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Resumo

Nas Ultimas décadas a incidéncia de resisténcia a insulina e de diabetes tipo 2
tém aumentado a nivel mundial, principalmente devido a alteracdes nos estilos de vida e
na dieta. As acc¢bes da insulina no metabolismo hepatico sdo fundamentais para
promover o armazenamento de glucose e de lipidos. A diabetes é caracterizada em parte
por defeito e/ou insuficiéncia na ac¢do da insulina hepética, que se reflectem em niveis
anormais de glucose e de lipidos no sangue.

O figado desempenha um papel fundamental na regulacdo da homeostase
corporal da glucose e dos lipidos e na forma como estes sdo utilizados na gestdo
energética. Como tal, alteragdes hepaticas do metabolismo da glucose e dos lipidos
poderdo ocupar um papel central no desenvolvimento de patologias como a diabetes
mellitus. Em particular estas condi¢cdes sdo caracterizadas por niveis elevados de
triglicerideos hepaticos. O aumento na sintese de TG no figado, ou “de novo
lipogénese” (DNL) tem sido apontado como um factor que contribui para 0 aumento
dos TG hepéticos, e por isso, ha um grande interesse no desenvolvimento de métodos
para caracterizar a DNL.

A acetil-CoA hepatica € um produto comum do metabolismo de muitos
nutrientes, tais como hidratos de carbono, acidos gordos e alguns aminoécidos, e é o
substrato inicial para a DNL. O enriquecimento da acetil-CoA em *C a partir de
nutrientes especificos permite retirar informacdo acerca da sua contribuicdo para a
DNL. O enriquecimento da acetil-CoA em 2H, obtido a partir da H,0, em relacio ao
dos triglicerideos, informa relativamente a contribuicdo total da DNL para a formacéo
de triglicerideos hepéticos. Assim, a quantificacdo dos enriquecimentos em *H e *C da
acetil-CoA fornece informacdes fundamentais relativamente as contribuicGes de
diferentes metabolitos para a DNL, bem como acerca da contribuicdo total da DNL para
os niveis de triglicerideos hepaticos.

A acetil-CoA esté presente no organismo em concentragcdes micromolares, sendo
dificil de isolar dos tecidos do figado e, portanto, relativamente inacessivel para analise
do enriquecimento a partir de marcadores metabolicos. No entanto, considerando o
papel do figado na desintoxicacdo e depuragdo de moléculas ndao-naturais
(xenobioticos), a acetil-CoA ¢ utilizada como dador do grupo acetil para a acetilacdo
destes compostos na etapa inicial de desintoxicacdo e remogdo. O &cido p-

aminobenzbico (PABA) é um xenobidtico que é rapidamente acetilado seguido de
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eliminacdo do produto &cido acetil p-aminobenzéico (N-Ac-PABA) na urina. Assim, o
enriquecimento da acetil-CoA hepética pode ser determinado a partir da anélise ndo
invasiva do N-Ac-PABA presente na urina. Os principais objectivos deste trabalho
foram desenvolver procedimentos de recolha e purificacdo do N-Ac-PABA em
roedores, seguido do desenvolvimento da analise por espectroscopia de RMN de ?H e de
13C da porg&o acetil da molécula.

A farmacocinética da eliminacdo do N-Ac-PABA na urina em ratos e ratinhos
foi determinada a fim de optimizar a dosagem de PABA a ser administrada a cada uma
das espécies e a desenvolver protocolos para determinacdo do enriquecimento da acetil-
CoA durante diferentes estados nutricionais. Em estudos onde foi administrada ?H,0 a
roedores mantidos em jejum ou em condicdes normais de alimentacdo foram
desenvolvidos métodos de RMN para quantificacéo do enriquecimento em H do grupo
acetil do N-Ac-PABA. Pela anélise do N-Ac-PABA eliminado na urina por ‘H RMN
demonstrou-se que o enriquecimento da acetil-CoA é aproximadamente igual ao da
body water e que em diferentes estados nutricionais é constante.

Em ratinhos foi demonstrada a equivaléncia entre o enriquecimento da acetil-
CoA e da BW e, assim, verifica-se que o enriquecimento em ?H da BW pode utilizado
como substituto para o da acetil-CoA hepatica simplificando a analise da DNL com
’H,0.

Para o desenvolvimento de métodos para a determinacdo da contribuicdo de
varios substratos para formacdo de acetil-CoA hepatica diferentes espécies de roedores
foram injectadas com marcadores metabélicos de *3C na presenca de PABA, e foi
determinado o enriquecimento em *C do N-Ac-PABA eliminado. Foi realizado em
ratinhos um teste de tolerancia a glucose, com [U-*C]glucose e o enriquecimento em
13C da acetil-CoA hepética foi determinado pela analise por **C RMN do N-Ac-PABA
eliminado em diferentes intervalos apds injeccdo. Apesar de dose injectada de glucose
ser relativamente alta a sua contribuicdo para a acetil-CoA formada nas condigdes do
estudo foi surpreendentemente baixa (~2.0%). Este resultado pode estar relacionado
com a fraca inducdo na via glicolitica hepética provocada por uma Unica dose de
glucose em animais em jejum, porém os dados demonstram os limites de deteccdo e
sensibilidade do método de *C RMN, desde que seja recuperada uma quantidade
suficiente de N-Ac-PABA na urina. Num estudo piloto final, administrando uma dose
constitufda por uma mistura de 50/5° de [U-"*C]frutose e [1-*C]glucose foi possivel

determinar, ainda que baixos, o enriquecimento em **C da acetil-CoA formada a partir
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dos diferentes substratos. Estes dados podem reflectir uma combinagdo da baixa
inducdo enzimatica da via glicolitica e uma depressdo aguda nos niveis de ATP hepético
pela fosforilacédo da frutose.

Pode concluir-se, mesmo nesta fase inicial, que o estudo do enriquecimento da
acetil-CoA hepdtica a partir de nutrientes especificos, como a glucose e a frutose, pode
ser mais eficaz através na incorporagdo de marcadores metabélicose de **C na comida
dos animais durante um periodo prolongado, em vez de serem administrados numa dose

individual.
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Abstract

In recent years incidences of insulin resistance and type 2 diabetes disease have
increased worldwide, due in large part to lifestyles changes and diet.

The actions of insulin on liver metabolism are essential to promote glucose and
lipids storage. Diabetes is characterized in part by defective and/or insufficient hepatic
insulin actions and this is reflected in abnormal hepatic glucose and lipid metabolism.

The liver plays a key role in whole-body glucose and lipid homeostasis and how
these fuels are utilized for energy. As such changes, in hepatic glucose and lipid
metabolism play a central role in the development of diseases such as diabetes mellitus.
In particular, these conditions are characterized by elevated hepatic triglyceride levels.
Increased synthesis of triglycerides within the liver, or “de novo lipogenesis” (DNL)
has been implicated as a contributing factor to elevated hepatic triglycerides hence there
is high interest in developing more informative methods for characterizing DNL.

Hepatic acetyl-CoA is a common metabolic product of many nutrients including
carbohydrates, short-chain fatty acids, and certain amino acids, and is the initial
substrate for “de novo lipogenesis” (DNL). Acetyl-CoA **C-enrichment from specific
nutrient precursors inform their contributions to DNL. Acetyl-CoA *H-enrichment from
deuterated water (°H,0) in relation to that of the triglyceride product informs the total
DNL contribution to hepatic triglyceride. Hence, quantification of acetyl-CoA **C and
H-enrichments provide key information on the contributions of different metabolites to
DNL as well as informing the total DNL contribution to hepatic triglyceride levels.

Acetyl-CoA is present in micromolar concentrations and is difficult to isolate
from liver tissue and is therefore relatively inaccessible for analysis of enrichment from
metabolic tracers. However, as part of the liver’s role in detoxification and clearance of
non-natural (xenobiotic) molecules, it is utilized as an acetyl donor for the acetylation of
these compounds, an initial step in their detoxification and removal. P-aminobenzoic
acid (PABA) is a xenobiotic that is rapidly acetylated followed by clearance of the N-
acetyl-PABA product into urine. Thus, the enrichment of hepatic acetyl-CoA can be
noninvasively inferred from analysis of urinary N-acetyl PABA. The principal aims of
this work were to develop procedures for N-acetyl PABA harvesting and purification
from rodents, followed by development of H and *C NMR analysis of ?H and **C-

enrichment of the acetyl moiety.



The pharmacokinetics of urinary N-Ac-PABA elimination in rats and mice were
determined in order to optimize the dosage of PABA and to develop protocols for
interrogating acetyl-CoA enrichment during different nutritional states. In studies
where fed and fasted rodents were administered with H,O (deuterated water), NMR
methods were developed for quantifying the acetyl “H-enrichment levels of N-Ac-
PABA. Analysis of the urinary N-Ac-PABA by “H NMR it was demonstrated that
acetyl-CoA enrichment approached that of body water and was constant over different
nutritional states. In mice, the equivalence of acetyl-CoA and urine water enrichments
was demonstrated thereby verifying that urine water H-enrichment can be used as a
surrogate for that of hepatic acetyl-CoA and considerably simplifying the assay of DNL
in mice with *H.0.

To develop methods to determine the contributions of various substrates to
hepatic acetyl-CoA, rodents were administered with *3C metabolic tracers in the
presence of PABA and **C-enrichment of N-acetyl PABA was determined. A glucose
tolerance test conducted with [U-"*C]glucose was performed in mice and hepatic acetyl-
CoA C-enrichment was sampled via *C NMR analysis of urinary N-Ac-PABA at
intervals following the load. Despite the relatively high glucose load, its contribution to
hepatic acetyl-CoA under the study conditions was surprisingly low, (~2.0%). This may
be related to poor induction of hepatic glycolytic pathway expression by a single
glucose load in fasted animals but the data demonstrates the sensitivity and detection
limits of the **C NMR method - provided that sufficient N-Ac-PABA is recovered. A
final pilot study with a load consisting of a 50/50 mixture of [U-*3C]fructose and [1-
3C]glucose revealed even lower acetyl-CoA enrichments from both substrates. This
may reflect a combination of poor glycolytic enzyme induction and an initial acute
depression of hepatic ATP levels by the phosphorylation of fructose. It may be
concluded even at this early stage that the study of hepatic acetyl-CoA enrichment from
specific nutrients such as glucose or fructose may be more effective by incorporating
the *3C-tracers into the animal’s food over a prolonged period rather than presenting

them as single loads.
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1. Introducéao

Todas as formas de vida dependem do fluxo de matéria e energia através das
vias metabdlicas celulares e durante estes processos a ingestdo de nutrientes e a
libertacdo de produtos excretados deve ocorrer de forma a manter um estado de
equilibrio dindmico. Quando este equilibrio sofre algum tipo de perturbacdo podem
surgir diversas doencas metabdlicas associadas. Para o seu conhecimento e efeitos de
diagnédstico € fundamental conhecer os principios basicos inerentes ao conjunto de
reaccOes quimicas, que ocorrem simultaneamente em qualquer célula viva num
processo denominado metabolismo.

O figado é um 6rgédo central no contexto do equilibrio e gestdo da energia e
nutrientes e como tal, desempenha um papel importante no metabolismo de todo o
corpo. A glucose é uma fonte universal de energia para as células do organismo, e 0
figado, em animais superiores, é responsavel tanto pela sua producao durante estados de
jejum, como pela sua eliminacdo e armazenamento em situacdes normais de
alimentacao ™.

O metabolismo da glucose € regulado, entre outros factores, pela insulina
(hormona segregada pelo pancreas). Quando a producdo desta hormona e/ou a sua ac¢ao
sdo deficientes, estamos perante uma perturbacdo metabdlica designada diabetes
mellitus (DM).

Os niveis de glucose sanguinea (glicémia) vdo por sua vez condicionar o
metabolismo interdependente de outros nutrientes — lipidos e proteinas. No centro da
interligagdo entre estas diferentes vias metabolicas encontra-se uma molécula simples
constituida por duas unidades de carbono, designada de acetil-CoA. Consequentemente,
em estudos de marcacéo isotopica de proteinas, lipidos e hidratos de carbono, a acetil-
CoA pode ser marcada por precursores isotépicos de todas as trés fontes de formacao.

Assim, clinicamente é extremamente importante estabelecer um método de
amostragem intracelular da acetil-CoA, a fim de determinar a sua actividade especifica
como precursor metabolico e os diferentes fluxos metabolicos onde se apresenta como

composto central.
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1.1. Diabetes mellitus

A Diabetes mellitus (DM) constitui uma perturbacdo metabolica que actualmente
afecta cerca de 170 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo considerada um
problema de satide ptblica %!,

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) descreve a DM como uma “desordem
metabolica de multiplas etiologias, caracterizada por hiperglicémia cronica com
disturbios no metabolismo de hidratos de carbono, lipidos, gordura e proteinas,
resultando em defeitos na secre¢do ou ac¢do da insulina” .

A OMS prevé que em 2030 mais de 366 milhdes de pessoas serdo afectadas pela
diabetes, estando o seu crescimento fortemente associado ndo s6 ao estilo de vida
sedentério, mas também a dietas alimentares incorrectas e ainda a expressdo genética da
doenca 2.

A classificacdo corrente da DM é baseada nos estados clinicos bem como na
etiologia da doenca. A diabetes tipo 1 (T1D) caracteriza-se por um défice de insulina,
devido a destrui¢ao das células p do pancreas por processos auto-imunes ou idiopaticos.
Apenas cerca de 1 em 20 pessoas diabéticas tém T1D, a qual se apresenta mais
frequentemente entre jovens e criancas e é conhecia como diabetes mellitus insulino-
dependente ou diabetes infantil 2. A diabetes tipo 2 (T2D) tem um mecanismo
fisiopatolégico complexo no qual ha uma diminuicdo na resposta dos receptores de
glucose presentes no tecido periférico a insulina, levando ao fendmeno de resisténcia a
insulina. As células B do pancreas aumentam a producdo de insulina e, ao longo dos
anos, a resisténcia a insulina acaba por levar as células beta a exaustdo. A T2D € aquela
que apresenta maior incidéncia, afectando 85-95% dos doentes diabéticos em todo o
mundo .

Os tipos de diabetes mellitus apresentados constituem as formas basicas de
diabetes, e enquanto existem numerosas terapéuticas para a T2D, o tratamento para a
T1D baseia-se completamente na administracdo de insulina exdgena. Com a
administracdo de insulina (também em alguns casos de T2D) é prevenida a
hiperglicémia, quando é obtido um controlo metabdlico, adiando as complicagGes
relacionadas com a diabetes e obtendo-se beneficios para a qualidade de vida dos
pacientes 1!,

O relatorio da OMS a partir de 2006 recomenda como critérios de diagnostico
para a diabetes as concentracdes de: glicémia de jejum > 7,0 mM (126 mg/dL) ou


http://pt.wikipedia.org/wiki/P%C3%A2ncreas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Idiop%C3%A1ticos
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glucose plasmatica > 11,1 mM (200 mg/dL) ap6s OGTT (teste oral de tolerdncia a
glucose, onde é ingerida uma dose de 75g de glucose apés jejum) 1.
A amostragem da acetil-CoA hepatica e a sua quantificacdo permitirdo obter

informacdes que serdo fundamentais para o controlo metabolico da DM.

1.2. Metabolismo

O metabolismo € o conjunto de todas as transformacgdes quimicas que ocorrem
nos organismos vivos. E uma actividade continua que ocorre através de uma série de
reaccOes, catalisadas por enzimas, que constituem as diferentes vias metabolicas. Cada
uma das etapas consecutivas de uma via metabolica produz uma alteracdo quimica
especifica, geralmente a remocdo, transferéncia ou adicdo de um atomo ou grupo
funcional, onde o produto de uma reac¢do é utilizado como reagente na reaccao
seguinte. O termo metabolismo intermediario é aplicado frequentemente para
caracterizar as actividades combinadas de todas as vias metabolicas que relacionam
precursores, metabolitos e produtos de baixo peso molecular ¥/,

As reaccOes metabdlicas podem ser classificadas de acordo com o principio de
adicdo ou particdo molecular em anabolismo e catabolismo respectivamente. O
anabolismo é o conjunto de reaccdes metabdlicas de sintese que utilizam a energia
libertada pelo catabolismo, em seres heterotroficos, ou pela fotossintese, em organismos
autotroficos, para sintetizar moléculas de maiores dimensfes e mais complexas a partir
de moléculas mais simples @,

O anabolismo (ou biossintese) pode ser divido em trés etapas fundamentais: a
sintese ou mobilizacdo de precursores (ex: aminoacidos), a activacdo desses precursores
a formas reactivas utilizando a energia resultante da hidrélise do ATP, e por ultimo a
formacdo de moléculas de maior complexidade, como proteinas, a partir destes
precursores activados. Normalmente, as vias anabdlicas consomem equivalentes
redutores, geralmente na forma de NADH, o que leva a que o estado de oxidagdo médio
do carbono do produto de anabolismo seja menor que o dos seus precursores !,

As reaccgdes do catabolismo (ou degradacéo) sdo responsaveis pela conversdo de
moléculas complexas em moléculas mais simples, produzindo grandes quantidades de
energia livre (pela sintese de ATP) B,

Uma das principais caracteristicas do catabolismo é a capacidade de converter

diversas substéncias tais como lipidos, proteinas e hidratos de carbono, em



Introducdo | 5

intermediérios comuns, que sdo depois metabolizados numa via oxidativa central.
Quando o catabolismo supera, em actividade, o anabolismo, 0 organismo perde peso
(periodos de jejum ou doenca), mas quando o anabolismo supera o catabolismo, o
organismo cresce ou ganha peso. Quando os dois processos se encontram em equilibrio,
diz-se que o organismo se encontra em equilibrio dinamico .

Na relacéo entre estas duas faces do metabolismo destacam-se vias metabolicas
importantes como a glicolise (seccdo 1.1.1), na qual ocorre a oxidacdo incompleta da
glucose e consequentemente a geracdo de ATP; a gluconeogénese, responsavel pela
sintese de glucose a partir de moléculas mais pequenas, para posterior utilizacdo pelos
varios 6rgdos; o ciclo de Krebs (ou do acido citrico) onde ocorre a oxidacdo da acetil-
coenzima A (acetil-CoA) com vista a obtencdo de energia; a fosforilacdo oxidativa onde
se verifica a eliminacdo dos electrdes libertados na oxidacdo da glucose e da acetil-
CoA,; a via das pentoses-fosfato, onde ocorre a sintese de pentoses e a obtencdo de
poder redutor (sob a forma de NADH) para algumas reac¢fes anabolicas; o ciclo da
ureia em que se da a eliminacdo da amdnia sob formas menos toxicas; a R-oxidacdo de
acidos gordos, na qual os &cidos gordos sdo transformados em acetil-CoA, para
posterior utilizagdo no ciclo de Krebs; e a cetogénese que corresponde a formacdo de
moléculas energéticas alternativas, designadas de corpos cetdnicos. Grande parte da
energia libertada neste processo pode ser armazenada na célula sob a forma de ATP B!,

A relacdo entre as varias vias depende da sua regulacdo enzimatica (a enzima
que catalisa uma etapa reguladora numa via metabdlica é, em geral, o local de controlo
de maior importancia), do perfil metabdlico caracteristico de cada 6rgdo e do controlo
hormonal 1),

Diversos compostos, como a acetil-CoA, podem interligar varias vias
metabolicas, de sintese ou de catabolismo, rotulando-se por isso de compostos
anfibolicos, o que transcreve também a capacidade de coexistirem em simultaneo ou em
alternancia nas diferentes vias metabélicas ™.

As diferentes vias envolvidas no metabolismo estdo bem distribuidas entre os
diferentes compartimentos celulares e os diferentes 6rgdos do corpo, que possuem
funcdes metabolicas e habilidades distintas [ Um dos érgaos de maior importancia no
organismo é o figado, que é o centro de muitas das principais vias metabélicas . A sua
localizacéo estratégica para receber os nutrientes do sangue, apés terem sido absorvidos
no trato intestinal, e a sua organizagdo estrutural adaptada a todas as suas funcdes,

permite-lhe ser responsavel pela transformacdo de inUmeras substancias, tais como
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aminoéacidos, hidratos de carbono, lipidos e outras moléculas (como Xxenobi6ticos),
tornando-se, desta forma, uma grande maquina para produzir moléculas energéticas e
recursos de armazenamento I,

Devido a todas as suas caracteristicas 0 figado pode ser adjectivado como o
responsavel pela manutencdo de condicBes fisiologias constantes (homeostase). Este
orgdo desempenha um papel singular no controlo do metabolismo dos hidratos de
carbono, mantendo os niveis de concentracdo de glucose, e também na homeostase
lipidica. Em situacdes de super producdo simultanea de glucose e lipidos pelo figado, é
estimulada a secrecdo de insulina pelas células B do pancreas, o que pode provocar um

aumento da resisténcia a insulina .

1.2.1. Metabolismo dos Hidratos de Carbono: Glucose e Frutose

Os hidratos de carbono s&o a principal fonte de energia alimentar em todo o
mundo. Sao ingeridos em alimentos como 0s cereais, raizes, tubérculos, leguminosas,
vegetais, frutos e produtos lacteos 7).

Estes compostos organicos séo constituidos por carbono, hidrogénio e oxigénio,
que geralmente seguem a férmula empirica [C(H,0)],, sendo n >3 &7,

Existem trés classes de hidratos de carbono distintas. Os monossacarideos, que
possuem um reduzido numero de atomos de carbono, sendo 0s mais importantes as
pentoses (CsH100s) e as hexoses (CgH120g), Sdo relativamente pequenos, sollveis em
agua e ndo sofrem hidrélise. Os dissacarideos, que sdo hidratos de carbono resultantes
da unido entre duas moléculas de monossacarideo, por meio de uma ligacdo glicosidica,
formada pela perda de uma molécula de agua, e os polissacarideos, que sdo moléculas
grandes, as vezes ramificadas, formadas pela unido de mais de dez monossacarideos
ligados em cadeia, constituindo, assim, um polimero de monossacarideos, geralmente de
hexoses 1),

Os efeitos da utilizagdo de frutose na dieta no metabolismo lipidico e da glucose
tém sido areas activas de pesquisa durante os ultimos anos. Em estudos de alimentagdo
controlada, a frutose tem sido utilizado para elevar os niveis de trigligerideos em
individuos saudaveis e diabéticos. O potencial do consumo crénico de aglcares para
aumentar a lipogénese também tem sido o foco em estudos de “over-feeding”

documentando aumentos significativos na de novo lipogénese (DNL) 19,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pentose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hexose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lise
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_glicos%C3%ADdica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
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Metabolismo da Glucose

O nivel homeostatico de glucose corporal é mantido pelo controlo dos ciclos
diérios de alimentacdo/jejum em coordenag¢do com o consumo e producdo de glucose
corporal.

Ap0s ingestdo de hidratos de carbono, a glucose é absorvida e entra no figado
onde uma por¢do de aproximadamente 20% é directamente armazenada na forma de
glicogénio, e a restante entra em circulagdo para consumo em tecidos periféricos 3,

O aumento do nivel de glucose plasmatica promove a secrecdo de insulina pelas
células B do pancreas, induzindo a captacdo de glucose periférica e, a0 mesmo tempo,
promovendo a sintese de glicogénio hepatico (forma de armazenamento celular) e
suprime a producédo de glucose pelo figado. Contrariamente, quando o nivel de glucose
plasmaética desce promove a secre¢cdo de uma outra hormona, o glucagon, pelas células
o pancreaticas, que possui funcdo contréria a insulina, fazendo com que o figado liberte
glucose, armazenada na forma de glicogénio, através de um processo designado
glicogendlise, ficando disponivel para entrar em processos de oxidacdo e consequente
extraccdo de ATP 1,

De uma forma geral podemos apontar trés vias metabodlicas principais para a
glucose (Figura 1.1):
= Armazenamento (como polissacarideo);
= Oxidacdo pela via das pentoses-fosfato, originando ribose-5-fosfato para a sintese de

acidos nucleicos, e de NADPH para processos de reducéo;
= Oxidacdo pela via da glicdlise, originando piruvato e providenciando ATP e

intermediarios metabolicos de outras vias.

- -

Glucose-6-P

l Via das
C. Krebs Pentoses

|

Fosforilagao
Oxidativa

| Glicogénio

Figura 1.1. Esquema representativo das diversas vias metabolicas que a glucose pode

seguir apds entrada no figado.


http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
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ApOs a absorcdo a glucose presente no sangue € rapidamente extraida pelo
figado, sendo a sua entrada nos hepatocitos mediada pelo transportador GLUT e
dependente de estimulo pela insulina. Uma das vias que a glucose pode seguir, é a
glicolise, que consiste numa série de dez reac¢des quimicas, catalisadas por enzimas,
nas quais uma molécula de glucose vai ser degradada em duas moléculas de um
composto de trés carbonos, o piruvato . Durante a sequéncia de reaccées, uma parte da
energia livre, proveniente da degradacao da glucose, vai gerar duas moléculas de ATP e
duas de NADH por cada molécula de glucose. Este processo € o caminho central no
catabolismo da glucose e é de uma importancia vital para inimeros organismos, alguns
dos quais tém neste processo, a sua unica fonte de energia metabolica.

E comum dividir a glicdlise em duas fases distintas: a fase de preparaco e a fase
de oxi-reducdo, correspondendo cada uma delas a cinco reac¢des quimicas. Na primeira
fase gastam-se duas moléculas de ATP em duas fosforilacGes; esta fase acaba com a
formacdo de duas trioses, duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato, que resultam da
clivagem da glicose. Na fase de oxi-reducdo ocorre um retorno do investimento de duas
moléculas de ATP da fase anterior: vao ser formadas quatro moléculas de ATP (através
da fosforilagdo de ADP), para além de duas moléculas de NADH, por cada molécula de

glucose. Esta fase termina com a formagéo de piruvato **,

A equacdo geral da glicolise é a seguinte:
Glucose + 2 NAD" + 2 ADP + 2 Pj -=--------- > 2 NADH + 2 Piruvato + 2 ATP + 2 H,0

Esta equacdo pode ser separada em dois processos distintos: por um lado a
conversdo de glucose a piruvato, uma reaccdo exergonica, e por outro a formacdo de
ATP a partir de ADP e Pi, reaccdo endergdnica.

Em condi¢cbes aerObias o piruvato € oxidado, por uma reaccdo de
descarboxilacdo oxidativa catalisada pelo complexo piruvato-desidrogenase (PDH),
originando o grupo acetil da acetil-CoA (libertando-se dioxido de carbono) que ira
posteriormente entrar no ciclo de Krebs ou integrar o0 mecanismo de biossintese de
4cidos gordos 71,

O piruvato pode também sofrer carboxilacdo a oxaloacetato por acc¢do da
piruvato carboxilase — esta reac¢do introduz carbonos adicionais no ciclo de Krebs e é o

primeiro passo para a conversao do piruvato em glucose pela via da gluconeogénese. A


http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
http://pt.wikipedia.org/wiki/NAD
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenosina_difosfato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfato
http://pt.wikipedia.org/wiki/NADH
http://pt.wikipedia.org/wiki/Piruvato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenosina_tri-fosfato
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua
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actividade da piruvato carboxilase e da piruvato desidrogenase é altamente regulada

pelos estados hormonal e nutricional ',

Metabolismo da Frutose

Enquanto a glucose é o principal produto da digestdo do amido e do glicogénio,
duas outras hexoses sao também proeminentes produtos da digestao, a galactose, obtida
da hidrélise da lactose e a frutose, obtida a partir de frutas e da hidrélise da sacarose 2.

A frutose é um monossacarideo (C¢H1,06) que pode ser obtido, na sua forma
livre, pela ingestdo de frutas, ou como constituinte da sacarose, a qual é hidrolisada pela
enzima sacarase (obtendo-se uma molécula de frutose e outra de glucose). Este
monossacarideo difere da glucose pela presenca de um grupo carbonilo na posicdo 2 da
cadeia carbonada, ao contrério da glucose que apresenta um grupo carbonilo na posicao

1 da cadeia carbonada (Figura 1.2) 2,

CH;0H
/A O\on OH OH O OH O o
HONOH AL HC’\/[\/\)J\H HO’\_/lﬁ)boH no \L__ "9/ cu.on
L OH OH OH OH MO H
Estrutura em anel Cadeia aberta Cadeia aberta Estrutura em anel
Glucose Frutose

Figura 1.2. Formas de estrutura das moléculas de glucose e frutose, em cadeia aberta e

em anel (> 99% das moléculas em solucéo). Adaptado da ref [,

Tal como a glucose, a frutose é metabolizada pela via glicolitica, no entanto, as
etapas iniciais do metabolismo da frutose sdo diferentes, utilizando um conjunto de
enzimas especificas %,

Apds a absorcdo a frutose presente no sangue é rapidamente extraida pelo
figado, onde a sua entrada no hepatocito é mediada pelo transportador GLUT 2, nédo
havendo, ao contrario do que acontece no metabolismo da glucose, gasto de energia ou
dependéncia de estimulo pela insulina. Nos hepatdcitos, a frutose é rapidamente
fosforilada no carbono 1, numa reaccdo mediada pela frutoquinase, enzima especifica

para degradacdo da frutose, ou no carbono 6, numa reacgdo mediada pela hexoquinase.
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Uma deficiéncia hereditaria na enzima frutoquinase leva a uma condicdo rara, benigna,
designada frutosria hereditéaria %!,

A frutose 1-fosfato sofre clivagem em gliceraldeido e di-hidroxiacetona-fosfato
numa reaccdo mediada pela enzima frutose 1-fosfato aldolase. A di-hidroxiacetona-
fosfato é transformada em gliceraldeido 3-fosfato pela triose-fosfato isomerase, e o
gliceraldeido é fosforilado pela enzima triose cinase, formando gliceraldeido 3-fosfato.
As duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato obtidas sdo posteriormente incorporadas
na via da glicélise (Figura 1.3), seguindo as etapas de reaccfes descritas acima para 0
metabolismo da glucose, tendo como produto final o piruvato, que por acgdo do
complexo PHD é oxidado, originando o grupo acetil da acetil-CoA. **!.

De forma alternativa, as moléculas de gliceraldeido 3-fosfato podem ser
convertidas em glucose e glicogénio pela via da gluconeogénese. Os factores que
controlam a direccdo do fluxo de carbono derivado da frutose para glucose/glicogénio
ou acetil-CoA e lipogénese estdo longe de serem totalmente compreendidos, mas
envolvem uma complexa interaccdo entre hormonas (insulina e glucagon), niveis de
metabolitos de energia (ATP, AMP) e factores de transcricdo para enzimas de vias
metabélicas (12,

A frutose é diferente da glucose na medida em que a sua fosforilagdo ndo é
regulada pelos estados nutricionais e hormonais. Paradoxalmente, este facto resulta
numa diminuicdo rapida e significativa do ATP apds ingestdo de uma dose de frutose
[15].

Entre outras coisas, e em contraste directo com uma dose de glucose, a ingestéo
de frutose aumenta o apetite e promove a ingestdo de alimentos, o que resulta em

estados de superalimentagéo ¢,
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Figura 1.3. Esquema ilustrativo do metabolismo da frutose nas células hepaticas.

Incorporacdo do metabolismo da frutose na via glicolitica 4!,

Pelas consideracdes referidas pode afirmar-se que, um consumo excessivo de
frutose leva a uma saturacdo da via glicolitica, potenciando a formacdo de elevadas
quantidades de acetil-CoA, o que aumenta a DNL, provocando acumulacdo de gorduras

no tecido adiposo ).

1.2.2. Metabolismo dos lipidos e a “de novo lipogénese”

Os lipidos definem um conjunto de substancias quimicas que, ao contrario de
outras classes de compostos ndo sdo caracterizadas por possuirem grupos funcionais
comuns, mas sim pela sua baixa solubilidade em agua e outros solventes polares. Sdo
vulgarmente conhecidos como gorduras e as suas propriedades fisicas relacionam-se
com a natureza hidrofébica das suas estruturas ). Biologicamente os lipidos
desempenham func@es indispensaveis para a estrutura e metabolismo celular. Uma dieta
rica em lipidos é essencialmente composta por triglicerideos (TG), aproximadamente

90%, que sdo a principal fonte de armazenamento de energia metabdlica em humanos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Acetil-CoA
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Os TG sdo compostos por trés cadeias de acidos gordos ligados a uma molécula de
glicerol I,

A maior parte dos TG sdo armazenados em células especificas, os adipécitos, no
entanto, fraccdes relativamente pequenas encontram-se noutros tecidos do corpo, como
0 musculo e as células hepaticas. Esta ultima, conhecida como gordura ectopica, pode
interferir com a regulacéo dos metabolismos dos TG e da glucose 7).

O figado, como ja foi referido anteriormente, possui um papel importante na
regulacdo dos TG e da glucose, mantendo o equilibrio necessario entre eles. A oxidacao
dos TG e da glucose é realizada de forma inversa - quando os niveis de glucose sao
elevados a oxidacdo de gorduras é inibida e vice-versa 71,

N&o existem dados que provem se é o metabolismo hepatico dos TG que
desencadeia alteraces no metabolismo hepatico da glucose ou vice-versa, mas a
acumulacdo de TG no figado tal como os niveis elevados no sangue estd fortemente
associada ao aumento da prevaléncia de doencas como a obesidade, resisténcia a
insulina, diabetes tipo 11 e doencas cardiovasculares 7.

Para que exista uma regulacdo dos niveis de lipidos no organismo devera ocorrer
um equilibrio entre o contetdo total da energia da dieta com a energia que 0s animais
necessitam. Nas situacfes de ingestdo de excesso de calorias esse excesso é convertido
em reservas, que serdo posteriormente utilizadas em casos de défice de energia. Em
conclusdo, existem lipidos que estdo constantemente a ser oxidados para satisfazer
necessidades energéticas, e outros a ser sintetizados e armazenados .

Numa situacdo pds-pandrial o figado utiliza a glucose excedente da sintese de
glicogeénio para sintetizar os TG pelo mecanismo de “de novo lipogénese”. Na DNL 0s
TG sdo sintetizados a partir de precursores como a glucose e aminoacidos, no
citoplasma das células (essencialmente nos hepatdcitos), numa reaccdo complexa na
qual a cadeia de &cidos gordos é alongada pela adicdo sequencial de unidades de dois
carbonos provenientes da acetil-CoA e ocorre a esterificacdo de trés cadeias de &cidos

gordos por adi¢do de uma molécula de glicerol (Figura 1.4) 1l
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Figura 1.4. Esquema ilustrativo do mecanismo de biossintese de triglicerideos (DNL).

Nos TG formados, como pode ser observado na Figura 1.4, os grupos metilo
terminais derivam directamente do grupo metilo terminal da molécula acetil-CoA.

O principal precursor da acetil-CoA é o piruvato, que apresenta trocas extensivas
entre os seus hidrogénios e os hidrogénios da BW, e assume-se que sendo 0s
hidrogénios do grupo metilo da acetil-CoA labeis, trocardo extensivamente com 0s
hidrogénios da BW. Com base nesta potencialidade, utilizando um marcador isotopico
como a agua deuterada, a percentagem de deutério na BW sera equivalente a
percentagem de deutério nos hidrogénios do grupo metilo da acetil-CoA hepatica, que
por sua vez serd igual a percentagem de deutério dos hidrogénios do grupo metilo dos
4cidos gordos formados na DNL 8.

De modo a quantificar com rigor a DNL e a sua contribuicdo para o
metabolismo hepéatico dos TG torna-se necessario determinar a percentagem de
incorporagdo de deutério na acetil-CoA, pois caso ndo se comprove a troca extensiva
entre os hidrogénios da BW e os hidrogénios metilicos da acetil-CoA a contribuicdo da
DNL na formacéo de TG sera sobrestimada 8!,

Em situacdes de deficiéncia energética, como em casos de jejum prolongado, a
maioria dos tecidos é capaz de utilizar os 4cidos gordos como fonte de energia !\. No
periodo pos-absortivo (que tem seu inicio ao final da absorgéo intestinal e pode variar

conforme a composicédo da refeicdo) a oxidacdo de &cidos gordos aumenta em resposta
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as adaptacGes metabdlicas/hormonais ocorridas, como diminuicdo da concentracdo
sanguinea de glucose, reducdo da sintese e secrecdo de insulina, aumento da
concentracdo plasmatica de glucagon e aumento da actividade da enzima lipase !\,

Estas adaptacdes diminuem a captacdo e oxidacdo de glucose pelos tecidos
periféricos (muscular e adiposo) e, em consequéncia, aumentam a oxidacéo de &cidos
gordos nestes tecidos 7). O aumento da oxidacéo de lipidos durante o periodo pds-
absortivo € acompanhado pela inibicdo da sintese de acidos gordos, através da
diminuicdo da actividade da enzima acetil-CoA carboxilase no tecido adiposo e no
figado, responsavel por converter acetil-CoA em malonil-CoA, intermediario da sintese
de 4cidos gordos [,

Os acidos gordos sdo degradados por oxidacdo numa sequéncia repetitiva de
reac¢des que produzem moléculas de acetil—-CoA e libertam energia, num mecanismo
designado por p—oxidacdo. Este processo é contrario a DNL, uma vez que esta ultima
sintetiza acidos gordos que s&o armazenados 7).

Nas mitocondrias, os acidos gordos sdo degradados pela oxidacdo com a
remogdo sucessiva de fragmentos de dois carbonos na forma de acetil-CoA,
posteriormente oxidada a CO; no ciclo do acido citrico. Em cada ciclo da p—oxidagao,
forma-se um mol de acetil-CoA, um de FADH, e um de NADH. No figado, a energia

liberada pela p-oxidacdo é utilizada para dirigir a gluconeogénese 71,

1.3. A Acetil-Coenzima A no metabolismo

Pelas consideracOes feitas até aqui entende-se que a acetil-CoA é um precursor
metabolico localizado num ponto central estratégico, que realiza a ligacdo entre o
metabolismo catabdlico e anabdlico.

Esta molécula é produzida pelo catabolismo dos hidratos de carbono, lipidos e
aminoacidos, sendo a0 mesmo tempo o precursor para a sintese de lipidos incluido o

colesterol, energia e corpos ceténicos (Figura 1.5) 171,
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Figura 1.5. Esquema representativo da interaccdo das varias vias metabolicas e da

posicao central da acetil-CoA no metabolismo, adaptado da ref [*%.

A coenzima A (CoA) consiste num grupo [-mercaptoetilamina unido, por uma

ligagdo amida, a vitamina acido pantoténico, a qual por sua vez, esta ligada a porgdo 3°-

fosfoadenosina por uma ponte pirofosfato. O grupo acetilo junta-se a CoA, ligando-se

como um tioester ao fragmento sulfidrilo do grupo B-mercaptoetilamina. A CoA

funciona, portanto como um carregador de acetilo e outros grupos acilo .

L
o o Ho_Pp Ly
5.k 1.V o ofo. ¢ |
N N s Jo} ™
0 OH o OH L]
HD-F_,@ OH
"'\.:\.
Ho

Figura 1.6. Estrutura quimica da molécula de acetil-CoA.

O precursor imediato para a acetil-CoA oriunda do metabolismo dos hidratos de

carbono é o piruvato, produto da via da glicélise. Esta é formada a partir do piruvato por

descarboxilacdo oxidativa, catalisada por um complexo multienziméatico denominado

piruvato-desidrogenase (PDH).
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Uma outra via para formacdo da molécula ¢ a B-oxidacdo de acidos gordos, na
qual o carbono B do acido gordo ¢ oxidado, formando acetil-CoA 1

Devido as suas caracteristicas e ao papel que desempenha na interligacdo de
diversas vias metabolicas, seria de grande valor a existéncia de um método de
amostragem intracelular da acetil-CoA, a fim de determinar a sua actividade especifica
como precursor metabolico e portanto os diferentes fluxos metabdlicos onde se
apresenta como composto central. No entanto a sua analise directa é inviavel, devido a
esta ser uma molécula de baixa concentracdo, muito instavel e de grande estrutura, onde
facilmente ocorrem quebras de ligacdes [,

A existéncia desta molécula no figado faz dela precursor intermediario para as
reaccOes de acetilacdo de uma grande variedade de compostos, como drogas e

xenobicticos 24,

1.4. Acetilacao de Xenobidticos

O meio quimico activo do figado é reconhecido pela sua capacidade de
desentoxificar e excretar compostos xenobidticos. As reac¢des de acetilacdo sdo das
possiveis vias para a sua eliminagdo, ocupando uma posicdo de destaque nos
mecanismos de accdo de um grande grupo de compostos (inactivacdo de drogas e
xenobidticos e a sintese de outros derivados).

A acetil-CoA presente nas células hepaticas serve de precursor intermediario
para estas reaccOes de acetilacdo, permitindo através do estudo dos compostos
acetilados obter, de uma forma ndo invasiva, conhecimento sobre a acetil-CoA 4.

O PABA, também conhecido como vitamina Bx, € conhecido pelo seu papel
essencial na producdo de &cido félico e pela sua forte absorcao de radiacdo na regido do
ultravioleta, devido ao qual foi utilizado durante muito tempo na composicéo de lo¢oes
para proteccdo da radiacdo solar 2. Este composto é geralmente considerado como
ndo-toxico e muitos complexos vitaminicos contendo PABA (geralmente 25-100
mg/comprimido) estdo disponiveis no mercado como suplementos alimentares %!,

O metabolismo do PABA ocorre predominantemente por acetilacdo e
conjugacdo com a glicina no figado, para formar, respectivamente, os metabolitos N-
Ac-PABA (aproximadamente 40%) e 4cido para-aminohipurico 4%,

O processo de acetilaghio do PABA ocorre pela accdo da enzima N-
acetiltransferase, que catalisa a ligacdo do grupo metilo da acetil-CoA ao grupo amina
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do PABA, formando o N-Ac-PABA (Figura 1.7). Este metabolito, na forma inactiva, é

posteriormente eliminado na urina, sendo possivel assim a sua deteccdo e analise %!,

COoH COOH
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Figura 1.7. Reaccdo de acetilacdo do acido p-aminobenzoico por ac¢do da acetil-CoA

hepaética.

Uma vez que o grupo metilo do N-Ac-PABA deriva directamente da acetil-CoA
presente no citoplasma das células hepaticas, utilizando, por exemplo, marcacdo
isotépica “H e °C e anélise por espectroscopia de RMN, é possivel quantificar e

caracterizar a acetil-CoA de uma forma n3o invasiva 2%,

1.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética e Nuclear

A espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) é
reconhecidamente das técnicas mais importantes para a investigacdo a nivel molecular,
permitindo obter informacdo estrutural e dinamica para qualquer estado da matéria °!.
Ocupa também um lugar de exceléncia no campo da andlise qualitativa e quantitativa,
desde componentes em produtos alimentares, a fluidos biol6gicos e metabolitos em
tecidos e orgéos de seres vivos intactos, de um modo ndo invasivo e ndo destrutivo,
podendo por isso ser utilizada em procedimentos in vitro e in vivo 7.

Tornou-se igualmente muito Util no estudo de questdes conformacionais e
configuracionais relativas as estruturas de moléculas bioldgicas (e.g. drogas, proteinas e
DNA), e na obtencéo de informagbes anatomicas e metabolicas de sistemas biologicos
[28].

A técnica espectroscopica de RMN explora as propriedades magnéticas dos
ntcleos atémicos activos (e.g. *H, ?H, *C, ¥N, N, *°F, 3'P). Estes niicleos podem ser

vistos como pequenos pides com carga que rodopiam em torno do seu eixo, gerando o
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seu proprio pequeno campo magnético, encontrando-se, normalmente, dispostos de
forma aleatdria *”. Quando estes nicleos s&o sujeitos & influéncia de um forte campo
magnético externo, sdo obrigados a alinharem-se com orientacfes especificas, que se
caracterizam por possuirem diferentes niveis energéticos. Posteriormente, quando 0s
nacleos sdo expostos a uma radiacdo electromagnética, na gama de radio frequéncia,
recebem energia, sendo obrigados a transitar para uma outra orientacdo, de nivel
energético superior 71,

Esta transicdo é detectada através da captacdo da energia emitida quando os
nacleos regressam ao estado fundamental, tendo frequéncias especificas, que ocorrem a
velocidades caracteristicas, dependendo da natureza dos nucleos, da estrutura molecular
e da composicdo da amostra 28!,

Quando os nucleos retomam a sua orienta¢do original, a radiacdo emitida gera
um sinal eléctrico, que apds tratamento matematico (transformada de Fourier simples),
permite tragar um grafico da intensidade desse sinal em funcéo da frequéncia aplicada,
um espectro de RMN, onde as caracteristicas de maior importancia sdo a posicdo, a

intensidade e a forma das bandas (Figura 1.8) 128!,
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Figura 1.8. Representacdo do processo para obtengdo de um espectro de RMN, desde a
aplicacdo de um campo magnético forte (B,) até a geracdo do sinal

eléctrico, que permite a aquisi¢do do respectivo espectro. Adaptado da ref
[29]
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A espectroscopia de RMN é uma técnica que detecta is6topos especificos em
func@o dos seus spins nucleares caracteristicos, permitindo determinar o nimero e o tipo
de grupos quimicos num composto, e consequentemente a obtencdo de informacéo
acerca de estruturas moleculares 1. A analise por espectroscopia de RMN permite
medir alguns parametros espectrais fundamentais, que possibilitam a aquisicdo de
informacdo til acerca do que se pretende estudar (intensidade dos sinais, desvio
quimico (8), efeito de acoplamento spin-spin e tempo de relaxacéo) 2",

Para este trabalho os efeitos dos tempos de relaxacdo longitudinal (T1) na
exactidao e precisdo da medicdo da intensidade do sinal de RMN sdo particularmente
relevantes, razdo pela qual serdo discutidos mais detalhadamente.

Quando varios pulsos de RMN sdo somados em conjunto de forma a optimizar a
razdo sinal/ruido, deve ser permitido um intervalo de tempo suficiente entre cada pulso,
de forma que a magnetizacdo induzida pelo pulso anterior seja completamente
deteriorada. O valor de T; representa a magnetizacdo de meia-vida e para reduzir a
magnetizacdo nuclear para < 1% do valor inicial é necessario um intervalo de 5 x T1. Os
pulsos que se repetem em curtos intervalos de tempo resultam num sinal inferior ao
valor tedrico — processo conhecido como saturago %71,

MedicBes quantitativas de metabolitos e padrdes internos em espectroscopia de H
RMN dependem do conhecimento dos valores de T, respectivos de cada sinal, de modo
gue a saturacdo seja evitada.

Os sinais obtidos em *H RMN com apenas um pulso, por definicdo nio podem ser
saturados. Para sinais obtidos por **C RMN existem outros factores, para além do tempo
de relaxacdo Ty, que determinam a intensidade do sinal (ver paragrafos abaixo).

A espectroscopia de RMN apresenta especial relevancia quando associada a
estudos de marcacgdo isotopica de atomos especificos, que permitem que 0 percurso
metabdlico dos nlcleos dos atomos marcados seja seguido por espectroscopia de RMN
de protdo (*H RMN), de deutério (*H RMN) e de carbono treze (**C RMN).

No entanto, esta técnica apresenta algumas limitacbes, nomeadamente a sua baixa
sensibilidade, devido as transices magnéticas nucleares serem pouco intensas,
verificando-se nos dltimos anos diversos avangos permitem contornar este problema,

levando & sua expansao %1,
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'"H RMN

A espectroscopia de 'H RMN baseia-se na observacao directa de ndcleos de *H
(spin=1/2), que é o segundo ndcleo mais sensivel para RMN, em termos de
sensibilidade intrinseca para RMN (razdo giromagnética alta) e possui elevada
abundancia natural (> 99,9%), o que ira possibilitar as medi¢des de alta sensibilidade e
baixo tempo de aquisi¢do para este nucleo, levando a que esta técnica tenha um vasto
niimero de aplicacdes B,

Atendendo a que a maior parte dos metabolitos contém hidrogénios e
consequentemente uma grande quantidade de 'H (dado que este é o is6topo mais
abundante), a espectroscopia de *H RMN torna-se uma poderosa técnica para observar,
identificar e quantificar um grande nimero de metabolitos biologicamente importantes.
Devido & sua alta sensibilidade o ntcleo de *H é apropriado para estudos in vivo por

RMN [281,

’H RMN

A espectroscopia de °H RMN, utiliza um outro isétopo importante em estudos
metabélicos, 0 ?H. Uma vez que a sua abundancia natural é muito menor (~0.015%) do
que a do *H (> 99.9%) ele é frequentemente negligenciado. O H tem um ndcleo com
spin igual a 1 (I=1), que apresenta momento quadrupolar e, consequentemente, tempos
de relaxagdo muito curtos %!,

Este fendmeno de relaxacdo rapida faz com que muitas vezes os sinais em RMN
ndo aparecam tdo bem resolvidos como seria desejado, dado que séo intrinsecamente
mais largos que os correspondentes em *H RMN. O ndcleo de ?H possui uma razao
giromagnética baixa, comparativamente com o *H (~15% de ‘H), o que leva a que este
entre em ressonancia a 76,7 MHz, em vez de 500 MHz, num campo de 11.75T. Isto
significa que uma diferenca de 1ppm entre dois sinais de *H adjacentes ser& apenas 76,7
Hz, enquanto entre dois sinais de *H sera 500 Hz, levando a que se verifique uma maior
proximidade entre os sinais de ?H, em termos de frequéncia absoluta, comparativamente
com os sinais de *H. Ou seja, para campos magnéticos baixos, existem dificuldades
acrescidas, dado que os sinais que se situam muito préximos ndo permitem uma boa
distincéo entre eles 283,

Ap0s a administracdo de um marcador deuterado, como sera descrito na secgédo

1.4.1.1, diferentes enriquecimentos posicionais em H numa molécula de interesse
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podem ser associados a diferentes fluxos nas vias metabdlicas, semelhante ao que é
observado com isotopémeros de *C.

A espectroscopia de “H RMN permite a quantificacdo dos diferentes
enriquecimentos posicionais em 2H. Em termos relativos, o desvio quimico apresentado
por um elemento em ?H RMN é idéntico ao apresentado em *H RMN, dado que o
ambiente quimico para um nicleo de *H ou ?H num local particular da molécula é o
mesmo. Assim, a identidade e a posicdo de um sinal em ?H de uma amostra pode ser

atribuido por sobreposicao dos espectros de *H e °H RMN 2],

C RMN

O is6topo de carbono *3C tem spin nuclear (1=1/2) e uma abundancia natural de
1.1%. Este nucleo possui uma ampla gama de desvio quimico (~200 partes por milhdo
(ppm)), 0 que permite uma boa separacdo das ressonancias dos nucleos. Os sinais deste
is6topo nos espectros de *C RMN exibem linhas estreitas, devido ao diminuto tempo
de relaxagdo Ty, permitindo uma melhor separago dos sinais %%,

A sensibilidade do nucleo de **C, relativamente ao *H RMN, para o mesmo
campo magnético e o mesmo niimero de néicleos é 0.0159 B,

A intensidade dos sinais de *3C est4 relacionada tanto com a percentagem de
enriquecimento em *3C como com a quantidade de metabolitos presentes na mostra em
estudo. Assim, a percentagem de enriquecimento em *3C ¢é expressa quantitativamente
pela fraccdo (*C/**C+2C), isto ¢ pela relacdo entre os nicleos de **C na molécula entre
0 niimero total de nicleos de carbono B,

Diminuicdes na intensidade dos sinais em **C RMN resultam do acoplamento
entre spins de nucleos de *C e *H directamente ligados. Estes acoplamentos podem ser
removidos por aplicacdo de um segundo campo magnético. Caso a frequéncia aplicada
seja suficiente, ocorre um desacoplamento completo entre spins de ‘H e *C 8. A
aplicacdo de frequéncias para desacoplamento de protdo origina alteracbes nas
populacdes relativas nos niveis de energia para os spins nucleares de **C, eliminando a
divisdo de sinais causada por acoplamentos **C e *H e para além disso a magnetizagéo
dos 'H é transferida para os nlcleos de *3C aos quais estdo ligados, resultando num
aumento da intensidade dos sinais de *°C, a este efeito chama-se Nuclear Overhauser

Effect (NOE). Este processo tem a vantagem de simplificar os espectros e concentrar
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toda a intensidade de cada ressonancia **C numa linha Gnica, e ainda aumentar essa
intensidade, resultando num aumento da relacéo sinal/ruido %3%.

Sobre certas condicdes, um aumento no sinal do espectro de *C RMN
corresponde a um aumento do enriquecimento de ‘*C e, portanto, pode ser interpretado
como uma incorporacdo do marcador na posi¢do do carbono sob observacdo. Estes
enriquecimentos em '2C sdo referidos como enriquecimentos posicionais e sdo
facilmente quantificados por espectroscopia de *C RMN B,

Uma vez que a abundancia natural de *C é apenas 1.1%, a probabilidade de um
ntcleo de *C numa molécula possuir um vizinho *3C é (0.011)? ou cerca de 1 em 10°.
Por isso, todos os sinais relativos & abundancia natural de “*C sdo essencialmente
singletos e representam cerca de 1.1% do enriquecimento em “*C. Por exemplo, o
espectro de **C RMN do &cido acético apresenta dois sinais singleto que representam a
abundancia natural em **C de cada um dos dois carbonos da molécula. No entanto, para
moléculas de acetato, com dois ndcleos de carbono marcado, ou seja, [1,2-**C]acetato,
cada sinal é dividido num dubleto por acoplamento B3¢ (J13c-13c = 54 Hz) e este
dubleto apresenta-se bem resolvido a partir dos sinais singleto da abundancia natural
em C.

Esta caracteristica permite que multiplos metabolitos marcados com *C,
derivados de uma multiplicidade de precursores enriquecidos, tais como a [U-

13C]glucose, possam ser resolvidos e quantificados .

1.5.1. Utilizacdo de xenobiéticos para analise e quantificacdo da acetil-CoA
hepética a partir de marcadores isotopicos

O metabolismo do figado possui uma elevada complexidade e caracteriza-se
principalmente pela sintese e degradacdo de metabolitos hepaticos e a sua constante
excrecao e secrecdo para a circulagao.

Até recentemente, a avaliacdo de glicose hepéatica e metabolismo lipidico era
realizada com base em estudos mais invasivos, que incluem bidpsias ao figado, que
permitem uma quantificacdo directa das de metabolitos hepaticos, e protocolos de
cateterismo, que medem a libertacdo de substratos pelo figado B2. A introducéo de
marcadores metabolicos possui uma importancia fundamental para o estabelecimento de
intermediarios metabdlicos nas vias de glucose e metabolismo lipidico, bem como na

determinacéo e conhecimento de fluxos metabélicos 2.
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Um marcador metabdlico € uma substancia utilizada para seguir a transformacéo
bioldgica de um substrato. Para tal este tem de ser metabolicamente indistinguivel, e ao
mesmo tempo possuir propriedades Unicas que permitam a sua deteccédo e analise.

Geralmente, os marcadores consistem em moléculas de substrato sintético nas
quais um ou mais 4tomos sdo substituidos por isdtopos raros estaveis, tais como *°C e
?H, que podem ser detectados recorrendo a RMN e espectrometria de massa. Além
de mais seguros, os métodos de analise destes isGtopos estaveis tém uma vantagem
importante sobre a deteccdo de marcadores radioactivos, na medida em que também
fornecem informac@es posicionais relativas as moléculas em estudo 132,

No decorrer das reac¢es bioquimicas os marcadores isotopicos localizados em
posicBes especificasde um qualquer substrato sdo transferidos para intermediarios
metabolicos e produtos de reaccdes de uma forma especifica e rigorosa. Assim, o
destino do precursor marcado é altamente previsivel, dependendo da via metabdlica que
integra. Por anélise em RMN do padrdo de marcacéo isotopica dos produtos, é possivel
caracterizar e quantificar diferentes vias metabolicas.

Xenobioticos sdo compostos quimicos estranhos a um organismo ou sistema
biolégico, que podem ser encontrados num organismo mas ndo sdo normalmente
produzidos por ele 2. Existe uma vasta gama de compostos xenobi6ticos, tais como o
PABA (utilizado neste estudo), que podem ser ingeridos com seguranga por animais e
seres humanos e possuem capacidade de se conjugar com intermediarios metabdlicos no
figado (neutralizacdo). Os compostos conjugados formados sdo removidos pelo
organismo através do processo de excrecdo de xenobidticos, sendo as principais vias de
excrecdo a urina, as fezes, a respiracao e o suor. Este processo permite uma amostragem
ndo invasiva de intermediarios hepaticos como a molécula de acetil-CoA, que ndo pode
ser analisada de forma directa Y.

A acetil-CoA hepética pode ser analisada in vivo através da administragdo de
acido para-aminobenzéico, que é metabolizado no figado por acetilacdo, e no qual o
grupo metilo (CH3) do produto acetilado deriva directamente do grupo metilo terminal

da molécula de acetil-CoA hepética.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Compostos_qu%C3%ADmicos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Biologia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Excre%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Urina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fezes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Respira%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Suor
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1.5.1.1. Quantificacdo do enriquecimento em “H da acetil-CoA hepética
administrando *H,O

Existem muitas referéncias bibliograficas que fundamentam a administracdo de
’H,0, para 0 Seguimento das vias metabdlicas do figado . A utilizacdo deste
marcador metabolico apresenta diversas vantagens: € ndo-radioactivo, e
consequentemente seguro, possui um custo no mercado relativamente baixo em relacéo
a outros marcadores e mantém o enriquecimento do precursor com facilidade. Apos a
sua administracdo este distribui-se rapidamente pelos tecidos estabelecendo um total
equilibrio com a BW B4,

A agua deuterada pode ser facilmente administrada a animais e a humanos, por
adicdo na agua de bebida, em quantidades controladas. Os niveis mMaximos
recomendados para o enriquecimento em “H da BW sdo 1-5% nos animais e 0.3-0.5%
para humanos. Normalmente nos animais a sua administracdo é efectuada por injeccéo
i.p., 0 que facilita o processo pois €& possivel obter um nivel constante do

enriquecimento da BW em menos de 10 minutos *°

.Em protocolos experimentais
prolongados, em que se torna necessario aceder a informagdes metabdlicas
repetidamente pode manter-se a administracéo de H,0 (agua bebida) por longo periodo
de tempo B4,

Em muitos casos, 0 enriquecimento isotopico ocorre através de uma alteracéo
metabdlica especifica, o que podera fornecer informacGes acerca dessa mesma
alteracéo.

Assumindo que os hidrogénios do grupo metilo terminal da acetil-CoA hepética
sdo labeis, e realizam trocas extensivas com os hidrogénios da BW, podemos inferir que
quando a BW se encontra enriquecida com 2H o enriquecimento em °H da acetil-CoA
sera equivalente 18,

Assim, baseando-nos no principio de acetilacdo do &cido p-aminobenzdico, no
qual o grupo metilo do produto acetilado (N-Ac-PABA) deriva directamente do grupo
metilo terminal da acetil-CoA hepética e utilizando ?H,O como marcador isotépico ¢
possivel analisar a acetil-CoA hepatica de uma forma ndo invasiva e quantificar o seu
enriquecimento em 2H por analise por espectroscopia de *H e de °H RMN do N-Ac-

PABA eliminado na urina (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Reaccédo de acetilacdo do PABA a N-Ac-PABA, por accao na acetil-CoA

hepética, na presenca de H,O como marcador metabélico.

1.5.1.2. Quantificacdo da acetil-CoA hepatica utilizando marcadores metabolicos
de ¥C

O estudo do metabolismo de hidratos de carbono como a glucose e a frutose
pode fornecer informacg6es importantes sobre a formacao da acetil-CoA hepatica como
agente precursor da DNL.

Ap0s a incorporacdo destes compostos no metabolismo corporal, ambos sofrem
metabolizacdo no figado, pela via da glicolise, formando duas moléculas de piruvato,
que posteriormente por accdo da piruvato desidrogenase (PDH) originam acetil-CoA
[11,12]_

A contribuicdo da glucose e da frutose para formacgédo de acetil-CoA pode ser
estudada administrando estes compostos enriquecidos com *3C. Este enriquecimento é
facilmente alcancado, adicionando os marcadores a uma refeicdo ou a uma solucéo, ou
mesmo injectando-os directamente na corrente sanguinea, em procedimentos de
infusdo mais invasivos ™.

Administrando glucose e frutose com diferentes enriquecimentos posicionais em
13C leva a que a acetil-CoA hepética formada, a partir de cada um destes marcadores, ira
apresentar diferentes marcacgdes em 3¢, o que se traduz em sinais distintos no espectro
de *C RMN (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Esquema representativo dos diferentes enriquecimentos posicionais em
3C da acetil-CoA hepatica obtidos ap6és a administracio de [U-
3C]glucose, [1-**C]glucose e [U-*C]frutose.

No esquema apresentado na Figura 1.10 pode verificar-se que administrando [U-
B3C]glucose, apos a série de reaccdes anteriormente descritas, obtém-se a molécula de
acetil-CoA com marcagdo em “3C nos dois carbonos, 0 que se ir4 traduzir em dois sinais
distintos no espectro de *C RMN. Injectando uma dose de [1-'*C]glucose e [U-
3C]frutose, obtém-se a molécula de acetil-CoA com diferentes marcacées em *C de
acordo com o aclicar que a origina, isto ¢, a [1-"*C]glucose origina acetil-CoA marcada
em *C no carbono 2, e a [U-*C]frutose origina acetil-CoA marcada nos dois carbonos,
o que se reflecte em sinais distintos no espectro de *C RMN sendo possivel calcular a
contribuicdo de cada um dos acUcares para a formacao de acetil-CoA.

Uma das probleméticas do método é a formacdo de varios isotopémeros da
molécula de acetil-CoA (quatro no total), que resultam da abundancia natural em **C
(~1.1%). No entanto a sua andlise € simplificada pela distingdo entre os sinais espectrais

originados por cada um deles.
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1.6. Principais objectivos do estudo

O presente estudo, tem como objectivo principal o desenvolvimento de um
método ndo invasivo para analise e quantificacdo da acetil-CoA hepética utilizando
espectroscopia de RMN.

Apols o desenvolvimento de protocolos para o tratamento dos animais e
iIsolamento e purificagdo do N-Ac-PABA presente nas amostras de urina pretendeu-se,
numa primeira fase do trabalho, determinar a reprodutibilidade do método elaborado
para a quantificacdo da acetil-CoA, utilizando H,O como marcador isotépico, sob
diferentes condicdes nutricionais e entre diferentes espécies de roedores.

Devido & posigdo central da acetil-CoA no metabolismo, como precursor de
diversas vias metabdlicas distintas, revela-se importante conhecer a contribuicdo de
hidratos de carbono como a glucose e a frutose para a sua formagdo. Por administracao
destes aclicares marcados com **C em animais, e recorrendo a espectroscopia de *C

RMN pretende-se a analise indirecta daquela molécula.



Capitulo 2

MATERIAIS E METODOS
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2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Os diferentes métodos descritos neste capitulo requerem a utilizacdo de uma
extensa lista de materiais e reagentes quimicos especificos.

Para a preparagédo das solugdes a injectar nos animais foram utilizados diversos
reagentes, de acordo com os estudos efectuados. Utilizou-se &cido p-aminobenzdico
(PABA) 99%, fornecido pela Sigma-Aldrich (St. Louis, E.U.A.), &gua deuterada,
99.87%, fornecida pela CortecNet (Voisins-Le-Bretonneux, Franca) e uma solugédo
salina de cloreto de sddio (NaCl), 99.5%, fornecido pela M&B (Dagenham, England).
Também foram administradas glucose e frutose: [U-*C]glucose, [1-**C]glucose e [U-
BC]frutose fornecidas por Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover
Massachusetts, E.U.A.) e também frutose e frutose sem marcacdo isotdpica fornecida
por Sigma-Aldrich (St. Louis, E.U.A.).

O ajuste de pH foi efectuado utilizando uma solucdo de carbonato de sddio
(Na,CO0s3), fornecido pela Pronolab.

O isolamento do N-Ac-PABA foi realizado recorrendo a colunas
cromatograficas, de referéncia DSC-18 2g, fornecidas pela Sigma-Aldrich (St. Louis,
E.U.A.). Para o acondicionamento destas colunas e eluicdo dos diferentes compostos
foram utilizadas soluc@es distintas compostas por metanol (CH3;OH) fornecido por José
Manuel Maria dos Santos, Lda (Lisboa, Portugal) e uma solugdo de dgua destilada e &cido
trifluoracético (TFA), 99,9%, fornecido pela Aldrich (St. Louis, E.U.A.).

A identificacdo por TLC da fraccdo onde o metabolito N-Ac-PABA ¢ eluido da
coluna cromatogréfica foi efectuada utilizando uma solucgéo de diclorometano (CH,Cl,)
fornecido pela Pronolab e metanol (CH3OH) fornecido por José Manuel Maria dos Santos,
Lda (Lisboa, Portugal) e uma fase estacionaria de silica

Para analise das amostras de urina por HPLC foi utilizada uma coluna Atlantis®
dC18 de fase reversa de silica (4.6 mm@ e 250 mm de comprimento) e como fase movel
uma solugdo de metanol (CH3OH, Chromasolv) fornecido por Sigma-Aldrich (St. Louis,
E.U.A) e agua acidificada com acido trifluoracético (TFA), 99,9%, fornecido pela
Aldrich (St. Louis, E.U.A.).

A aquisicdo dos espectros de 'H e ’H RMN do N-Ac-PABA foi efectuada
utilizando como padréo interno uma solucdo de alanina parcialmente deuterada (ALA,
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com 1.95% de enriquecimento em 2H), fornecido pela Cambridge Isotope Laboratories,
Inc. (Andover Massachusetts, E.U.A.), e a dissolucdo das frac¢bes bioldgicas foi
efectuada utilizando como solvente “4gua empobrecida em deutério” (°H depleted
water), fornecida por Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover Massachusetts,
E.U.A).

Os espectros de ’H RMN das BW, foram obtidos utilizando como padréo
interno, e simultaneamente como solvente, acetona (CH3(CO)CHs), fornecida por José
Manuel Maria dos Santos, Lda (Lisboa, Portugal).

Os espectros de **C RMN do N-Ac-PABA presente nas amostras de urina foram
obtidos dissolvendo as amostras em agua deuterada, 99.87%, fornecida pela CortecNet

(Voisins-Le-Bretonneux, Franca).

2.2. Métodos
2.2.1. Tratamento dos animais
2.2.1.1 Condicdes de alojamento

No estudo desenvolvido foram utilizados diversos grupos de animais,
provenientes do laboratério Charles-River (Barcelona, Espanha), pertencentes a duas
espécies diferentes de muranos: ratos Wistar, cujos pesos se encontravam entre 180g e
230g e ratinhos da estirpe C57/Bl6 com peso aproximado de 20-25g, todos machos.
Estes animais foram alojados em gaiolas individuais tendo sido mantidos num ambiente
controlado: sala a uma temperatura constante de 22°C, com um ciclo de 12h de luz e
12h de escuriddo (luz das 7h as 19h), com acesso ad libitum a agua e comida
(composicdo standard 60% hidratos de carbono, 16% proteinas, 3% lipidos).

Antes de serem realizadas intervencfes nos animais estes formam mantidos no

laboratério de experimentacdo durante pelo menos 5 dias para ambientagéo ao local.

2.1.1.2. Protocolos experimentais desenvolvidos

De acordo com experiéncias anteriormente desenvolvidas, a quantidade minima
necessaria para analise do enriquecimento em 2H do N-Ac-PABA por RMN, num

intervalo de tempo razoavel ¢ 10 umol. Assim, considerando o peso dos animais, a
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frequéncia e volume da sua miccdo ! e o metabolismo de acetilagéo do composto para
formar N-Ac-PABA (aproximadamente 40%) *® é possivel calcular a quantidade de
PABA a ser administrado a cada animal, de modo que no final do tratamento das
amostras a quantidade de composto existente permita uma analise e quantificacdo por
RMN.

Estudo 1: Quantificacdo do enriquecimento em *H da acetil-CoA hepética

Um grupo de ratinhos C57/BI6 (n=4) foi mantido durante dois dias com &gua
para beber 3% enriquecida em deutério.

No primeiro dia os animais foram injectados na cavidade peritoneal (via i.p.),
com um volume de 99.9% de agua deuterada, contendo 0.9% de cloreto de sodio
(NaCl), que corresponde a 3% do volume de &gua corporal (se 70% do peso do animal
for 4gua e a percentagem de enriquecimento em ?H da BW, que se pretende, for 3%,
entdo o volume administrado via i.p. sera calculado pela férmula:

Volume a injectar = peso x 0.70 x 0.03 1)

No segundo dia os animais foram injectados via i.p. com uma solucdo de &gua
3% enriquecida em °H, 0,9% NaCl e PABA com uma concentragio de 25mg/mL. O
volume a injectar € calculado pela formula mencionada anteriormente.

Apds 6 horas as gaiolas sdo limpas e é recolhida a urina dos animais.

Estudo 2: Quantificacdo do enriquecimento em *H da acetil-CoA hepatica: efeito
do estado nutricional e diferencas entre espécies

Dois grupos de animais, um de ratinhos C57/BI6 (n=5) e outro de ratos Wistar
(n=4), foram mantido durante trés dias com agua para beber 3% enriquecida em 2H. No
primeiro dia os animais foram injectados via intra-peritoneal com um volume de 99.9%
de &gua deuterada, contendo 0.9% de cloreto de sddio (NaCl), sendo o volume
administrado calculado pela férmula (1).

Apbs aproximadamente 12 horas é recolhida uma amostra de urina para
posterior analise do enriquecimento em ?H da BW.

No segundo dia os animais foram injectados via i.p. com uma solucdo de agua
3% enriquecida em “H, 0,9% NaCl e PABA com uma concentracdo de 25mg/mL. O

volume a injectar é calculado pela formula (1).
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Ap0s 6 horas a urina dos animais é removida das gaiolas e uma pequena frac¢do
da amostra de urina é também recolhida para posterior analise do enriquecimento em *H
da BW por 2H RMN.

No terceiro dia da experiéncia os animais foram mantidos em jejum durante toda
a noite, e posteriormente injectados via i.p. com uma dose igual & administrada no
segundo dia.

Ap0s 6 horas a urina dos animais € recolhida e uma pequena fraccdo da amostra

é separada para posterior anélise do enriquecimento em *H da BW por °H RMN.

Estudo 3: Quantificacdo da contribuicdo da [U-*C] glucose para a formacéo de
acetil-CoA

Um grupo de ratinhos C57/BI6 (n=4) foi injectado via i.p. com uma dose
contendo H,0, 0,9% NaCl, 25 mg/mL de PABA e 2mg/g (peso animal) de [U-*C]
glucose (dose standard utilizada para realizar o teste de tolerancia a glucose, GTT). O
volume de solucdo injectado é calculado pela formula (1).

Apds 6 horas as amostras de urina sdo recolhidas para analise dos metabolitos

eliminados.

Estudo 4: Contribuicdo da Glucose vs Fructose para formacdo da acetil-CoA
hepética

Um grupo de ratinhos C57/BI6 (n=5) foi injectado via i.p. com uma dose
contendo H,0O, 0,9% NaCl, 50% [1-*C]glucose e 50% [U-"*C]frutose/frutose nao
marcada (50/50). A dosagem de ambos os acgUcares injectados foi de 2mg/g do peso dos
animais. O volume de solucéo injectado é calculado pela féormula (1).

As amostras de urina dos animais injectados foram recolhidas em intervalos de 2
horas: 2h, 4h e 6h.

Em todos os estudos realizados as amostras de urina recolhidas foram
posteriormente centrifugadas para remocdo de impurezas provenientes das gaiolas e o
pH ajustado a aproximadamente 7, com uma solugdo de carbonato de calcio (1.0 M),
para prevenir ocorréncia de reaccdo de hidrdlise do N-Ac-PABA.

Apbs a recolha das amostras de urina os animais sdo sacrificados. Previamente

estes sdo anestesiados com ketamina (injec¢do via i.p. 100ul/g), que é uma droga
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dissociativa com efeito anestésico, sendo posteriormente colhida uma amostra de
sangue (cerca de 1mL) directamente da veia aorta e removido o seu figado, que €
rapidamente colocado em azoto liquido (processo de Freeze-Clamped) e de seguida
armazenado a uma temperatura de -80°C. A amostra de sangue é posteriormente
centrifugada de forma a ocorrer separacdo do plasma e armazenada a baixas
temperaturas, evitando contaminaco e diluicdo do 2H (que conduz a sobrestimac&o no
enriquecimento em *H da BW).

O manuseamento dos animais foi realizado no laboratorio de experimentagédo
animal situado nas instalagdes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra, uma instituicdo com permiss@o para executar pesquisa animal, e todas as
experiéncias foram efectuadas de acordo com o0s procedimentos éticos estabelecidos
para o tratamento e uso de animais em laboratorio descritos no “Guide for the Care and

Use of Laboratory Animals”, publicado por US National Institutes of Health - NIH.

2.2.2. Isolamento e purificacdo do N-Ac-PABA eliminado na urina

A urina é uma matriz muito complexa, que contém inimeros metabolitos que
séo eliminados pelo organismo, e possui por isso espectros de RMN muito complexos,
com sinais que causam interferéncias na analise dos analitos em questéo.

Quando se processam laboratorialmente amostras de material biolégico como a
urina é imprescindivel considerar a natureza dos metabolitos que se pretende extrair,
isolar e purificar. Obter previamente informacdo acerca do comportamento quimico de
cada molécula em solugdo é o ponto de partida essencial para a correcta definicdo da
metodologia a aplicar, de forma a evitar perdas de amostra, reaccdes secundarias
irreversiveis e contaminacdes a varios niveis, e a permitir uma eliminacdo de
interferentes provenientes da urina e um melhor rendimento na extracgéo.

Apoés chegarem ao laboratorio, as urinas recolhidas dos animais manipulados
durante o procedimento experimental, foram sujeitas a um processo de tratamento que
demora em média 3 dias/amostra, até poderem ser analisadas em RMN.

As amostras sdo concentradas e tratadas por procedimentos experimentais de
SPE e TLC, para isolamento, purificacdo e identificacdo do N-Ac-PABA, e na fase final
seguem para analise RMN.

Recorreu-se a técnica de SPE para a eliminacdo de interferentes, isolamento e

purificacdo do N-Ac-PABA eliminado na urina.
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A técnica de extraccdo em fase solida (Solid-Phase Extraction — SPE) é um
processo fisico de separagdo através do qual os compostos contidos numa mistura
liquida sdo separados de acordo com as suas propriedades fisicas e quimicas B,

A coluna escolhida para este processo foi uma coluna DSC-18 2mg, composta
por octadecil polimericamente ligado, com 18% C, de fase reversa apolar, que devido as
suas dimensdes permite o tratamento de amostras com quantidades de analito reduzidas.

Para uma eficiente retencéo dos analitos pela coluna de separacdo as amostras de
urina devem ser concentradas para um volume de 2 mL e o pH deve ser ajustado, com
HCI 2M, até aproximadamente 2.5. O procedimento de SPE envolve varias etapas,
sendo a inicial a activagdo da coluna com metanol (3.4 mL), de forma a remover
substancias contaminantes contidas na coluna e posterior passagem com 6.6 mL de agua
acidica (pH~4 ajustado com TFA) para eliminar o solvente de activacéo.

ApoGs a activagdo da coluna a amostra de urina é introduzida e os analitos de
interesse e interferentes ficam retidos. O processo de eluicdo foi efectuado utilizando
quatro solucBes de metanol/agua acidica (pH~4), todas com um volume total de 8 mL
pela seguinte ordem: solucdo de agua acidica, de forma a eliminar interferentes com
elevada polaridade, solucdo 10% metanol/agua acidica e terceira fraccdo com 50%
metanol/agua acidica. Como esperado, verificou-se que o primeiro eluente permitiu a
recolha de uma frac¢do contendo PABA, uma vez que sendo um composto com maior
polaridade, possui maior facilidade de ser eliminado da coluna com esta proporcao de
solventes. A fraccdo de 50% metanol/agua acidica apresenta uma menor polaridade
relativamente a primeira e, consequentemente, proporciona a eliminacdo do analito N-
Ac-PABA da coluna, que é um composto menos polar relativamente ao PABA.

Uma vez recolhidos os analitos de interesse, procedeu-se a limpeza da coluna
com uma solucéo 100% metanol.

Todas as fracgdes eluidas da coluna de separacdo foram recolhidas
separadamente e o seu pH ajustado a 7 (com CaCO3; 1M) de forma a prevenir reaccoes
de hidrolise do N-Ac-PABA.

Para se proceder & identificacdo da fraccdo na qual o metabolito N-Ac-PABA é
eliminado da coluna de SPE de uma forma rapida, recorreu-se a cromatografia por TLC,
uma técnica simples, de baixo custo e com inumeras potencialidades, tais como a
capacidade de realizar analises qualitativas (pretendida neste trabalho) e quantitativas de

pequenas quantidades de material.
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Esta técnica baseia-se na existéncia de forgcas de interaccdo entre uma fase
estaciondria e 0os componentes da mistura a ser analisada, provocadas pelas diferencas
de polaridade entre as diferentes moléculas 8. A sua utilizagdo foi possivel devido a
existéncia de grupos croméforos nos analitos que se pretendem identificar (anel benzénico)
e que podem ser detectados por incidéncia de radiagéo ultra-violeta (8]

Os elementos fundamentais neste processo sdo: uma fase estacionaria, uma fase
movel e a matriz que se pretende analisar. A fase estacionéria é composta por uma placa
de silica, fina e uniforme, com propriedades apolares e a fase mével é constituida por
um solvente ou uma mistura de solventes, de composi¢do adequada ao composto que se
estuda 839,

Neste processo foi utilizada uma mistura de diclorometano/metanol (85/15) (v/v)
que demonstrou ser a mais eficiente para a separagdo dos compostos (PABA e N-Ac-
PABA), devido a diferenca de polaridade entre os dois solventes (apolar/polar
respectivamente) que permite a geracdo de um equilibrio de polaridade no eluente e a
deslocacdo dos analitos na fase estacionaria com diferentes factores de retencdo que
permitem a sua diferenciacéo 2.

De forma a correctamente identificar os compostos em questdo nas diversas
fraccdes por TLC preparam-se inicialmente solucdes concentradas dos dois compostos
comerciais e realizou-se o procedimento.

Na observacdo dos resultados obtidos por TLC a 1=280 nm verifica-se a
presenca de PABA na segunda fraccdo (10% metanol/agua acidica) e de N-Ac-PABA
na terceira fraccao (50% metanol/ 4gua acidica).

Analisando os factores de retencdo de cada um dos analitos verifica-se que o rf
do PABA (rf = 0.92) € superior ao do N-Ac-PABA (rf = 0.57). Este resultado deve-se a
diferenca de polaridade entre 0s compostos, pois a presen¢a do grupo amina (primaria)
no PABA fornece-lhe uma polaridade ligeiramente superior. Apesar de reduzida esta
diferenca de polaridade é suficiente para 0 N-Ac-PABA ser mais fortemente retido na
placa de silica (componente apolar) e apresentar um rf menor.

Para anélise das amostras eluidas da coluna de SPE o volume destas é reduzido
para metade (aproximadamente 4 mL). De seguida colocam-se pequenas gotas de cada
uma das fraccGes na placa de silica e ap0s secagem esta é introduzida num copo
contendo a fase movel. Observam-se as placas de silica a um A de 280 nm e a frac¢éo
onde se identifica a presenca do analito N-Ac-PABA é evaporada e analisada por

espectroscopia de RMN para quantificacao.
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2.2.2.1. Purificagdo das amostras de N-Ac-PABA por HPLC

Ap0s analise de algumas amostras de N-Ac-PABA por espectroscopia de RMN
verificou-se, em alguns casos, a existéncia de metabolitos interferentes. Assim,
procedeu-se a purificagdo do N-Ac-PABA recorrendo & técnica de HPLC, que visa
principalmente a purificacdo de compostos e a sua separacao quando estes se encontram
agregados a contaminantes, baseando-se no principio de que cada composto possui
taxas de migracdo Unicas em virtude do retardamento selectivo exercido pela fase
estacionéria (devido a diferencas de polaridade), que os faz movimentarem-se ao longo
da fase estacionaria com diferentes velocidades .

Este protocolo foi desenvolvido num aparelho de HPLC analitico (Waters),
equipado com uma coluna de separacdo cromatografica apolar, de fase reversa de silica,
e um detector U.V. com comprimento de onda de 290 nm. Ap0s a realizacdo de diversos
estudos de polaridade e solubilidade dos compostos (PABA e N-Ac-PABA), e
tentativas de separacdo dos mesmos com diferentes composicdes para a fase movel, foi
possivel determinar as condi¢es dptimas para uma separacao e purificacdo eficientes:
Composic¢éo da fase mével = 65% MeOH / 35% (H,O + TFA 0.0065 M)

Fluxo da fase mével (mL/min) =1 mL/min
Loop =10 pL

Apds o desenvolvimento do método de separacdo do aparelho de HPLC analitico
este foi implementado num sistema de HPLC Preparativo, que permite a recolha dos

analitos purificados para posterior analise por espectroscopia de RMN.

2.2.3. Analise e caracterizacdo das amostras por espectroscopia de *H e °H RMN

Todas as amostras a analisar por espectroscopia de RMN, foram introduzidas
nos respectivos tubos de RMN, juntamente com os padrdes internos adequados. Estes
padrdes sdo utilizados para efectuar as identificacdes e quantificacdes pretendidas.

Todos os espectros obtidos durante o trabalho experimental desenvolvido foram
analisados utilizando um programa de anélise espectral, 0 NUTSproTM (Accorn Inc.,
Freemont, CA). As areas dos sinais foram quantificadas utilizando as ferramentas de

ajuste de curva (curve fitting) ou de integracdo (integration tool) e o Ib (line broadening)
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aplicado foi 0.5 Hz para espectros de *H RMN, 1 Hz para espectros de °H RMN e 0.2
Hz para espectros de **C RMN.

2.2.3.1. Analise das BW por espectroscopia de ?H RMN

As BW (obtidas a partir do plasma ou da urina) sdo analisadas para determinar a
percentagem de 2H que foi incorporado (enriquecimento em 2H). O procedimento de
analise por °H RMN das BW foi adaptado da referéncia [*? e consiste, resumidamente,
em adicionar 990uL de acetona a 10pL de plasma ou urina, misturando no vortex e
centrifugar (analises em triplicado para cada amostra). Apos centrifugacdo 600uL do
sobrenadante sao transferidos para um tubo de RMN de 5mm. A acetona (que apresenta
um desvio quimico de 6=2.05 ppm relativamente ao TMS) desempenha duas func¢bes
fundamentais, é simultaneamente solvente e padrdo interno. Os valores do
enriquecimento em “H, obtidos para cada uma das amostras, serdo posteriormente
relacionados com os enriquecimentos em ?H do N-Ac-PABA marcado eliminado na
urina.

Os espectros foram obtidos utilizando um espectrémetro Varian, modelo Unity-
500 (Varian, Palo Alto, CA), que se encontra na unidade de investigacdo de ressonancia
magnética nuclear do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (CNC), equipado com
uma sonda de banda larga de 5.0 mm, e a uma temperatura de 50°C. Estes espectros
foram adquiridos com desacoplamento de protdo, usando um pulso, pw a 25°, um tempo
de aquisicao (at) de 2.69 s, um intervalo entre pulsos (delay) de 8.0 s, uma largura
espectral (sw) de 761 Hz e um numero de transientes igual a 18 (nt=40). Os espectros

de 2H RMN obtidos para as BW s#o tipicamente iguais ao apresentado (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Espectro de 2H RMN de uma das solucdes padréo utilizadas para elaborar a
curva de calibracdo da acetona, onde sdo visiveis 0s sinais da acetona e

da 4gua. A amostra de agua foi enriquecida a 3.5% com *H.0.

A quantificacdo do sinal de °H para cada BW, efectua-se pela relacéo deste com
o sinal de H da acetona e utilizando, simultaneamente, a curva de calibracio feita para
este solvente (Figura 2.2), elaborada através da analise por espectroscopia de 2H RMN

de varias solugdes padrdo contendo *H,0O, com enriquecimentos conhecidos em *H.

700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

°H RMN

y =119.39x + 2.6708
R2=0.9936

Area do sinal da agua em

0 1 2 3 4 5 6

Enriguecimento da 2H,0 (%)

Figura 2.2 Curva de calibracdo da acetona elaborada a partir da analise por 2H RMN de
vérias solucBes padrdo de *H,O, com enriquecimentos em ’H entre 1.0-
5.0%. Indicagéo da equacdo da regressao linear utilizada para determinar o
enriquecimento em *H das BW.
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A regressdo linear obtida indicara a relagdo que existe entre as areas dos sinais
’H de cada BW, obtidos por comparacdo com a &rea do sinal H da acetona e com a

percentagem de enriquecimento de cada solugédo padrao.

2.2.3.2. Analise do N-Ac-PABA por espectroscopia de 'H e ?H RMN

As amostras de N-Ac-PABA, anteriormente purificadas, foram dissolvidas em
600 puL de °H depleted water e em 20 pL de Alanina 1.95% deuterada (desvio quimico
de 1.48 ppm e 3.75 ppm relativamente ao TMS), utilizado como padrdo interno de
referéncia. O pH das amostras foi ajustado a aproximadamente 6.5. Os espectros de *H e
’H RMN foram obtidos, utilizando um espectrémetro Varian, modelo Unity-600
(Varian, Palo Alto, CA), que também se encontra na unidade de investigacdo de
ressonancia magnética nuclear do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (CNC),
equipado com uma sonda de banda larga de 5.0 mm e utilizando uma temperatura de
50°C.

Para a obtencdo dos espectros de *H RMN, foi utilizado um pulso (pw 90°) de
10.0 s, um tempo de aquisigéo (at) de 3.0 s, um intervalo entre pulsos (delay) de 25.0 s,
uma largura espectral (sw) de 5074 Hz e um ndmero de transientes igual a 1 (nt=1).

No caso dos espectros de 2H RMN, estes foram obtidos com desacoplamento de
protdo, usando um pulso (pw a 90°) de 15.5 s, um tempo de aquisicdo (at) de 1.97 s, um
intervalo entre pulsos (delay) de 0.4 s, uma largura espectral (sw) de 1069 Hz e um

namero de transientes igual a 125 (nt=125).

CALCULO DO ENRIQUECIMENTO EM ?H DO N-AC-PABA

A analise dos espectros de “H RMN do N-Ac-PABA permite calcular a
percentagem de enriquecimento em °H do grupo metilo da molécula, que deriva
directamente da molécula de acetil-CoA hepatica. Atendendo ao valor do
enriquecimento em °H do padrdo de ALA utilizado (1.95%), pode obter-se o valor do
enriquecimento dos hidrogénios do grupo metilo do N-Ac-PABA, efectuando a
multiplicacdo do enriquecimento em ?H da ALA, pela razéo entre as intensidades dos
sinais de H da ALA e do N-Ac-PABA. No entanto, dado que as amostras nio

apresentam exactamente a mesma quantidade de solucdo padrdo de ALA e de N-Ac-
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PABA, € necessdrio ter em consideracdo as suas quantidades relativas. Estas
quantidades podem ser calculadas pela raz&o entre a intensidade do sinal em *H da ALA
e do N-Ac-PABA.

Assim, o enriquecimento em ?H do N-Ac-PABA eliminado na urina pode ser

calculado através da equacéo (2):

% enriquecimento *H cps = 1.95% X (Asinal *Hers) X (Asinat *Haranina) (2)

2 1
Asinal |'lAIanina Asinal HCHS

2.2.3.3. Analise do N-Ac-PABA por espectroscopia de 'H e **C RMN

As amostras de N-Ac-PABA foram dissolvidas em 600 pL de “H,O, sem
necessidade de utilizacdo de padrdo interno de referéncia. Os espectros de *H e °C
RMN foram obtidos utilizando o espectrometro Varian, modelo Unity-600, equipado
com uma sonda de banda larga de 5.0 mm e utilizando uma temperatura de 25°C.

Para a obtencdo dos espectros de *H RMN, foi utilizado um pulso (pw 90°) de
11.0 s, um tempo de aquisicdo (at) de 3.0 s, um intervalo entre pulsos (delay) de 25.0 s,
uma largura espectral (sw) de 5074 Hz e um nimero de transientes igual a 1 (nt=100).

Os espectros de *C RMN, foram obtidos com desacoplamento de protdo,
utilizando um pulso (pw 90°) de 8.0 s, um tempo de aquisicdo (at) de 2.13 s, intervalo
entre pulsos (delay) de 0.87 s, largura espectral (sw) de 30007 Hz e um numero de

transientes igual a 1 (nt=1).

CALCULO DO ENRIQUECIMENTO EM C DO N-AC-PABA

A andlise dos espectros de C RMN do N-Ac-PABA permite calcular a
percentagem de enriquecimento em **C do carbono metilico da molécula, que deriva
directamente da molécula de acetil-CoA hepatica. Desta forma é possivel analisar a
contribuicdo dos hidratos de carbonos injectados nos animais, para formacdo da acetil-

CoA hepética.



Capitulo 3

RESULTADOS E DISCUSSAO
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3. Resultados e Discussao

A realizacdo do presente trabalho permitiu a obtencdo de alguns resultados, que
servirdo como informacgédo a um estudo mais vasto, que pretende entender e analisar o
modo como o0 organismo responde quando sujeito a determinadas alteragOes
metabolicas, de uma forma especifica os resultados obtidos terdo grande importancia

para o estudo do distdrbio metabolico da diabetes mellitus.

3.1. Estudo de varias solucdes padrao para quantificacdo do enriquecimento em
’H do N-Ac-PABA

Tabela 3.1 Valores obtidos por espectroscopia de RMN para o tempo de relaxacdo

longitudinal (T;) de dois compostos padrdo e do N-acetil-PABA.

Tempo repeticéo

Desvio Quimico (ppm) T, (seg) minimo (seg) (5 X Ty)
N-acetil-PABA 2.18 0.15 0.75
DMSO-d; 2.75 1.00 5.00
Alanina-d, 1.48 0.10 0.50

Um padrdo para quantificacdo necessita de ser soluvel e estdvel na amostra de
RMN em estudo e possuir sinais bem resolvidos em *H e ?ZH RMN para quantificagéo.

O tempo de relaxacdo longitudinal (T1) deve ser igual ou menor que o T, do N-
acetil-PABA, de forma gque o pulso minimo de repeticdo para analise quantitativa do N-
acetil-PABA seja igualmente aplicado ao padréo.

De forma a posteriormente realizar uma andlise correcta e num menor intervalo
de tempo do N-Ac-PABA presente nas amostras de urina recolhidas dos animais forma
estudados dois compostos padrdo: DMSO-dg e Alanina-d,.

Ambos os padrdes de quantificacdo estudados apresentam sinais bem resolvidos
e quantificaveis em RMN, no entanto por analise da Tabela 3.1 a alanina demonstra-se
mais adequada que o DMSO para anélise do enriquecimento em ?H do N-acetil-PABA,
dado que possui um tempo de relaxagdo T; menor que o do N-acetil-PABA, permitindo

uma taxa de repeticdo mais rapida.
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3.2. Recolha do N-Ac-PABA presente em urina de ratos Wistar e ratinhos
C57/BI6: rendimento da reaccdo e periodos de recolha das amostras

O estudo realizado baseia-se na administracdo de um xenobidtico, o0 PABA, a
animais modelo e na posterior analise do derivado acetilado eliminado na urina.

O conhecimento da fraccdo de PABA que é convertido em N-Ac-PABA e da
cinética de metabolizacdo e eliminagdo deste metabolito torna-se fundamental para o
desenvolvimento do método de anélise. Assim, de forma a estudar estes factores foram
analisadas amostras de N-Ac-PABA recolhidas em intervalos de tempo de 3 horas e 6
horas apds administragdo de PABA em ratos Wistar (n=5) e ratinhos C57/BI6 (n=5). Os
valores médios obtidos para a quantidade de N-Ac-PABA eliminado nestes periodos e o

rendimento da reaccdo encontram-se na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Valores médios obtidos para a quantidade de N-Ac-PABA eliminado, em
funcdo da dosagem de PABA administrada, em diferentes periodos de tempo e
rendimento da reaccao de acetilagéo.

Ratos Wistar (n=5) Ratinhos C57/BI6 (n=5)
PABA administrado (média) 1392.01 pmol 121.04 pmol
Intervalo de Recolha N-Ac-PABA recolhido (umol)
3h 274.31 24.63
6h 176.19 10.27
Rendimento (%) 33.54 29.86

Na analise das amostras de urina contendo N-Ac-PABA por espectroscopia de
RMN verifica-se que a cinética de metabolizagdo do PABA e elimina¢do do derivado
acetilado é réapida. Analisando a Tabela 3.2 verifica-se que durante o periodo de trés
horas é eliminada a maior quantidade de N-Ac-PABA, em ambas as espécies de
animais, e no periodo de trés a seis horas diminui a quantidade de composto eliminado.
Ap0s este intervalo de tempo néo e detectado N-Ac-PABA na urina.

Tal como esperado a conversdo de PABA em N-Ac-PABA nédo é completa,

sendo o rendimento da reacc¢ao aproximadamente 30%.
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3.3.  Purificacdo do N-Ac-PABA presente nas amostras de urina por HPLC

Apbs a analise por RMN das amostras de N-Ac-PABA sintetizado pelos
animais, foi possivel verificar em alguns espectros de RMN a existéncia de metabolitos
interferentes, com sinais proximos dos que pretendemos utilizar na quantificacdo do N-
Ac-PABA e também a presenca de PABA que ndo terd sido completamente
metabolizado e separado pelo processo de SPE.

No espectro de 'H RMN de uma amostra de urina de um animal, Figura 3.1 é
possivel observar a sobreposi¢do de um sinal desconhecido com o singleto relativo ao
grupo CH3; do N-Ac-PABA, e tambem a presenca de PABA pela existéncia de sinais
correspondentes aos hidrogénios aromaticos da molécula (7.55 e 7.8 ppm) préximos dos
sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos no N-Ac-PABA.

PABA
7'.3'7.0'7.4/
’ y

Figura 3.1. Espectro *H RMN de uma amostra de urina, onde é possivel observar os

sinais respectivos a metabolitos interferentes.

Com o objectivo de purificar o composto de interesse recorreu-se a técnica de
HPLC, e realizaram-se diversas experiéncias utilizando previamente 0s compostos
PABA e N-Ac-PABA comerciais, de forma a optimizar as condi¢des da fase movel para

a separacdo dos compostos e a identificar os seus tempos de retencéo.
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A separacdo por cromatografia é baseada nas diferencas de polaridade entre as
fases utilizadas (fase estacionaria e fase mével) e dos compostos a separar.

Neste caso utilizou-se uma fase estacionara apolar e a fase movel uma solucéo
polar. Assim, apesar de os dois compostos terem polaridade semelhante, o que dificulta
a sua separacdo, a presenca de um grupo acetilo no N-Ac-PABA torna-o ligeiramente
menos polar que o PABA apresentando maior afinidade com a coluna de retengéo e por
consequéncia sera de esperar que apresenta maior tempo de retencéo.

Utilizando uma fase mdvel de composicdo MeOH/H,0 (65/35)%, observaram-se
dois sinais no cromatograma, o primeiro com tempo de retencdo de 9 min e o0 segundo a
10 min, que atribuiram ao PABA e ao N-Ac-PABA respectivamente, devido as
caracteristicas referidas anteriormente.

Apds optimizacdo do processo de separacdo analisaram-se as amostras de urina

onde se havia verificado por espectroscopia de RMN a existéncia de interferentes.

0.14-

0.12-
1 N-Ac-PABA

010

0.08] ‘

D.DE—: | ‘

Absorvancia

0.04+ ‘ |

0.02] PABA | | |

P

0.00 —

20.00 2500 30.00
Tempo (min)

0.00 500 10.00 15.00

Figura 3.2. Cromatograma obtido por analise em HPLC de uma amostra de urina de um
ratinho injectado com PABA&?H,0, ap6s purificacdo por SPE, utilizando
uma fase mével de MeOH/H,0 (65/35) %.
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No cromatograma da Figura 3.2 observam-se 0s sinais correspondentes aos
compostos PABA e N-Ac-PABA, o que comprova a permanéncia de PABA que néo
tera sido metabolizado e separado pelo processo de SPE, e um sinal para um tempo de
retencdo de 11 minutos que podera corresponder ao que aparece sobreposto ao N-Ac-
PABA no espectro *H RMN (Figura 3.1), que devido & sua posicdo sera um composto
com menor polaridade que o N-Ac-PABA.

3.4. Anélise e quantificacdo do enriquecimento em *H e *C do N-Ac-PABA
presente nas amostras de urina

O trabalho realizado foi dividido em quatro estudos experimentais, de acordo
com os objectivos pretendidos. Nos dois primeiros estudos o principal objectivo foi
estudar a acetil-CoA como precursor metabélico para a DNL hepética, utilizando 2H,0
como marcador metabolico. Numa segunda fase do trabalho pretendeu-se o estudo das
fontes metabdlicas para formacéo da acetil-CoA, utilizando marcadores metabolicos
enriquecidos com **C. Todas as amostras de urina foram analisadas por espectroscopia
de H ou *C RMN e os resultados obtidos na quantificacio das amostras ser&o

apresentados de seguida.

Estudo 1: Quantificacdo do enriquecimento em *H da acetil-CoA hepética

Numa primeira fase do trabalho pretendeu-se elaborar e optimizar um método
que permitisse a analise da acetil-CoA hepatica e a sua quantificacdo por espectroscopia
de RMN. Para tal procedeu-se a andlise das amostras de N-Ac-PABA eliminado na
urina dos animais por espectroscopia de RMN, bem como as de BW.

Na Tabela 3.3 encontram-se o0s resultados obtidos para os enriquecimentos em
’H da BW e do N-Ac-PABA.

Os valores dos enriquecimentos em 2H das BW foram obtidos por
espectroscopia de ?H RMN (Figura 3.3). A quantificagdo do sinal de °H de cada BW é
feita através da relacdo com o sinal de ?H da acetona, tendo como base a sua curva de

calibracéo, tal como referido anteriormente.
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Figura 3.3. Espectro °H RMN da BW de um ratinho C57/BI6 obtido a partir da analise

de uma mostra de urina.

Analisando a Tabela 3.3 verifica-se que todas as BW apresentam um
enriquecimento em °H de cerca de 2%, o que permite deduzir que o procedimento
efectuado no tratamento dos animais foi eficaz, uma vez que o enriquecimento em *H
pretendido era de 3%. No entanto, este desvio podera ser justificado por os animais
permanecerem apenas algumas horas com agua enriquecida, e este periodo ndo ser

suficiente para uma estabilizacdo na incorporacéo em 2H pela BW.

Tabela 3.3 Valores dos enriquecimentos em “H do N-acetil-PABA e das BW obtidos
por 2H RMN, presentes em amostras de urina de ratinhos C57/BI6, e respectivo valor da

razdo entre 0s enriquecimentos.

Enriquecimento em *H (%)

Ratinhos —
C57/Bl6 ]
N-acetil-PABA BW
1 1.99 2.45 81.2
2 2.04 2.21 92.2
3 2.46 2.65 92.8
4 1.59 1.43 111.0
Média 2.02 2.18 94.3
SEM” 0.36 0.53 12.29

* standard error of mean (erro padréo da média)

Apos todo o procedimento de isolamento e purificacdo do N-Ac-PABA, é
possivel analisar o enriquecimento posicional em ?H dos hidrogénios do grupo metilo

deste composto, por espectroscopia de *H e 2H RMN. A utilizacdo desta técnica permite
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a obtenco de espectros de *H e 2H RMN, para cada amostra, onde se podera identificar
todos os sinais pertencentes aos hidrogénios do N-Ac-PABA, bem como o sinal do
padréo interno, a alanina. A Figura 3.4 apresenta um espectro de ‘H RMN (A) e um
espectro de °H RMN (B), obtidos a partir da analise do N-Ac-PABA hepatico presente

numa das amostras de urina utilizadas.
7C()Oll.

N i Alanina
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Figura 3.4 Espectros de *H (A) e ?H RMN (B) obtidos para o N-Ac-PABA, presente
numa amostra de urina de um ratinho C57/BI6, utilizando uma solucéo

padrdo de alanina.

Os espectros de 'H e °H RMN das amostras de N-Ac-PABA revelam que o
processo de purificacdo das amostras é adequado, resultando em espectros limpos e
sinais bem resolvidos.

Analisando o espectro de ?H RMN verifica-se apenas um sinal relativo ao N-Ac-
PABA, o sinal do grupo CHj3 que se encontra a 2.20 ppm, 0 que mostra que a marcagao
isotopica por administracao de ’H,0 apenas se realizou no local de interesse.

Os espectros obtidos para cada uma das amostras e a boa resolucgéo do sinal do
padrdo de alanina, permitiram fazer a quantificacdo do enriquecimento posicional do N-
Ac-PABA presente em cada amostra.

Analisando a Tabela 3.3 verifica-se que o enriquecimento em 2H obtido para o
N-Ac-PABA (2.02 + 0.36%), € bastante préximo do obtido para a BW (2.18 + 0.53%),

apresentando uma relacgdo entre eles de cerca de 94.37 + 12.29 % (ver Figura 3.5).
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Figura 3.5 Representacdo gréfica das médias dos enriquecimentos em ?H obtidos por
analise em H RMN, das BW e do N-Ac-PABA presente em amostras de

urina de ratinhos injectados com PABA&?H,0.

Este resultado prova, tal como se tem vindo a assumir, a existéncia de trocas
extensivas entre os hidrogénios metilicos da acetil-CoA com os hidrogénios da agua
corporal, e que o método de marcacdo isotopica a partir da administragdo de 2H,O
funciona.

Posteriormente estes resultados irdo permitir, num estudo paralelo, a comparacao
entre o enriquecimento em ?H da acetil-CoA com o enriquecimento em *H dos grupos

metilicos do triglicerideos formados pelo mecanismo da DNL.

Estudo 2: Quantificacdo do enriquecimento em *H da acetil-CoA hepatica: efeito
do estado nutricional e diferencas entre espécies

Numa segunda fase do estudo pretendeu-se avaliar a reprodutibilidade do
método de andlise da acetil-CoA desenvolvido, em diferentes situacdes nutricionais e
também implementando-o em diferentes espécies de animais.

A Figura 3.6 apresenta um espectro 2H RMN da amostra de urina de um ratinho
C57/BI6 mantido sob jejum durante a noite. Comparando este espectro com o
apresentado anteriormente para situacdo normal de alimentacdo (Figura 3.5) néo se
verificam quaisquer diferencas, o sinal relativo ao N-Ac-PABA é bem resolvido e de

possivel quantificacao.
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Figura 3.6 Espectro ?H RMN do N-Ac-PABA presente na urina de um ratinho C57/BI6

mantido sob condicgéo de jejum.

Nas Tabelas 3.4 e 3.5 estdo apresentados os resultados obtidos para o0s
enriquecimentos em *H das BW e do N-Ac-PABA em situag8es normais de alimentacio
e de jejum, obtidos por 2H RMN, para o grupo de ratinhos C57/BI6 e para o grupo de

ratos Wistar, respectivamente.

Tabela 3.4 Valores dos enriquecimentos em *H do N-acetil-PABA e das BW obtidos
por °H RMN, presentes em amostras de ratinhos C57/BI6, em condicdes de ad libitum e

jejum.
Enriquecimento em ?H (%)
Ratinhos N-Acetil-PABA BW
CS7/BI6  Alimentados Jejum Dia0 Alimentados Jejum
1 1,27 1,41 1,82 1,58 1,73
2 -- 0,88 1,80 1,70 1,56
3 -- 1,12 1,45 1,81 1,89
4 -- 3,23 2,17 1,75 1,98
5 1,32 1,56 1,87 1,63 1,71
Média | 1,30 1,64 | 1,82 1,69 1,77
SEM” 0,03 0,63 0,16 0,07 0,13

* standard error of mean (erro padrdo da média)
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Tabela 3.5 Valores dos enriquecimentos em “H do N-acetil-PABA e das BW obtidos
por 2H RMN, presentes em amostras de ratos Wistar, em condices de ad libitum e

jejum.
Enriquecimento em °H (%)

Ratos N-Acetil-PABA BW

Wistar  alimentados Jejum Dia0  Alimentados Jejum
1 0.57 041 1.92 1.86 1.44
2 1.17 0.88 1.80 1.43 1.69
3 1.67 1.12 - 1.79 1.94
4 3.86 3.23 2.13 1.85 2.02

Média | 1.82 1.41 | 1.95 1.73 1.77

SEM” 1.43 1.25 0.17 0.21 0.26

* standard error of mean (erro padrdo da média)

Tal como esperando, ndo existem diferencas significaticas entre o0s
enriquecimentos em ?H das BW e do N-Ac-PABA, comprovando mais uma vez a
existéncia de trocas extensivas entre os hidrogénios labeis da acetil-CoA e o0s
hidrogénios da BW.

Este resultado, associado também aos resultados do estudo 1, mostra que ap6s a
administracdo de “H,O a acetil-CoA hepética e hidrogénios da &gua corporal sdo
enriquecidos com 0s mesmos niveis, portanto o enriquecimento de dgua corporal pode

ser utilizado como um substituto para o precursor acetil-CoA.

EFEITO DO ESTADO NUTRICIONAL

Comparando os resultados obtidos para o enriquecimento em ?H do N-.Ac-
PABA em estado de alimentacdo normal e em jejum (Tabelas 3.2 e 3.3) nos dois grupos
de animais ndo se observam diferencas significativas, apresentando uma razdo de
aproximadamente 80%.

Os valores obtidos para a situacdo de alimentacdo normal foram anteriormente
justificados, pela troca extensiva entre hidrogénios labeis da acetil-CoA com os da BW.
Os resultados observados para a situagéo jejum devem-se ao mecanismo de formacdo de

acetil-CoA que decorre nesse periodo.
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Em situacdes de caréncia energética, como no jejum prolongado, a maioria dos
tecidos é capaz de utilizar os &cidos gordos como fonte de energia. Em resposta as
adaptacdes metabdlicas/hormonais ocorridas, a oxidacdo de acidos gordos aumenta,
numa sequéncia repetitiva de reac¢des que produzem moléculas de acetil-CoA e

libertam energia, num mecanismo designado por f—oxidacdo (Figura 3.7)
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Figura 3.7 Esquema geral do mecanismo de -oxidacdo de &cidos gordos.

Nesta via metabdlica os &cidos gordos sdo previamente activados por conversdo
a acil-CoA, por accdo da acil-CoA sintetase, presente na membrana externa da
mitocondria, formando-se uma ligacdo tioéster entre o grupo carboxilo do &cido gordo e
0 grupo SH da coenzima-A, produzindo uma acil-CoA, que posteriormente €
transportado para a matriz mitocondrial.

A acil-CoA presente na matriz mitocondrial € oxidada por B-oxidacdo, numa
série ciclica de quatro reac¢des, ao final das quais a acil-CoA é encurtada em dois

carbonos, que séo liberados sob a forma de acetil-CoA. As quatro reacgdes sao:

1. Formacao de uma ligacdo dupla trans-o,3 por meio da desidrogenagao pela

flavoenzima acil-CoA-desidrogenase (AD);

2. Hidratacéo da ligacao dupla, formando o isomero 3-L-hidroxiacil-CoA;
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3. Desidrogenacao dependente de NAD+ da B-hidroxiacil-CoA formando a [3-acetoacil-
CoA correspondente;

4. Quebra da b-cetoacil-CoA por uma molécula de CoA, com formacao de acetil-CoA e
uma acil-CoA com dois carbonos a menos; esta acil-CoA refaz o ciclo varias vezes, até

ser totalmente convertida a acetil-CoA (ver Figura 3.5) .

Como se pode observar pela Figura 3.7 durante a hidratacdo da molécula, os
hidrogénios da &gua corporal véo realizar substituicdo no carbono que posteriormente
faz parte da molécula de acetil-CoA. Assim dois dos trés hidrogénios do grupo CHj3
terminal da acetil-CoA irdo apresentar a mesma percentagem de enriquecimento em 2H
que a BW.

O outro hidrogénio ira realizar trocas extensivas com os hidrogénios da BW,
pelo que também apresenta marcacdo em *H paralela & BW.

Desta forma, no periodo de jejum, a acetil-CoA formada deriva principalmente
do mecanismo de p-oxidacdo, e a percentagem de enriquecimento em ?H pela acetil-
CoA hepética sera equivalente a da BW.

EFEITO DAS DIFERENCAS ENTRE ESPECIES

Analisando os gréaficos da Figura 3.8 pode afirmar-se que ndo existem diferencas
significativas na anélise da acetil-CoA em espécies diferentes de roedores.
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Figura 3.8 Representacao grafica dos resultados obtidos para os dois grupos de animais

de espécies diferentes, em situacdo de alimentacdo normal e em jejum.
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Todos o0s seres vivos, consoante a sua espécie, apresentam diferencas
metabolicas, ainda que por vezes pouco significativas. No entanto, o método elaborado
para andlise ndo invasiva da acetil-CoA hepéatica utilizando PABA mostra-se
reprodutivel tanto em ratos como em ratinhos, sendo possivel a analise do N-Ac-PABA

eliminado por espectroscopia de ‘H RMN.

Estudo 3: Quantificacdo da contribuicdo da [U-**C]glucose para a formacéo de
acetil-CoA

Numa segunda fase do estudo pretendeu-se avaliar a reprodutibilidade do
método desenvolvido para anélise da acetil-CoA por espectroscopia de *C RMN, de
forma a determinar a contribuicdo de hidratos de carbono injectados para a formacéo de
acetil-CoA.

Inicialmente, injectou-se um grupo de animais com [U-*C]glucose de forma a
verificar a possibilidade de analisar o N-Ac-PABA marcado em **C por espectroscopia
de °C RMN e quantificar a contribuicdo da glucose administrada para formagdo de
acetil-CoA.

Na Figura 3.9 apresenta-se o espectro de **C RMN do fragmento acetil do N-Ac-

PABA presente na urina de um animal apés IPGTT.
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Figura 3.9 Espectro **C RMN do N-Ac-PABA presente na urina de ratinho C57/BI6

injectado com [U-"*C]glucose.

Verifica-se que por espectroscopia **C RMN é possivel analisar a marcacio em
13C do N-Ac-PABA, resultante da injeccéo de [U-**C]glucose, obtendo-se um espectro
sem interferéncias, onde é possivel observar os sinais relativos aos dois carbonos
enriquecidos em **C (C1 e C2) do N-Ac-PABA.
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Figura 3.10 Esquema representativo da marcacéo em **C observada na acetil-CoA ap6s

injeccdo de [U-"3C]glucose e atribuicdes dos sinais espectrais esperados.

Apos entrada no figado cada molécula de glucose injectada ira produzir duas
moléculas de piruvato pela via da glicolise. Por ac¢éo da enzima PDH cada molécula de
piruvato perde um carbono e combinadas com a coenzima A formam uma molécula de
acetil-CoA. Assim iremos ter quatro isotopdmeros da molécula de acetil-CoA, sendo o
de interesse o primeiro, que possui os dois carbonos marcados com *3C, que provém da
glucose injectada, originando um sinal dubleto no espectro **C RMN. A marcacéo das
outras moléculas é devida & abundancia natural de *C e originam sinais singletos no
espectro de RMN (Figura 3.10).

Pela diferenca entre as areas dos sinais relativos ao carbono 1 (C1), C1S e C1D,
ou relativos ao carbono 2 (C2) é possivel quantificar a contribuicdo da glucose injectada

para a formacao da acetil-CoA.
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Tabela 3.6 Valores dos enriquecimentos em **C do N-acetil-PABA, presente em
amostras de urina de ratinhos C57/BI6, obtidos por espectroscopia de **C RMN.

Contribuicio da [U-**C]glucose

Amostr rin ~ .
ostra de urina para formacéo de acetil-CoA (%o)

1 1.42
2 1.72
3 1.83
4 1.76
Média 1.68

Analisando a Tabela 3.6 verifica-se que ao longo do estudo apenas 1.68% do
total de acetil-CoA formada provém da glucose injectada, possuindo este aglcar uma

contribuicdo muito baixa para formacédo da molécula.

Estudo 4: Contribuicdo da Glucose vs Frutose para formacdo da acetil-CoA
hepatica

Os efeitos da utilizacdo de frutose e da glucose na dieta no metabolismo lipidico
tém sido areas de pesquisa activas durante os ultimos anos, e tem sido assumido que a
frutose possui maior contribuicdo para a DNL que a glucose, sendo metabolizada mais
rapidamente. O objectivo deste estudo seria determinar qual dos acucares injectados € a
principal fonte para formacéo de acetil-CoA hepatica.

Apo6s anélise das amostras de urina contendo N-Ac-PABA por *C RMN nio
foram observados os sinais espectrais relativos a [U-*C]frutose injectada. Dado que os
animais se encontravam em jejum prolongado seria de esperar que durante as 6 horas
ambos o0s agucares fossem metabolizados.

Este resultado pode ser explicado com base no mecanismo de metabolizacao da
frutose, que nos passos iniciais difere do da glucose por accdo de uma enzima
especifica, a frutoquinase. Esta enzima cataliza a fosforilacdo da frutose pelo ATP no
carbono C1 para formar frutose-1-fosfato .
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Frutose

ATP

Frutoquinase

ADP

Frutose-1-fosfato

N

Gliceraldeido Di-hidroxiacetona-P

Figura 3.11 Esquema representativo da ac¢do da enzima frutoquinase no metabolismo

hepético da frutose.

Como se pode observar na Figura 3.11, para actuar esta enzima necessita de
ATP. No entanto, em situacdes de deficiéncia energética, como o caso do jejum, a que
os animais foram sujeitos, existe um défice de energia e portanto de ATP disponivel, e
portanto ndo se estabelecem as condigdes necessarias a actuacao da enzima.

Durante o processo de metabolizacdo da frutose existem outras reacgoes
dependentes de ATP, tais como a reaccdo de formacdo de gliceraldeido-3-fosfato a
partir do gliceraldeido, e que pelos mesmos motivos nao sdo realizadas.

Uma alternativa para esta situagdo seria a administragdo de duas doses de
acUcares aos animais, uma com 0s compostos ndo marcados e ap6s 6 horas uma
segunda dose com [1-"*C]glucose e [U-*C]frutose. Desta forma, apds as 6 horas
existiria ATP disponivel como resultado do metabolismo da glucose, reunindo-se todas

as condicdes para que ocorra metabolizacéo da frutose.
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4. Conclusao

Com base no mecanismo de transformagdo do xenobidtico acido p-
aminobenzoico (PABA), desenvolveu-se um método de amostragem ndo invasivo da
acetil-CoA hepatica utilizando animais modelo, que envolve a analise e quantificacdo
do metabolito N-Ac-PABA eliminado na urina por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de °H e *C.

Desenvolveram-se protocolos para administracdo do xenobidtico a animais
modelo, bem como para recolha e purificagdo do N-Ac-PABA sintetizado e eliminado
na urina. Os métodos de isolamento e purificacdo deste metabolito pelas técnicas
cromatogréaficas de SPE e HPLC revelaram-se adequada e essencial para obtencdo de
espectros sem interferentes e sobreposi¢éo de sinais.

Utilizando 2H,0O como marcador isotépico foi possivel analisar a acetil-CoA de
forma indirecta por °H RMN. Este método mostrou-se adequado e reprodutivel. Obteve-
se uma quantidade de N-Ac-PABA, eliminado na urina de animais, possivel de analisar
pela técnica de RMN num intervalo de tempo razoavel. Analisando os espectros de 2H
RMN obtidos nos varios procedimentos experimentais foi possivel concluir o
enriquecimento em °H da acetil-CoA é equivalente ao da BW (~94.37%) e que
paralelamente é possivel a sua utilizagdo como agente precursor da DNL.
Administrando ?H,O a roedores mantidos em jejum ou em condi¢bes normais de
alimentacdo e pela analise do N-Ac-PABA eliminado na urina por ?H RMN
demonstrou-se que o enriquecimento da acetil-CoA é aproximadamente igual ao da
body water e que em diferentes estados nutricionais é constante.

Utilizando marcagdo isotopica em “*C, pretendeu-se analisar a contribuicdo da
glucose e da frutose para a formacdo de acetil-CoA hepatica. Este método mostrou-se
eficaz, na medida em que foi possivel a analise por *C RMN do N-Ac-PABA. Ao
longo do estudo a contribuicdo da [U-*C]glucose para formacéo de acetil-CoA é de
apenas ~2%, sendo este um valor surpreendentemente baixo, podendo este resultado
estar relacionado com a fraca indugdo na via glicolitica hepéatica provocada por uma
Unica dose de glucose em animais em jejum.

Relativamente a contribuicdo da frutose, ndo foi possivel determinar qual dos
acucares é preferido para sintese de acetil-CoA, glucose ou frutose. Uma possivel
justificacdo é que em situacOes de caréncia de ATP a enzima responsavel pelo inicio da

metaboliza¢do da molécula de frutose, frutoquinase, ndo actua.
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As experiencias realizadas com marcadores de *3*C mostram também que doses
Unicas dos substratos marcados ndo sdo eficientemente metabolizadas a acetil-CoA,
tendo no futuro de se adoptar outras vias para administracdo destes substratos.

Em termos globais, pode afirmar-se que o método desenvolvido para anélise néo
invasiva da acetil-CoA hepdtica é adequado e reprodutivel, tornando possivel obter
dados importantes relativos ao fluxo metab6lico hepético. Mais concretamente do
metabolismo dos hidratos de carbono e dos lipidos, e assim com potencialidade para ser

utilizado no estudo de doencas metabdlicas como a obesidade e diabetes mellitus.
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Trabalho Futuro

O trabalho desenvolvido demonstra grandes potencialidades, pelo que se
pretende a sua continuagdo, com desenvolvimento de novos protocolos.

Num futuro préximo pretende-se a alteracdo dos protocolos experimentais, de
forma que os substratos marcados com *C e o PABA sejam incorporados nos animais
de uma forma menos invasiva e continua, por exemplo sendo introduzidos na agua de
bebida durante a noite. Todo o procedimento experimental utilizado neste trabalho sera
também aplicado a um maior nimero de amostras, a fim de se obter uma maior
variabilidade de resultados, que levardo a conclusdes mais precisas.

Numa perspectiva a longo prazo pretende-se aplicar este estudo a humanos, dado
que existem fortes indicios de que os resultados finais sejam similares e seria uma mais-

valia para o estudo de diversas doencas metabdlicas.
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