perfil de AG pode
ainda ser resultado da incorporacao diferenciada dos mesmos nos diversos
lipidios.

A conversao de colesterol livre em EC é realizada pela enzima LCAT (do
inglés “Lecithin—cholesterol acyltransferase”) a qual catalisa a transferéncia de
um AG esterificado na posicao sn-2 da lectina (fosfatidilcolina) para o colesterol
(Yang et al., 1986). Devido a prevaléncia de AG insaturados na posi¢cao 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 insaturacdo. 20 AG puderam ser identificados em EC dos quais 18
foram quantificados.
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Tabela 9. Composicao de acidos graxos (g/100g) em membrana de eritrdcitos

sN® ST MN° p’

Acido 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 + 024 031 + 0,10 0,21 = 0,05 0,072 0,034 0,031
16:0 30,75 + 2,66 28,06 + 2,565 24,92 + 2,70 0,004 < 0,001 0,013
17:0 0,77 + 0,32 061 + 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
18:0 209 + 2,72 2321 + 1,63 22,15 + 2,05 0,004 0,281 0,193
20:4n6 158 + 2,41 1829 = 194 21,39 + 2,33 0,002 < 0,001 0,003
20:5n3 053 + 0,32 0,29 + 0,12 0,30 = 0,04 0,007 0,072 0,940
20:3n6 0,87 + 058 139 + 060 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 + 0,84 166 + 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 + 056 098 + 054 1,32 + 0,37 0,756 0,224 0,146
24:0 1,63 + 0,50 1,5 + 043 2,28 + 0,72 0,387 0,015 0,003
ZAGS 55,63 + 3,87 54,23 + 3,07 50,84 + 4,70 0,363 0,041 0,048
ZAGMI 15,18 + 1,99 1541 + 0,93 15,16 = 0,97 0,685 0,982 0,542
ZAGPI 29,56 £ 2,76 30,5 + 2,26 34,04 + 3,91 0,416 0,012 0,028
n6/n3 14,88 + 1,17 146 + 0,77 9,37 * 1,05 0,160 0,028 0,001

@ média de 20 sujeitos analisados em duplicata; ® média de 17 sujeitos analisados em duplicata; °
média de 07 sujeitos analisados em duplicata; ® Os valores foram comparados usando o teste-t de Student,
um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ZAGS, somatéria dos acidos graxos saturados; ZAGMI,
somatoria dos acidos graxos mono-insaturados; ZAGPI, somatéria dos &cidos graxos poli-insaturados; MN,

sujeitos magros nao-tratados; SN, sujeitos com sobrepeso nao-tratados; ST, sujeitos com sobrepeso
tratados com Orlistate
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Acido graxo

14:0
15:0
16:1
16:0
17:1
17:0
18:3n6
18:2n6
18:1
18:3n3
18:0
20:4n6
20:5n3
20:3n6
20:2n6
20:1
20:0
22:6n3
22:0
24:1
24:0
ZAGS
ZAGMI
ZAGPI
n6/n3

SN ST
Média + DP Média + DP
0,33 + 0.07 0,42 * 0.16
0,27 + 0.05 0,29 = 0.10
054 + 0.11 0,57 + 0.24

27,08 + 1.41 27,27 + 2.00
0,12 + 0.05 0,11 + 0.06
0,43 + 0.10 0,42 + 0.13
0,11 + 0.05 0,14 + 0.10

19,74 + 0.87 18,27 + 1.07
859 + 1.35 8,13 + 0.78
1,47 = 0.19 1,47 = 0.33

14,89 + 0.86 16,68 + 1.54

14,48 + 0.79 1527 + 1.00
0,98 + 0.23 0,57 + 0.12
4,72 + 0.66 4,47 + 0.66
0,25 + 0.07 0,26 + 0.12
0,17 + 0.08 0,16 + 0.09
0,19 + 0.07 0,22 + 0.07
4,45 + 0.55 3,89 + 0.86
0,41 + 0.18 0,44 + 0.11
0,47 + 0.25 0,62 + 0.34
0,35 + 0.18 0,38 + 0.16

43,96 + 1.36 46,13 + 1.69
9,77 + 1.35 9,48 + 0.77

46,20 + 1.20 44,33 + 1.73
572 + 0.44 6,55 + 0.78

d

MN° p
Média+DP  SNxST SNxMN MNxST
031 + 005 0,031 0344 0,080
028 + 007 0302 0553 0,772
040 + 006 0539 0,004 0073
2448 + 140 0737 <0,001 0,003
013 + 006 0658 0588 0,459
046 + 0.13 0779 0566 0525
011 + 004 0262 0910 0445
1823 + 092 <0,001 0,001 0,933
849 + 077 0221 0846 0317
1,30 + 019 0984 0,055 0,218
14,81 + 1.36 <0,001 0857 0,011
16,26 + 085 0,010 <0001 0,031
067 + 0.15 <0001 0,004 0,085
538 + 053 0271 0,025 0,004
030 + 009 0969 0211 0424
014 + 003 0777 0331 0539
027 + 003 0230 0,008 0,066
634 + 1.13 0,021 <0,001 <0,001
054 + 0.06 0664 0090 0,028
071 + 016 0127 0,025 0507
042 + 015 0565 0333 0549
4157 + 192 <0001 0,001 < 0,001
973 + 0.84 0448 0953 0,484
4858 + 146 <0001 <0,001 < 0,001
491 + 064 <0001 0001 <0,001

?média de 20 sujeitos analisados em duplicata; ® média de 17 sujeitos analisados em duplicata;

¢ média de 07 sujeitos analisados em duplicata; 40s valores foram comparados usando o teste-t de

Student, um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ZAGS, somatéria dos acidos graxos

saturados; ZAGMI, somatdria dos acidos graxos mono-insaturados; ZAGPI, somatéria dos acidos

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

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

SN° SsT° MN° p’

Acido graxo  Média  DP Média + DP Média+DP  SNxST SNxMN MNxST
14:0 145 + 022 162 + 027 150 + 092 0046 0841 0614
15:0 051 + 009 046 + 012 048 + 016 0,162 0474 0,799
16:1 261 + 064 292 + 037 295 + 071 0085 0244 0,885
16:0 2435 + 184 2588 + 205 2411 + 167 0022 0772 0,056
17:1 027 + 006 025 + 008 022 + 008 0523 0127 0,385
17:0 049 + 009 044 + 011 048 + 020 0127 0772 0,584
18:3n6 050 + 015 030 + 014 023 + 009 <0001 <0001 0,202
18:2n6 1938 + 112 17,02 + 145 2033 + 142 <0001 008  <0,001
18:1 3441 + 270 3313 + 1,61 3347 + 199 0096 0411 0,662
18:3n3 218 + 040 266 + 021 263 + 047 <0001 0021 0877
18:0 979 + 080 1058 + 1,70 865 + 124 0074 0010 0,013
20:4n6 240 + 025 320 + 050 347 + 034 <0001 <0001 0216
20:5n3 020 + 009 019 + 009 018 + 010 0983 0749 0,768
20:3n6 058 + 022 052 + 014 039 + 019 0314 0055 0,080
20:2n6 023 + 015 021 + 008 023 + 019 0531 0965 0,689
20:1 060 + 023 052 + 020 057 + 021 0265 0785 0,555
20:0 0,14 + 007 011 + 004 016 + 010 0,140 0527 0,089
ZAGS 36,74 + 1.88 39,10 + 212 3538 + 1,76 0,001 0,108  <0,001
ZAGMI 37,88 + 248 3682 + 139 3721 + 178 0125 0520 0,563
ZAGPI 2546 + 141 2410 + 1,66 27,47 + 165 0010 0,005 < 0,001
né/n3 1012 + 233 751 + 089 896 <+ 135 <0001 0228 0,005

2 média de 20 sujeitos analisados em duplicata; ® média de 17 sujeitos analisados em duplicata; °
média de 07 sujeitos analisados em duplicata; 40Os valores foram comparados usando o teste-t de Student,
um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ZAGS, somatoria dos acidos graxos saturados; ZAGMI,
somatoria dos acidos graxos mono-insaturados; ZAGPI, somatéria dos acidos graxos poli-insaturados; MN,

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

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

d

SN° ST MN° p
Acido graxo  Média £ DP Média + DP Média+DP  SNXST SNxMN MNxST
14:0 098 + 022 080 + 023 095 + 027 0022 0756 0,199
15:0 046 + 014 030 + 011 035 + 005 <0001 0044 0308
16:1 437 + 068 344 + 071 451 + 046 <0001 0617 0,001
16:0 1214 + 133 1540 * 1,26 1563 + 132 <0001 <0,001 0,692
17:1 024 + 004 022 + 013 0,17 + 002 0350 <0001 0,373
17:0 029 + 011 020 + 005 0,16 + 003 0002 0005 0,136
18:3n6 069 + 029 061 + 021 039 + 011 0380 0014 0,016
18:2n6 42,94 + 181 3859 + 218 3750 + 3,11 <0001 <0001 0,338
18:1 20,15 + 129 1930 + 1,71 2022 + 1,20 0092 0906 0,209
18:3n3 144 + 028 139 + 029 129 + 052 0583 0340 0,557
18:0 334 + 083 401 + 052 240 + 032 0007 0007 <0,001
20:4n6 985 + 127 11,35 + 1,4 11,54 + 093 0001 0004 0,711
20:5n3 050 + 015 031 + 007 035 + 008 <0001 0024 0,242
20:3n6 138 + 033 202 + 042 152 + 041 <0001 0368 0,013
20:2n6 032 + 019 032 + 018 038 + 021 0960 0476 0,455
20:1 049 + 017 033 + 017 034 + 008 0009 0034 0,922
20:0 0,18 + 009 009 + 005 008 #+ 003 <0001 0007 0745
22:6n3 035 + 016 045 + 028 025 + 0,16 0,160 0200 0,089
ZAGS 1740 + 180 2079 + 1,39 1864 + 2248 <0001 0,009 0,069
ZAGMI 2525 + 138 2329 + 1,99 1898 + 2637 0001 0981 0,028
ZAGPI 57,46 + 211 5505 + 1,74 5123 + 5756 0001 <0001 0,065
né/n3 2447 + 312 2543 + 478 1672 + 33,44 0468 0090 0,204

2 média de 20 sujeitos analisados em duplicata; ° média de 17 sujeitos analisados em duplicata; °

média de 07 sujeitos analisados em duplicata; 940s valores foram comparados usando o teste-t de Student,

um valor de p < 0.05, foi considerado significativo; ZAGS, somatoria dos acidos graxos saturados; ZAGMI,

somatoria dos acidos graxos mono-insaturados; ZAGPI, somatdria dos acidos graxos poli-insaturados; MN,

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

tratados com Orlistate
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4.3 Avaliacao das alterac6es do perfil lipidico dos pacientes tratados com Orlistate

4.3.1 Consideracoes gerais

As amostras analisadas foram divididas em trés grupos, listados a seguir:
i) individuos magros nao-tratados (MN): 07 individuos;
i) individuos com sobrepeso ndo-tratados (SN): 20 individuos;
i) individuos com sobrepeso tratados com Orlistate (ST): 17 individuos.

Todos os voluntarios foram submetidos a uma dieta de baixas calorias, mantida
durante todo o experimento. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

O grupo de estudo foi restrito a mulheres de meia idade com sobrepeso
(Tabela 9). Embora esta restricdo garanta a homogeneidade das amostras e
contemple um grupo significativo de usuarios de Orlistate, a escolha limita a
abrangéncia do estudo, o qual ndo pode ser prontamente extrapolado para
homens ou mulheres de faixa etaria diferente.

4.3.2 Efeitos do Orlistate nos pardmetros bioquimicos

A avaliagdo dos parametros bioquimicos foi realizada no Laboratério de
Investigagdo em Metabolismo e Diabetes LIMED — UNICAMP em colaboragao
com o Dr. Bruno Geloneze Neto e a pés-doutoranda em Clinica Médica Sabrina
Nagassaki.

Os sujeitos tratados com Orlistate ndo apresentaram alteracgdes significativas no
indice de massa corporal (IMC) ao longo de 120 dias de tratamento (p = 0,64;
comparando individuos com sobrepeso tratados e ndo-tratados).

O nivel 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 niveis de glicose, colesterol, TG e colesterol-LDL
foram observadas apenas uma diminuicdo nao significativa (p > 0,05), dados
apresentados na Tabela 9.

Vidgren et al. (1999) relatam uma diminuicdo significativa do IMC para
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individuos obesos tratados com Orlistate por um ano. Os autores observaram
apenas diminuigbes nao significativas dos niveis de colesterol total, colesterol-
LDL, colesterol-VLDL e TG (p > 0,05). Porém, os autores observaram um aumento

significativo dos niveis de colesterol-HDL.

Finer et al., 2000 demonstraram a capacidade do Orlistate em reduzir
significativamente os niveis séricos de colesterol total e colesterol-LDL. As
diferencas entre os resultados obtidos nos estudos citados e os obtidos nesta
dissertacdo, podem estar relacionadas a auséncia da perda de peso e ao curto
periodo de tratamento (120 dias).

Embora a diminuicdo do nivel de colesterol no plasma, devido ao tratamento
com Oirlistate, seja bem documentada na literatura (Muls et al., 2001), ndo ha
relatos anteriores da alteracdo do conteddo 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 ndo-tratado). Adicionalmente, o conteudo de colesterol
médio, obtido para o grupo sobrepesos tratados foi significativamente menor do
que para o grupo de magros nao-tratados (~ 12%, p = 0,031). Estes resultados
demonstram que o Orlistate é capaz de influenciar o conteddo de colesterol na
ME, o que pode ser explicado pela diminuigdo do nivel de colesterol no plasma,
embora a diminuicdo no teor de colesterol na ME tenha sido proporcionalmente
maior comparado a alteracao observada em plasma.

Orlistate nao possui efeito direto sobre a absorcao do colesterol ou sobre a sua
biossintese. O mecanismo de agédo descrito para o farmaco 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 absor¢do. Uma vez que os TG sdo menos hidrolisados

devido a inibicAdo das lipases pancredticas, ao invés de formarem-se micelas
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absorviveis, forma-se uma fase oleosa persistente no intestino (constituida dos TG
nao hidrolisados), a qual retém o colesterol impedindo a sua absorgéo (Muls et al.,
2001), levando a uma diminuig&do dos niveis de colesterol devido ao tratamento.

Tabela 13. Caracteristicas dos individuos e parametros clinicos

Média + DP p
Parametros MN SN ST MNxSN MNxST SNxST
Idade (anos) 281+30 375+435 37,5+435 : : :
IMC (kg/m?) 218+1,4 328+29 32430 <0,001 <0,001 0,64
Glicose (mg/dl) 783+42  797+96 759457 093 022 025
Colesterol total (mg/dl) 159,8 +16,7 185,5+251 171,8 +34,9 015 061 027
TG (mg/dl) 886+219 1156+459 110+450 026 038 074
Colesterol-HDL (mg/dl)  650+57  520+87 45079 0,01 <0,001 0,08
Colesterol-LDL (mg/dl) 83,0+12,6 11054192 1045 +21,4 001 003 062
ColesterolnaME , .¢, 609 1204042 1,07+0,09 0224 0,031  <0,001

(mg/g de ME)
Legenda: IMC, indice de massas corporal (IMC = peso(kg)/altura(m)?); HDL, do inglés “high-

density lipoprotein”; LDL, do inglés “low-density lipoprotein”; MN, sujeitos magros nao-tratados;

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

triacilgliceridios; p, probabilidade associada ao Teste-t de Student, p < 0,05 foram considerados
significativos e estdo destacados em negrito.

O conteddo médio de colesterol foi maior (diferenca nao signifcativa) para o
grupo sobrepesos nao-tratados comparado ao grupo de magros nao-tratados (+
0,06 mg/gME; p = 0,224). Resultados semelhantes sao reportados por Cazzola et
al. (2004), os quais constataram que o teor de colesterol na ME para individuos
obesos é significativamente maior comparado a individuos magros.

Embora seja consensual que o tratamento com Orlistate melhore a
sensibilidade a insulina e diminua os niveis de glicose, ndo ha consenso se este
€ um efeito primario da acao do farmaco ou um efeito secundario mediado pela
perda de peso (Heymsfield et al., 2000; Tiikkainen et al., 2004). Neste trabalho,
nao se observou uma diminuigao significativa no nivel de glicose (p = 0,25).
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4.3.3 Efeito do Orlistate no perfil de acidos graxos (andlise exploratodria)

PCA foi utilizada para investigar similaridades entre as amostras e revelar quais
AG sao importantes na discriminacao dos individuos, e consequentemente, quais

AG tiveram suas proporgdes alteradas devido ao tratamento com Orlistate.

A matriz de dados foi construida com 43 linhas (amostras; 20 de sobrepeso
nao-tratados, 16 de sobrepeso tratados e 07 de magros nao-tratados; em
duplicata) e 88 colunas (variaveis; proporcées médias de 16 AG em ME, 21 em
FL, 17 em TG e 18 em EC; adicionalmente ZAGS, ZAGMI, ZAGPI e a razdo n6/n3
para cada lipidio foram considerados). As percentagens médias de cada AG
presentes em ME (Tabelas 10), FL (Tabelas 11), TG (Tabelas 12), EC (Tabelas
13) de plasma, estao descritos nas tabelas citadas.

PCA permitiu a reducdo da dimensionalidade dos dados para dez CP,
mantendo 94,11% das informacdes dos dados originais. Auto-escalamento das
variaveis foi utilizado como pré-processamento, permitindo que todos os AG
tenham a mesma influéncia no modelo. Isto € importante uma vez que varios AG,
como 20:5n3 e 22:6n3, embora encontrados em baixa proporcdo nas amostras,

possuem importantes fungdes bioldgicas.

A versao final do modelo de PCA foi obtida ap6s a exclusdao de uma amostra a
qual apresentou um comportamento atipico, esta amostra foi excluida
considerando como critério os valores de distancia de Mahalanobis, os residuos
fornecidos e sua posicdo na projecao em trés dimensdes do grafico de escores.
Selecdo de variaveis considerando o poder de modelagem das variaveis. O
proceso ndo melhorou a discrimangao das amostras e nao foi, portanto,

considerado.

O grafico de escores (Figura 13a) revelou o agrupamento das amostras em trés
grupos distintos, confirmando um perfil diferente de AG para individuos magros e
com sobrepeso, além da alteracdo do perfil de AG devido ao tratamento com
Orlistate. As amostras do grupo sobrepesos tratados foram separadas dos grupos
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de sobrepesos ndo-tratados e magros nao-tratados ao longo da primeira CP
(16,08% das informacdes dos dados originais), ja a segunda CP (13,10% das
informagdes dos dados originais) permitiu discriminar os grupos de sobrepesos
tratados e magros nédo-tratados. Apenas uma amostra (do grupo de sobrepesos
tratados) foi encontrada no gréafico de escores numa regiao diferente do grupo ao

qual pertence.

O grafico de escores (Figura 13a) também revela uma aproximacao do perfil de
AG dos individuos com sobrepeso apos o tratamento com Orlistate em direcao ao
perfil de AG obtidos para individuos magros. Isto € evidenciado pela similaridade
destes grupos em PC1 (a qual contém maior quantidade de informacao).
Adicionalmente, ha uma diminuicdo na dispercdo das amostras (individuos)
tratados, isto pode sugerir uma convergéncia do perfil de AG, semelhante ao
observado para individuos magros.

A analise do gréafico de escores revelou que o grupo de sobrepesos nao-
tratados possui valores positivos na primeira CP, que esta relacionada a niveis
elevados do acido linoléico (18:2n6) em diversos lipidios como mostra o gréafico de

pesos.

A proporgédo de 18:2n6, um AG essencial, diminuiu em todas as fragbes
lipidicas 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
diminui¢do significativa na proporgédo de 18:2n6 em TG, EC e FL presentes em
plasma de individuos obesos.
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Figura 12. Andlise de componentes principais do perfil total de AG (CP = 10;
94,11%); a) grafico de escores mostrando CP1 (16,08%) versus CP2 (13,10%);

b) grafico de pesos, mostrando CP1 versus CP2
Legenda: para os grupos de ( W) sobrepesos nao-tratados; ( ® ) sobrepesos tratados com
Orlistate e (A ) magros ndo-tratados
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A reducgédo dos niveis de 18:2n6 pode ser explicada pela menor absorgéo deste
AG da dieta, devido ao tratamento com Orlistate. E improvavel que o Orlistate
interfira na absorcdo de TG em estagios posteriores a hidrolise, como na
incorporagdo em micelas, absorgdo da micela, ou na reesterificagdo e liberacdo
dos lipidios absorvidos. E sabido que 18:2n6 se encontra esterificado
preferencialmente na posicdo sn-2 do glicerol (Figura 2), e que a hidrélise
incompleta do TG impede a formagéo de sn-2-MG absorviveis. Assim, podemos
especular que a inibicdo da hidrolise do TG, ou sua hidrélise parcial (formando
diacilgliceridios) contribua, em alguma extenséo, para a diminuicdo da proporcao
de 18:2n6 em diversos lipidios.

A propor¢ao de acido a-linolénico (18:3n3) nas fracées de FL e EC de plasma
(p = 0,980, p = 0,580, respectivamente) ndao foram alterados significativamente
devido ao tratamento com Orlistate, mas em TG, esta proporcdo aumentou
significativamente (+ 0,48%, p <0,001). Uma vez que 18:3n3 também &€ um AG
essencial, a explicacdo do aumento de sua proporcao permanece desafiador e
dificil de racionalizar com base no mecanismo de agdo atualmente aceito para

inibidor de lipases Orlistate.

A PCA evidenciou a diminuicdo da propor¢ao do acido heptadecandico (17:0)
presente em ME e EC, do acido pentadecandico (15:0) devido ao tratamento com
Orlistate. Estes AG contribuiram para separagcdo das amostras de individuos com
sobrepeso, tratados e nado-tratados com o farmaco, ao longo da primeira CP do
grafico de escores. AG com numeros impares de carbonos sdao exdgenos e
devem, portanto, serem obtidos da dieta. Assim uma diminuicdo na absorcao de
TG devido ao tratamento com Orlistate, deve contribuir para a diminuicdo na
propor¢cédo de AG provenientes da dieta.

O tratamento com Orlistate também diminuiu a propor¢ao de 20:5n3 em varios
lipidios (- 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 néo foi observada alteracéo 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 a 20:5n3 (Medeiros et al., 2007; Poulsen et al., 2007).
Desta forma, para que niveis adequados de 20:5n3 em diversos lipidios sejam
mantidos no organismo, quantidades suplementares de 20:5n3 devem ser
obtidas da dieta. Assim, a reducéo na absorcao de lipidios devido ao tratamento
com Orlistate tem um impacto direto sobre a propor¢do do AG 20:5n8.

A proporgao 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 nao se alterou significativamente em ME e EC de plasma (p = 0,186
e 0,160; respectivamente). As diferencas nas alteragdes das proporcdes de
20:5n3 e 22:6n3 na ME, devem estar relacionadas a taxa de troca destes AG entre
lipoproteinas e ME, sendo a taxa de troca de 22:6n3 menor, devido ao fato deste
estar localizado no lado interno da bicamada lipidica (Katan et al., 1997; Burdge et
al.,, 2007). Assim, devido a menor taxa de troca, pode ndo ter havido tempo
suficiente para que a alteracdo na proporcédo de 22:6n3 em plasma refletisse na
composi¢do da ME. Resultados semelhantes foram relatados em ratos tratados
com Orlistate durante 19 dias por Hernandez et al. (2010).

Proporgcbes elevadas de 20:4n6 foram associadas a valores negativos da
primeira CP, demonstrando o aumentou nas proporcdes deste AG devido ao
tratamento com Orlistate. A proporcao de 20:4n6 aumentou significativamente em
todos os lipidios 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 nivel do AG 20:4n6 em eritrécitos e plasma de ratos tratados com Orlistate e
uma dieta rica em lipidios. O aumento na propor¢ao de 20:4n6 pode ser explicado
pela diminuicdo dos niveis de 20:5n3, o qual compete com 20:3n6 (precursor do
20:4n6) pela enzima A5-dessaturase, Figura 3. Consequentemente, quanto menor
o nivel de 20:5n3 mais elevadas serao as proporcoes de 20:4n6. Adicionalmente,
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a proporgao de 20:3n6 aumentou em ME (+0,52%, p = 0,011) e em EC de plasma
(+0,64%, p < 0,001), contribuindo para o aumento na propor¢ao de 20:4n6.

O grupo de sobrepesos nao-tratados apresentou valores negativos na primeira
CP no grafico de escores, a analise do grafico de pesos sugere que o tratamento

contribuiu para o aumento da ZAGS em EC.

Acido palmitico (16:0) é o AG saturado mais abundante em animais e plantas,
16:0 é o primeiro AG produzido pela lipogénese (biossintese de AG). O tratamento
com Orlistate diminuiu a proporcao de 16:0 em ME (- 2,69%, p =0,004), mas
aumentou significativamente a proporcdo em TG e EC de plasma (+1,35%, p =
0,022 e +3,26%, p <0,001; respectivamente), e ndo a proporgcédo de 16:0 em FL de
plasma (p = 0,737). Ja a propor¢édo de 18:0 aumentou significativamente em todos
os lipidios estudados, em ME (+ 2,31%, p = 0,004) e plasma (+ 1,79% em PL, p
<0,001; + 0,79% em TG, p = 0,074; + 0,67 % em CE, p = 0,007).

O tratamento de individuos com sobrepeso n&o alterou significativamente a
ZAGS, *AGMI e AGPI em ME (p = 0,363; 0,685 e 0,416, respectivamente). Em
plasma, o 2AGS aumentou em todos os lipidios estudados (+ 2,17% em FL, p
<0,001; + 2,36% em TG, p <0,001; + 3,39% em EC, p <0,001). O ZAGMI em
plasma foi alterado significativamente somente na fracdo de EC, a qual diminuiu
com o tratamento (-1,96%, p < 0,001), enquanto o ZAGPI diminuiu em todos os
lipidios presentes em plasma (- 1,87% em FL, p <0,001; - 1,36% em TG, p =
0,010; - 2,41% em EC, p <0,001).

Cazzola et al. (2004) sugerem que baixos niveis de AGPI e antioxidantes em
ME sdo conseqUéncias de eventos bioquimicos relacionados a
obesidade/sobrepeso, provavelmente devido a uma redugdo na taxa de troca
entre lipoproteinas e ME, resultando na diminuicdo da fluidez da membrana. ME
de individuos magros apresentam maiores >AGPI| que de individuos obesos, mas
as diferencas nao foram significativas. Resultados semelhantes foram obtidos na
presente dissertacdo, onde o *AGPlI em ME foi significativamente maior para
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individuos magros relativamente a individuos com sobrepeso (+ 4,48% em
comparagao com sobrepeso nao-tratados, p = 0,012; + 3,54% em comparagao
com sobrepeso tratados, p = 0,028).

A dieta ocidental atual é marcada por altas quantidades de AG-n6 em relacao a
quantidade AG-n3. A razdo n6/n3 em varios tecidos tem sido utilizada para avaliar
os efeitos de farmacos e da dieta no perfil de AG e o aumento desta razdo tem
sido interpretada como deletéria (Simopoulos, 2002).

O tratamento com Orlistate aumentou a razdo n6/n3 em FL de plasma (+
0,83%, p <0,001), diminuiu em TG (- 2,61%, p <0,001) e nao alterou
significativamente em ME e EC de plasma (p = 0,160 e 0,468, respectivamente).
Maiores razées n6/n3 em FL, TG e EC de plasma e em ME foram observados
para individuos com sobrepeso em comparagao com individuos magros. Em ME a
razao n6/n3 foi 59% maior para o0 grupo com sobrepeso nao-tratados comparado
ao grupo de magros nao-tratados (p = 0,028). Os resultados obtidos estdo em
otima concordancia com as observacoes de Cazzola et al. (2004), no estudo de
individuos obesos. Adicionalmente, as razdes n6/n3 encontrados na ME no
presente estudo (9,37 £ 1,05 para magros nao-tratados, 14,88 + 1,1 para
sobrepesos tratados e 14,60 *= 0,77 para sobrepesos nao-tratados) sao
consideravelmente maiores que os valores recomendados pela OMS, a qual
recomenda uma razdo n6/n3 entre 3 e 4 para adultos saudaveis (FAO/WHO,
1993).

Duas fracdes sanguineas 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 alteragdes em curto prazo, como ingestées recentes de lipidios. A
analise cuidadosa dos resultados obtidos permite afirmar que o estudo de ambas

as fracoes sanguineas fornecem informacdes complementares.

A PCA sugere que EC de plasma é um bom marcador para monitorar as
alteragdes no perfil de AG devido ao tratamento com Orlistate. Esta afirmativa é
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apoiada pelo grande numero de AG esterificados em EC significativos na
diferenciacdo entre individuos com sobrepeso tratados e ndo-tratados com
Orlistate. Além do maior numero de AG desta classe que sofreram alteracoes
significativas nas proporgdes, as quais foram consideravelmente maiores as
observadas para outros lipidios. Adicionalmente, a PCA de cada lipidio isolado,
revelou que AG presentes exclusivamente em EC foram os que forneceram
melhor discriminagéo entre individuos com sobrepeso tratados e ndo-tratados com
Orlistate (Anexo C).

O grupo de individuos magros ndo-tratados também obteve valores negativos
em CP1, mas ao contrario do grupo de individuos com sobrepeso tratados foi
associado a eles valores positivo em CP2. A analise do grafico de pesos revelou
que AG contendo mais de 20 atomos de carbono e AG presentes na ME tem
maior importadncia na separacao entre individuos magros e com sobrepeso.
Maiores niveis de 22:6n3 e 20:5n3 foram encontrados em ME e FL para magros
nao-tratados, de forma geral, um maior conteutdo de AGPI em ME e FL é

caracteristica deste grupo.

ME e FL de plasma podem ser considerados melhores marcadores para
obesidade que TG ou EC, isto sugere que alteracées no perfil de AG em FL,
principal constituinte da ME, tem papel significativo na obesidade/sobrepeso. Esta
afirmacao é suportada pelos modelos de PCA para cada lipidio isoladamente
(Anexo C).

Orlistate € um inibidor de lipases que atua no sistema digestivo sem sofrer
absorcdo, e ndo possui, portanto, acao sistémica (Zhi et al., 1996). Este farmaco
inibe a hidrélise de TG e consequentemente diminui a absor¢do de AG e MG, o
que pode afetar, indiretamente, o perfil de AG. Orlistate ndo altera a atividade ou
seletividade das enzimas relacionadas a biossintese de AG, as quais se
encontram dentro das células, de forma que, alteragdes no perfil AG devem ser
devidas exclusivamente as alteracoes na absorcdo de lipidios da dieta. Esta
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hipétese é corroborada pela diminuicdo na proporcdo de AG essenciais e

exo6genos associada ao tratamento.

As proporcdes de AG exdgenos e AG que precisam de suplementagdo para
manter niveis adequados no organismo diminuiram em quase todos os lipidios
estudados. Isto era esperado uma vez que Orlistate diminui a digestibilidade de
TG e, conseqlientemente, a absorcao de AG (King et al., 2006).

Por outro lado, AG enddgenos (AGS e varios AGMI), os quais podem ser
sintetizados a partir da acetil-CoA, provenientes da digestdo de carboidratos,
foram menos afetados pela ingestdo de lipidios. O aumento na propor¢céo de AG
enddgenos em resposta ao tratamento pode ser apenas reflexo da diminuicao na
proporcdo dos AG exdgenos e essenciais, uma vez que medimos proporcoes
relativas ao invés de quantidades absolutas. Desta forma, o aumento na
proporcédo dos AG enddgenos, nao corresponde necessariamente ao aumento na

biossintese dos mesmos.

O aumento na proporcdao de AG endbégenos observados devido ao tratamento
com Orlistate é similar a influéncia de uma dieta com baixo teor de gordura no
perfil lipidico de mulheres na pés-menopausa (King et al., 2006). King et al. (2006)
relatam o aumento na proporcdo de AGS (especialmente 16:0 e 18:0) e 20:4n6,
acompanhada da diminuicdo na proporcdo de 18:22n6 e do ZAGPIL. As
semelhancas entre os resultados obtidos sugerem que o efeito do Orlistate no
perfil de AG, é similar ao efeito da diminuicdo do teor de lipidios na dieta, o que
esta de acordo com o mecanismo de acao anteriormente proposto para o farmaco
(Clapham et al., 2001; Harp, 1998; Bray, 2008; Wittert et al., 2007).

Mudancas similares, embora quantitativamente distintas, foram observadas
em ambas as frac6es sanguineas avaliadas (plasma e ME). Esta observacao
esta de acordo com estudos anteriores, os quais relatam a troc a de AG entre
plasma, eritrécitos e plaguetas (Skeaff et al., 2006; Sun et al., 2007).

Adicionalmente, variagdes num mesmo sentido foram observadas para os lipidios
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estudados.

Estudos demonstram que em TG de plasma, o perfil de AG se assemelha,
mas nao € idéntico, ao observado para a dieta (Bysted et al., 2005; Summers et
al., 2000). Por outro lado, a composicdo de AG em outros lipidios como FL e EC,
€ menos influenciada pela dieta, devido a especificidade das acil-transferases
responsaveis pela incorporagcdo dos AG nestes lipidios. Hodson et al. (2008)
relataram que os AG 18:1, 18:2n6 e 16:0 sédo incorporadas em FL de plasma e
em ME numa mesma taxa, a qual foi significativamente diferente da observada
para incorporacdo destes AG em EC de plasma. A taxa de incorporagao
diferenciada observada para incorporacdo de AG em EC pode ser explicada
devido a especificidade da enzima lecitina-colesterol aciltransferase responsavel
pelo processo (Yang et al., 1986).

Por fim, os resultados apresentados nesta dissertacdo ndo sédo suficientes para
elucidar todas as alteragdes no perfil lipidico devido o tratamento com Orlistate e
avaliar a influéncia da dieta no tratamento. Os resultados obtidos demonstram que
o tratamento com Orlistate altera o perfil de AG em varios lipidios presentes em
sangue e na ME, com possivel impacto na funcionalidade da mesma. Além de
contribuir para a diminuicdo das proporcdes de AGPI-n3 e varios AG exdgenos e

essenciais.
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CONCLUSAO PARCIAL

Nesta Parte, ilustramos a capacidade da PCA em selecionar ions do espectro de
massas para quantificagdo de EMAG por CG-EM através de monitoramento de ions
selecionados (ions com m/z 74, 79, 81 e 87). O método manteve a informacéao
qualitativa relativa ao numero de insaturagées, o que juntamente com o tempo de
retencdo permite identificar o EMAG. Adicionalmente, os espectros de massas
obtidos por monitoramento dos ions selecionados permitiu avaliar a seletividade do
método simultaneamente a quantificagdo do EMAG, identificando possiveis co-

eluicbes e/ou contaminagdes nas analises.

A metodologia implementada para determinacdo de AG, apds preparagdo dos
respectivos EMAG, obteve adequada precisdo, repetitividade e baixos limites de
deteccao e quantificacdo. O desempenho obtido é aceitavel para muitas aplicacoes
analiticas, entre elas a determinagcdo de AG presentes em diversos lipidios

sanguineos.

O tratamento com Orlistate durante 120 dias resultou numa diminuicdo nao
significativa no indice de massa corpérea (IMC), mas contribuiu para diminuicdo nos
niveis de colesterol-HDL no plasma e do conteudo de colesterol total na ME. Embora
seja conhecida a capacidade do Orlistate em diminuir o conteudo de colesterol no
plasma, este é o primeiro relato de que o farmaco altere o conteudo de colesterol na
ME.

O tratamento com Orlistate também provocou a diminuicdo nas proporcoes de
varios AG essenciais e exdgenos, com consequente aumento nas propor¢oes de AG
enddégenos. O tratamento diminui significativamente a proporcdo de AG com
importantes fungcbdes biolégicas, como AGPI-n3, de forma que quantidades
suplementares dos mesmos podem ser indicadas com o uso prolongado do farmaco.
Adicionalmente, um perfil de AG significativamente diferente foi descrito para
individuos magros comparados a individuos com sobrepeso, confirmando a alteracédo
do perfil lipidico que acompanha o aumento de peso.
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INTRODUCAO PARTE Il

6.1 Metabolomica e metabonomica

Metaboldmica e metabondmica sao termos aplicados ao estudo de
organismos ou sistemas bioldgicos destinados a monitorar um grande numero de
metabdlitos (Weckwerth et al., 2005). Formalmente ha uma diferenca sutil entre
os termos, embora, na pratica eles sejam muitas vezes utilizados como

sindbnimos.

A diferenca entre metaboldmica e metabonémica ndo esta relacionada a
escolha da plataforma analitica: embora, na literatura, metabonémica esteja mais
associada a ressonancia magnética nuclear (RMN), enquanto metabolémica a
espectrometria de massas (EM). Embora ainda ndo haja concordancia absoluta,
ha um consenso crescente de que metabolémica coloque uma maior énfase no
perfil metabdlico endégeno normal, enquanto metabonémica amplie o perfil
metabdlico para incluir alteragdes do metabolismo causadas por fatores
ambientais (como dieta e estilo de vida), influéncias extragenémicas (como
microflora intestinal), processos fisiolégicos ou patoldégicos e intervengdes
farmacolégicas (Robertson, 2005; Lindon e Nicholson, 2008, Oliver et al., 1998).
Neste trabalho, o termo metabolémica sera empregado ao ser referir ao estudo
do perfil metabdlico.

Alternativamente, podemos entender metabolémica como uma combinacao
de metodologias analiticas e analise estatistica multivariada no estudo do
metaboloma. Metaboloma se refere ao conjunto completo de metabdlitos de um
organismo. Dentro deste contexto, os metabdlitos sdo geralmente definidos como
moléculas com massa molar menor que um 1 kDa presentes nos organismos
(Samuelsson e Larsson, 2008). No entanto, existem excecdes a esta regra, e
macromoléculas como lipoproteinas podem ser consideradas como metabdlitos,
por exemplo, na avaliacdo de plasma sanguineo por RMN (Nicholson et al.,
1995).
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Ainda podemos entender metaboloma como o produto da interagcao do
genoma com o ambiente, refletindo estados fisiolégicos, patolégicos e/ou
intervengcbes farmacoldgicas (Oliver et al, 1998). Metabdlitos sao
frequentemente classificados em primarios (diretamente envolvido no
crescimento, desenvolvimento e reproduc¢do do organismo) ou secundarios (nédo
estdo diretamente envolvidos nesses processos). Em humanos, os metabdlitos
sdo mais comumente classificados como endégenos (produzidos pelo proprio
organismo) ou exdgenos (Oliver et al., 1998).

6.2 Metabolomica: origens e cenario atual

A idéia de que fluidos bioldgicos refletem a saude do individuo é antiga. Na
antiguidade, chineses utilizavam formigas para avaliar se a urina do paciente
continha niveis elevados de glicose e, portanto, detectar diabetes. Na Idade
Média, caracteristicas como cor, sabor e odor da urina a eram utilizados na
identificacado de diversas condicdes clinicas (Nicholson e Lindon, 2008).

O conceito de que individuos possuem um "perfil metabdlico" (termo cunhado
por Hornings em 1971), o qual é refletido na composi¢cédo de seus biofluidos foi
introduzido no inicio dos anos 50 por Roger Williams e colaboradores. Estes
pesquisadores utilizaram mais de 200 mil cromatogramas em papel, para
demonstrar de forma convincente que o0s padrées de excrecao para uma
variedade de metabdlitos variam em funcao do tempo, mas que esses padroes
eram relativamente constantes para um determinado individuo. O método foi
entdo utilizado para examinar amostras provenientes de diversos grupos de
individuos, incluindo alcoodlatras e esquizofrénicos, os cromatogramas obtidos
constituiram entdo, evidéncias muito sugestivas de que havia padrdes
metabdlicos caracteristicos associados a cada um desses grupos (Gates e
Sweeley, 1978). As idéias de Williams e colaboradores, sobre a utilidade do

padrao metabdlico, permaneceram essencialmente dormentes até o final dos
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anos 1960, quando as cromatografias gasosas e liquidas se tornaram
suficientemente avancadas para que estudos similares fossem realizados com
esforgos consideravelmente menores. J& nos anos 70, tornou-se evidente a
utilizacdo do perfil metabdlico de biofluidos na investigagdo de processos
patol6gicos, quando George Williams et al. (1970) demonstraram que o perfil de
excrecao de acidos organicos na urina de pacientes com fenilcetonuria era
consideravelmente diferente do perfil observado para os individuos saudaveis

(controles).

Seeley et al. (1976) demonstram a utilidade da RMN na determinacéo de
metabdlitos em amostras biolégicas, este estudo pioneiro permitiu determinar
que no musculo, 90% dos ATP celulares estdo complexados ao magnésio (Hoult
etal., 1974).

Recentemente, analises metabolémicas utilizando RMN tém 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 'H poderia ser utilizada para diagnosticar diabetes
mellitus, este grupo foi também pioneiro na aplicacdo de métodos de
reconhecimento de padrdes (métodos quimiométricos) na analise de dados
espectroscédpicos de RMN.

Em 23 de janeiro de 2007, o Projeto do Metaboloma Humano (hmp, do
inglés ‘human metabolome project’), liderado pelo Dr. David Wishart, da
Universidade de Alberta no Canada, completou o primeiro esboco do
metaboloma humano, que consistia em um banco de dados de aproximadamente
2.500 metabdlitos. A verséo atual do Banco de Dados do Metaboloma Humano
(HMDB, do inglés “Human Metabolome Database”; versao 2.5; www.hmdb.ca)

contém mais de 7900 metabdlitos. HMB é um banco de dados gratuito destinado
a aplicagbes em metabolémica, quimica clinica, descoberta de biomarcadores e

educacdao em geral. O banco de dados € projetado para conter trés tipos de
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dados: /) quimicos; ii) clinicos e iii) de biologia molecular/bioquimica.

6.3 Aplicacoes da metabolémica

Em sistemas biologicos, as informagdes seguem um caminho natural do DNA
para o RNA, do RNA para as proteinas para entdo desencadear a funcao
biolégica (a qual pode ser a producdo/degradacdo de um determinado
metabdlito). O sentido do fluxo de informacdes, sugere uma regulacédo
hierarquica, dominada pela expresséo génica. Porém, ndo ha relacdo quantitativa
entre os niveis de mMRNA e a resposta biolégica desencadeada, pelo menos néao
para o fluxo glicolitico (Kuile et al, 2001). Adicionalmente, o metabolismo
integrado do organismo (hospedeiro + simbionte), ndo pode ser entendido
considerando apenas o genoma humano, visto que organismos simbiontes
(interpretados como informagdes "extra-gendmicas") podem ser fontes de
metabdlitos e outras influéncias no metabolismo (Nicholson e Wilson, 2003).

Assim, a expressao génica sozinha n&o explica o fluxo metabdlico de um
sistema bioldégico complexo como o corpo humano, e ndo é suficiente para
recuperar toda informacgéo bioldgica disponivel. Neste sentido, a metabolémica
fornece uma oportunidade Unica de avaliar o metabolismo integrado do

“A

organismo, permitindo ainda integragdo com as demais abordagens “6micas”.

Outra vantagem da metabolémica € o tamanho do metaboloma, o qual é
relativamente pequeno (em termos de numero de entidades) comparado ao
genoma, transcriptoma ou proteoma (Claudino et al, 2007). A Figura 14 ilustra as

relacdes entre as abordagens e o numero entidades envolvidas.

Além do menor nimero de entidades envolvidas, o estudo do metaboloma

possui varias outras vantagens adicionais, ressaltadas abaixo:

1. Uma vez que o metaboloma é o produto final da expressao génica,
variagdes na concentracdo dos metabdlitos sdo, em tese, amplificadas em

relacdo as alteracdes nos niveis de transcriptores e proteinas (Dunn, 2005);
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2. O metaboloma esta mais proximo do nivel funcional da célula
(Goodacre et al., 2004);

3.  E menos dispendioso;

4, Facilidade na obtencdo de amostras;

5. Em comparacao a transcriptdmica e protedmica, técnicas analiticas

para determinacdo de metabdlitos sdo mais desenvolvidas (Fiehn, 2001).
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Figura 13. Comparacgéo entre genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma
em humanos e o nimero de entidades descritas atualmente (Adaptado de Wishart
et al., 2005)

Por fim, as analises metabol6micas podem ser conduzidas através de duas
abordagens basicas: i) analise compressiva dos metabodlitos de um organismo
numa dada condigdo, o que inclui a identificacdo e quantificagcdo de “todos” os
metabdlitos; ii) analise da impressao digital (“metabolic fingerprinting”), nao é
necessario identificar ou quantificar todos os metabdlitos, apenas a impressao
digital € considerada na classificagdo da amostras, a fim de manter o alto
desempenho (“throughput”) do método.
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Metabolédmica experimentou nos ultimos anos uma expansao vertiginosa,

sendo atualmente aplicada em diversas areas como (Moco et al., 2007):

1. Diferenciacao de fenétipos;

2. Diagnéstico médico;

3. Avaliagdo de estados patologicos, atividade e toxicidade de
farmacos;

4. Busca de novos biomarcadores;

5. Elucidagao de rotas metabdlicas;

6. Avaliagédo da influéncia do estilo de vida, da dieta, do ambiente e de

fatores genéticos no metaboloma.

Metabolémica pode ser utilizada na clinica para diagnosticos, através da
andlise do perfil metabdlico ou na busca de novos biomarcadores. Ha um
crescimento acelerado no numero de trabalhos publicados e patologias

investigadas nos ultimos anos.

Metabolédmica tem sido aplicada no diagndstico, predicdo e avaliacao de
estados patoldgicos como diabetes do tipo 1 € 2 (Lanza et al., 2010), cirrose (Qui
et al., 2004), cancer (Claudino et al., 2007), doencas coronarianas (Brindle et al.,
2002) usando amostra de plasma ou soro. Ja desordens neurolégicas como
meningite e doenga de Alzheimer tém sido avaliadas através de amostras de
fluido cerobroespinhal (Wikoff et al., 2005).

Estudos metabondémicos tém emergido lentamente como ferramenta na
elucidacdo da influéncia da dieta no perfil metabdlico. Bertram et al. (2009)
avaliaram o efeito de uma dieta a base de centeio em relacdo a uma dieta rica
em fibras trigo em suinos hipercolesterolémicos, a analise de PLS-DA dos
espectros de RMN de 'H obtidos para amostras de plasma revelou que a regido
espectral relativa a betaina permite diferenciar os suinos de acordo com a dieta,
a andlise ainda revelou que a alteragdo metabdlica tem efeitos benéficos na

hipercolesterolemia.

72



Parte Il — Introducao

O perfil metabdlico total pode ainda ser utilizado no estudo de patologias
para as quais biomarcadores com sensibilidade e seletividades adequadas nao
estdo disponiveis, por exemplo, na detecgao de necrose papilar renal (Tsuchiya
et al., 2008).

6.4 Ressonancia magnética nuclear na metabolémica

RMN ¢é amplamente empregada na metabolémica fornecendo analises
rapidas, ndao-destrutivas, além da alta reprodutibilidade e minima preparacao da
amostra (Lindon, 2003). A maioria dos estudos emprega RMN de 'H devido &
alta sensibilidade e desempenho, uma vez que um grande numero de
metabdlitos contém atomos de hidrogénio (Lindon, 2008).

Equipamentos de RMN de campos magnéticos maiores permitem a andlise
de um numero maior de metabdlitos e facilita a aplicagdo da RMN em estudos
metaboldmicos. O uso de sondas criogénicas que diminuem o ruido
eletrdnico/térmico dos equipamentos, o que melhora a razao sinal/ruido em mais
de quatro vezes, permitindo ndo sé a andlise de metabdlitos em menores
quantidades, como a deteccdo de outros nucleos menos sensiveis, por exemplo,
3¢, PN, 3'P (Coen et al., 2008, Lindon, 2008).

Embora a identificacdo dos metabdlitos ndo seja necessaria para
classificagdo das amostras (uso na clinica, “fingerprint”), metabdlitos diferenciais
(biomarcadores) podem fornecer informagdes importantes sobre 0 mecanismo
bioquimico de uma patologia ou sobre o mecanismo de agdo de um farmaco.

Espectros de RMN de 'H de biofluidos possuem um grande numero de
sinais superpostos, entretanto, muitos metabodlitos podem ser assinalados
diretamente com base nos seus deslocamentos quimicos, multiplicidades e
constantes de acoplamento. As atribuicbes podem entdo ser confirmadas pela
adicdo da ‘“suposta substancia® (“spiked’), ou através de espectros
bidimensionais de RMN.

RMN 2D permite estabelecer a conectividade entre duas ou mais
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ressonancias. A espectroscopia de correlagdo (COSY do inglés “correlation
spectroscopy”) e a espectroscopia de correlagédo total (TOCSY do inglés “total
correlation spectroscopy”) fornecem correlagées associadas aos acoplamentos
spin-spin 'H-'"H de um dado metabdlito. Correlagdes heteronucleares, por
exemplo, 'H-'3C, podem ser utilizadas para identificar metabélitos poucos usuais.

RMN 2D também tem sido empregado na avaliacao do perfil metabélico, o
que permite um aumento da dispersao dos sinais, facilitando a visualizacdo dos

acoplamentos e diminuindo a sobreposi¢cao dos sinais.

6.5 Analise metabolomica

A analise metabolémica pode ser dividida em varias etapas (Figura 15), apés
o planejamento experimental e coleta das amostras € entéo realizada a obtengéo
e processamentos dos espectros (A); os espectros sdo entdo convertidos em
uma matriz de dados a qual € pré-processada (alinhamento e “binning” sao os
mais utilizados) (B); a matriz dados € entdo submetida a analise quimiométrica,
métodos nao-supervisionados (analise exploratéria) sado utilizados na
investigacdo de padrbes (C) e identificacdo de biomarcadores (D). Andlises de
correlagdo metabdlica (E) podem ser utilizadas na investigagédo de alteragdes em
vias metabdlicas através de mapas de correlacdo diferencial (F). Em alguns
casos, métodos supervisionados de reconhecimento de padrées sao utilizados

para predicao de amostras independentes (G).
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oAt Andlise de
correlagio

matriz de dados

Espectros de RMN de *H pré-processados

Teenicas de reconhecimento de padroes
supervisionadas

Figura 15

Figura 14. Estratégia para analise de dados metabolémicos

6.6 Analises quimiométricas

Dados metabol6micos contém informacdes sobre centenas de metabdlitos,
dos quais apenas uma pequena fragdo, estd diretamente relacionada ao
problema. Métodos quimiométricos sdo Uteis na extragcdo de informacdes

relevantes, permitindo a identificagdo de biomarcadores.

Quimiometria € uma area da Quimica que usa métodos matematicos e
estatisticos no planejamento de experimentos, processamento de dados,
calibracao, controle de qualidade e organizagdo de processos analiticos. A
quimiometria emergiu na década de 1970 com o aumento na utilizagdo de
computadores na investigacao cientifica, sendo termo cunhado por Svante Wold
em 1974 (Wold, 1995).

A aplicagdo de métodos quimiométricos foi um marco decisivo na aplicacéo
pratica da metabolédmica, por maximizar a recuperagao de informacdes a partir
de dados espectrais complexos, permitindo o desenvolvimento e a progressao do
campo desde entao (Coen et al., 2008).

Métodos quimiométricos sdo Uuteis na classificacdo de um espectro
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representativo de um fendtipo ou processo, com base no padrao inerente de
picos e na identificagdo das caracteristicas espectrais responsaveis por esta
classificacdo. Métodos quimiométricos sdo Uteis em situagcdes nas quais o
namero de variaveis € grande, permitindo a redugdo da dimensionalidade do
conjunto de dados para duas ou trés dimensoes, facilitando a visualizagao de

padrdes.

Os métodos quimiométricos podem ser divididos em duas categorias: /) néo-

supervisionados e i) supervisionados.

i) Métodos nao-supervisionados: também conhecidos como analise
exploratéria de dados, estabelecem padrdes intrinsecos presentes nos dados,
sem considerar qualquer informacao sobre a classe. Exemplos de métodos néo-
supervisionados incluem a analise de componentes principais (PCA) e andlise de
agrupamentos hierarquicos (HCA do inglés “hierarchical cluster analysis”).

i) Métodos supervisionados: levam em consideracao informacdes sobre a
classe, para otimizar a separacdo entre as mesmas. Os modelos obtidos nos
métodos supervisionados podem ser continuos (regressao) ou categoricos
(classificacao), sendo os ultimos mais aplicados em metabolémica. Exemplos
métodos supervisionados sdo: PLS-DA, SIMCA e KNN (Duda et al., 2001). Uma
vez que em conjuntos de dados grandes é possivel de encontrar correlacoes
aleatdrias, métodos supervisionados utilizam um segundo conjunto independente
de dados (conjunto de validagéo) para confirmar a validade do modelo construido

a partir do conjunto de treinamento.

6.6.1 Analise de componentes principais

Anadlise de componentes principais (PCA) é um método quimiométrico que
visa representar dados n-dimensionais através de um numero menor de
“componentes”, facilitando o reconhecimento de padrées. Isto é feito através da

construgdo de um novo espaco dimensional, no qual os eixos das variaveis
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originais sdo substituidos por novos eixos, chamados componentes principais
(CP). As amostras sdao entdo representadas nas componentes principais,
tipicamente duas ou trés (Ferreira et al., 2002).

Cada CP é uma combinacdo linear das variaveis originais de forma a
descrever a maxima variancia dos dados, cada CP sucessiva explica 0 maximo
de varidncia nao incluida nas componentes anteriores. Assim as CP séao
ortogonais entre si e, portanto, independentes. A quantidade de informacao dos
dados originais descrita por cada CP pode ser calculada, se uma quantidade
significativa da informacao € considerada pelo modelo, o mesmo pode ser usado
na interpretacado dos dados (Beebe et al., 1998, Brereton, 2007).

A PCA fornece graficos de escores (do inglés “scores”) e graficos de pesos
(do inglés “loadings”. Os graficos de escores refletem a distribuicdo das
amostras nas CP. Os gréaficos de pesos indicam o quanto uma variavel contribui
para uma dada CP, em outras palavras, 0s pesos representam a magnitude da
correlacdo entre as variaveis medidas e a CP. E possivel examinar as relagdes
entre os graficos para estimar a influéncia de cada variavel no agrupamento

observado para as amostras (Beebe et al., 1998; Brereton, 2007).

6.6.2 Andlise discriminante por quadrados minimos parciais

A analise discriminante por quadrados minimos parciais (PLS-DA do inglés
“partial least squares discriminant analysis”) é usada para estabelecer a posicao
ideal da superficie de separacao entre as classes de amostras. PLS-DA fornece
CP as quais focam na maxima separagao (discriminagao) entre as classes em
preferéncia ao modelamento étimo das mesmas, como ocorre em PCA (Eriksson
et al., 2004). A maxima separacao é conseguida ao considerar as informacoes

presentes na matriz contendo as variaveis dependentes (respostas) na analise.
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6.7 Pré-processamento dos dados

O pré-processamento de dados metabolémicos obtidos por RMN,
frequentemente incluem uma reducdo do numero de variaveis atraveés da
integracdo de pequenas regides espectrais (“bins’, janelas de frequéncia), as
quais possuem normalmente uma largura espectral entre 0,01 e 0,04 ppm. Este
procedimento permite minimizar pequenas variagbes na posicao das
ressonancias, as quais ocorrem devido a flutuacées nas condicbes ambientais

(como pH, forca iénica e temperatura da amostra) (Holmes et al., 1994).

Por outro lado, alguns estudos tém considerado toda a resolugcédo especitral.
Cloarec et al. (2005) demonstraram que variagdes na posicdo dos picos, por

exemplo, devido a variacao do pH, pode ser informativa em alguns casos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliagcdo do perfil metabdlico foram obtidos espectros de RMN de
'H, os quais permitem monitorar simultaneamente um grande numero de
metabdlitos. Para tornar possivel a identificagdo e quantificacdo destes
metabdlitos foi necessaria a utilizacdo de uma sequéncia de pulsos que elimine o
sinal referente a 4gua e os sinais relativos as proteinas, ambas encontradas em

grande abundancia em amostras de plasma.

7.1 Otimizacao dos parametros de aquisicao

A supressao do sinal da agua (H-O/HDO) foi feita por pré-saturacao deste
sinal (“pressat”). As amostras foram irradiadas durante 5,0 s (D1) com uma
poténcia de atenuagdo de 35 dB (Figura 16). A freqUiéncia de irradiagéo foi

ajustada individualmente para cada amostra e variou entre 4,69 e 4,71 ppm.

Sl 180° -

|, AQS=3,276s

PL9 =35 dB

7= 300 s .I.'.-ﬁ, e
D1=50s L

750 ciclos t(s)
Figura 15. Sequéncia de pulsos usada na obtencao dos espectros de RMN de 'H
de amostras de plasma

Espectros de RMN de 'H de plasma apresentam sinais alargados devido a
presencga de macromoléculas, como proteinas e lipoproteinas. Uma sequéncia de
spin-eco, CPMG (Carr—Purcell-Meiboom-Gill), foi utilizada na obtengcdo de

espectros de RMN de 'H (T, — editados), permitindo a visualizagao de sinais finos
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resultantes dos metabdlitos. Sequéncias de spin-eco funcionam como um filtro
T,, eliminando sinais provenientes de moléculas com tempo de relaxacao
transversal (Tz) curtos. Macromoléculas possuem baixas taxas de tombamento
em solugao (“tumbling” em inglés), resultante em taxas de relaxacao elevadas e

T» curtos.

Para tempos de spin-eco curtos (menores que 450 ms) foram observadas
poucas ressonancias com razdes sinal/ruido adequadas, alguns sinais pouco
intensos, relativos a metabdlitos minoritarios, permaneceram encobertos pelos
sinais alargados provenientes de macromoléculas como proteinas e
lipoproteinas. Enquanto 450 ms foram suficientes para obter os sinais dos
metabdlitos resolvidos na linha de base, tempos maiores de spin-eco levaram a

eliminacao destas ressonancias, com consequente aumento da razao sinal/ruido.

Moléculas pequenas ligadas as proteinas seja a ligacao irreversivel ou nao,
tem sua taxa de tombamento em solucdo reduzida a da proteina, com
consequente aumento na taxa de relaxacao, diminuicao do T, e alargamento do
sinal. Consequentemente, ressonancias provenientes de metabdlitos ligados a
macromoléculas serdo alargadas e poderdo ser eliminadas em espectros de
RMN T, - editados. A ligacao proteina-metabdlito pode também introduzir
variabilidades no espectro devido a variacdo na concentragcdo de proteinas

presente no plasma.

A evolugédo dos acoplamentos escalares homonucleares durante o tempo de
spin-eco pode ocasionar distorcdes na fase de multipletos e/ou diminuicdo na
amplitude do sinal, as quais podem ser evitadas mantendo-se t muito menor que
o inverso da constante de acoplamento (J') (Peng et al.,1991; Van et al., 2003).
Um tigual a 300 ps foi usado na aquisicao de todos os espectros, para manter o

tempo de spin-eco fixo em 450 ms, foram utilizados 750 ciclos.

Para aplicacbes quantitativas ou metabolémicas é desejavel que haja
recuperacao total da magnetizacao longitudinal do nucleo de interesse, antes da

incidéncia do préximo pulso, de forma a assegurar a proporcionalidade entre a
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intensidade do sinal e a concentracdo do analito. O tempo necessario para
assegurar a completa recuperacdo da magnetizacao longitudinal € de cinco
vezes o tempo de relaxacao longitudinal (5T4). Desta forma, a soma do tempo de
relaxacao (D1) e do tempo de aquisicao deve ser pelo menos cinco vezes maior

que T4, a qual é excessivamente grande e usualmente impraticavel.

Na pratica, o intervalo entre os pulsos sucessivos € 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
aquisicao = 3,3 s; tempo de relaxacdo = 5,0 s). Nenhum desvio detectavel foi
observado na integragcédo dos sinais. Um espectro modelo, semelhante ao obtido
para todas as amostras, é apresentado na Figura 17.

7.2 Analises quimiométricas

O mesmo padrao de sinais foi observado em todos os espectros de RMN
de 'H obtidos para os diferentes grupos de amostras, com exceg¢ao das
intensidades de algumas ressonancias, como evidenciado pelas analises

quimiométricas.

7.2.1 Andlise de componentes principais (PCA)

PCA foi utilizada para investigar o efeito do tratamento com Orlistate no perfil
metabdlico de plasma obtido por RMN de 'H de individuos com sobrepeso. PCA
permitiu a redugdo da dimensionalidade dos dados para cinco CP mantendo
98,66% das informacdes dos dados originais, para os dados centrados na média,
para valorizar as informgcdes relativas as ressonéncias representativas de
metabdlitos em relagdo ao ruido. O grafico de escores obtido (Figura 17) ilustra a
distribuicdo das amostras no espaco formado pelas trés primeiras CP, cada
ponto representa um espectro de RMN de 'H.
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Figura 16. Espectro modelo de RMN de 'H de plasma
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O grafico de escores (Figura 18) permitiu discriminar entre individuos com
sobrepeso tratados e nao-tratados com Orlistate ao longo da primeira CP.
Porém, a separacao entre os individuos magros nao-tratados e com sobrepeso
tratados com Orlistate ndo foi satisfatéria. O escrutinio de CP de maiores

ordens (PC3, PC4, etc..) ndo forneceu informagbes adicionais nem permitiu a
discriminacdo destas amostras.

A andlise do grafico de escores (Figura 18) sugere uma normalizacao
metabdlica dos individuos com sobrepeso ap6s o tratamento com Orlistate. A
aproximacao é indicada pela aproximagao do perfil metabdlico dos individuos
tratados e dos individuos magros nao-tratados. Adicionalmente, ha uma
diminuicdo na dispersdo das amostras do grupo de individuos com sobrepeso

apos o tratamento com Orlistate, 0 que pode sugerir uma regulacado metabdlica
provocada pelo tratamento.

2500
2000
1500
1000

500

PC3 (8,22%)

Figura 17. Grafico de escores da PCA (CP = 5; 98,66%) para os espectros de
RMN de 'H centrados na média

Legenda: magros ndo-tratados (® ); sobrepeso nao-tratados (@) e sobrepeso tratados com
Orlistate (®)
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Os poderes de modelagem das variaveis e o grafico de pesos foram
avaliados para selecionar as variaveis mais significativas na discriminacao das
amostras. Selecdo de variaveis nao melhorou as separagdes obtidas para os
grupos no grafico de escores e, portanto nao foi considerada.

7.2.2 Analise discriminatdria por quadrados minimos parciais (PLS-DA)

Métodos quimiométricos supervisionados, os quais modelam as classes
individualmente, sdo preferidos nos casos nos quais 0 numero de classes é
grande ou para maximizar a discriminacdo das amostras (Lindon et al., 2003).
Para maximizar a discriminagcao entre os grupos de amostras estudados, dois
modelos de PLS-DA foram construidos: /) um considerando individuos com
sobrepeso tratados e néao-tratados com Orlistate e /) outro considerando os
individuos com sobrepeso tratados com Orlistate e os individuos magros nao-

tratados.

7.2.2.1 Analise de PLS-DA: individuos com sobrepeso antes e apos o
tratamento com Orlistate

O modelo de PLS-DA foi construido para as duas classes, considerando sete
CP, 98,89% das informagdes dos dados originais, para os dados centrados na
média (Rcaiibragao = 96%; Rvaidagao = 88%). O grafico de escores (Figura 19) revela
que as amostras provenientes de individuos com sobrepeso nao-tratados sao
separadas das provenientes de individuos com sobrepeso tratados com Orlistate

ao longo da primeira CP.

Para assegurar a validade do modelo de PLS-DA, foram realizadas validagéo
cruzada (“leave one out cross validation”) e a validacdo externa do modelo. Para
validacao externa, o conjunto de amostras foi dividido em dois subconjuntos: i)
conjunto de calibragéo e i) conjunto de validacdo. Dez amostras de provenientes
de individuos com sobrepeso nao-tratados e onze de tratados com Orlistate
foram selecionadas para o conjunto de validagdo. HCA foi utilizada para auxiliar a
selecdo do conjunto de validagdo, como apresentado no Anexo D.
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Figura 18. Grafico de escores da andlise de PLS-DA (Rcaiibragao = 96%; Ryaiidagao = 88%;
CP =7; 98,89%) para amostras de plasma provenientes de individuos com sobrepeso
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Figura 19. Validacao cruzada (“leave one out cross-validation”) e predi¢cdao do conjunto de

Conjunto de calibracdo: sobrepesos tratados com Orlistate ( [ | ) e ndo-tratados (#); conjunto de

validagcao do modelo de PLS-DA da Figura 19

validacao: sobrepesos tratados com Orlistate ( O ) e ndo-tratados ( v ). A linha pontilhado horizontal (=~ ) é

a fronteira de separagdo entre as classes e a linha pontilhada vertical (= =) separa os conjuntos de

calibragéo e validacdo

O novo modelo PLS-DA construido apenas para o conjunto de calibracéo,
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aplicando as mesmas condi¢cdes do modelo anterior (mesmo numero de CP), foi
utilizado na predicdo das amostras do conjunto de calibragdo. A Figura 20
apresenta as previsdes obtidas para ambos os conjuntos.

O modelo de PLS-DA construido foi preciso ao classificar as amostras,
apenas um erro foi cometido na predigdo das amostras do conjunto de
calibracao, onde o modelo previu a amostra 24 como de um individuo tratado
com Orlistate, embora ela pertenca a um nao-tratado. Outro erro ocorreu no
conjunto de validagéao, no qual a amostra 23 foi prevista como de um individuo
tratado sendo na realidade proveniente de um ndo-tratado. Ambas as amostras
(23 e 24) sao provenientes de um mesmo paciente, o que pode indicar uma
alteragao no perfil metabdlico do mesmo, mas ndo ha motivos para destacar esta
amostra como anémala. O desempenho do modelo de PLS-DA esta resumido na
Tabela 14.

Tabela 14. Desempenho do modelo PLS-DA na discriminac¢ao de individuos com

sobrepeso tratados e nao tratados com Orlistate

Grupos Amostras Erros de predicao % Erro
Nao-tratados 30 2 6,67
Tratados com Orlistate 34 0 0,00
Total 64 2 3,13

A anadlise do grafico de pesos (Figura 21) do modelo PLS-DA para os
espectros de RMN de 'H de amostras de plasma de individuos com sobrepeso
revelou que a discriminacao entre amostras associada principalmente a alteracao
na intensidade das ressonancias em 1,33; 3,23; 3,36 e 3,64 ppm, as quais foram

destacadas para posterior identificacdo dos respectivos metabdlitos.
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Figura 20. Grafico de pesos do modelo PLS-DA (Rcalibracao = 96%; Rvalidacao
= 88%; CP = 7; 98,89%) considerando apenas os individuos com sobrepeso
tratados e nao-tratados com Orlistate, mostrando a primeira CP versus

deslocamento quimico (ppm)

7.2.2.2 Analise de PLS-DA: individuos com sobrepeso tratados com

Orlistate e magros nao-tratados

O melhor modelo de PLS-DA (Rcaiibragao = 94%; Rvaidagao = 85%) obtido para
as amostras provenientes de magros nao-tratados e individuos com sobrepeso
tratados com Orlistate, incluiu oito CP, contendo 99,58% das informacdes dos
dados originais, para os dados centrados na média. O grafico de escores (Figura

22) mostra a distribuicdo das amostras nas trés primeiras CP.
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Figura 21 . Gréfico de escores da analise de PLS-DA (Rcaiibragao = 94%; Rvaiidagzo
= 85%; CP = 8; 99,58%) para amostras de plasma provenientes de individuos

magros ndo-tratados (®) e individuos com sobrepeso tratados com Orlistate (®)

Embora a separacao entre as amostras de pacientes magros nao-tratados e
de pacientes com sobrepeso tratados com Orlistate seja modesta, a validacao do
modelo obtido, confirmou sua eficiéncia. Onze amostras provenientes de
individuos com sobrepeso tratados com Orlistate e quatro de magros nao-
tratados foram selecionadas para o conjunto de validagdo. Um novo modelo PLS-
DA foi construido para o conjunto de calibracao aplicando as mesmas condi¢des

do modelo anterior. A Figura 23 apresenta os resultados da validagéo cruzada e
as previsdes das amostras do conjunto de validagao.
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Figura 22. Validacao cruzada (“leave one out cross-validation”) e predigéo do
conjunto de validagdo do modelo de PLS-DA da Figura 22

Conjunto de calibracdo: sobrepesos tratados com Orlistate (®) e magros néo-tratados (R);
conjunto de validacdo: sobrepesos tratados com Orlistate (¥ ) e magros ndo-tratados (4 ). A
linha pontilhado horizontal ( =~ ) é a fronteira de separacao entre as classes e a linha pontilhada
vertical ( = =) separa os conjuntos de calibragdo e validagao

Apenas um erro de predi¢do foi cometido para uma amostra do conjunto de

calibrag&do, no qual a amostra 66 foi prevista como uma amostra proveniente de

um individuo magro nao-tratado, quando € proveniente de um com sobrepeso

tratado com Oirlistate.

As regides do espectro de

RMN de 'H mais significativas para o

agrupamento das amostras observados no grafico de escores sdo destacadas no

gréafico de pesos (Figura 24). As ressonancias 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 discriminacao.
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Figura 23. Gréfico de pesos do modelo PLS-DA (Rcaiibracio = 94%; Rvalidagao =
85%; CP = 8; 99,58%) considerando apenas os individuos com sobrepeso
tratados com Orlistate e magros nao-tratados, mostrando a primeira CP versus
deslocamento quimico (ppm)

7.3 Identificacao dos metabolitos diferenciais

O mesmo padrado foi observado em todos os espectros de RMN de 'H
(Figura 25a), porém algumas ressonancias especificas apresentaram diferentes
intensidades em cada classe, como demonstrado pela andlise PLS-DA. A
identificagdo dos metabdlitos diferenciais, metabdlitos os quais permitiram
diferenciacado dos grupos, foi realizada para as ressonancias destacadas pelos
graficos de pesos dos modelos quimiométricos (Figuras 21 e 24).
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Figura 24. Regido dos espectros de RMN de 'H de plasma utilizada nas andlises
quimiométricas (intensidade x deslocamento quimico); a) espectros modelos e b)
assinalamento das ressonancias mais significativas para discriminagéo dos
grupos de amostras
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A identificacao dos metabdlitos que permitiram a diferenciacéo dos grupos foi
realizada com base na comparacdo de seus deslocamentos quimicos,
multiplicidade de sinal e constates de acoplamentos obtidos com valores
reportados na literatura (Nicholson et al., 1995; Fan, 1996; Bell et al., 1987). Os
metabodlitos mais significativos para diferenciacdo entre o0s grupos estao

destacados na Tabela 15.

Tabela 15. Assinalamento dos deslocamentos quimicos dos metabdlitos
diferenciais do espectro de RMN de 'H (400 MHz) de amostras de plasma

Metabolito 5 1H. (pprn) € Assinalamento J (Hz)
multiplicidade
lipidios 0,96 (m) CH3CH. -
lactato 1,33 (d) CHs 7,0
4,13 (q) CH 7,0
alanina 1,48 (d) CHjs 7,2
EDTA-livre 3,37 (s) CH> -
3,64 (s) CH: -
EDTA-Ca* 3,24 (s) CHs

20 assinalamento dos picos feito com base no espectro da Figura 25b;

A confirmacao das ressonancias para o lactato foi realizada com base nos
espectros de '"H-TOCSY 1D (Anexo E). Enquanto a atribuicdo das ressonéancias
do EDTA-livre e quelato EDTA-Ca®* foram feitas com base no experimento de

“spiked’ (Anexo F).

7.4 Metabolitos diferenciais

A analise quimiométrica dos espectros de RMN de 'H (T2 — editados), obtidos

para amostras de plasma de individuos com sobrepeso, revelou que a
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discriminagdo entre amostras provenientes de pacientes tratados e nao-tratados
com Orlistate esta principalmente associada a diminuicdo nos niveis de lactato e
alteracdo na concentracdo de ions capazes de formar complexos com EDTA

(possivelmente ions calcio).

Alteracdes nos niveis de lactato tém sido relacionadas a patologia da
obesidade. Uma concentragao significativamente maior de lactato foi observada
em pacientes obesos em comparagdo com individuos magros (Lovejoy et al.,
2004). Embora o nivel de lactato em jejum seja inversamente relacionado ao
ganho de peso, niveis plasmaticos elevados de lactato tém sido associados a
reducdo da fome (Dyken et al., 2010). Uma concentragdo plasméatica alta de
lactato esta associada a diminuicdo da ingestdo de alimentos e a infuséo
periférica do mesmo em ratos, diminui a ingestao de alimentos e contribui para

perda de peso (Lam et al., 2008).

Glicose > Glicose

. N

2 Piruvatos 2 Piruvatos

| |

2 Lactatos 2 Lactatos

Sangue

Figado Musculo

Figura 25. Ciclo de Cori (adaptado de Zhang et al., 2008)

Embora a relagdo entre lactato e obesidade e a eficiéncia do Orlistate em
auxiliar na perda de peso sejam bem documentadas na literatura, nds
desconhecemos relatos anteriores da alteracdo do nivel de lactato devido ao

tratamento com o farmaco. Possivelmente a diminuicdo no nivel de lactato esteja
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relacionada a alteragbes no ciclo de Cori (Figura 26) e podendo estar
relacionada a pratica de exercicios fisico. Desta forma, estudos adicionais
precisam ser conduzidos para comprovacao desta hipétese.

Os gréficos de pesos (Figuras 21 e 24) sugerem também uma alteracao nos
niveis de ETDA-livre e do complexo EDTA-Ca®* associado ao tratamento com
Orlistate. Embora EDTA tenha sido adicionado as amostras na etapa de coleta,
as ressonancias relativas ao ETDA nao foram desconsiderados da analise, pois,
podem fornecer informacdes importantes sobre a alteracdo da concentracao de
ions capazes de formar complexos estaveis com o agente quelante,
especialmente os ions calcio e magnésio (Han et al., 2008; Nicholson et al.,
1983).

Os resultados obtidos sugerem uma possivel diminuicdo na concentracao
dos ions calcio e magnésio devido ao tratamento com Orlistate. A racionalizagdo
da alteracdo no nivel de ions metélicos devido ao tratamento com um inibir de
lipases parece desafiadora e ndo é descrita na litetura. Desta forma, confirmagao
dos resultados obtidos através da quantificacdo dos ions célcio e magnésio,
antes e apos o tratamento com Orlistate, sera realizada pela técnica de absorcao

atébmica.

A comparacao entre os espectros de RMN de 'H obtidos para individuos
magros e com sobrepeso tratados com Orlistate revelou que embora os niveis de
lactato e glicose tenham diminuido com o tratamento, eles ainda permanecem
maiores que os obtidos para individuos magros, permitindo discriminar as
amostras provenientes de individuos magros nao-tratados e individuos com

sobrepeso tratados com Orlistate.

Uma maior concentracdo de alanina também foi associada ao grupo de
individuos com sobrepeso. O IMC tem sido relacionado ao aumento nos niveis
séricos da enzima alanina transaminase (ALT) (Bedogni et al., 2003), a qual é
provavelmente, responsavel pelo maior nivel de alanina associado ao grupo de

pacientes com sobrepeso.
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A dislipidemia da obesidade/sobrepeso € caracterizada por niveis elevados
de TG e baixos niveis de colesterol associado a lipoproteina de alta densidade
(HDL) (Lamarche et al., 1999), além de niveis elevados de glicose (Plourde,
2002). Alteracdes semelhantes as obtidas neste trabalho ao comparar o pefrfil
metabodlico obtido por RMN de 'H de individuos magros e individuos com

sobrepeso através de uma abordagem metabol6mica.

Ressonancias relativas aos lipidios ndo foram importantes na discriminacao
entre individuos com sobrepeso tratados e nao-tratados com Orlistate, indicando
gque 0s niveis dos mesmos ndo se alteraram significativamente devido ao
tratamento. Orlistate tem se mostrado util na normalizacao do perfil lipidico em
casos de hiperlipidémicos, mas afeta pouco o nivel de TG em individuos com
sobrepeso ou obesidade e niveis normais de lipidios (Drent et al, 1995). O
farmaco também ndo altera os niveis poés-prandiais de lipidios e lipases
plasmaticas em homens com perfil lipidico normal quando associado ao uma dieta

de baixa caloria (Shepard et al., 2000), como a utilizada neste trabalho.
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CONCLUSAO PARCIAL

Espectros de RMN de 'H obtidos por uma sequéncia de pulsos incluindo
pré-saturacao do sinal da agua e filtro T, (espectros T» editados) foi utilizado com
sucesso na obtencdao do perfil metabdlico de amostras de plasmas. A
comparacao dos espectros através de métodos quimometricos, particularmente
PLS-DA, foi capaz de fornecer informagdes importantes sobre alteracdes
metabdlicas relacionadas ao tratamento com Orlistate, além de diferencas no
perfil metabdlico entre individuos magros e individuos com sobrepeso.

Individuos com sobrepeso tratados com Orlistate apresentaram uma
diminuicdo no nivel de lactato , independentemente da perda de peso. Por outro
lado, ndo foram observadas alteragdes significativas no perfil lipidico com o
tratamento. Este € o primeiro relato da diminuicdo no nivel de lactato associado
ao tratamento com Orlistate, adicionalmente o estudo sugere uma possivel
diminuicdo na concentracdo de ions capazes de formar quelatos com o EDTA
(especialmente os fons Ca®*). O entendimento destas alteragdes podem fornecer
pistas adicionais sobre 0 mecanismo de acao e efeitos deste farmaco, que vao
muito além da simples inibicdo de lipases gastrointestinais, com consequente

diminui¢do na absorgéo de TG.

Adicionalmente, um perfil metabdlico significativamente diferente foi
observado ao comparar individuos magros e individuos com sobrepeso. Sendo a
diferenca nos niveis dos metabdlitos alanina, lactato e lipidios destados como as
diferencas mais significativas na discriminacdo dos grupos. Por fim, os modelos
de PCA e PLS-DA sugerem uma aproximacgao do perfil metabdlico do grupo de
individuos com sobrepeso em direcdo ao observado para individuos magros
apds 120 dias de tratamento. Este fato pode indicar uma nomalizagdo metabdlica
como consequéncia do tratamento.
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Procedimentos Experimentais

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

9.1 Individuos e amostras

Vinte voluntarias com sobrepeso e sete voluntarias magras foram
selecionadas para o estudo pelo Laboratério de Investigacdo em Metabolismo e
Diabetes LIMED — UNICAMP, inscricdo no Instituto Nacional de Saude (INS)
nimero NCT01414465. O estudo foi aprovado pelo do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas, numero 836/2009 aprovado no dia

15/10/09. Todas as voluntarias consentiram na realizacao estudo.

Amostras de sangue foram coletadas das 20 voluntarias com sobrepeso
(IMC entre 30 e 40) submetidas a uma dieta hipocalérica antes do inicio do
tratamento. Orlistate (120 mg durante as trés principais refei¢cdes) foi ministrado
as pacientes durante 120 dias, 17 voluntarias terminaram o estudo e novas
amostras de sangue foram colhidas. Adicionalmente, sete voluntarias magras
(IMC < 25) também submetidas a uma dieta hipocalérica foram incluidas no
estudo. Nenhumas das voluntarias apresentavam doencas crénicas, nao faziam
uso de outros medicamentos e ndo haviam apresentado alteragcées no peso

corporeo nos meses precedentes ao estudo.

9.2 Isolamento de plasma e membrana de eritrocitos

Amostras de plasma e ME foram obtidas conforme descrito por Restituto
et al. (2010). Amostras de sangue foram coletadas em Na,EDTA (1,0 mg/mL) e 0
plasma foi obtido por centrifugacdo (15 minutos a 800 g). Eritrécitos foram
obtidos pela coleta do sangue em heparina sbédica 10%, seguida de
centrifugagdo (18 minutos a 200 g). Os eritrécitos obtidos foram novamente
centrifugadas (18 minutos a 800 g) e o precipitado foi lavado duas vezes com
tampao fosfato (0,1 mol.L™"). As membranas de eritrécitos (ME) foram obtidas
apos lise das células. As amostras foram entdo estocadas a — 80°C até analise.
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9.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARTE |

9.3.1 Solventes e reagentes

Uma mistura comercial de EMAG padrdes (10 mg/mL) foi obtida da Sigma-
Aldrich (Supelco, Brasil). O 4&cido nonadecandico (19:0), e os ésteres
octadecandico (18:0), (£)-9-octadecendico (18:1), (Z,2,2)-6,9,12-
octadecatriendico (18:3n6), (Z,2)-9,12-octadecadienoato (18:2n6) de metila foram
obtidos da FURLAB (ACROS, Brasil) e tiveram a pureza checada por CG-EM.
Cloroférmio e acido acético glacial (MERCK, Brasil), n-hexano e metanol (Synth,

Brasil) e éter etilico (NUCLEA, Brasil) foram usados como solvente nas analises.

9.3.2 Separacao dos ésteres metilicos de acidos graxos por cromatografia a gas

A separacao dos EMAG padroes e obtidos apds transesterificacdo dos AG
esterificados em lipidios presentes em sangue foram obtidas em um cromatégrafo
a gas (Agilent, 6890 series) acoplado a um espectrdmetro de massas (Hewlett
Packard, 5973 Mass Seletive Detector) equipado com uma coluna DB-5 (30 m;
0,25 mm; 0.25 pm, Agilent). 1,0 uL de amostra foi injetada sem divisdo de fluxo
(modo “splitless”) a 250 °C, usando hélio como gas de arraste, na vazao de 1,2
mL.min". A programacdo de temperatura do forno do CG iniciou em 50 °C
(mantida por 1 min), aquecida a 170 °C numa razédo de 50 °C/min, aquecida 260
°C numa razao de 3 °C/min e por fim a 290 °C a 50 °C/min, temperatura na qual
permaneceu por 5 minutos, o tempo total de corrida foi de 39 minutos. Os
espectros de massas (m/z 40-440) foram obtidos com energia de ionizacédo de 70
eV, patamar (“threshold”) igual a 100 e tempo de espera (“delay”) do solvente igual
a 3,0 minutos. A temperatura da fonte de ions foi de 230 °C e do quadrupolo 150
°C.

Quantificagdes posteriores foram realizadas por MIS dos ions de m/z 74, 79,

81 e 87 selecionados pela PCA.
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9.3.3 Analise multivariada dos espectros de massas

Os cromatogramas obtidos foram processados no software MSD ChemStation
(G1701EA) e os espectros de massas de 32 EMAG foram exportados no
formato Excel (.xls, Microsoft® Office Excel 2003) para andlise multivariada.
Noventa e seis espectros de massas foram obtidos conforme descrito no
paragrafo anterior. Este conjunto de espectros foi reunido em uma matriz de

dados para realizacao da analise multivariada.

A matriz obtida foi importada pelo software Pirouette (v3.11, Infometrix) e
submetida a PCA. Foram considerados como variaveis apenas ions com m/z
entre 41 e 200, ja que ions com m/z superiores a 200 possuem abundancia
relativa baixa e ndo sao indicados para fins quantitativos.

9.3.4 Curvas de calibracdo

Curvas de calibragao individuais foram obtidas para todos os EMAG de
interesse. Cada curva considerou cinco niveis de concentracdes injetadas em
ordem crescente, as quais variaram entre 0,3 e 320,0 pg/mL, dependo da
abundancia do AG correspondente em sangue humano. As solugdes padrdes
foram obtidas por diluicdes da mistura comercial de EMAG padrdes. As injecdes
foram feitas em triplicata, com desvio padrdo relativo (DPR) menor que 5%,
utilizando nonadecanoato de metila (19:0; 20,0 ug/mL) como padrao interno.

Os graficos foram construidos representando a (area do pico do
EMAG)/(area do pico do 19:0) versus (concentragbes do EMAG)/(concentracéo
fixa de 19:0). A equacao da reta (Y = a.X) foi obtida por regressao linear
aplicando o programa Origin 6.0®. O coeficiente de correlagao (R) forneceu uma
estimativa da qualidade da curva obtida, ou seja quanto mais proximo de um,
menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados. Fatores respostas (FR) foram calculados
pelo inverso do coeficiente angular da reta de calibragdo (FR = 1/a).
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9.3.5 Extracao dos lipidios

Os lipidios presentes no plasma e na ME foram extraidos segundo a
metodologia descrita por Folch (Folch et al.,, 1957) com algumas modificagdes
(Ilverson et al., 2001). A uma amostra (500 pL) de plasma ou ME em tubo de
ensaio (8 mL), foram adicionados galato de etila (5 mg/mL, 20 pL) e
cloroférmio/metanol (1:2; v/, 3,0 mL) seguido de agitacdo. A seguir foi
adicionado cloroférmio (1,0 mL) e a solugé@o foi novamente agitada em vortex (1
minuto). Os extratos de ME foram entdo mantidos em contato com o solvente de
extracao a 4 °C por 24 horas, enquanto os extratos de plasma foram submetidos

imediatamente a préxima etapa.

O procedimento de extragao foi finalizado pela adicao de solugdo aquosa
de KC/ (0,5 mmol.L™', 1 mL) seguido de nova agitacdo (1 minuto). As misturas
foram entdo centrifugadas (15 minutos a 5.000 rpm) e a fase inferior
(cloroférmio), contendo o extrato lipidico foi recolhido, a fase superior foi
novamente extraida com cloroférmio (2,0 mL). As fases orgéanicas foram reunidas
e o extrato lipidico foi entdo concentrado a um volume final de 50 pL sob fluxo de
nitrogénio. As amostras e os solventes utilizados na extragdo foram mantidos em

banho de gelo durante todo procedimento.

9.3.6 Separacao das fracoes lipidicas e preparacao dos EMAG

Os extratos lipidicos obtidos na etapa anterior foram submetidos a
cromatografia preparativa em camada delgada, conforme descrito por Croset et
al. (2000), para separacgao da fracoes lipidicas de interesse. Placas de Silica-Gel
60 com 1,0 mm de espessura foram utilizadas no procedimento, a eluicao foi
realizada com hexano/dietil éter/acido acético (70,0:30,0:1,5; v/v/v), dupla eluicao
foi utilizada para melhorar a separacdao. O mesmo procedimento foi aplicado ao
extrato lipidico de ME para assegurar a auséncia de lipidios neutros tais como
TG e EC (devido a possivel contaminacdo com lipoproteinas plasmaticas e/ou
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leucocitos).

Apé6s secagem das placas as fracoes lipidicas foram detectadas por breve
exposicao ao iodo. As porcoes de silica contendo os lipidios de interesse foram
retiradas das placas e diretamente tratadas com 3,0 mL de acido
sulfarico/metanol (5% de H>SO4 em metanol) e 10 uL de acido nonadecandico
(20 pg/mL, padréo interno, 19:0). A mistura reacional foi entdo aquecida a 70 °C

por uma hora, para preparacao dos EMAG.

Os EMAG obtidos por transesterificacdo, foram extraidos com de n-
hexano (2x2,0 mL) apés a adicdo de solucdo aquosa de KCI (0,5 m mol.L™", 1,0
mL) a mistura reacional. A fase superior foi recolhida e o procedimento de
extracao repetido. As fases orgéanicas foram reunidas e tratadas com sulfato de
sbédio anidro, em seguida o solvente foi evaporado em fluxo de nitrogénio e as
amostras foram redissolvidas em 30 pL de n-hexano bidestilado. Os EMAG

foram entdo separados e quantificados por CG-EM como descrito na secao 9.3.2.

9.3.7 Identificacdo dos EMAG produzidos pela transesterificacdo dos AG

presentes em sangue

Os EMAG foram identificados pela comparacao dos espectros de massas
obtidos por VIT (ANEXO A) com os espectros padrdées da biblioteca NIST e por
co-injecao de EMAG padrdes. A posicao da dupla ligacao e sua configuracdo nos
EMAG insaturados foi confirmada pelo estudo da fragmentacéao dos espectros de
massas e pela comparacdao dos valores obtidos para fracdo equivalente de
comprimento de cadeia (FCL) obtidos com os valores reportados por Hartig,
2008.

9.3.8 Determinacao do colesterol na membrana

O conteudo de colesterol na ME foi determinado pela reacdo de
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Liebermann-Burchard (Kenny, 1952; Abell et al, 1952). Nesta etapa, uma
aliquota de ME (100 pg) foi submetida a extracdo conforme descrito na secao
3.7. O extrato lipidico obtido foi evaporado e redissolvido em cloroférmio (640 pL)
e a solucéo resultante foi adicionado anidrido acético/acido sulfurico (10:1 v/,
176 uL). Ap6s incubagédo por 30 minutos a 37 °C, a absorbancia foi lida contra
um branco num espectrofotobmetro (Agilent, Brasil) a 620 nm, todos o0s ensaios

foram feitos em duplicata.

O conteudo de colesterol total na amostra foi obtido a partir da curva da
calibracao apresentada na Figura 27. Sete niveis de concentracdes (entre 50,0 e
400,0 ng de colesterol/mL), analisados em triplicata foram considerados. Por fim,
o conteudo de colesterol na ME foi representado na forma de (ug de

colesterol)/(mg de ME).

054 A = 1,18.10% C

(ng/mL)
R2=0,982

0.4

0,3

0,2

Absorbancia em 620 nm

0,1 4

1 1 T T 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Concentracao de Colesterol (ug/mL)

Figura 26. Curva de calibracédo para determinacdo da concentracao de colesterol

na membrana de eritrécito
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9.3.9 Andlise estatistica

Todos os valores foram apresentados como médias = DP. As
composicoes de AG sdo apresentadas como percentagens relativas médias + DP
para cada fragéo lipidica de interesse. As médias obtidas foram comparadas pelo
teste-t ndo-pareado bicaudal de Student. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. A correlagéo linear entre co-variaveis foi investigada através do

coeficiente de correlacdo de Pearson.
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9.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARTE I

9.4.1 Reagentes

Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) e fosfato de potassio dibasico
(K2HPO4) foram obtidos da Merck (Brasil). Oxido de deutério (D-O; Cambridge
losotope Laboratories, Inc.) e acido 2,2,3,3-ds-3-trimetilsilil-propiénico (TSP;

Acros Organics, Brasil) foram utilizados na preparacdao da amostra.

9.4.2 Preparacdo do plasma para analise do perfil metabdlico por RMN de 'H

Amostras de plasma foram analisadas conforme descrito por Lanza et al.
(2010). Ao plasma (500,0 uL) foi adicionado tampao fosfato (0,5 mol.L™"; 75,0 ul;
pH 7,0) e TSP em D,O (1,0 m mol.L™; 75,0 uL). O sinal de deutério (D,0) foi
utilizado para travar o campo magnético (“/ock” do equipamento), enquanto o
sinal do TSP teve dupla funcao: referéncia interna (0,00 ppm) e providenciar um
sinal (singleto fino) para acertar a homogenidade do campo (“shimming”) e

permitir o alinhamento e comparagcao dos espectros.

A mistura foi entao centrifugada (5.000 rpm por 15 minutos) para remocéao de
eventuais particulas sélidas em suspensdo. Por fim Parte do sobrenadante
(500,0 pL) foi transferida para um tubo de RMN (5 mm). Todas as analises foram

realizadas em duplicata.

Espectros de RMN de 'H foram obtidos utilizando um espectrometro Bruker
Avance DRX 400 de 9.4 T (400 MHz, freqiiéncia do 'H), equipado com sonda de

deteccéo direta (5 mm o.d.).

Para supressado do sinal da agua, foi utilizado pré-saturacao do sinal do
solvente. Para eliminarmos sinais alargados provenientes de proteinas e
lipoproteinas foi aplicado uma sequéncia de pulsos Carr—Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG), funcionando como um filtro T, para eliminacao dos sinais relativos as

moléculas com tempo de relaxacao transversal (Tz) curto.
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Todos os espectros foram adquiridos sem giro a 25 °C. A largura espectral
foi de 10 kHz, 32k pontos digitalizados e acumulo de 128 transientes. Os tempos
de aquisicao e de spin-eco foram iguais a 3,3 s e 450 ms, respectivamente.

Os demais parametros de aquisicdo, apresentados na Figura 16, foram: P1
(largura do pulso de 90° de 'H)= 9,25 pus; P2 (largura do pulso de 180° de 'H) =
18,50 us; D1 = 30 ms( tempo de saturagdo da agua com pulso seletivo PL9 = 35
dB); L4 = 750 ciclos; t = (tempo antes e depois dos pulsos de 180°) = 300 us; RG
= 208. A freqliéncia de irradiacao do pulso (PL9) para saturacado da ressonancia
da agua (H>-O/HDO) foi ajustado individualmente para todos os espectros, e
variou entre 4,690 e 4,710.

9.4.3 Processamento dos espectros de RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H obtidos foram entdo processados utilizando
software TopSpin (v2.1, Bruker Biospin). Foram realizados em todos os
espectros: i) zero-filling para 64k pontos digitalizados; ii) multiplicacao
exponencial com LB (“/ine broadening”) de 0,3 Hz; iii) correcdo da fase e da linha
de base (automaticas).

Os espectros foram entao calibrados em relagédo ao sinal do lactato (CHs.
dupleto em 1,33 ppm; J = 7 Hz), o sinal relativo ao TSP nao foi utilizado devido
ao alargamento, resultante da interacdo nao especificas do TSP com por¢cdes
hidrofébicas da superficie de proteinas presente na amostra, resultando no
alargamento do sinal relativo ao TSP, diminuindo sua utilidade como referéncia
interna (Kriat et al., 1992; Sussulini et al., 2009).

Os espectros foram em seguida importados pelo programa MestReNova
(v7.0, MestReC). A regiao de interesse (0,50 a 4,50 ppm) foi submetida a
“binning”, a largura de cada regiao integrada foi de 0,040 ppm (num total de 100

bins). A regiao espectral entre 4,50 e 4,80 ppm foi desconsiderada devido ao
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sinal residual da agua (HDO; 4,70 ppm). A regido acima de 4,80 ppm nao

apresentou informacdes 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 'H de plasma). Cada
coluna corresponde a uma regido de deslocamentos quimicos (100 regides
integradas de 0,04 ppm). A matriz foi entdo normalizada para a soma das
integrais e exportada como arquivo do tipo ASCII.

9.4.4 Analises quimiométricas

A analise quimiométrica foi dividida em duas etapas: /) PCA foi conduzida
para investigar o agrupamento das amostras e destacar amostras com
comportamento andmalo, em seguida i) PLS-DA foi utilizada na classificagcao das
amostras e selecdo dos metabolitos diferenciais. Ambas as etapas foram
realizadas no software Pirouette (v3.11, Infometrix).

9.4.5 Andlise de componentes principais

O conjunto de espectros obtidos (secao 8.4) foi submetido a PCA, para os
dados centrados na média. Cada classe de espectros foi modelada
separadamente, os residuos obtidos foram entdo comparados para identificacao
de amostras an6malas, conforme descrito por Beebe et al. (1998). Os espectros
selecionados foram entdo avaliados visualmente, verificando se as diferencas
espectrais provinham das amostras ou estavam relacionados a problemas
espectrais, tais do campo magnético ndo homogéneo (“shimming” ruim), baixa
eficiéncia da pré-saturacdo do sinal de H>.O/HDO, imperfeicdes na fase ou na
linha de base e baixa razdo sinal/ruido. Os espectros que apresentaram algum
dos problemas citados acima foram considerados inadequados ao estudo.
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9.4.6 Andlise discriminatdria por quadrados minimos parciais (PLS-DA)

Os espectros selecionados foram entdo submetidos a analise discriminatéria
por quadrados minimos parciais (PLS-DA). Foram construidos dois modelos para
maximizar a discriminagao entre as classes: J) individuos com sobrepeso antes e
apds o tratamento com Orlistate e i) individuos com sobrepeso tratados com
Orlistate e individuos magros nao-tratados. Todos os dados foram centrados na
média e validacao cruzada (“leave one out cross validation”) foi realizada para

auxiliar na determinagéo do numero de componentes principais (CP).

Para validar os modelos de PLS-DA obtidos, as amostras foram divididas em
conjuntos de calibracao e validacao, 70 e 30 % das amostras respectivamente. A
selecdo do conjunto de validagao foi auxiliada pela andlise de componentes
hierarquico (HCA). O modelo de predigdo (PLS-DA) foi entdo construido para o
conjunto de calibragdo nas mesmas condicbes do modelo anterior.
Posteriormente, foi realizada uma predicdo para amostras do conjunto de
validacao.

9.4.7 ldentificacdo dos metabdlitos selecionados

As atribuicbes das regides espectrais selecionadas pela andlise de PLS-
DA, foram realizadas considerando o0s espectros originais, com base nos
deslocamentos quimicos, multiplicidade e constantes de acoplamento. A
confirmagéo dos assinalamentos foi realizada por correlagdes totais homonuclear
'H-"H (TCOSY 1D).
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ANEXOS

Anexo A - Espectros de massas

12:0 (Dodecanoato de Metila)

100 i
87 H;::/\/W\/\/\lroh““n:ﬂg
50- °
. 143 171
P T e 83 101 129 e 214

15 o 157 “

o _||| Ill - | el L ] | | ML L O N |

40 S0 & 70 80 90

100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210 220 230

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de

McLafferty; m/z 87, clivagem y; m/z 214, ion molecular; m/z 199, perda de metila;
m/z 183, perda de metoxila.

14:0 (Tetradecanoato de Metila)

1004 h

43 55 143

& 21 249
|| | 83 o7 -~ 2% 157 185 J - “*
¥ I 149 '3 L]
ol Ll by o T L' m Ll

40 S0 & TO B0 P00 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210 220

230 .‘-;D :éo
fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de

McLafferty; m/z 87, clivagem vy; m/z 242, ion molecular; m/z 211, perda

de
metoxila.

15:0 (Pentadecanoato de Metila)

74
|

HzC (]
a7 \/\/\/\/\/\/\/\rr cHs
o
S
43 g5 143 23 e
83 o7 12¢ L 157 171 185 199 - 225
o ”.. “.L uLL |. wlg il ].lil . el 1 L N | m L
T T T T T T T T T T T
40 &0 80 100 120 140 140 180 200 220 240 260

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de

McLafferty; m/z 87, clivagem vy; m/z 256, ion molecular; m/z 225, perda de
metoxila.
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16:1 ((Z)-7-Hexadecenoato de Metila)

55

41
HiZ O—CHs

194 234

123 152
137
15 248
165 179 207 2 “
llld_s “n“|n “|. gl ol .f B —— 218 L |

0 S0 &0 70 80 $0 100 110 120 130 140 150 140 170 180 160 200 210 220 230 240 250 260 270 280

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem y; fragmentos de m/z 83 e m/z 97 intensos
caracteristicos de EMAG monoinsaturados; m/z 268, ion molecular; m/z 237,

perda de metoxila.

16:0 (Hexadecanoato de Metila)

1

- 143 227 270
55 .

J ’ & l 83| ¢7 126 239 )
" | 1 O X O O VO . Ilj 255

40 S0 60 70 80 SO 100 110 120 130 140 150 140 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280

157 17 1?5 199 515
i | | ,

L

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem y; m/z 270, ion molecular; m/z 239 perda de

metoxila.

17:0 (Heptadecanoato de Metila)

74
100
[u)
a7
Hg-\v’/\\v/(\\v//N\vJ/H\v//\\uffh\vfzhxv’JL\"/CHJ
S04
43 7 143 oty 284
83| g7 12¢ - 185 199 “7 253
11 - d 227 <3
o JL “:} .M‘.In TR AT U R LA AN A N A N 2
40 &0 80 100 120 140 140 180 200 220 240 260 280

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem vy; m/z 284, ion molecular; m/z 253, perda de

metoxila.
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18:3n3 ((Z,2,2)-6,9,12-Octadecatrienoato de Metila)

121 g 150 g4 9
175 4 5 - %2
' ullhl sl btk ] 207 5 1

4D SD 6D 70 80 90 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 260 300

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 79, clivagem seguida de
rearranjo da cadeia alquilica para formar o cation cicloexadienila; m/z 87,

clivagem y; m/z 292, ion molecular.

18:2n6 ((Z,2)-9,12-Octadecadienoato de Metila)

&7
1004 8l
95
55 _CHy
50 4
%4
123 434 150 243
144 178 220 J
| el i, 252 208 2R 234 200 A

© D & 70 80 50 160110 120 130 190 150 140 110 180 120 250 210 230 230 240 220 230 250 290 30 390 10

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 81, clivagem seguida de
rearranjo da cadeia alquilica para formar o cation cicloexaenila; m/z 87, clivagem
y; m/z 294, ion molecular.
18:1 ((Z)-9-Octadecenoato de Metila)

55

HiT

110 22
123 180

137 152 144
' 1 1 LII J].||‘|.[ sl el
DAL DAL MM MARAL IR MSAS L SABALIARAMAL AR MDA ML PR
40 50 &0 70 B0 90 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210 220 230 240 250 240 270 280 290 300 310

194 207 |
1) A

in

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem y; fragmentos m/z 83 e 97 intensos caracteristicos

de EMAG monoinsaturados; m/z 296, ion molecular.
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18:0 (Octadecanoato de Metila)

74

4 143 255
.

199
97 129
‘l .J ! AR -

157 37 185 | 3}3 297 241
40 50 éO "C 60 w0 IDC 1101“01.‘.\01-3 I;CHD| 0 133'°CW“10220“30 ”-O "50"60 "'C '”éD"‘:lJOC.'iIC

)
0 T T

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem vy; m/z 298, ion molecular; m/z 267 perda de

metoxila.

20:5n3 ((2,2,2,2,2)-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoato de Metila)

&7
-

41 e g

55 105 1"e i |
P TTII
." .‘ lily | 11 &l II l“. Ll : I i 1._“|=. ‘.Il “n J;Hllp il IIIIJI . w:] ‘ | ]&" "C1 AOT‘I 21s

40 50 & T 80 90 100 110 120 130 140 150 1&0 IC ISC 190 "00 210 2:"3 253

[+

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 79, clivagem seguida de
rearranjo da cadeia alquilica para formar o cation ciclohexadienila; ion molecular

ausente.

20:4n6 ((2,2,2,2)-5,8,11,14-Eicosatetraenoato de Metila)

150
6180 W
'J ‘J] lh}] JJJI !.1 Al ll J I.LL ﬁc - .“l'v‘ ?64 F‘- "eé "C- 3]?
40 &0 80 100 120 140 140 180 :-’OC QN 240 280 ”BC 31)3 320

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 79, clivagem seguida de
rearranjo da cadeia alquilica para formar o cation ciclohexadienila; m/z 318, ion

molecular.
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20:3n6 ((Z,Z,2)-8,11,14-Eicosatrienoato de Metila)

w3
107 N 150
87 121 135 { . -
163 177 222 . 32
L] 5 2 > 277 289
]i ul li IJJ{L. vuL " J I'Li " L[Ll 2 393 ‘L 23:' 249 363 LA — |’
40 &0 80 100 120 140 140 180 200 220 240 280 280 300 320

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 79, clivagem seguida de
rearranjo da cadeia alquilica para formar o cation ciclohexadienila; m/z 320 ion
molecular; m/z 289 perda de metoxila.

20:2n6 ((Z,Z)-10,13-Eicosadienoato de Metila)

CHy

O=-CHgy

v
124 o 322
137 150 2
164 14
I 178 192 207 52 2 7 ] L
L "l;hu“h oy ihs PR 1 s ZIIQ 23'| -111-8 2"?‘"“: " 11 . )
40 & 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 81, clivagem seguida de
rearranjo da cadeia alquilica para formar o cation ciclohexaenila; m/z 322, ion

molecular; m/z 291, perda de metoxila.

20:0 (Eicosatetraenoato de Metila)

74
100
87 o
CH
H?:/V\/v\/\/vij\o/ 3
50+ 43 55
10
&7 1431» . 326
J i I m ¥ \ T P 187 199 227 i 25
7 a 7 241 age 2 2
s ..Lln.lh. ke o ] |.¢. J 28 Ty A s 2% | |
T T ¥ ¥ Y ¥ T T Y T v T T T T T
40 & 80 100 120 140 140 180 200 220 240 240 280 300 320 340

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem y; m/z 326 ion molecular; m/z 295 perda de

metoxila.
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20:0 (Eicosanoato de Metila)

100+ o
& Hj;/‘\/‘\/‘VV‘V‘\/‘\,/‘VV‘\)'I\.;.fm|3
50 43 354
85 14
& 57 m ¥ 3 199 255 i 323
R T R Tt Tl

0 & 80 100 120 140 16 180 200 220 240 260 280 300 320 340 340

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem y; m/z 354, ion molecular; m/z 323, perda de
metoxila.
22:6n3 ((2,2,2,2,2,2)-4,7,10,13,16,19-Docosaexanoato de Metila)

145 150
Lu‘f"léhs 199 213 227 241

ak

0 6 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 79, clivagem seguida de
rearranjo da cadeia alquilica para formar o cation cicloexadienila; ion molecular

ausente.

23:0 (Tricosanoato de Metila)

H’:\ANW\/W\AA)L:.’CH;
348
143 207
12¢ 281 325
|L 153 14p 185 199 241 255 1’6°A| 3n l 337
[ O YTPT rr a PR | 1L
T r T T T v - T

40 &0 80 100 120 140 1480 180 200 2’.~"0 240 260 280 3(')0 3:'\3 320 3¢'SOI 38'0
fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem y; m/z 368, ion molecular; m/z 337, perda de

metoxila.
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24:0 (Tetracosenoato de metila)

100+

-
157 1 188 159 213 227 241 285 249 283 297

40 &0 -] 100 120 140 140 180 200 220 240 260 280 300 320 340 340 380
fons caracteristicos no espectro de massas: m/z 74, rearranjo de
McLafferty; m/z 87, clivagem vy; m/z 382, ion molecular; m/z 351, perda de

metoxila.
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Anexo B — Percentagem de abundancias dos ions de m/z74, 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 padroes

m/z74 m/z79 m/z 81 m/z87 m/z74 m/z79 m/z81 m/z87

43,59% + 2,04% 669% + 057% 18,16% =+ 3,90% 31,56% + 1,36%

59,40% * 0,94% 047% + 039% 1,06% + 049% 39,06% =+ 1,04% 58,59% + 051% 053% + 0,02% 144% + 0,71% 39,44% + 0,54%
43,66% * 2,94% 651% + 066% 17,90% =+ 553% 31,93% + 2,00%

57,82% + 1,05% 055% + 0,04% 2,006 =+ 191% 3963% + 091%

40,89% * 3,70% 643% * 0,72% 21,64% =*= 2,07% 31,05% * 3,71% 41,49% + 1,13% 7,26% =+ 045% 20,84% =+ 2,16% 30,41% * 0,76%
56,41% * 0,84% 047% =+ 021% 122% + 054% 41,90% =+ 093% 57,39% * 042% 055% =+ 0,01% 148% =+ 027% 40,58% * 0,44%
42,38% * 3,10% 7,10% =+ 068% 1932% =* 589% 3121% * 219%

57,54% *+ 125% 026% + 033% 150% + 083% 40,69% =+ 047% 56,44% * 1,79% 058% =+ 0,03% 2,73% =+ 3,15% 40,25% * 137%
477% + 243% 5395% + 2,93% 30,52% + 2,27% 10,76% + 0,63% 6,13% + 050% 51,35% + 433% 3291% + 567% 961% =+ 091%
6,79% + 2,06% 27,13% + 0,96% 60,73% = 220% 535% + 0,82% 760% + 1,41% 26,01% + 489% 60,89% + 733% 550% =+ 1,03%
39,30% * 2,84% 9,14% + 057% 2290% + 1,81% 2867% =+ 1,79% 38,76% * 2,49% 895% + 1,04% 22,86% * 512% 29,43% + 1,80%
56,37% + 1,48% 044% + 022% 128% + 064% 4191% =+ 117% 56,52% + 0,30% 059% + 0,02% 1,73% =+ 027% 41,16% + 0,33%
55,19% =+ 0,92% 054% + 0,05% 166% + 0,16% 42,61% =+ 096% 55,99% * 022% 057% =+ 0,02% 1,79% =+ 021% 4165% * 027%
961% *+ 067% 6299% =+ 0,77% 2249% =+ 149% 490% + 0,25% 999% + 039% 61,93% =+ 0,94% 23,000 =+ 121% 508% =+ 0,15%
822% + 025% 66,58% + 2,15% 20,59% = 129% 4,61% + 1,32% 822% + 069% 6781% + 519% 19,88% =+ 6,12% 4,09% * 0,33%
569% + 037% 49,03% + 1,46% 3542% =+ 219% 986% +* 0,75% 6,05% + 042% 47,64% + 3,24% 3657% =+ 424% 973% * 0,69%
10,19% + 0,80% 26,22% * 256% 58,89% =+ 295% 546% * 154% 10,49% + 043% 2488% =+ 043% 5829% =+ 088% 633% =+ 0,09%
39,21% = 217% 751% + 3,75% 23,26% +* 421% 30,03% =+ 152% 22,80% * 2,36% 3559% + 335% 23,46% =* 733% 18,16% * 1,80%
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EMAG preparados a partir dos AG presentes nas amostras de sangue

EMAG padrées

m/z74 m/z79 m/z 81 m/z87 m/z74 m/z79 m/z81 m/z87
20:0 55,09% =+ 1,04% 085% + 082% 153% + 1,01% 4253% =+ 197% 55,75% * 034% 061% =+ 0,01% 172% =+ 035% 4193% * 0,30%
21:0 56,64% + 091% 006% + 0,16% 146% + 230% 41,84% =+ 227% 5527% + 041% 043% * 029% 221% =+ 057% 42,09% *+ 0,34%
22:6n3 7,96% * 151% 7599% + 383% 1581% + 161% 149% =+ 0,74% 836% + 032% 7457% +* 165% 1509% =+ 021% 198% =+ 155%
22:2n6 13,99% =+ 2,15% 24,34% =+ 4,01% 54,08% * 711% 759% =+ 1,06%
22:1n9 42,14% + 4,49% 597% + 2,13% 23,36% + 1,88% 2853% + 1,00% 40,71% =+ 235% 7,26% * 0,49% 22,40% =+ 4,62% 29,63% =+ 1,84%
22:0 55,08% * 1,11% 048% =+ 036% 195% +* 098% 42,49% =+ 0,42% 54,86% * 038% 060% =+ 0,01% 194% =+ 044% 4259% =+ 0,32%
23:0 54,72% + 0,87% 0,06% + 0,16% 1,14% + 1,15% 44,09% =+ 1,46% 54,17% + 092% 043% =+ 029% 281% =+ 152% 4258% =+ 0,73%
24:1 45,76% + 3,46% 447% * 1,12% 1987% =+ 4,00% 29,89% =+ 0,87% 4290% * 1,12% 560% =+ 0,26% 21,66% = 210% 29,85% =+ 1,00%
24:0 54,30% * 1,69% 091% + 1,75% 1,76% + 0,84% 43,04% =+ 1,87% 54,06% + 052% 062% =+ 0,03% 205% =+ 082% 4327% + 0,46%
1] 56,07% + 155% 045% + 0,28% 1,46% + 0,29% 42,02% + 1,36% 56,08% + 1,46% 055% + 0,07% 1,99% =+ 045% 41,38% 1,27%
1 41,46% + 2,70% 6,70% +* 1,75% 2221% =+ 147% 29,63% +* 1,05% 42,23% * 1,16% 6,74% =+ 0,71% 20,42% =+ 1,82% 30,61% 0,96%
2 8,49% + 240% 26,67% + 0,64% 5981% =+ 130% 540% + 0,08% 10,70% + 3,20% 25,08% + 0,85% 57,75% + 3,44% 6,47% 1,05%
3 523% * 064% 51,49% + 347% 3297% =+ 347% 10,31% +* 0,64% 6,09% + 0,05% 4950% =+ 2,62% 34,74% * 259% 9,67% 0,09%
24 860% + 089% 6852% + 6,71% 19,63% =+ 345% 3,67% + 1,89% 886% + 098% 68,10% =+ 632% 19,32% + 399% 3,72% 1,58%

Legenda: 0, EMAG saturados; 1, EMAG monoinsaturados; 2, EMAG di-insaturados; 3,

EMAG com 4, 5 ou 6 insaturacdes

EMAG tri-insaturado; = 4,
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Anexo C — Analise de componentes principais do perfil de acido graxo individual dos
lipidios estudados

Andlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada separadamente
para cada lipidio estudado, de forma a investigar qual dos lipidios avaliados
constitui um melhor marcador independentemente para os efeitos do Orlistate no
perfil de AG e para as alteragdes observadas no perfil de AG associadas ao

sobrepeso.
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Anexo C1 — Andlise de componentes principais no perfil de acido graxo de

membrana de eritrocitos

Foram considerados para a construgcdo do modelo 20 variaveis (16 AG;
YAGS, XAGMI, ZAGPI e a razado n6/n3). O melhor modelo de PCA foi obtido para
sete CP (90,35% das informagdes dos dados originais), para os dados auto-

escalados.
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Figura C-1: Analise de componentes principais do perfil de AG de membrana
de eritrécitos; a) grafico de escore para os grupos de (M) sobrepeso ndo-tratados;
( @) sobrepeso tratados com Orlistate e ( A) magros ndo-tratados, mostrando CP1

versus CP2; b) grafico de pesos, mostrando CP1 versus CP2
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Anexo C2 — Andlise de componentes principais no perfil de acido graxo de

fosfolipidios de plasma

Foram considerados para a construgcdo do modelo 25 variaveis (21 AG;
YAGS, XAGMI, ZAGPI e a razado n6/n3). O melhor modelo de PCA foi obtido para

seis CP (75,54% das informacdes dos dados originais), para os dados auto-

escalados.
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Figura C-2: Analise de componentes principais do perfil de AG de fosfolipidios
de plasma; a) gréafico de escore para os grupos de (M) sobrepeso ndo-tratados; (
®) sobrepeso tratados com Orlistate e ( A) magros ndo-tratados, mostrando CP1

versus CP2; b) grafico de pesos, mostrando CP1 versus CP2
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Anexo C3 — Analise de componentes principais do perfil de acido graxo de

Triglicerideos de plasma

Foram considerados para a construgcdo do modelo 21 variaveis (17 AG;
YAGS, XAGMI, ZAGPI e a razado n6/n3). O melhor modelo de PCA foi obtido para
seis CP (85,83% das informacdes dos dados originais), para os dados auto-

escalados.
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Figura C-3: Andlise de componentes principais do perfil de AG de
triacilgliceridios de plasma; a) gréafico de escore para os grupos de (M) sobrepeso
nao-tratados; ( ®) sobrepeso tratados com Orlistate e (A) magros ndo-tratados,
mostrando CP1 versus CP2; b) grafico de pesos, mostrando CP1 versus CP2
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Anexo C4 — Analise de componentes principais no perfil de acido graxo de

ésteres de colesterol de plasma
Foram considerados para a construgcdo do modelo 22 variaveis (18 AG;

YAGS, XAGMI, ZAGPI e a razado n6/n3). O melhor modelo de PCA foi obtido para

6 CP (85,83% das informacbGes dos dados originais), para os dados auto-
escalados.
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Figura C-4: Analise de componentes principais do perfil de AG de ésteres de
colesterol de plasma; a) grafico de escore para os grupos de (M) sobrepeso nao-
tratados; ( @) sobrepeso tratados com Orlistate e (4A) magros ndo-tratados,
mostrando CP1 versus CP2; b) grafico de pesos, mostrando CP1 versus CP2
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Anexo D — Selecao das amostras para o conjunto de validacao
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Andlise de agrupamentos hierarquicos de 30 espectros de RMN 'H de plasma de
sujeitos obesos nao-tratados com orlistate; para os dados centrados na média,
distancia euclidiana e método de ligacao incremental. As dez amostradas
selecionadas para o conjunto de validagao estédo indicadas pela seta.
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PO21h
PO21a
PO02a
PO0Ya
PO20k
PO0Zh
PO20a
PO12h
PO10k

P01k
PO159a
PO0TR
PO18a
PO10a
PODER
PO0Th
PO03a
PO0ER
PO0GS
PO14k
PO14a
PO04k
POD4a
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v

Andlise de agrupamentos hierarquicos de 34 espectros de RMN 'H de plasma de
sujeitos magros nao tratados com orlistate; para os dados centrados na média,
distancia euclidiana e método de ligacao incremental. As 11 amostradas

selecionadas para o conjunto de validacao estao indicadas pela seta.
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Anexo E — Espectros de RMN de 'H-TOCSY 1D do lactato

Espectros obtidos no Espectrémetro Bruker Avance DRX 400 (B, =9.4T)

equipado com sonda de deteccao direta. Parametros de aquisicao: Tempo de
aquisicao = 2,72 s; largura espectral (Hz/ppm) = 6009,6/15,0; nimero de
transientes = 512; poténcia da trava de spin (“spinlock”) do TOCSY = 5,65 dB;
tempo de mistura do TOCSY = 0,20 s.

(d)- 1,33 ppm

OH
OH

(q) - 4.14 ppm

'\
W . M

L L I B B B |
4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura E-1: Espectro de lactato obtido por 'H-TOSCY 1D para uma amostra de
plasma (irradiacao em 1,33 ppm; 400 MHz; 10% de D20, pH = 7,4; 25° C)
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Anexo F — Experimentos de “spiked” para confirmagao das ressonancias de EDTA

Espectros obtidos no Espectrémetro Bruker Avance DRX 400 (BO =94T)

equipado com sonda de deteccao direta. Os espectros foram adquiridos sem
giro, a 298 K, com largura espectral de 10 kHz, 32k pontos digitalizados

provenientes de 128 transientes. O processamento dos espectros foi realizado no
software TopSpin (v2.1, Bruker Biospin).
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Figura F-1: Parte do espectro de RMN de plasma destacando as ressonancias
do EDTA-livre. Destacado na expancéao o efeito da adicao de EDTA (5uL; 29
mM)
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Figura F-2: Parte do espectro de RMN de plasma destacando as ressonancias
do EDTA-livre (3,27 e 3,64 ppm) e do complexo ETDA-Ca®" (3,24 ppm).
Destacado o efeito da adigao de ions Ca®* (5uL; 30 mM)

147



Parte Il — Anexos

3,64-3,68 ppm
Plasma+ EDTA
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Figura F-3: Parte do espectro de RMN de plasma destacando as ressonancias
do EDTA-livre e do complexo ETDA-Mg?* (3,27 e 3,64 ppm). Destacado o efeito
da adicdo de ions Mg?* (5uL; 30 mM).

148



