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Resumo

A determinacdo do intervalo post mortem é um dos aspetos mais importantes numa
investigacdo médico legal, tendo maior relevancia em casos de homicidio, visto que possibilita
a identificacdo ou eliminagdo de suspeitos. Os métodos convencionais para a determinacgao do
tempo apds a morte baseiam-se, maioritariamente, nas alteragGes fisicas e nos fenémenos de
decomposi¢cdo do caddaver. Estes sdo bastante afetados tanto pelas condi¢des internas como
externas, o que faz com que a probabilidade de ocorrerem erros na estimativa do intervalo post
mortem seja muito elevada. No entanto, a morte resulta também em alteracGes metabdlicas
nos tecidos do cadaver. O estudo destas altera¢cdes podera levar a identificacdo de novos
biomarcadores para uma estimativa mais precisa da hora da morte.

No presente estudo, foram recolhidas amostras de figado de 20 murganhos, 10 machos
e 10 fémeas, da espécie Mus Musculus, imediatamente apds a morte e 2, 6, 24, 48 e 72 horas
depois, com o objetivo de analisar as alteracdes metabdlicas e identificar possiveis
biomarcardores Uteis na determinacao do intervalo post mortem, usando HR-MAS NMR. Foram
obtidos 6 espectros de RMN por figado de murganho, um por cada tempo de recolha de
amostra, tendo-se obtido uma grande quantidade de dados, os quais foram todos processados
e submetidos a uma analise estatistica multivariada.

Os resultados da Analise de Componentes Principais (PCA) permitiram verificar
diferencas significativas entre os perfis metabdlicos relativos a amostras recolhidas 0, 6, 24 e 48
horas apds a morte nos dois sexos, tendo-se observado alteracées a nivel dos lipidos, do lactato
e da glucose. A partir da andlise dos espectros, observou-se um aumento da concentragdo do
lactato e glucose com o tempo apds a morte, indicando, assim, que estes metabolitos
apresentam ser biomarcadores post mortem promissores. Estes resultados mostraram que uma
andlise metaboldmica de tecidos bioldgicos através de espectroscopia de HR-MAS NMR é uma
abordagem promissora para a determinacdo do intervalo post mortem de um modo mais

preciso.






Abstract

The estimation of the post mortem interval is an important task in a medico-legal
investigation. This determination is crucial in homicide cases, since it can lead to the
identification or elimination of a suspect. The conventional methods that are used for
determining time since death are mostly based on physical changes and decomposition artefacts
of the corpses. These changes are extremely affected by both internal and external conditions
and thus the chance of producing erroneous results is high. However, death also results in
metabolic changes in the tissues of the deceased. The study of these changes could lead to the
identification of new biomarkers for a more accurate estimation of the post mortem interval.

In the present study, liver samples of twenty mice (Mus musculus), ten males and ten
females, were collected immediately after death and 2, 6, 24, 48 and 72 hours after death. The
aim was to analyse the metabolic changes by HR-MAS NMR spectroscopy and identifying
potential post mortem interval biomarkers. Six NMR spectra were obtained per mouse liver, one
per each time of sample collection, as such, a large amount of data was obtained. All spectral
data were processed and subjected to a multivariate statistical analysis.

The results of principal component analysis (PCA) allowed to verify significant
differences between the metabolic profiles of samples collected at 0, 6, 24 and 48 hours after
death in both sexes. It was possible to observe changes of lipids, lactate and glucose. From the
analysis of the spectra, was possible to identify an increase in lactate and glucose levels over
time, after death, exposing these metabolites as potential post mortem biomarkers. The
presented results showed that a metabolic analysis of biological tissues by HR-MAS NMR
spectroscopy is a potential valid approach for a more precisely estimation of post mortem

interval.
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1. Introducao







1.1. Autdpsias médico-legais

Todos os anos ocorrem milhdes de mortes e cada uma destas tem de ser verificada e
certificada. Em Portugal, em casos de morte com causa natural, que na maioria dos casos resulta
de doencas diagnosticadas que evoluem ou agudizam, segundo o artigo 142 da Lei n.2 45/2004,
de 19 de agosto, é da competéncia do médico a verificacdo e certificacao do dbito. Em situacdes
de morte violenta ou de suspeita de morte violenta, como por exemplo acidentes de viacao,
acidentes de trabalho, homicidios, suicidios, assim como em situa¢cdes de morte por causa
ignorada, é necessario outro método de investigacdo e certificagdo do dbito. Nestes casos, a
investigacdo tem de tentar responder sempre a quatro questées essenciais: quem é a vitima e
guando, onde e como morreu. Deste modo, quando um ébito é verificado fora das instituicdes
de saude, segundo o artigo 162 da Lei n.2 45/2004, de 19 de agosto, a autoridade policial deve
inspecionar e preservar o local e comunicar o facto a autoridade judiciaria competente e deve
providenciar a comparéncia do perito médico da delegacao do instituto ou do gabinete médico-
legal ao servico. A verificacdo do 6bito é realizada pelo delegado de saude, sendo depois
realizada a autdpsia médico-legal, por ordem do Ministério Publico. O Instituto Nacional de
Medicina Legal e Ciéncias Forenses é o responsavel pela realizacdo das autdpsias médico-legais,
que tém como objetivo esclarecer as questdes referidas anteriormente. Também é responsavel
por determinar a etiologia, ou seja, estabelece o diagndstico diferencial entre morte natural,
acidente, homicidio e suicidio. [1-3] Uma autdpsia, também designada por necrépsia, embora
este termo seja mais utilizado para animais, ou exame post mortem, pode ser realizada por dois
motivos: interesse clinico ou por objetivos médico-legais. As autdpsias clinicas sdo realizadas
nos hospitais com o consentimento da familia e tém como objetivo clarificar o diagndstico e
causa de morte do paciente que estava a ser tratado. Segundo o artigo 182 da Lei n.2 45/2004,
de 19 de agosto, a autépsia médico-legal tem lugar em situacdes de morte violenta ou de causa
ignorada, como foi referido anteriormente, e apenas tem possibilidade de dispensa se existirem
informacgdes clinicas suficientes que associadas aos demais elementos permitam concluir, com
seguranca, a inexisténcia de suspeita de crime. As autdpsias sdo sempre executadas sob a
supervisdao de uma autoridade legal. O Instituto Nacional de Medicina Legal, por vezes, também
lida com mortes naturais que deviam ser analisadas por uma autdpsia clinica. Mortes suspeitas
e suUbitas, mortes sem assisténcia médica e mortes que sao litigiosas ou relacionadas com
procedimentos cirdrgicos ou anestésicos também devem ser clarificadas por uma autdpsia

médico-legal. Ndo é necessdria a permissdo dos familiares, uma vez que o objetivo da



investigacdo legal ndo seria cumprido se as objecGes de possiveis culpados pudessem impedir a
autépsia. [1, 4, 5]

Embora o desempenho de uma autdpsia médico-legal seja bastante uniforme e
independente da natureza da morte, hd uma série de questdes associadas que variam de acordo
com as circunstancias. Por exemplo, as precaugdes processuais requeridas num homicidio ndo
sdo necessarias num caso de morte subita. No entanto, ha muitas facetas da autdpsia que sdo
comuns a todas as mortes. Os principais objetivos de uma autdpsia sdo os seguintes:
identificacdo da vitima; avaliacdo do tamanho e nutricdo do corpo; determinar a causa da morte;
determinar o tempo apds a morte; atribuir a morte a um evento particular; documentar todas
as lesdes do habito externo e interno do corpo; detetar anormalidades, malformacdes externas,
internas e doencas; recolher amostras para andlise histoldgica, toxicoldgica, microbioldgica ou
outras analises necessarias; recolher drgdos ou tecidos relevantes como provas; obtencdo de
fotografias ou videos com a finalidade de serem usados como provas; realizar um relatdrio
completo escrito do que foi encontrado na autépsia, fornecendo uma interpretacdo médico-
legal séria e competente e, por fim, devolver o corpo a familia nas melhores condigGes possiveis.
(4, 5]

Quando uma autdpsia médico-legal é executada num corpo ja identificado, é possivel
estabelecer uma categorizacdo de objetivos. Para comecar é necessario diagnosticar a causa da
morte e perceber se foi uma morte violenta ou natural. Se o caso corresponder a uma morte
violenta, surgem trés possibilidades: lesGes traumaticas, asfixia ou intoxicacdo. Depois de toda
a andlise ao corpo, o ultimo passo é estabelecer a etiologia, ou seja, clarificar se a morte ocorreu
devido a homicidio, suicidio ou acidente. H& uma varidvel bastante importante nestas
determinagdes, a hora da morte, sendo necessdrio estimar o tempo que ocorreu apds a morte

até o corpo ser encontrado. [5]

1.2. Intervalo post mortem

Um dos objetivos cruciais numa autdpsia médico-legal é a determinagdo do tempo apds
a morte, como foi referido anteriormente. Este, que também pode ser designado por intervalo
post mortem, é uma das determinagdes mais importantes numa investigacdo, visto que auxilia
na identificagao da causa da morte e na sua etiologia. Para além de estabelecer ha quanto tempo
uma pessoa estd morta, também ajuda a distinguir altera¢gdes ante mortem das post mortem.
Tem relevancia especial em casos de homicidios, uma vez que auxilia a identificacdo ou

eliminacado de suspeitos. Um intervalo post mortem preciso ajuda a verificar as declaracdes das
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testemunhas, a limitar o nimero de suspeitos, a avaliar as suas declaragdes e também ajuda os
peritos, especialmente quando tém de recolher provas que apoiam ou negam a¢des declaradas
pelos suspeitos. [6-9]

Para a determinacdo do intervalo post mortem normalmente recorre-se a duas fontes:
testemunhas oculares e técnicas cientificas baseadas nas alteragdes fisico-quimicas que
ocorrem apds a morte. No entanto, as declara¢Ges das testemunhas oculares sdo consideradas
como uma prova fragil e pouco fidvel, uma vez que dependem incontrolavelmente de fatores
como a idade, saude, interesses pessoais, problemas de percecdo e stress da testemunha em
causa. Assim, este tipo de declaracdes deve ser usado sempre em conjunto com outras

evidéncias, como as provenientes de métodos cientificos, que sdo mais exatas e precisas. [10]

1.2.1. Fenémenos post mortem

E possivel afirmar que a morte ndo é um momento onde ocorre a cessagdo total e
permanente das fungbes vitais, mas sim um processo que se arrasta ao longo do tempo. [11]
Este processo, constituido por alteragdes fisico-quimicas, vai dar lugar ao aparecimento de um
conjunto de fendmenos que sdo objeto de estudo, de interpretacdo e de extrema relevancia na
investigacdo criminal, os fendmenos post mortem. [7, 11] Para o patologista forense, estes
fendmenos sdo de grande interesse e apresentam grande utilidade, uma vez que ocorrem de
forma sequencial. Portanto, se os fendmenos post mortem forem bem interpretados, é possivel
estimar o intervalo apds a morte a partir destes. No entanto, ha fatores internos e externos que
se tem de ter em consideragdo em determinados casos individuais, o que faz com que nao seja
possivel atribuir uma hora exata para a ocorréncia da morte, apenas um intervalo de tempo. [4,
7, 11]

Quando o coragdo para e a respiragdo cessa, hd uma queda imediata da pressao
sanguinea e o fornecimento de oxigénio para as células do corpo termina. As células que tém a
possibilidade de usarem a via anaerdbia irdo fazé-lo até as reservas metabdlicas se esgotarem e
ai, todas as células do corpo deixam de ter as suas fungdes metabdlicas normais. Com a perda
da atividade neuronal, toda a atividade nervosa termina, os reflexos sdo perdidos, os musculos
rapidamente se tornam flacidos e as alteracdes post mortem vao ficando percetiveis,
possibilitando a sua interpretacdo. [1] Os fendmenos post mortem podem ser divididos em dois
grandes grupos, os fendmenos abidticos, que ocorrem logo apds a morte com a cessacao das
fungdes vitais, e os fendmenos transformativos, que causam modificacbes extensas na
morfologia e na estrutura do cadaver. Os fendmenos abidticos podem ser imediatos, surgindo

imediatamente apds a morte (paragem cardiorrespiratdria, imobilidade do caddver, aboli¢do da
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motilidade e ténus muscular, auséncia de circulacdo, dilatacdo pupilar, abertura das palpebras
e da boca, relaxamento esfincteriano, perda de consciéncia e de sensibilidade); ou podem ser
tardios, os quais sdao de extrema importancia para a determinagao do intervalo post mortem
(algor mortis, rigor mortis, livor mortis). Os fendmenos transformativos, tal como o nome indica,
sdo responsaveis pelas transformacdes da morfologia e estrutura mais profundas e duradouras
no cadaver e sdo causadas por uma intensa proliferacdao bacteriana. Estes podem ser mais
destrutivos, causando a decomposi¢cdo da matéria organica (autdlise e putrefacdo) ou mais
conservativos, causando uma transformacdo anormal no corpo conforme as condi¢des

ambientais a que esta sujeito (saponificacdo, mumificacdo e corificacdo). [11]

1.2.2. Métodos convencionais para a determinac¢ao do intervalo post mortem

A interpretacao dos fendmenos post mortem, avaliando em que fase se encontra o
cadaver, vai permitir estimar o tempo que ocorreu depois da morte deste. Este tipo de avaliacdo
baseia-se nas alteragdes fisicas como o algor mortis, rigor mortis, livor mortis e fendmenos de

decomposicao, autdlise e putrefacdo, que irdo ser descritos de seguida. [9, 10]

e Algor mortis

Algor mortis refere-se ao arrefecimento do corpo apdés a morte. Este é um dos
indicadores usados para estimar o intervalo post mortem durante as primeiras 24 horas apds a
morte. Durante a vida ha um equilibrio entre o calor produzido e o calor libertado, mas depois
da morte deixa de ocorrer producdo de calor, fazendo com que o calor do corpo seja libertado
para o ambiente e a temperatura se iguale a do meio. Esta taxa de arrefecimento pode ser
representada em fungdo do tempo por uma curva sigmoide. Inicialmente a temperatura
corporal mantém-se constante, geralmente entre 30 a 60 minutos, devido a producdo de calor
metabdlico ndo terminar uniformemente, principalmente nos musculos e no figado. Apds este
plateau a taxa torna-se linear e decresce lentamente até se atingir o equilibrio com o meio
envolvente. A medi¢do da temperatura corporal do cadaver é geralmente realizada no recto,
oralmente ou no figado apds a incisdo no abdémen, sendo a temperatura rectal a mais usada.
Todavia, a taxa de decréscimo da temperatura é muito variavel, uma vez que é influenciavel por
muitos fatores, como o tamanho do corpo, a quantidade de tecido adiposo subcuténeo, a
existéncia de roupas, condi¢des ante mortem como por exemplo febre ou presenca de toxinas
ou drogas, a postura, correntes de ar e humidade e, como seria de esperar, a temperatura do

meio ambiente. [4, 9, 10, 12]



e Rigor mortis

Rigor mortis é uma alteracao fisico-quimica que causa o endurecimento do corpo apds
a morte devido a falta de oxigénio. Antes da morte, quando o musculo é estimulado, ha a
libertacdo de ides cdlcio do reticulo sarcoplasmatico, permitindo que a actina se ligue a miosina,
contraindo o musculo. Quando a estimulacao para, os ides calcio sdo transportados de novo para
o reticulo sarcoplasmatico, por transporte ativo. Este transporte ativo necessita de adenosina
trifosfato (ATP) que é produzida a partir da fosforilagdo oxidativa. Apds a morte, ndo havendo
oxigénio, ndo ha producdo de ATP, o que faz com que os ides calcio ndo sejam transportados de
volta para o reticulo sarcoplasmatico. Deste modo, os iGes acumulam-se no tecido muscular
causando a ligagcdo continua entre a actina e a miosina, resultando na contra¢do do tecido
muscular. O desenvolvimento do rigor mortis inicia-se s6 a partir das 2 a 4 horas a partir da morte,
uma vez que ainda existe ATP suficiente para impedir a contracdo dos musculos. O corpo fica
completamente rigido entre as 6 e 12 horas e o endurecimento comega a extinguir-se
aproximadamente 72 horas apds a morte como resultado da perda de funcao das células devido
a decomposicdo. Ha diversos fatores que interferem com o inicio e duracdo do rigor mortis, como

a temperatura ambiente, patologias, idade, massa muscular e presenca de infe¢des. [1, 9, 10, 12]

e Livor mortis

Livor mortis ou lividez cadavérica pode ser descrito como a acumulagdo do sangue na
parte inferior do corpo resultando numa coloragao avermelhada, roxa-azulada da pele. Como o
coragao deixa de bombear sangue apds a morte, os eritrécitos afundam pela agdo da gravidade,
causando esta coloragdo. No entanto, nas dreas do corpo pressionadas contra uma superficie
dura, os vasos sanguineos ficam mecanicamente compressos e 0 sangue nao se consegue instalar,
0 que resulta num aspeto palido. O livor mortis desenvolve-se em todos os cadaveres sob a
influéncia da gravidade porque o sangue mantém-se liquido em vez de coagular através dos vasos
sanguineos. Apds 30 a 60 minutos depois da morte o sangue torna-se permanentemente
incoagulavel, fazendo com que este fenédmeno post mortem fique evidente, atingindo a maxima
evidéncia entre as 8 e 12h apds a morte. Hd um nimero de variaveis que pode influenciar a lividez
cadavérica, nomeadamente a pressdo do vestuario ou de outros objetos pode evitar o
aparecimento do livor nas areas dependente destes, assim como o movimento do corpo apds a
morte. Compostos no sangue, como cianeto ou mondxido de carbono e temperaturas frias podem

também alterar a cor da lividez, o que pode dificultar a sua visibilidade. [9, 10, 12, 13]



e Autdlise e putrefagdo

Geralmente, o processo de decomposicao ocorre através de dois mecanismos, autélise
e putrefacdo. A autdlise é um processo celular de autodestruicdo causado por enzimas
hidroliticas. O inicio desta é bastante varidvel dependendo do tipo de células e érgaos, mas
regularmente comeca logo depois da morte nas células que sdo metabolicamente ativas ou que
contém muita dgua e enzimas hidroliticas. Org3os envolvidos na producdo de ATP, como o figado
e o cérebro, sdo mais suscetiveis as reagdes de autdlise comparados com os outros érgdos. No
funcionamento normal, as enzimas hidroliticas estdo presentes nos lisossomas e digerem hidratos
de carbono e proteinas. Apds a morte, deixa de ocorrer fornecimento de oxigénio para as células
e para manter a atividade celular metabdlica basica, as células seguem a via anaerdbia da glicdlise
como uma fonte de energia alternativa, produzindo diéxido de carbono e acido lactico. Deste
modo, o pH celular diminui e a membrana celular fica incapaz de manter a sua permeabilidade,
resultando na rutura que é acompanhada pela libertacdo das enzimas hidroliticas. Estas enzimas
vao digerir estruturas celulares, que em condi¢des normais ndo eram consideradas substratos, o
gue resulta na libertacdo do conteudo celular que ira servir de fonte de nutrientes e energia para
as reacles subsequentes no processo da putrefacdo. A putrefacdo resulta na degradacdo de
tecidos em gases, liquidos e sais. Este fendmeno é provocado pela atividade de microrganismos,
como bactérias, fungos e protozodrios, que sdo provenientes do microbioma do corpo humano,
especialmente do trato gastrointestinal. Desta forma, os primeiros sinais do processo de
decomposi¢cdo podem ser vistos no abdémen com uma coloragdo esverdeada. Este processo de
decomposicdo depende de vdérios fatores como por exemplo temperatura ambiente, doengas,
obesidade, envenenamento e presenca de infe¢des. [9, 10, 12, 14]

Embora haja esta classificacdo dos diferentes tipos de fendmenos post mortem, é de
salientar que estes sdo bastante afetados pelas condi¢des internas e externas. Hd uma
diversidade de fatores que influencia o modo de resposta do corpo a cada transformagao, ou
seja, cada caddver é Unico, assim como o local onde este se encontra, as condigdes ambientais
a que estda exposto e as circunstancias que levaram a ocorréncia do evento. Assim, a
probabilidade de ocorrem erros na determinacdo do intervalo post mortem a partir destes
fendmenos é bastante elevada, o que deve ser minimizado, uma vez que uma estimativa errada
da hora da morte pode dificultar a identificacdo de um suspeito. [15] Posto isto, surgiram novas
técnicas baseadas nas altera¢des bioquimicas em tecidos e fluidos bioldgicos, visto que sofrem

menos alteragdes e contaminacgdes. [10]



1.2.3. Métodos bioquimicos para a determinag¢ao do intervalo post mortem

Perfis bioquimicos ou metabdlicos de fluidos bioldgicos, obtidos apds a morte, vao
refletir as reagdes que ocorreram desde o momento da morte até o funcionamento celular
terminar, refletindo ainda a degradacao celular e a decomposicao de marcadores bioquimicos.
Deste modo, estes perfis vao fornecer informacao relativa a causa da morte e tém o potencial
de fornecer uma estimativa do intervalo post mortem com a identificacdo e com o estudo
detalhado de marcadores bioquimicos. [16, 17] O uso de marcadores bioquimicos possibilita a
determinacao da hora da morte de um modo mais preciso, no entanto, também se observam
algumas variacoes devido a vdrios fatores como doencas pré-existentes, causa da morte, fatores
ambientais e propriedades do analito sob investigacdo. [10]

A andlise de humor vitreo é bastante utilizada na determinacdo do intervalo post
mortem. Esta matriz estd topograficamente isolada e bem protegida, o que faz com que as
alteracOes autoliticas sejam mais lentas em comparag¢do com o sangue. [4, 10] A investigacdo
mais comum realizada no humor vitreo, neste contexto, é a determinacgao dos niveis de potassio.
Esta provado que os niveis de potassio aumentam de forma linear com o passar do tempo apés
a morte, o que permite a determinacdo do intervalo post mortem através da aplicacdo de uma
férmula matematica. [4, 10, 18]

Todavia, os métodos bioquimicos tradicionais tém sensibilidade relativamente baixa,
requerem conhecimentos especializados e trabalho intensivo, o que faz com que estes ndo
sejam completamente adotados. Atualmente, os investigadores tém identificado
biomarcadores usando métodos baseados em ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massa (MS), ou seja, através da metabolémica tem sido possivel obter

marcadores que estimam um intervalo post mortem de forma mais precisa. [19]

1.3. Metabolomica

Qualquer amostra bioldgica (células, fluidos bioldgicos, tecidos e organismos), contém
milhares de moléculas de baixo peso molecular (<1000 Da), que podem ser substratos,
intermedidrios ou produtos de metabolismo. Estas moléculas sdo designadas por metabolitos e,
por estarem envolvidas em varios processos bioquimicos, fornecem grande quantidade de
informacdo sobre o estado e funcionamento de um sistema vivo em estudo, tanto a partir dos
efeitos causados pela expressdo génica, por uma doenca especifica ou por processos toxicos,

como a partir das diferencas do estilo de vida e dieta nos humanos ou noutros mamiferos. O



processo de andlise de metabolitos em determinados sistemas sob um conjunto particular de

condigOes, é designado por metabolémica. [20, 21]

1.3.1. Métodos de analise

A analise metaboldmica compreende diferentes estratégias, as quais dependem da
informacao requerida do sistema em estudo. Pode ser realizada uma analise global, elaborando
um perfil metabdlico, ou pode ser feita uma analise mais especifica direcionada a determinados
metabolitos relevantes para o estudo em questdo. A andlise metaboldmica global baseia-se na
detecdo, identificacdo e quantificacdo do maior nimero possivel de metabolitos em amostras
bioldgicas, de modo a encontrar variagdes que podem ser usadas para discriminar amostras. Por
exemplo, em amostras obtidas a partir de individuos saudaveis e individuos afetados por uma
doenca, o objetivo é identificar diferencas relacionadas com a doenga em um ou mais
metabolitos enddégenos encontrados em fluidos ou tecidos bioldgicos. Uma analise
metabolémica especifica, ao contrario da global, dedica-se apenas ao estudo qualitativo e
qguantitativo de um metabolito ou, mais frequentemente, de um grupo especifico de
metabolitos. [21, 24, 25]

O metaboloma, definido como o conjunto completo de todos os metabolitos, inclui
aminodcidos, hidratos de carbono, lipidos, peptideos, purinas, pirimidinas, vitaminas e inimeros
metabolitos envolvidos em vias de biossintese e biodegradag¢do. Devido a esta complexidade, as
técnicas analiticas usadas em metaboldmica devem ter a capacidade de monitorizar com
precisdo o maior niumero possivel de moléculas e fornecer informagao estrutural a cerca de
numerosas classes quimicas. [21, 22, 24-26] As principais técnicas aplicadas sdo baseadas em
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear e espectrometria de massa. Esta ultima
requer uma pré separac¢do dos componentes metabdlicos, portanto é acoplada a cromatografia
gasosa (GC) ou cromatografia liquida (LC). [21, 22, 27] O uso de eletroforese capilar (CE)
acoplado a espectrometria de massa mostrou ser promissor, assim como a espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em alguns casos. [28]

A espectroscopia de RMN é bastante Util na caracterizagdo de compostos
desconhecidos, o que levou a que esta técnica tenha sido das primeiras adotadas em estudos
de metabolémica. Como método analitico, pode ser definido como n3o destrutivo, facilmente
quantificavel, requer pouca ou nenhuma preparacdo da amostra e permite a identificacdo de
novos compostos. [23, 29] No entanto, apresenta uma desvantagem fundamental, a qual
assenta no facto de ser uma técnica relativamente insensivel, com um limite de detegao baixo.

[23, 29, 30]
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A vantagem mais importante da espectrometria de massa é a sua elevada sensibilidade
e o seu elevado rendimento, o que possibilita a confirmag¢do da identidade dos componentes
presentes nas amostras bioldgicas. Todavia, a escolha da técnica de ionizagdo, analisador de
massa, modo de aquisicdo e parametros instrumentais é muito dependente dos objetivos
experimentais e é sempre necessdria preparacdo da amostra, o que pode levar a perda de

metabolitos. [23, 25, 30]

1.3.2. Abordagem estatistica para a analise de dados

A analise metaboldmica de amostras bioldgicas resulta numa enorme quantidade de
resultados que ndo sdo faceis de processar e analisar manualmente, consumindo muito tempo.
Como tal, sdo aplicados métodos matematicos e estatisticos aos resultados designados por
métodos quimiométricos, que irdo indicar quais os metabolitos importantes a identificar,
conseguindo uma discriminacdo de amostras por agrupamentos e, consequentemente, a
identificacdo de biomarcadores do processo sob estudo. [21, 22, 31-33] A analise estatistica
multivariada engloba uma série de métodos eficientes e Uteis para o estudo deste tipo de
resultados complexos. Os parametros requeridos para a andlise estatistica de GC-MS ou LC-MS
sdo o tempo de retengdo, a intensidade dos sinais e a razdo massa/carga. Para RMN, tanto
podem ser usados os desvios quimicos como a concentracdo dos metabolitos. [22, 34]

O método de analise estatistica multivariada mais utilizado nesta area é a Analise de
Componentes Principais (PCA). Este consiste num procedimento algébrico que converte as
varidveis originais, tipicamente correlacionadas, num conjunto de varidveis ndo correlacionadas,
que se designam por componentes principais, ou seja, vai tornar possivel extrair e apresentar a
variagdo sistematica dos resultados, fornecendo uma visao geral de todas as amostras. [21, 31,
34] Além disto, este método também é utilizado para determinar outliers no conjunto de dados
e agrupamentos entre estes, tendo em conta as suas caracteristicas. Por exemplo, num estudo
metaboldmico por RMN, os espectros sao reduzidos a um conjunto de descritores de sinais e
estes sdo analisados com o intuito de identificar semelhancgas e diferengas entre as amostras e
as variaveis. De seguida, realiza-se a identificacdo dos sinais relativos aos metabolitos que sdo
responsaveis pela separagdo das amostras em agrupamentos e, por fim, a caracterizagdo dos
metabolitos envolvidos, os quais se podem classificar como biomarcadores do estudo em
questdo. [34-37] De um modo resumido, as etapas envolvidas numa andlise de um perfil
metabdlico proveniente da espectroscopia de RMN ou MS estdo representadas no esquema da
Figura 1.1. Apds se definir o objetivo e a recolha das amostras necessdrias ao estudo, deve

proceder-se a aquisicdo dos espectros. O pré-processamento dos resultados obtidos é um passo
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muito importante, visto que este transforma os dados de modo a tornd-los aptos para a
posterior andlise estatistica, ajustando a variabilidade de cada varidvel, assim como a relacdo
entre elas. [38] O PCA fornece uma visao geral do conjunto de dados, sendo possivel identificar
agrupamentos e outliers. Também permite ainda identificar quais os sinais relativos aos
metabolitos que sdo responsaveis pelos agrupamentos obtidos. De seguida, deve proceder-se a

identificacdo e caracterizacdo dos metabolitos em questdo, recorrendo a bases de dados.

Desenho experimental |

Recolha das amostras |

Aquisigdo dos espectros | —— RMN ou GC/MS ou LC/MS
Pré-processamento dos resultados |
Andli tatisti ltivariada (PCA) | ( Identificacdo de agrupamentos, outliers
nalise estatistica multivariada g e metabolitos importantes ‘
Identificacdo e caracterizacdo dos |
metabolitos ‘ —_ > ‘ Recorrendo a bases de dados

Interpretacdo |

Figura 1.1 - Etapas envolvidas numa analise de um perfil metabdlico.

1.3.3. Aplica¢cées da metabolémica

Os recentes avancos da tecnologia usada em estudos de metabolémica levaram a um
aumento do numero de aplicagdes deste tipo de estudos em diversas areas, como a saude
humana e animal, diagnéstico de doengas, descoberta de biomarcadores, desenvolvimento de
farmacos, biologia vegetal, microbiologia e quimica alimentar. A diversidade de aplicagGes
advém do facto de ser possivel analisar uma ampla variedade de substratos, incluindo sélidos,
liquidos e ainda gases. [21, 27, 39]

Estudos de metaboldmica baseados em ressondancia magnética nuclear e
espectrometria de massa sdo bastante usados atualmente em estudos pré-clinicos de

candidatos a farmacos. Varias empresas farmacéuticas ja adotaram a metaboldmica nos seus
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protocolos de desenvolvimento de farmacos com o intuito de analisar, a nivel bioquimico, as
consequéncias da acdo destes, facilitando assim, a avaliacao dos efeitos adversos. [21]

Ha diversos estudos onde aplicam a metaboldmica na identificagcdo de diferengas no
metabolismo, causadas por uma série de fatores internos e externos, em varios animais
experimentais, como ratos e murganhos. Estas diferencas podem ajudar a explicar as diferencas
na toxicidade de xenobidticos entre estirpes e mesmo entre animais diferentes. Ainda é de
salientar que a metaboldmica baseada em estudos de RMN tem provado que é capaz de
determinar qual o o6rgdo afetado apds a administracdo de compostos todxicos, devido a
diferentes toxinas darem origem a padrdes diferentes nos espectros de RMN. [21, 40]

A nivel de diagnéstico de doencas em humanos, hd varios exemplos na literatura do uso
de espectroscopia de RMN em estudos de metaboldmica, como a utilizacdo do plasma para
estudo de diabetes, do fluido cérebro-espinhal na investigacdo da doenca de Alzheimer, do
fluido seminal no estudo da infertilidade masculina e da urina para a investigacdo de
sobredosagem por drogas, transplante renal e varias doencas renais. [21, 41]

Também ha estudos onde analisam diretamente tecido bioldgico através de ressonancia
magnética nuclear de alta resolugdo com rota¢do segundo o angulo magico (HR-MAS NMR) e os
exemplos publicados incluem cancro da prdstata [42], carcinoma de células renais [43], cancro
da mama [44], cancro da tiroide [45] e varios tumores cerebrais [46].

Em relacdo as alteracBes post mortem, estudos provaram que é possivel aplicar a
metaboldmica na sua analise. Esta possibilidade advém do facto da morte resultar em alteracGes
extensas tanto a nivel metabdlico como a nivel bioquimico em todos os tecidos de um organismo
devido a inexisténcia de oxigénio na circulagdao, degradagao celular e alteragdes nas reagdes
enzimaticas. [19, 47] Hirakawa et al., em 2009, [48] investigaram as altera¢gdes metabdlicas apds
diferentes tipos de morte (sufocagdo, sobredosagem de uma droga e insuficiéncia respiratoéria)
através de RMN H em musculo femoral de rato. Apds o uso de PCA nos resultados, concluiram
que os perfis metabdlicos diferem de acordo com a causa da morte e, ainda, com o tempo
decorrido apds a morte, correlacionando-se com os parametros do rigor mortis comumente
utilizados. Kang et al., em 2012, [49] utilizaram cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)
acoplada a Q-TOF/MS no estudo de figado de rato recolhido as 0, 24 e 48 horas apds o sacrificio.
Os resultados foram analisados por diversas técnicas quimiométricas, o que permitiu realizar

uma distingdo entre os grupos de dados correspondentes a cada intervalo post mortem.
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1.4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear tem provado ser uma ferramenta
poderosa e versatil para a elucidacao de estruturas de moléculas na area da quimica organica,
na determinagdo estrutural e dindmica de macromoléculas na area da biologia e, como foi
referido anteriormente, na elaboracdo de perfis metabdlicos na drea da metabolémica. [50]
Desde 1970 que tem sido extensamente utilizada nesta Ultima drea, nomeadamente na analise
de células, tecidos e fluidos bioldgicos. [26]

O fendmeno de RMN ¢é baseado no facto dos nucleos dos dtomos possuirem
propriedades magnéticas que podem ser usadas para obter informacdo quimica. Portanto, esta
técnica ira resultar da ocorréncia de transi¢des entre niveis energéticos que correspondem as
diferentes orientacdes permitidas do spin nuclear quando o nicleo estd sujeito a acdo de um
campo magnético intenso. [51] Dos nucleos que apresentam spin nuclear diferente de 0 e dao
origem ao fenémeno de RMN, o is6topo de 'H é o mais utilizado em metaboldmica, ndo s6
devido a sua elevada abundancia (99,98%), como devido ao facto do 4tomo de hidrogénio fazer
parte da maioria dos metabolitos orgéanicos. [51, 52]

Uma experiéncia tipica de RMN *H consiste na introducdo da amostra entre dois polos
de um campo magnético forte, o que faz com que esta regido tenha um campo homogéneo e
os momentos magnéticos nucleares fiqguem alinhados ou anti-alinhados com a dire¢do do campo
magnético. Uma fonte de radiofrequéncia vai emitir radiagdo para a amostra excitando todos os
nucleos. Apds este periodo de excitagdao segue-se um periodo de relaxagao, durante o qual se
processa o decaimento. Deste modo, o aparelho de RMN recolhe o sinal resultante do
decaimento da magnetizagcdo remanescente entre o final do impulso e o final da relaxacdo, o
qual é designado por decaimento de indugéo livre (FID). Este contém todas as frequéncias que
sdo emitidas simultaneamente durante o decaimento e é um registo de intensidade em funcao
do tempo. De seguida é aplicada uma transformada de Fourier que tem como objetivo converter
a informacdo numa fung¢do no dominio da frequéncia. Assim cada sinal ird corresponder a um
protdo especifico numa molécula, cuja frequéncia ou desvio quimico é afetado pela sua
vizinhanga imediata que depende da estrutura da molécula onde estd inserido. [51, 53]

A espectroscopia de RMN é mais comumente aplicada a amostras no estado liquido, no
entanto na 4drea da metaboldmica é muitas vezes necessario o estudo de células ou tecidos
bioldgicos. A utilizaggo do RMN convencional na andlise de tecidos bioldgicos intactos
geralmente resulta em espectros com resolugdo limitada, devido a elevada largura das linhas,

causando dificuldades na atribui¢do e quantificagao dos sinais. [54] Para ultrapassar este facto,
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foi desenvolvida uma técnica que consegue analisar amostras em estado sélido ou semi-sélido,

o RMN de alta resolugdo segundo o angulo magico. [21, 55]

1.4.1. RMN de alta resolu¢iao com rotagao segundo o angulo magico

Andrew et al. [56] e Lowe [57] demonstraram que é possivel a obtenc¢do de espectros
de amostras no estado sélido a partir de uma rotacdo rapida da amostra num determinado
angulo, denominado angulo mdagico. Este angulo tem o valor de 54,7° em relagdo a dire¢ao do
campo magnético, como é possivel observar na Figura 1.2. A rotacdo segundo o dngulo magico
reduz os efeitos de alargamento de sinal. [55, 58] Estes efeitos de alargamento surgem em
sélidos devido a acoplamentos dipolares e desvios quimicos anisotrépicos. E um fator angular
de (3cos?0-1) que vai contribuir para a anisotropia, onde 0 corresponde ao dngulo entre o campo
magnético estatico e o eixo de rotacdo da amostra. Numa experiéncia de HR-MAS NMR o termo
cos?0-1 fica igual a 0 e uma rotacdo rapida vai levar a obtencdo de sinais mais estreitos, sendo

possivel retirar informacdo mais detalhada a cerca das amostras. [44, 58, 59]

Figura 1.2 - llustragdo da rotagdo segundo o dngulo magico. Adaptado de [21].
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1.5. Figado

O figado é considerado um importante centro metabdlico do organismo, visto que este
desempenha fungdes essenciais relacionadas com a digestdo, metabolismo, imunidade e
destoxificacdo. Para o estudo metabolémico deste, neste trabalho utilizou-se como modelo
animal o murganho, devido ao facto de este ser um mamifero facil de tratar em laboratério e
apresentar semelhangas estruturais e funcionais com os humanos. A funcdo fisioldgica deste
orgdo é semelhante em ambas as espécies, contudo ha algumas diferencas a nivel da morfologia,
gue serdo descritas de seguida. [60, 61]

O figado é o maior 6rgao abdominal, com uma coloragdo vermelha acastanhada, que existe
em todos os animais vertebrados. A sua forma varia de espécie para espécie e esta é
determinada pela disposicdo dos érgdos adjacentes. No ser humano, o figado situa-se no
qguadrante superior direito da cavidade abdominal, abaixo do diafragma, sendo protegido pela
caixa tordcica. Nos murganhos, ocupa toda a regido abaixo do diafragma e ndo possui ligamentos
de superficie proeminentes. [60, 62]

Este 6rgdo pode ser dividido em lébulos e esta separacdo é diferente entre as duas
espécies, no entanto as suas subunidades basicas sdo idénticas a nivel de estrutura e funcdo. No
ser humano, este pode ser dividido em |8bulo direito e esquerdo, os quais estdo separados pelo
ligamento falciforme. Todavia, ha outro tipo de divisdao lobular baseado no fornecimento de
sangue ao figado. Os Iébulos direito e esquerdo sdo separados pelo plano principal do figado
entre a fossa da vesicula biliar e a veia cava inferior. O I6bulo direito representa 60-70% da massa
total do figado e pode ser dividido em dois segmentos, o posterior e o anterior. Do lado esquerdo
situa-se o lébulo caudado, anterior e a esquerda da veia cava inferior. O |6bulo esquerdo pode
ainda ser divido pelo ligamento falciforme no l6bulo quadrado e no segmento lateral. O I6bulo
quadrado e o l6bulo caudado estdo separados pelo sistema porta hepatico ou hilo hepatico. E
através deste sistema que penetram no 6rgdo dois grandes vasos, a artéria hepatica e a veia
porta, a qual transporta sangue vindo do tubo digestivo e do bago. [60, 62] O figado de
murganho é significativamente mais proeminente do que o figado humano. E constituido pelo
I6bulo lateral esquerdo, pelo I6bulo médio, o qual esta subdivido em porgdo esquerda e direita,
pelo I6bulo direito, subdivido horizontalmente em por¢do anterior e posterior, e pelo |6bulo
caudal. A circulagdo do sangue é bastante semelhante a dos humanos. [60, 62, 63] Estas

diferengas anatdmicas estdo representadas na Figura 1.3.
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Figura 1.3 - Diferengas anatdmicas entre figado de murganho e humano. Adaptado de [60, 64].

1.5.1. Fungoes

O figado é o primeiro 6rgdo a ter contacto com nutrientes, vitaminas, minerais,
substancias quimicas e toxicos provenientes do meio ambiente. Isto acontece, uma vez que o
sangue venoso proveniente do estdmago e intestino circula pela veia porta até ao figado e sé
depois é que entra na circulacdo sistémica. Deste modo, o figado desempenha funcdes
digestivas e excretoras importantes, armazena e metaboliza nutrientes, sintetiza novas
moléculas e modifica moléculas nocivas. [64, 65]

Uma das func¢des do figado é a produgdo da bilis, a qual é realizada pelos hepatdcitos,
as células do figado, e depois é armazenada na vesicula biliar. A bilis é constituida por agua, sais
biliares, colesterol e bilirrubina e possui um papel muito importante na digestdo, visto que dilui
e neutraliza o acido gastrico e emulsiona as gorduras. [61, 64]

Os hepatdcitos armazenam glucose sob a forma de glicogénio, permitindo, assim, que o
figado mantenha os niveis de glicémia dentro de limites. Estas células também tém a capacidade
de armazenar acidos gordos a partir de triglicerideos ja digeridos e ainda vitaminas (A, D, E, K e
B12) e minerais (ferro e cobre) de modo a que haja um fornecimento constante de substancias
essenciais aos tecidos do corpo. [61, 64]

As células do figado sdo responsaveis por muitos processos metabdlicos importantes
gue suportam outras células do organismo. Como foi referido anteriormente, todo o sangue que
sai do sistema digestivo passa pelo figado, que vai fazer com que os nutrientes ingeridos, como
hidratos de carbono, lipidos e proteinas, sejam metabolizados. [64, 65] As proteinas da dieta sdo
hidrolisadas em aminodcidos pelo sistema digestivo e estes quando chegam ao figado podem

ser sujeitos a uma biotransformacdo antes de serem usados como fonte de energia. Os
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hepatdcitos removem o grupo amina dos aminoacidos, o qual é convertido em aménia e de
seguida em ureia, sendo depois excretada na urina. As cadeias carbonadas dos aminoacidos
podem ser transformadas em ATP ou convertidas em novas moléculas de glucose através do
processo de gluconeogénese ou ainda em lipidos. [61, 62, 64] O figado tem ainda um papel
importante na regulacdo do metabolismo dos lipidos. Este vai metabolizar os 4cidos gordos,
provenientes do sangue, em energia na forma de ATP e tem a capacidade de produzir colesterol,
lipoproteinas e fosfolipidos que vao ser usados pelas células de todo o organismo. [61, 62, 64]

Nem todas as substancias ingeridas sdo benéficas para o organismo, muitas delas sao
nocivas para as células e, além disso, o préprio organismo produz muitos metabolitos que sao
téxicos quando acumulados. Deste modo, o figado é o érgdo responsdvel pela defesa contra
estas substancias, modificando-as através de reacdes catalisadas por enzimas que modificam a
sua estrutura, tornando-as em metabolitos mais faceis de ser excretados. [64, 66]

Este orgdo tem ainda a capacidade de produzir varias proteinas sanguineas,
nomeadamente a albumina, o fibrinogénio, as globulinas, a heparina e alguns fatores de
coagulagao. [64]

Devido a este conjunto de func¢des que o figado desempenha espera encontrar-se
indmeros metabolitos relacionados com estas numa analise metaboldmica deste 6rgdo. Estudos
de metabolédmica por RMN ja foram realizados tanto em figado de humano como em figado de
rato e murganho saudaveis, tendo sido detetados diversos aminodcidos, acidos gordos, glucose,

glicerol, glicogénio, triglecerideos, entre outros. [37, 55, 67—69]

1.6. Objetivo

Este trabalho consiste no estudo das alteragdes que ocorrem a nivel metabdlico no
figado de murganho (Mus musculus) no periodo apds a morte, tirando partido da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear de alta resolugdo com rotagao segundo o angulo magico (HR-
MAS NMR). Tem como objetivo averiguar diferengas nos metabolitos endégenos provenientes
de amostras recolhidas imediatamente apds a morte e 2, 6, 24, 48 e 72 horas depois, com a
finalidade de identificar possiveis biomarcadores Uteis na determinagcdo do intervalo post
mortem. Também se pretende verificar se ha distincdo entre o perfil metabdlico de machos e

fémeas ao longo do periodo apds a morte.
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2. Materiais e métodos







2.1. Recolha das amostras

Foram utilizados 20 animais saudaveis, 10 machos e 10 fémeas, da espécie Mus
musculus, estirpe BALB/c. Os machos pesavam, em média, 25 g e as fémeas 20 g. O alojamento
e a manutencdo destes animais, em regime experimental, foi realizado no biotério da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra (Pdlo Ill), de acordo com as condi¢Ges padronizadas
de climatiza¢do e controladas permanentemente pelos técnicos do biotério. Os animais foram
sempre alimentados com racdo apropriada e com agua potavel ad libitum, ou seja, ndo houve
gualquer restricdao na quantidade de comida e bebida ingeridas. A manutencao das condicdes
ideais para o alojamento e produgdo de animais permite garantir a reprodutibilidade, a
comparabilidade e a possibilidade de fazer generalizagdes, o que faz com que a investigacao
experimental possua uma validagdo cientifica.

Aos 48 dias de idade, os murganhos foram sacrificados e necropsiados. O sacrificio

|”

obedeceu ao principio de “morte humanamente aceitavel”, ou seja, o processo foi rapido sem
stress e sofrimento ou dor, que levou a perda de consciéncia, paragem respiratdria, cardiaca e
paragem da fungdo cerebral. O método utilizado foi a sobredosagem anestésica, seguida de
deslocamento cervical com o intuito de assegurar a morte do animal. Usou-se uma solugao
anestésica de pentobarbital, cuja dose administrada foi de 0,1 a 0,2 ml/murganho via
intraperitoneal. Confirmou-se sempre a morte do animal, através da auséncia dos movimentos

respiratdrios, dos batimentos cardiacos e da perda dos reflexos. Apds se ter realizado o sacrificio

do animal, este foi pesado.

Figura 2.1 — Animal 1, espécie Mus Musculus, antes da necrépsia.

Para as necrdpsias, organizou-se um conjunto de material completo composto por uma
ficha de registo do peso, do sexo do animal e com os intervalos de tempo apds a morte de

recolha dos fragmentos do érgdo; tubos de Eppendorf para o armazenamento das amostras;
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material de apoio a necrdpsia (placa para fixar o murganho, alfinetes, balanga de precisao, régua
e compressas); material de dissecgdo (tesoura, pinga de disseccdo, cabo de bisturi com lamina
descartavel) e um dermdétomo biopsy punch de 3 mm (SPECULUM), ilustrado na Figura 2.2, para
a recolha dos fragmentos de figado para serem posteriormente analisados por Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN).

Figura 2.2 - Dermétomo biopsy punch de 3 mm (SPECULUM).

O murganho foi colocado em decubito dorsal sobre uma placa de esferovite com os
qguatro membros fixos com alfinetes. Realizou-se uma incisdo mediana ventral desde o mento
até ao pubis e, de seguida, efetuou-se a abertura das cavidades abdominal e tordcica, expondo
as visceras, como estd representado na Figura 2.3. Procedeu-se a remocao de fragmentos de
figado com o auxilio do dermdétomo biopsy punch com o objetivo de terem todos
aproximadamente o mesmo tamanho. Esta recolha foi realizada aproximadamente 3 minutos

depois da morte do animal, sendo considerada como a 0 horas apds a morte.

e e St e e Rk T ol e
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Figura 2.3 - Animal 1 em decubito dorsal com as visceras expostas.

Os murganhos foram mantidos no laboratério, com as visceras expostas, a temperatura
ambiente de +22°C e foram recolhidas sec¢des de figado, do mesmo modo que as anteriores,

apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas apds a morte do animal. Para tal, a hora da morte foi registada na
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folha de registo e foram anotados todos os tempos de recolha dos restantes fragmentos, como

exemplificado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Exemplo da folha de registo onde foram anotados os tempos de recolha dos fragmentos, o sexo e o
peso do animal.

FIGADO (A3) oh 2h 6h 24 h 48 h 72h

1 4/04/2017 | 4/04/2017 | 4/04/2017 | 5/04/2017 | 6/04/2017 | 7/04/2017
FlJ MK

Peso 23,19¢g 8:25h 10:25 h 14:25 h 8:25h 8:25h 8:25h

Cada fragmento de figado, apds ser retirado do animal, foi armazenado num Eppendorf
e transportado no gelo até ao congelador a -80°C, onde foram conservados até a sua analise.

Todas as amostras foram devidamente identificadas e foi usado o cédigo de referéncia
topografico usado no Laboratdrio de Patologia Experimental, constituido por uma letra e um
numero. Neste caso, foi usado o cddigo A3, correspondente ao figado, o nimero de identificacao
do animal e o intervalo post mortem.

No final, todo o material foi tratado e eliminado como residuo hospitalar perigoso de

risco bioldgico.

2.2. Analise por HR-MAS NMR

As amostras foram transportadas num dewar com azoto liquido para o laboratério de
RMN da UC-NMR (Plataforma Tecnoldgica de Ressondncia Magnética Nuclear da Universidade
de Coimbra), no Departamento de Quimica (Pélo | da UC), onde foi realizada a analise. O
fragmento de tecido congelado foi retirado do tubo Eppendorf, com o auxilio de uma pinga, para
uma placa de petri sobre o gelo, como ilustrado na Figura 2.4.

Para retirar o sangue ao fragmento do tecido, este foi lavado com aproximadamente 30
uL de solugdo tampao fosfato salino (PBS), tendo-se retirado o excesso com papel absorvente.
Esta solugdo foi preparada anteriormente (10 mL) com a seguinte composi¢do: NaCl 137 mM;
KCl 2,7 mM; KH;PO4.H,0 1,8 mM e NaH,P04.H,0 10 mM a pH a 7.5.

Os reagentes referidos, tendo a maior pureza comercialmente disponivel, foram

adquiridos a empresa Sigma-Aldrich-Merck.
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Figura 2.4 - Preparagao da amostra de figado relativo ao animal 1, a qual foi lavada com PBS.

Quando foi necessario, o fragmento foi cortado com um bisturi, de modo a que fosse
inserido sem problemas no rotor de HR-MAS. Este rotor (CortecNet) é de ZrO, e possui 4 mm de
didametro com capacidade para 50 pL, ilustrado na Figura 2.5. Cada amostra foi inserida com
uma pinca e, de seguida, foram adicionados 5 pL da solucdo de referéncia. Esta solucao foi
preparada anteriormente com a concentracdo de 8 mg/mL, de TSP (6 = O ppm) em agua
deuterada (D20).

O rotor é fechado com o auxilio das ferramentas apresentadas na Figura 2.5 e é feito um
meio circulo com um marcador permanente de tinta preta na parte de baixo do rotor, para ser
detetada a velocidade de rotagdo do rotor durante a operagao. Este processo de preparagao da
amostra demorou cerca de 10 a 12 minutos e, por fim, o rotor é inserido no espectrémetro de

RMN.

Figura 2.5 - Rotor ZrO, de 4 mm a esquerda e ferramentas para a preparagao do rotor a direita.

Todas as experiéncias de RMN foram realizadas a temperatura de 4°C num
espectrometro Bruker Avance Ill HD 500 MHz utilizando uma sonda HR-MAS de 4 mm de
ressonancia tripla *H, 3C e ®*N, com uma rotac3o da amostra de 4000 Hz. Foi utilizada uma

sequéncia de impulso CPMG RMN !H, de modo a suprimir os sinais alargados relativos a
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macromoléculas. Os parametros utilizados foram: nimero de scans 128; nimero de pontos 16
k; janela espetral 15 ppm; tempo de relaxacdo 4 segundos; tempo de aquisicdo 2 segundos;

numero de loops 126 e “spin-echo delay” 600 us.

2.3. Processamento dos espectros obtidos e PCA

O processamento dos espectros RMN obtidos vai torna-los aptos para a posterior andlise
guimiométrica. Este processamento foi levado a cabo aplicando um mesmo template a todos os
espectros, o qual incluiu os seguintes parametros: funcdo exponencial de apodizacdo 0.7 Hz;
“zero filling” 65536 (64k), efetuando “linear prediction” de 16k a 64k; correcdo de fase
automatica e correcdo de linha de base com um ajuste polinomial Bernstein de ordem 3. Os
espectros foram referenciados para o TSP a 0.00 ppm e, de seguida, foi selecionada apenas a
regido entre 0.4 e 4.8 ppm, a qual foi normalizada pela drea total definida para o valor 100. Este
passo é essencial, uma vez que as amostras recolhidas ndo possuem exatamente o mesmo
tamanho, o que se iria refletir em variacées nas intensidades dos sinais, tornando os espectros
incomparaveis. Assim, ao dividir cada ponto dos dados por uma area total igual este efeito é
removido. [38] Apds a normalizacdo, a mesma regido foi submetida a um binning, com o objetivo
de reduzir o numero de variaveis, tornado os resultados menos complexos e mais faceis de
comparar. Este método dividiu cada espectro num numero definido de regiGes (110) com
intervalo de 0.04 ppm. Estas regiGes sdo denominadas de bins e cada uma contém apenas um
“sinal”, o qual é uma entidade matematica caracterizada pelo desvio quimico, intensidade e
largura do sinal a meia altura. [38, 70]

Para a realizagdo deste processamento foi utilizado o programa MestreNova versdo
11.0.3. e os dados foram exportados como ficheiros .csv para o software “ChemoSpec:
Exploratory Chemometrics for Spectroscopy”, R package versdo 4.4.17. (https://CRAN.R-
project.org/package=ChemoSpec) onde foi efetuado o PCA. Para a execugdo desta analise
estatistica multivariada todas as varidveis foram centradas e foi estipulada a analise das 3
primeiras componentes principais para todos os PCA executados. A remocdo de outliers foi

efetuada a partir de um teste de diagndstico baseado na distancia score.

2.4. Identificagdo de metabolitos

Foi usado o software “Chenomx NMR suite 8.31 evaluation”, com uma base de dados

de 350 compostos, de modo a auxiliar a identificagdo dos metabolitos nos espectros de RMN.
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3. Resultados e discussao







Como foi referido no capitulo 1, os métodos convencionais para a determina¢do do
intervalo post mortem baseiam-se, maioritariamente, nas alteragdes fisicas e em fenémenos de
decomposi¢do do cadaver. Estes sdo muito afetados por diversos fatores, o que faz com que a
probabilidade de ocorrerem erros numa estimativa da hora da morte seja muito elevada. No
entanto, a morte resulta em alteragdes extensas a nivel metabdlico em todos os tecidos de um
organismo devido a inexisténcia de oxigénio na circulagdo, degradacdo celular e altera¢des nas
reacOes enzimaticas. [47] Tendo como base estes factos, este trabalho tem como objetivo
principal averiguar se ocorrem diferencas significativas mensurdveis nos metabolitos endégenos
de figado de murganho em funcao do intervalo post mortem, tirando partido da técnica de
espectroscopia de HR-MAS NMR. Deste modo, este estudo é composto por uma analise
metaboldmica, a qual deve incluir vdrias etapas, nomeadamente, recolha das amostras,
aquisicdo dos espectros de RMN, andlise estatistica multivariada e, por fim, identificacdo dos

metabolitos importantes, os quais se podem classificar como biomarcadores do estudo.

3.1. Alteragdes post mortem visiveis

Na recolha das amostras para este estudo foi realizado um registo fotografico, ilustrado
na Figura 3.1, das visceras do animal 1 logo apds a necrdpsia (0 h) e 24, 48 e 72 horas depois,
mantendo o animal a temperatura ambiente do laboratdrio (aproximadamente 22 °C). E possivel
observar diferengas notdrias com o decorrer do tempo, sendo visivel a evolugao dos fendmenos
de decomposicdo. Estes fendmenos advém da putrefacdo, ou seja, da degradacdo dos tecidos
em gases e liquidos provocada pela atividade de enzimas hidroliticas e de microrganismos
provenientes do organismo do murganho.

Relativamente ao figado, assinalado na mesma Figura, sendo este um érgdo rico em
vasos sanguineos e nutrientes para os microrganismos, é possivel afirmar que ocorreu uma
alteracdo da tonalidade, bem como alguma retragcdo. Ao longo do tempo, este ganhou um

aspeto mais argiloso e mais rigido, em consequéncia da degradagao do tecido.
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Figura 3.1 - Registo fotografico do animal 1 imediatamente apds a necrdpsia
(0Oh), 24, 48 e 72 horas depois. O figado encontra-se assinalado.

3.2. Espectroscopia HR-MAS NMR

Com o objetivo de analisar as alteracGes post mortem a nivel metabdlico, para cada
animal (murganho), foram obtidos 6 espectros de RMN de biopsias de figado, um espectro para
cada tempo de recolha de amostra, tendo-se obtido 120 espectros no total de 20 animais, sendo
10 machos e 10 fémeas. Primeiramente, os resultados obtidos de amostras recolhidas
imediatamente apds a morte dos animais foram comparados com espectros da literatura de
figado saudavel de murganho macho, também obtidos logo apds o sacrificio do murganho.
Verificou-se que estes estdo de acordo com a literatura e, por comparacao, foi ainda possivel

identificar algumas das moléculas presentes. [37, 68] Na Figura 3.2 estd representado um
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espectro CPMG RMN 'H da amostra 1 de figado de murganho macho recolhida as 0 horas, a
titulo de exemplo, com as possiveis atribuicdes de sinais. O espectro foi processado conforme
descrito no capitulo 2 e referenciado para o TPS a 0.00 ppm.

Neste tipo de espectros, a atribuicdo de sinais é complexa devido a sua sobreposicdo
proveniente das diversas moléculas da amostra e a pequena quantidade de amostra analisada,
o que diminuiu a intensidade dos sinais. Para uma atribuicdo mais extensa de sinais e
identificacdo adicional de metabolitos, poderia ser realizado um estudo mais detalhado de
atribuicdo dos metabolitos presentes nas amostras através de um estudo de RMN
bidimensional. No entanto, através da comparacdo dos desvios quimicos e multiplicidade dos
sinais obtidos com os valores da literatura para diferentes metabolitos endégenos e recorrendo
a base de dados referida no subcapitulo 2.4 foi possivel a atribuicdo de alguns sinais. [55, 71—

73]
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Figura 3.2 - Espectro CPMG RMN H (a 500 MHz) da amostra 1 recolhida a tempo zero (0Oh) apés a morte do animal
com indicagdo das atribui¢Ges de sinais.
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Verificou-se que a zona do espectro entre os 3.20 e 4.0 ppm, sendo uma zona muito
complexa, como é possivel observar no espectro da Figura 3.2, apresenta varias sobreposi¢cdes
de sinais. No entanto, com base na literatura e com recurso a base de dados, é possivel inferir-
se a presenca de glucose e glicogénio nesta zona. [37, 68, 71] O glicogénio é um
homopolissacarideo de glucose, o qual é considerado como a principal reserva energética das
células, maioritariamente encontrado no figado. A complexidade do espectro da glucose na
regido espectral 3.35 a 4.03 ppm resulta da presenca de vérios H com desvios quimicos
proximos e diversos padrées de multiplicidade. [55, 72]

Os sinais que mais facilmente se detetam pertencem ao lactato, alanina e acetato, que
se podem observar mais pormenorizadamente na expansdo do espectro na Figura 3.4.
Analisando a estrutura destes compostos, apresentadas na Figura 3.3, é possivel averiguar que
tipo de sinais devem ser observados no espectro de RMN !H. Relativamente ao lactato, este
possui um grupo CHs, cujos hidrogénios apresentam o mesmo ambiente quimico, sendo
representados apenas por um sinal. O carbono vicinal possui um hidrogénio que acopla com o
grupo CHs, justificando a presenca do dubleto aos 1.34 ppm e do quarteto aos 4.13 ppm. Este
desvio quimico superior deve-se a proximidade do protdao H-2 dos grupos carboxilo e hidroxilo
gue provocam a sua desblindagem. A existéncia desta molécula no figado indica que o processo
de autdlise ja foi iniciado, uma vez que apds a morte deixa de ocorrer fornecimento de oxigénio,
obrigando as células a seguirem a via anaerdbia da glicélise, produzindo, assim, didxido de
carbono e acido lactico. [12, 71]

Em relagdao ao aminoacido alanina, este é constituido também por um grupo CHs, que
possui um desvio quimico de 1.49 ppm. Os seus protGes estdo acoplados apenas com o
hidrogénio vicinal, o qual se apresenta como um sinal dubleto. Deste modo, o protdo H-2 é
representado por um sinal quarteto que deveria ser observado na zona dos 3.8 ppm, devido a
sua proximidade do grupo amina e do grupo carboxilo. Ndo é possivel a visualizagao deste sinal
nos espectros obtidos, uma vez que se situa numa zona com elevada sobreposicao de sinais.
Este aminoacido é encontrado no figado, uma vez que este drgdo é responsavel pela
metabolizacdo das proteinas da dieta, na medida em que estas sdo hidrolisadas a aminoacidos.

O acetato, ilustrado na Figura 3.4, contém um grupo CHs, cujos protdes sdo
representados pelo singleto de desvio quimico 1.93 ppm, explicado pela proximidade dos
oxigénios adjacentes. Esta molécula é encontrada no figado, uma vez que é utilizada pelos
organismos na forma de acetilcoenzima A, um composto intermedidrio muito importante no

metabolismo celular.
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Figura 3.3 — Estrutura quimica do lactato (A), da alanina (B) e do acetato (C).

Ainda ao analisar a expansdo do espectro (Figura 3.3), observa-se um sinal tripleto com
desvio quimico de 1.19 ppm. Recorrendo a base de dados, verificou-se que este sinal pode ser
relativo ao etanol, o qual possui um outro sinal caracteristico, nomeadamente um quarteto, na
zona dos 3.60 ppm, mas ndo é possivel a sua observacdo devido a complexidade da zona do
espectro em questdo. Apés uma analise aos resultados, observou-se que o sinal tripleto apenas
se encontra em alguns espectros, incluindo espectros de varias horas do mesmo animal. Deste

modo, o etanol, possivelmente, advém de uma contaminacdo na recolha das amostras.
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Figura 3.4 - Expans&o do espectro CPMG RMN H (a 500 MHz) da amostra 1 recolhida a tempo zero (Oh) apds

a morte do animal, com a indicagdo das atribui¢des de sinais relativas ao lactato, alanina e ido acetato.
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Analisando varios espectros de figado, com as correspondentes atribuicdes de sinais
retratados na literatura, verificou-se que os sinais a 0.92; 1.15; 1.31 ppm devem ser relativos
aos protdes das cadeias alifaticas dos lipidos, como é possivel observar na Figura 3.4. [68, 71,
74] O sinal singleto largo menos desviado (0.92 ppm) é possivelmente relativo aos protdes do
grupo CHs; terminal da cadeia alifatica e o sinal dubleto com desvio de 1.15 ppm pode ser
referente aos hidrogénios dos grupos CH, da cadeia. Com maior desvio, aos 1.31 ppm, encontra-
se um sinal sobreposto com o do lactato, o qual pode corresponder aos protdes do grupo CH;
mais afastado do grupo carboxilo da porgao lipidica (n)CH,CH,CH,COOH. A multiplicidade dos
sinais observados nos espectros ndo corresponde ao esperado tendo em conta os protdes
adjacentes. Isto pode ser devido a sobreposicdo de vdrios sinais relativos aos lipidos na mesma
zona, visto que estas moléculas sdo compostas por cadeias alifaticas extensas, e devido ainda
ao alargamento dos sinais dos lipidos em sistemas em bicamada.

Tendo em conta os espectros da literatura, também deveriam ter sido observados sinais
relativos aos aminoacidos glutamina e glutamato, as moléculas colina e N-6xido de
trimetilamina e ainda sinais relativos a mais porgdes lipidicas, cuja atribuicdo ndo foi possivel
nos espectros obtidos. [37, 55, 68]

De seguida, de modo a averiguar que alteragGes ocorrem a nivel metabdlico entre os
varios intervalos post mortem, foi realizada uma comparagdo dos vdrios espectros relativos as
amostras recolhidas a diferentes horas do mesmo animal. Na Figura 3.5 estdo representados,
como exemplo, espectros CPMG RMN !H relativos ao figado do animal 9 (macho) para os
diferentes intervalos post mortem. Apds a aplicagdo do template de processamento, estes
espectros foram sujeitos a normalizagdo pela drea total apenas na regido entre 0.4 e 4.8 ppm,
como referido no subcapitulo 2.3. A primeira vista todos os espectros aparentam ser
semelhantes, no entanto é possivel observar algumas diferengas, principalmente na zona entre

0.8e 1.5 ppmeentre3.2e4.3 ppm.
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Figura 3.5 — Espectros CPMG RMN H (a 500 MHz) relativos a amostra 9 para os diferentes intervalos post
mortem, exibidas por ordem crescente.

Como referido no capitulo 1, um dos objetivos deste estudo inclui verificar se existem
diferencas significativas entre os metabolitos endégenos do figado de murganhos machos e
fémeas ao longo do periodo post mortem. E esperado obter resultados distintos, uma vez que o
metabolismo entre machos e fémeas é ligeiramente diferente devido as fun¢ées especificas para
cada sexo, nomeadamente a gestac¢ao e lactagdo. [75, 76] Na Figura 3.6 estd representada uma
comparagdo dos espectros relativos a amostra 6, pertencente a uma fémea, e a amostra 9,
relativa a um macho. Os espectros foram submetidos ao mesmo tipo de processamento dos
espectros apresentados anteriormente. Nesta comparagdo observam-se espectros relativos a
amostras recolhidas imediatamente apds a morte e 24 horas depois. Globalmente ndo se
observam diferencas significativas entre machos e fémeas, no entanto é possivel notar algumas

dissemelhancas na zona correspondente aos lipidos, entre 0.8 e 1.0 ppm.
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Figura 3.6 — Comparacdo dos espectros CPMGRMN *H (a 500 MHz) relativos a amostra 6 (fémea)
e a amostra 9 (macho) recolhidas a Oh e 24h apds a morte do animal. A vermelho estdo
representados os espectros relativos a fémea e a azul relativos ao macho.

A andlise metabdlica de amostras de tecidos animais por RMN resulta numa enorme
quantidade de resultados que ndo sdo faceis de examinar manualmente. A comparagao dos
espectros da Figura 3.5, provenientes de amostras de um animal recolhidas em diferentes horas,
nao nos permite retirar conclusdes significativas a cerca de todos os resultados obtidos.
Avaliando os espectros referentes a um macho e uma fémea da Figura 3.6, estes aparentam ser
semelhantes, mas, como no caso anterior, ndo é possivel extrair informacao significante. Posto
isto, a melhor forma de analisar este tipo de resultados é através da aplicagdo de métodos

estatisticos multivariados. Neste estudo foi aplicada a Analise de Componentes Principais.

3.3. Analise de Componentes Principais

A andlise estatistica multivariada permite reduzir a quantidade de varidveis num
conjunto de resultados, tornando-os mais faceis de interpretar, uma vez que o objeto em estudo
vai ser representado de uma forma mais simples. Deste modo, é possivel extrair informacado
mais Util que permite averiguar se ha diferencas significativas entre os espectros referentes a

diferentes intervalos post mortem, verificando-se também se ocorrem distin¢gGes entre os dois
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sexos. A utilizagdo deste tipo de estatistica pode ainda indicar quais os metabolitos responsaveis
pela distingdo das amostras recolhidas a diferentes intervalos post mortem.

A andlise de componentes principais (PCA) é o método mais indicado para este tipo de
estudo metaboldmico, visto que permite analisar um grande conjunto de dados que envolvem
um numero elevado de variaveis, que é o caso dos dados espectroscépicos. O PCA vai simplificar
o conjunto enorme de dados num novo sistema de coordenadas, as quais sdo denominadas de
componentes principais (PCs). Estas representam a maior parte da variabilidade dos dados, o
gue permite descrever a informacao a partir de muito menos varidveis do que as que os dados
originais parecem apresentar. Os novos componentes sao derivados dos dados originais de
forma a que a maior variacdo dos dados esteja representada na primeira componente principal
(PC1), a segunda maior variacdo na segunda componente principal (PC2) e assim
sucessivamente. Deste modo, grande parte da varidancia é retida nas primeiras componentes
principais, sendo possivel a representacdo dos dados num grafico de componentes principais de
duas ou trés dimensdes. [22, 77] Esta representacdo dos dados com as novas coordenadas é
designada por score plot e cada ponto representa uma amostra, ou seja, neste estudo, apds a
aplicagdo do PCA, um espectro vai ser representado por um ponto no gréfico. Pode ainda obter-
se um loading plot onde cada ponto representa uma varidvel, sendo assim usado para detetar
quais as regides do espectro responsaveis pela separagdo dos varios tipos de amostras no score
plot. [40]

Com o objetivo de verificar a existéncia de diferencas significativas entre os varios
espectros obtidos relativos aos intervalos post mortem de O, 2, 6, 24, 48 e 72 horas, foram
efetuados varios PCA com diferentes comparagdes tanto para os machos como para as fémeas.
Estas comparagdes foram realizadas entre 0 e 24 horas; 24, 48 e 72 horas; 0, 24 e 48 horas e,

por fim, 0, 2 e 6 horas.

e Intervalos post mortem 0 e 24 horas

Primeiramente foi efetuada a comparacgdo de espectros relativos a 0 e 24 horas apds a
morte, visto que sdo dois tempos relativamente afastados e no decorrer da recolha das amostras
foram observados facilmente fendmenos de decomposicdo, referidos anteriormente no
subcapitulo 3.1. Assim sendo, espera-se obter perfis metabdlicos distintos entre estes dois
intervalos e, por conseguinte, dois agrupamentos distintos no grafico de componentes principais
apds a aplicacdo do PCA.

Apds os espectros serem submetidos a normalizagdo e ao binning descritos no

subcapitulo 2.3, foi efetuado um PCA para cada sexo, de modo a evitar a variabilidade entre os
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perfis metabdlicos, visto que o metabolismo entre machos e fémeas é ligeiramente diferente,

como foi referido anteriormente. [40]

Machos

Na Figura 3.7 é possivel observar a representacdo dos dados através de duas
componentes principais, PC1 e PC2. Para a execugdo deste PCA foram usadas todas as amostras,
ou seja, ainda ndo foi realizada a identificacao e eliminacao de outliers. Apds a aplicacdo do PCA,
verifica-se que a primeira componente principal (PC1) explica 66% da variabilidade dos dados e
a segunda componente principal (PC2) 11%. Nesta representacdo ja é possivel observar que os
dados referentes as amostras de 0 e 24 horas se agrupam de modo diferente, como era
esperado, sendo notavel a separacdo das amostras, principalmente, segundo a primeira

componente principal.
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Figura 3.7 — Score plot relativo a comparagdo dos intervalos post mortem Oh e 24h em
murganhos machos: representacdo 2D dos dados no novo sistema de coordenadas, PC1 e
PC2, apds a aplicagdo do PCA, antes da verificagdo de outliers. Os pontos a cor vermelha
referem-se a amostras recolhidas a Oh apds a morte e os pontos a cor azul a 24h.

Para todas as comparacdes foi estipulado analisar as trés primeiras componentes
principais, as quais explicam uma determinada variancia dos dados consoante o caso. Para
determinar a percentagem de variancia referente as trés primeiras componentes principais
obteve-se um scree plot, representado na Figura 3.8, para os dados relativos aos intervalos post
mortem 0 e 24 horas. Verifica-se que as trés primeiras componentes principais explicam 82% da

variancia dos dados para este caso.
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Ao analisar o score plot da Figura 3.7, verifica-se que a amostra 17 relativa as 0 horas
estd mais desviada das restantes. Para uma identificacdo mais precisa de possiveis outliers e sua
eliminacdo, executou-se um teste de diagndstico, ilustrado na Figura 3.9, baseado na distancia
score, a partir do nimero de componentes principais estipulados anteriormente. Com a
interpretacdo deste confirma-se que a amostra “17_0h” é um possivel outlier. Deste modo,
realizou-se uma anadlise ao espectro em questdo e concluiu-se que deve ser eliminado e ser

executado um novo PCA.
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Figura 3.8 — Scree plot relativo a comparagdo dos intervalos post mortem Oh e
24h em murganhos machos: representacdo da percentagem de variancia
consoante o nimero de componentes principais.
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Figura 3.9 — Teste de diagndstico de outliers baseado na distancia score
relativo a comparagdo dos intervalos post mortem Oh e 24h em
murganhos machos.
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Na Figura 3.10 observam-se novas representacdes 2D e 3D dos dados através do novo
sistema de coordenadas apds a aplicacdo do PCA depois da eliminacdo do outlier. Verifica-se
que a primeira componente principal (PC1) explica agora 71% da variabilidade dos dados, a
segunda componente principal (PC2) 7.8% e a terceira componente principal (PC3), exibida na
representacao a 3D, 5.9%. Isto indica que a larga maioria da variabilidade dos dados é explicada
pela primeira componente, como sucedeu anteriormente.

Analisando tanto a representacdao 2D como a 3D, observam-se facilmente dois
agrupamentos distintos referentes as 0 e 24 horas, separados segundo a primeira componente
principal, apesar de que o agrupamento relativo as 0 horas apresenta uma dispersao bastante
elevada em comparacdo com o agrupamento das 24 horas. Esta dispersdo mostra que ha uma
elevada variabilidade no conjunto de espectros relativos as amostras recolhidas imediatamente

apos a morte, o que pode ser devido a diferentes perfis metabdlicos dos diferentes animais.
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Figura 3.10 - Scores plots relativos a comparagao dos intervalos post mortem Oh e 24h em murganhos machos apoés a
aplicagdo do PCA depois da eliminacdo de um outlier. A esquerda, a representacdo 2D dos dados no novo sistema de
coordenadas, PC1 e PC2; a direita, a representagdo 3D dos dados no novo sistema de coordenadas, PC1, PC2 e PC3.
Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a Oh apds a morte e os pontos a cor azul a 24h.

A separagado visivel dos dados relativos as 0 e 24 horas indica que as amostras relativas
a estes intervalos post mortem apresentam perfis metabdlicos diferentes, ou seja, ocorrem
alteracgdes a nivel metabdlico no figado de murganhos machos neste intervalo de tempo.

Para determinar quais as regides do espectro que se alteram neste intervalo de tempo,
foi obtido um loading plot (Figura 3.11) da primeira e segunda componente principal, uma vez
gue com estas duas componentes ja é possivel observar separacdo dos resultados. Nesta
representagao, como referido anteriormente, cada ponto representa uma varidvel, a qual possui
um valor de loading que varia entre -1 e 1, ou seja, cada variavel tem uma determinada
contribui¢cdo para cada componente principal, sendo que o valor zero indica uma contribuicdo

nula. Deste modo, os pontos mais extremos vado indicar os valores de desvios quimicos
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responsaveis pela diferenciacdo de amostras observada no score plot, uma vez que possuem um
valor absoluto elevado de loading.

Ao analisar o loading plot em questdo, com base no score plot obtido anteriormente, é
possivel concluir que os desvios quimicos 3.47 e 3.59 ppm, contribuem para a separagdo do
agrupamento das amostras recolhidas as 0 horas e os desvios quimicos 1.15 e 1.35 ppm para a
separacao do agrupamento relativo as 24 horas. Os valores de loading associados a cada desvio
guimico estdo representados na Tabela 3.1. Deste modo, tendo em conta os metabolitos
correspondentes a cada desvio quimico, verifica-se que os sinais relativos ao lactato, a glucose
e aos grupos CH; da cadeia alifatica dos lipidos vao contribuir para a diferenca entre os perfis
metabdlicos de amostras de figado de murganho macho recolhidas imediatamente apds a morte
e 24 horas depois.

No mesmo grafico, ainda é possivel observar uma variavel num ponto extremo, a qual
corresponde ao etanol com um desvio quimico de 1.19 ppm. Como foi referido anteriormente,
o sinal relativo ao etanol provavelmente adveio de uma contaminagdo na recolha das amostras,

portanto, para uma analise mais simples dos resultados, este valor ndo vai ser tido em conta.
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Figura 3.11 - Loading plot do PC1 e PC2 relativo a comparagdo dos
intervalos post mortem Oh e 24h em murganhos machos.
Fémeas

Na Figura 3.12 observam-se as representacdes 2D e 3D dos dados relativos as fémeas
através do novo sistema de coordenadas apds a aplicacio do PCA. As trés primeiras
componentes principais explicam 72% da variancia total e efetuando o teste de diagndstico de
outliers e andlise dos espectros, ndo se eliminou nenhum dado. Verifica-se que a primeira
componente principal (PC1) explica 34% da variabilidade dos dados, a segunda componente

principal (PC2) 27% e a terceira componente principal (PC3), exibida na representag¢do a 3D,
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11%. Comparativamente ao caso dos machos, a variabilidade dos dados esta mais distribuida
nas fémeas pelas trés componentes principais.

Ao analisar ambas as representagdes 2D e 3D, observa-se uma separagao dos resultados
referentes as 0 e 24 horas, maioritariamente, segundo a primeira componente principal, como
no caso anterior. O agrupamento relativo as amostras recolhidas as 0 horas, referentes as

fémeas, apresenta elevada dispersao, tal como aconteceu nos machos.
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Figura 3.12 - Scores plots relativos a comparagdo dos intervalos post mortem Oh e 24h em murganhos fémeas apos a
aplicagdo do PCA e verificacdo de outliers. A esquerda, a representacdo 2D dos dados no novo sistema de
coordenadas, PC1 e PC2; a direita, a representa¢do 3D dos dados no novo sistema de coordenadas, PC1, PC2 e PC3.
Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a Oh apds a morte e os pontos a cor azul a 24h.

Deste modo, a representagdo dos dados no novo sistema de componentes principais
apos a aplicagdo do PCA indica que as amostras relativas aos intervalos post mortem 0 e 24 horas
nas fémeas apresentam perfis metabdlicos bastante diferentes.

Na Figura 3.13 estd representado o loading plot relativo a primeira e segunda
componente principal, visto que estas componentes sdo suficientes para a visualizagdo da
separagao dos agrupamentos analisados neste caso, como foi observado no score plot 2D.
Verifica-se que os desvios quimicos 3.46 e 3.58 ppm contribuem para a separacdo do
agrupamento relativo as amostras de 0 horas, enquanto que os desvios quimicos importantes
na separacao do conjunto das amostras de 24 horas sdo 1.14; 1.34 e 3.50 ppm. Os valores de
loading associados a cada desvio quimico estdo representados na Tabela 3.1. Realizando a
correspondéncia entre os valores obtidos de desvios quimicos com os respetivos valores dos
metabolitos identificados, verifica-se que ocorrem altera¢Ges na zona do lactato e da glucose e

na zona correspondente aos grupos CH, da cadeia alifatica dos lipidos.
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Figura 3.13 - Loading plot do PC1 e PC2 relativo a comparagdo dos
intervalos post mortem Oh e 24h em murganhos fémeas.

De modo a comparar mais facilmente os resultados obtidos pelos loading plots relativos
aos machos e fémeas é apresentada a Tabela 3.1 com os desvios quimicos responsaveis pela
separacdo dos agrupamentos de 0 e 24 horas com os respetivos valores de loading associados
para cada componente principal. Analisando os loading plots anteriores verifica-se que as
varidveis com um valor de loading absoluto maior que 2.0 ja se situam nos pontos extremos do
grafico, portanto, na Tabela 3.1, os valores a negrito sdo os que possuem maior contribuicao.

Verifica-se que o desvio quimico com maior contribuicdo nos machos (-0.608 na PC2)
corresponde possivelmente ao sinal da glucose (3.47 ppm), o qual nas fémeas, na PC2, apresenta
um valor de loading muito baixo. Relativamente as fémeas, o desvio quimico relativo ao grupo
CH, da cadeia alifatica dos lipidos é o que possui maior influéncia (-0.869) na PC2. Curiosamente
este ultimo valor de desvio quimico possui bastante diferenca entre machos e fémeas, tendo
uma maior contribuicdo para a separa¢do dos agrupamentos de amostras recolhidas 0 e 24
horas apds a morte nas fémeas. Também se verifica que o valor de desvio quimico relativo ao
lactato (1.35 ppm) e provavelmente glucose (3.59 ppm) contribuem mais para a separagdo dos
conjuntos de dados nos machos segundo a PC2, enquanto que o valor 3.51 ppm, possivelmente
relativo a glucose, tem mais influéncia nas fémeas.

Os estudos que se seguem foram realizados com base no raciocinio que foi explicado

nesta primeira comparagao.
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Tabela 3.1 - Desvios quimicos responsaveis pela separagdo dos
agrupamentos de Oh e 24h com os respetivos valores de loading para
cada componente principal. A negrito encontram-se os valores com
maior contribuigdo.

Loadings
Desvios Machos Fémeas
quimicos
PC1 PC2 PC1 PC2
(ppm)
1.15 -0.218 0.117 0.0479 -0.869
1.35 -0.173 -0.364 0.168 0.0726

3.47 0.160 -0.608 -0.209 | -0.0470
3.51 -0.0404 | -0.0704 | 0.0721 0.218
3.59 0.220 -0.481 -0.124 | 0.0994

e Intervalos post mortem 24, 48 e 72 horas

Apds se ter verificado diferencas a nivel metabdlico em amostras recolhidas
imediatamente apds a morte e 24 horas depois, decidiu-se realizar a comparacdo de espectros
relativos aos intervalos post mortem de 24, 48 e 72 horas. Estes intervalos de tempo sdo
bastante importantes a nivel forense, visto que a maioria dos caddveres sao encontrados nos
primeiros dias apds a morte. Os métodos convencionais usados para a determinagao da hora da
morte s3ao baseados nos fendmenos post mortem, o que faz com que nao se obtenha um tempo
preciso porque estes sdo afetados por diversos fatores internos e externos. No entanto, todos
estes fendmenos advém das alteragbes bioquimicas em todos os tecidos do corpo que ocorrem
apds a morte. Deste modo, espera-se observar diferengas significativas entre os espectros
relativos aos intervalos de tempo em questdo, visto que se observaram fendmenos de

decomposicdo subsequentes a morte dos animais e em fungdo do tempo.

Machos

Realizou-se o PCA ao conjunto de amostras relativos aos intervalos post mortem 24, 48
e 72 horas para os machos e obtiveram-se as representac¢des 2D e 3D dos dados no novo sistema
de coordenadas, ilustradas na Figura 3.14. As trés primeiras componentes principais explicam
73% da variancia total e efetuando o teste de diagndstico de outliers e uma analise posterior aos
espectros, verificou-se que a amostra recolhida 24 horas apds a morte referente ao animal 11

deve ser eliminada. A primeira componente principal (PC1) explica 41% da variabilidade dos
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dados, a segunda componente principal (PC2) 21% e a terceira componente principal (PC3),
exibida na representacdo a 3D, 9.3%.

Analisando a representacao a 2D é dificil observar uma distincdo entre os agrupamentos
relativos a cada intervalo post mortem, mas ao examinar a representac¢do a 3D é de notar que o
agrupamento dos dados relativos a 24 horas e o agrupamento dos dados de 48 horas estdo
afastados, o que mostra que estes tém perfis metabdlicos diferentes. O agrupamento referente
aos espectros de amostras recolhidas as 72 horas exibe uma elevada dispersdo, estando
sobreposto com o agrupamento de 24 e 48 horas. Estes factos sao comprovados pela analise de
uma representacdo a trés dimensdes interativa em que os agrupamentos sdo visualizados
através de diferentes angulos. Esta representacdo é ilustrada na Figura 3.15 e observa-se a
sobreposicdo do agrupamento das amostras recolhidas as 72 horas apés a morte com os
restantes agrupamentos, os quais estdo separados entre si, maioritariamente, segundo a
primeira componente principal. Isto pode ser devido ao facto de as amostras recolhidas apds 3
dias ja terem um nivel elevado de degradacdo, tornando-as bastante sdlidas. Assim, os
espectros, referentes a amostras recolhidas as 72 horas apds a morte, obtidos por HR-MAS NMR
perdem resolucdo devido ao estado da amostra estar fora do limiar semi-sélido para a técnica
utilizada, o que faz com que estes ndo se consigam distinguir estatisticamente dos espectros

relativos as amostras recolhidas para intervalos post mortem inferiores.
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Figura 3.14 - Scores plots relativos a comparagdo dos intervalos post mortem 24h, 48h e 72h em murganhos machos
apds a aplicagdo do PCA e eliminacdo de outliers. A esquerda, a representacdo 2D dos dados no novo sistema de
coordenadas, PC1 e PC2; a direita, a representagao 3D dos dados no novo sistema de coordenadas, PC1, PC2 e PC3.
Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a 24h apds a morte, os pontos a cor azul a 48h e os pontos
a cor verde 72h.
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Figura 3.15 - Score plot relativo a comparagdo dos intervalos post
mortem 24h, 48h e 72h em murganhos machos apds a aplicagao
do PCA e verificagdo de outliers: representagdo 3D interativa dos
dados no novo sistema de coordenadas, PC1, PC2 e PC3. Os pontos
a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a 24h apds a
morte, os pontos a cor azul a 48h e os pontos a cor verde 72h.

Neste caso, sdo necessarias as trés primeiras componentes principais para visualizar a
separacdo das amostras, portanto na Figura 3.16 e Figura 3.17 estdo representados os loading
plots relativos a primeira e segunda componente principal e a primeira e terceira componente
principal, respetivamente. Ao analisar os dois loading plots, tendo em atengdo os valores de
loading para as varidveis que se situam nos extremos dos graficos, verifica-se que os desvios
quimicos que mais contribuem para a separa¢do dos agrupamentos observada no score plot
anterior sdo as seguintes: 0.99; 1.15; 1.35; 1.39; 3.43; 3.47; 3.55 e 3.59 ppm. Os valores
associados a cada desvio quimico estdo representados na Tabela 3.2. Estes correspondem aos
metabolitos que irdo sofrer alteragdes entre as 24 e 72 horas. Portanto, observam-se alteracGes
na zona do lactato e da glucose e na zona dos grupos CHs terminal e CH, da cadeia alifatica dos
lipidos. Na identificacdo dos metabolitos realizada anteriormente no subcapitulo 3.2 ndo se
verificou nenhum sinal na zona dos 1.39 ppm, no entanto é possivel que este seja relativo ao
lactato, uma vez que ao longo do tempo apds a morte a degradacdo dos tecidos aumenta, o que
faz com que se perca resolucdo nos espectros de RMN, podendo o sinal apresentar-se mais

largo.
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Figura 3.16 - Loading plot do PC1 e PC2 relativo a comparagao dos intervalos post
mortem 24h, 48h e 72h em murganhos machos.
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Figura 3.17 - Loading plot do PC1 e PC3 relativo a comparagao dos intervalos
post mortem 24h, 48h e 72h em murganhos machos.
Fémeas

Na Figura 3.18 observam-se as representacdes 2D e 3D dos dados relativos as fémeas
através do novo sistema de coordenadas apds a aplicacio do PCA. As trés primeiras
componentes principais explicam 70% da varidncia total. Verificou-se um outlier, apds a
realizacdo do teste de diagndstico e andlise dos espectros, nomeadamente a amostra relativa
ao animal 10 recolhida as 24 horas post mortem, a qual foi removida. Observa-se que a primeira

componente principal (PC1) explica 43% da variabilidade dos dados, a segunda componente
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principal (PC2) 17% e a terceira componente principal (PC3), exibida na representacdo a 3D,
9.9%. A distribuicdo da variabilidade dos dados pelas trés primeiras componentes principais é
muito semelhante a dos machos.

Analisando o score plot 3D, visto vez que é dificil observar separa¢do do conjunto de
dados em 2D, verifica-se que o agrupamento referente as 72 horas apresenta uma dispersao
elevada e encontra-se sobreposto com o das 24 horas e 48 horas, muito provavelmente devido
a mesma razao explicada anteriormente para o caso dos machos. Neste caso, também é possivel
observar uma separacao dos agrupamentos referentes as amostras recolhidas apds 24 e 48
horas da morte, a qual é mais evidente na representacdo 3D interativa, visualizada através de

um angulo diferente, ilustrada na Figura 3.19.
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Figura 3.18 - Scores plots relativos a comparacdo dos intervalos post mortem 24h, 48h e 72h em murganhos
fémeas apos a aplicacdo do PCA e verificagdo de outliers. A esquerda, a representa¢do 2D dos dados no novo
sistema de coordenadas, PC1 e PC2; a direita, a representagdo 3D dos dados no novo sistema de coordenadas,
PC1, PC2 e PC3. Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a 24h apds a morte, os pontos a cor
azul a 48h e os pontos a cor verde 72h.
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Figura 3.19 - Score plot relativo a comparagdo dos intervalos
post mortem 24h, 48h e 72h em murganhos fémeas apds a
aplicagdo do PCA e verificagdo de outliers: representagdo 3D
interativa dos dados no novo sistema de coordenadas, PC1, PC2
e PC3. Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras
recolhidas a 24h apds a morte, os pontos a cor azul a 48h e os
pontos a cor verde 72h.
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Como no caso anterior, sdo necessarias as trés primeiras componentes principais para
visualizar a separacdo das amostras. Deste modo, o loading plot relativo a primeira e segunda
componente principal e o relativo a primeira e terceira componente principal, estdo
representados na Figura 3.20 e 3.21, respetivamente. Observando os dois graficos em questao,
verifica-se que os desvios quimicos com mais influéncia sdo os seguintes: 0.96; 1.04; 1.16; 1.36;
1.40; 3.51 e 3.59 ppm. Os valores associados a cada desvio quimico estdo representados na
Tabela 3.2. Assim, cada um destes desvios quimicos corresponde a metabolitos que vao sofrer
alteracdes ao longo destes intervalos post mortem, indicando que existem variacdes na zona

dos grupos CHs e CH, da cadeia alifatica dos lipidos, na zona do lactato e da glucose.
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Figura 4.20 - Loading plot do PC1 e PC3 relativo a comparagdo dos
intervalos post mortem 24h, 48h e 72h em murganhos fémeas.
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Figura 4.21 - Loading plot do PC1 e PC2 relativo a comparacdo dos
intervalos post mortem 24h, 48h e 72h em murganhos fémeas.
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Com o intuito de comparar mais facilmente os resultados obtidos pelos loading plots
relativos aos machos e fémeas é apresentada a Tabela 3.2, com os desvios quimicos
responsaveis pela separacao dos agrupamentos de 24, 48 e 72 horas com os respetivos loadings
associados para cada componente principal, ou seja, cada desvio quimico possui uma
determinada contribuicdo em cada componente principal.

E possivel observar que os desvios quimicos com maior contribuicdo nos machos,
correspondem ao grupo CH» da cadeia alifatica dos lipidos na PC3, com desvio quimico de 1.15
ppm; ao lactato, com desvio quimico 1.35 ppm na PC1; e possivelmente a um sinal referente a
glucose, de 3.51 ppm na PC3. Relativamente a estes desvios quimicos nas fémeas, com
contribuicdo nas componentes principais referidas, verifica-se que o sinal relativo ao grupo CH;
dos lipidos possui uma menor contribuicdo na PC3, assim como o sinal relativo ao lactato na
PC1, apesar de ndo ser uma diminuicdo tao significativa. Em relacdao ao sinal com desvio de 3.51
ppm, as fémeas apresentam uma maior contribuicdo na PC3.

Nas fémeas, os metabolitos que sofrem mais alteracdo, correspondem ao lactato (1.35
ppm) e possivelmente a glucose (3.51 e 3.59 ppm).

Também se verifica que o sinal relativo a cadeia CH;, da cadeia alifatica dos lipidos tem
maior influéncia na separagdo dos agrupamentos nos machos do que nas fémeas, enquanto que
o sinal relativo ao grupo terminal CHs da cadeia alifatica apenas tem contribuicdo nas fémeas,
assim como o sinal com desvio quimico de 1.03 ppm, que se situa na mesma zona deste

metabolito.

Tabela 3.2 - Desvios quimicos responsaveis pela separagdo dos agrupamentos de 24h, 48h e 72h
com os respetivos valores de loading para cada componente principal. A negrito encontram-se os
valores com maior contribuigdo.

Loadings
Desvios Machos Fémeas
AAIMICOS |~ peq PC2 PC3 PC1 PC2 | PC3
(ppm)
0.95 -4.950E-05 | 0.0669 | 0.0245 0.193 0.116 | -0.373
0.99 -0.0790 0.293 0.211 | 7.43E-03 | 0.217 | 0.158
1.03 0.0814 0.0863 | 0.0784 -0.240 0.239 | -0.228
1.15 -0.381 0.327 -0.564 0.286 0.278 | 0.0985
1.35 -0.508 -0.0878 | 0.362 0.437 0.0183 | 0.0690
1.39 0.324 -0.0712 | 0.134 -0.299 -0.225 | -0.255
3.43 -0.304 -0.242 -0.174 0.248 0.0265 | 0.0327
3.47 0.256 0.0665 | -0.373 -0.0737 | -0.264 | 0.129
3.51 -5.97E-03 | -0.401 | 0.00973 | 0.0547 | -0.483 | 0.0640
3.55 -0.0754 -0.0575 | -0.294 0.110 0.140 | -0.105
3.59 0.0758 0.256 0.142 -0.0847 | -0.125 | 0.387
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E possivel afirmar que espectros relativos a amostras recolhidas imediatamente apds a
morte sdo significativamente diferentes em relacdo a espectros de 24 horas e,
consequentemente, 48 horas. Estes resultados sdo concordantes com os de um estudo realizado
em figado de rato recolhido as 0, 24 e 48 horas apds o sacrifico do animal através de UPLC
acoplada a Q-TOF/MS. [49] A partir das 72 horas ja ndo é possivel obter diferencas significativas

relativamente aos restantes intervalos de tempo.

¢ Intervalos post mortem 0, 24 e 48 horas

Com o intuito de confirmar a separagdo entre os agrupamentos relativos as amostras
recolhidas a 0, 24 e 48 horas apds a morte do animal, realizou-se um novo PCA, tanto para
machos como para fémeas. Nesta comparacdo apenas se ilustram as representacdes 3D
interativas, onde se observa o conjunto de dados a partir de um angulo diferente, visualizando-
se mais facilmente os agrupamentos das amostras. Assim, na Figura 3.22 estdo ilustradas as
representacoes 3D dos conjuntos de dados relativos aos machos e as fémeas, de forma a ser
mais simples a visualizacdo de diferencas no agrupamento destes no novo sistema de
coordenadas apds a aplicacdo do PCA. Para o caso dos machos as trés primeiras componentes
principais explicam 76% da variancia total e no caso das fémeas 70%. Apds a realizacdo do teste
de diagndstico de possiveis outliers e andlise dos espectros, foram removidas as amostras
relativas ao animal 10 (murganho fémea) e 17 (murganho macho) recolhidas 24 e 0 horas apds
a morte do animal, respetivamente. No caso dos machos a primeira componente principal (PC1)
explica 59% da variabilidade dos dados, a segunda componente principal (PC2) 12% e a terceira
componente principal (PC3) 6.4%. No caso das fémeas a PC1 explica 33%, a PC2 26% e a PC3
10%.

Ao analisar os score plots verifica-se que, no geral, ha separacdo dos agrupamentos
relativos aos espectros das amostras recolhidas imediatamente apds a morte, e 24 e 48 horas
depois. Nas fémeas, é possivel observar uma maior separagao entre o agrupamento das 0 horas
e dos restantes intervalos. Em relagao aos conjuntos de dados referentes as 24 e 48 horas,
observa-se uma separag¢ao mais clara também no caso das fémeas, enquanto que no caso dos

machos os agrupamentos aparentam apresentar alguma sobreposi¢ao.
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Figura 3.22 - Scores plots relativos a comparagdo dos intervalos post mortem Oh, 24h
e 48h apds a aplicagdo do PCA e verificagdo de outliers. A: representagdo 3D dos dados
no novo sistema de coordenadas (PC1, PC2, PC3) relativa aos murganhos machos; B:
representacdo 3D dos dados no novo sistema de coordenadas (PC1, PC2, PC3) relativa
aos murganhos fémeas. Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a
Oh apds a morte, os pontos a cor azul a 24h e os pontos a cor verde 48h.

Estas diferencas sdo visiveis, uma vez que dentro destes intervalos de tempo a autdlise
e putrefacdo vao evoluir de forma consideravel, levando a uma destruicdo dos tecidos ao longo
do tempo. Os maiores passos da decomposicdo envolvem reagées de hidrélise que resultam na
quebra quimica dos principais constituintes do corpo, nomeadamente lipidos, proteinas e
hidratos de carbono. [78] Portanto, a medida que a decomposi¢do evolui, as macromoléculas
vao-se degradando até aos seus constituintes principais, o que resulta em perfis metabdlicos,
obtidos por RMN, diferentes com o decorrer do tempo. Sendo assim, serd possivel estimar o
intervalo post mortem entre 0, 24 e 48 horas.

Para determinar quais os valores de desvios quimicos exatos que contribuem para estas
diferengas, foram analisados os loading plots da primeira e segunda componente principal e da
primeira e terceira componente principal, apresentados em Apéndice. Desta analise foram
obtidos os desvios quimicos mais importantes na separagao das amostras com os respetivos
valores de loading, que estao representados na Tabela 3.3.

Verifica-se, nesta comparagcdo, que tanto para os machos como para as fémeas, os
desvios quimicos correspondentes aos sinais do lactato (1.35 ppm) e possivelmente a glucose
(3.47 ppm) sdo os que apresentam maiores valores de loading, ou seja, sdo os responsaveis pela
distincdo entre os agrupamentos das amostras. Relativamente ao desvio quimico relativo ao
grupo CH; da cadeia alifatica dos lipidos, observa-se que na PC2 das fémeas o valor absoluto de

loading é mais elevado do que na mesma componente principal nos machos.
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Tabela 3.3 — Desvios quimicos responsdveis pela separagdo dos agrupamentos de Oh, 24h e 48h com os
respetivos valores de loading para cada componente principal. A negrito encontram-se os valores com maior
contribuigdo.

Loadings
Desvios Machos Fémeas
quimicos PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3
(ppm)

1.15 -0.206 0.417 0.063 -0.282 -0.674 -0.356
1.35 -0.158 0.484 0.006 0.174 -0.337 0.382
1.39 0.0797 -0.272 0.0209 0.025 0.307 0.0946
3.27 -0.156 -0.193 -0.0662 0.247 0.114 -0.0661
3.43 -0.197 0.129 -0.176 0.099 -0.174 -0.0135
3.47 0.169 -0.111 0.692 -0.219 -0.114 0.479
3.59 0.211 0.166 0.440 -0.077 0.088 0.205

e Intervalos post mortem 0, 2 e 6 horas

Por fim, decidiu-se analisar as diferencas entre amostras recolhidas imediatamente apds
a morte, e 2 e 6 horas depois. Esta comparacdao tem como objetivo averiguar se é possivel
distinguir perfis metabdlicos com intervalos de tempo menores, ou seja, verificar a partir de que
intervalo de tempo é possivel observar diferencas significativas a nivel dos metabolitos entre

amostras recolhidas apds a morte.

Machos

O PCA foi efetuado sobre o conjunto de dados referentes as amostras de figado de
murganho macho relativas aos intervalos post mortem 0, 2 e 6 horas e obtiveram-se as
representacdes 2D e 3D dos dados no novo sistema de componentes principais, como é possivel
observar na Figura 3.23. As trés primeiras componentes principais explicam 79% da variancia
total e efetuando o teste de diagndstico de outliers e uma analise posterior aos espectros,
eliminou-se o espectro relativo a amostra recolhida as 6 horas do animal 15. A primeira
componente principal (PC1) explica 44% da variabilidade dos dados, a segunda componente
principal (PC2) 21% e a terceira componente principal (PC3), exibida na representag¢édo a 3D,
10%.

Ao analisar a representagao com as trés componentes principais, observa-se alguma
separacao entre os agrupamentos de dados relativos as 0 e 6 horas, no entanto o agrupamento

das 2 horas encontra-se sobreposto, tanto com o agrupamento das 0 horas como das 6 horas.
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Isto indica que os perfis metabdlicos referentes ao figado recolhido as 0 e 6 horas sdo

significativamente diferentes, todavia ja ndo é possivel distinguir os de 2 horas entre estes.
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Figura 3.23 - Score plot relativo a comparagdo dos intervalos post mortem Oh, 2h e 6h em murganhos machos apods a
aplicagdo do PCA e eliminacdo de outliers. A esquerda, a representacdo 2D dos dados no novo sistema de
coordenadas, PC1 e PC2; a direita, a representacdo 3D dos dados no novo sistema de coordenadas, PC1, PC2 e PC3.
Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a Oh apds a morte, os pontos a cor azul a 2h e os pontos
a cor verde 6h.

S3do necessarias as trés primeiras componentes principais para visualizar a separagao
dos conjuntos de dados, assim na Figura 3.24 e Figura 3.25 estdo representados os loading plots
relativos a primeira e segunda componente principal e a primeira e terceira componente
principal, respetivamente. Ao analisar estes graficos, verifica-se que os desvios quimicos que
mais contribuem para a separa¢do dos agrupamentos observada no score plot 3D anterior sdo
as seguintes: 1.15; 1.23; 3.47; 3.59 ppm. Os valores de loading associados a cada desvio quimico
estdo representados na Tabela 3.4. Estes valores correspondem possivelmente a zona da
glucose e as zonas dos grupos CH; da cadeia alifatica dos lipidos, o que indica que ocorrem

alteragdes nestes metabolitos entre as 0 e 6 horas.
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Figura 3.24 - Loading plot do PC1 e PC2 relativo a comparagdo dos
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Figura 4.25 - Loading plot do PC1 e PC3 relativo a comparagao dos
intervalos post mortem Oh, 2h e 6h em murganhos machos.
Fémeas

Na Figura 3.26 observam-se as representacdes 2D e 3D dos dados relativos as fémeas
através do novo sistema de coordenadas apdés a aplicacio do PCA. As trés primeiras
componentes principais explicam 74% da variancia total e apds a realizagdo dos testes de
diagndstico de outliers e analise aos espectros, os dados relativos as amostras recolhidasa 0 e 6
horas apds a morte referentes ao animal 20 foram removidas. Verifica-se que a primeira
componente principal (PC1) explica 35% da variabilidade dos dados, a segunda componente
principal (PC2) 25% e a terceira componente principal (PC3), exibida na representagdo a 3D,

18%. E de salientar que o PC3 explica uma elevada variabilidade dos dados relativamente a
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comparacgdo efetuada anteriormente. Neste caso, tendo em conta o caso anterior relativo aos
figados de machos, observa-se uma separagdo mais explicita entre os agrupamentos relativos a
0 e 6 horas, mas ainda com alguma sobreposi¢do. De igual forma, o agrupamento de dados
referente as amostras recolhidas 2 horas apds a morte encontra-se totalmente sobreposto com
o das 0 horas, indicando que os respetivos perfis metabdélicos ndo possuem diferencas

significativas.
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Figura 3.26 - Score plot relativo a comparagdo dos intervalos post mortem Oh, 2h e 6h em murganhos fémeas apds
aplicagdo do PCA e eliminacdo de outliers. A esquerda, a representacdo 2D dos dados no novo sistema de
coordenadas, PC1 e PC2; a direita, a representagao 3D dos dados no novo sistema de coordenadas, PC1, PC2 e PC3.
Os pontos a cor vermelha referem-se a amostras recolhidas a Oh apds a morte, os pontos a cor azul a 2h e os pontos
a cor verde 6h.

Na Figura 3.27 e Figura 3.28 estdo representados os loading plots relativos a primeira e
segunda componente principal e a primeira e terceira componente principal, respetivamente.
Analisando estes graficos, verifica-se que os desvios quimicos com mais influéncia sdo os
seguintes: 1.15; 1.35; 3.47 e 3.59 ppm. Os valores de loading associados a cada desvio quimico
estdo representados na Tabela 3.4. Deste modo, cada um destes desvios corresponde a
metabolitos que sofrem altera¢Ges entre 0 e 6 horas, indicando, assim, que ocorrem variacoes
na zona dos grupos CH, da cadeia alifatica dos lipidos, na zona do lactato e possivelmente

glucose.
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Figura 3.28 - Loading plot do PC1 e PC2 relativo a comparagdo dos
intervalos post mortem Oh, 2h e 6h em murganhos fémeas.

De modo a comparar mais facilmente os resultados obtidos pelos loading plots relativos
aos machos e fémeas, é apresentada a Tabela 3.4, com os desvios quimicos responsaveis pela
separacdo dos agrupamentos relativos as amostras recolhidas 0, 2 e 6 horas depois da morte,
com os respetivos loadings associados para cada componente principal. Verifica-se que o desvio
guimico com maior contribui¢do na separag¢do dos resultados nos machos tem um loading de
0.544 em PC3, que corresponde possivelmente a um sinal da glucose, com 3.47 ppm de desvio
quimico. Nas fémeas, este desvio quimico apresenta uma contribuicdo menor na mesma PC.
Relativamente as fémeas, o desvio quimico que tem a maior influéncia para a distingao dos

agrupamentos possui o valor de 1.15 ppm, com um valor de loading -0.623 na PC2,
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correspondendo a porgao lipidica relativa aos grupos CH; da cadeia alifatica. Nos machos, este
desvio quimico também possui contribuicdo, mas ndo tdo elevada como nas fémeas. Em relagdo
ao desvio quimico correspondente ao sinal do lactato, verifica-se que apenas tem alguma
contribuicdo na separacdo dos agrupamentos relativos as fémeas. No entanto, estes valores de
loading nao sdo muito elevados relativamente as andlises realizadas anteriormente. Isto indica
que para os intervalos post mortem menores (entre as 0 e 6 horas apds a morte) ainda ndo ha

uma variagao significativa na concentragdo deste metabolito.

Tabela 4.4 - Desvios quimicos responsaveis pela separagdo dos agrupamentos de 0Oh, 2h e 6h
com os respetivos valores de loading para cada componente principal. A negrito encontram-se
os valores com maior contribuigdo.

Loadings
Desvios Machos Fémeas
quimicos
(ppm) PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3

1.15 -0.383 0.274 -0.413 -0.599 -0.623 -0.174
1.35 -0.0967 0.127 -0.0440 -0.155 0.270 0.247
3.47 0.0205 0.319 0.544 0.0728 -0.287 0.201
3.59 0.221 0.248 0.348 0.196 -0.207 0.219

Apds a analise comparativa global de resultados, observa-se que as diferengas mais
significativas entre os espectros de RMN relativos a amostras de figado de murganho ocorrem
a partir das 6 horas apds a morte. Deste modo, neste intervalo post mortem as células do
organismo ja seguiram a via anaerdbia e ja ocorreram algumas rea¢bes de degradagdo das
macromoléculas. Apds as 6 horas, é possivel distinguir metabolicamente as amostras até 48
horas apds a morte tanto nos machos como nas fémeas, visto que amostras recolhidas as 72
horas possuem um estado de degradacdo elevado, a que estd associado uma alteragdo do
estado fisico das amostras, dificultando a observacdo de diferengas através de HR-MAS NMR.

Em relacdo as desigualdades entre machos e fémeas é possivel afirmar que possuem
comportamentos diferentes ao longo do periodo post mortem, visto que as representacdes dos
conjuntos de dados no novo sistema de coordenadas apds a aplicacdo do PCA sdo diferentes
para cada comparacdo realizada. Tal deve-se ao facto de varios desvios quimicos contribuirem
de forma desigual, principalmente os desvios quimicos relativos aos sinais dos lipidos. Estes
resultados foram ao encontro do esperado, uma vez que metabolicamente machos e fémeas

sdo diferentes.
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3.4. Possiveis biomarcadores post mortem

Com base nos resultados obtidos e na andlise por PCA, mais propriamente a partir da
analise dos loading plots obtidos para cada comparacdo, foi possivel identificar quais os
metabolitos que se alteraram ao longo do periodo post mortem.

Verificou-se que os desvios quimicos que mais contribuem para a distincdo entre as
amostras analisadas correspondem ao lactato, a zona da glucose, ao grupo terminal CHs e grupos
CH, da cadeia alifatica dos lipidos. Com o intuito de confirmar estas alteragdes metabdlicas entre
os diferentes intervalos post mortem, foi realizada uma comparacao a varios espectros relativos
a0, 6,24 e 48 horas, uma vez que a partir do PCA se verificou que é possivel observar distincdo
significativa entre estes intervalos.

Na Figura 3.29 é possivel visualizar a expansdo do conjunto de espectros relativos a uma
amostra de figado de macho, do animal 1, a titulo de exemplo, onde se observam as alteracbes
da porcdo lipidica dos grupos CH; e CH; e do lactato. A variacdo dos mesmos metabolitos é
observada na expansao dos espectros relativos ao figado de fémea, do animal 18, na Figura 3.30.
Estes espectros foram processados segundo o template descrito no subcapitulo 2.3, sendo
também submetidos a uma normalizagdo pela area total.

Ao analisar as expansGes dos espectros referidos, verifica-se que hd um aumento da
intensidade do sinal correspondente ao lactato, tanto nos machos como nas fémeas, o que
confirma o resultado obtido pelo PCA. Esta alteracdo ocorre devido ao facto de o fornecimento
de oxigénio terminar apds a morte, o que faz com que as células, para manter a atividade celular
metabdlica bdsica, seguem a via anaerdbia da glicélise como uma fonte de energia alternativa.
Deste modo, é produzido acido lactico pela lactato desidrogenase a partir do piruvato no figado,
aumentando a sua concentragdo ao longo do intervalo post mortem. [79—81] Assim, as
alteragOes do lactato indicam que este metabolito é um possivel biomarcador post mortem no

figado.
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Figura 3.29 - Expansdo do espectro CPMG RMN H (a 500 MHz) da amostra 1 (murganho macho) recolhida Oh, 6h,
24h e 48h apds a morte, com indicagdo das atribui¢Ges de sinais relativas aos lipidos, lactato, alanina e acetato.
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Figura 3.30 - Expansdo do espectro CPMG RMN 1H (a 500 MHz) da amostra 18 (murganho fémea) recolhida Oh,
6h, 24h e 48h apds a morte, com indicagdo das atribuigdes de sinais relativas aos lipidos, lactato, alanina e acetato.
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Relativamente aos sinais correspondentes as porgoes lipidicas, verifica-se que ocorrem
alterac¢Ges nos sinais correspondentes aos grupos CHs e CH; da cadeia alifatica, respetivamente.
Nas fémeas estas alteragdes encontram-se mais evidenciadas e observa-se um aumento do sinal

relativo ao CH; mais afastado do grupo carboxilo na porgao lipidica (n)(CH2)CH,CH,COOH (1.31

ppm), o qual se encontra sobreposto com o sinal do lactato. Esta Ultima altera¢do nao se detetou
com o PCA, o que indica que ndo ocorre de forma significativa em todas as amostras. Em relagao
aos restantes sinais, as suas alteracdes foram observadas nos loading plots obtidos
anteriormente e verificaram-se variacdes conforme o sexo do animal. Sdo detetaveis alteracdes
ao longo dos intervalos post mortem, visto que um dos maiores passos da decomposicao
envolve reacGes de quebra dos principais constituintes do organismo, nomeadamente os
lipidos. Para um melhor estudo destas alteracdes, deveria ser realizada uma analise quantitativa,
de modo a compreender como é que as concentra¢des das porcdes lipidicas variam com o
aumento do tempo apds a morte em machos e fémeas.

Na Figura 3.31 é ilustrada a expansdo do conjunto de espectros relativos a figado de
murganho macho (animal 1, como exemplo), na zona espectral da glucose. Verifica-se que
ocorre um aumento da intensidade com o decorrer do tempo apds a morte, tal como o previsto
pelo PCA. Estas alteracbes também sdo evidentes nas fémeas e ocorrem em consequéncia da
hidrélise a glucose de hidratos de carbono complexos como o glicogénio. A principal reserva
energética encontrada no figado, o glicogénio é, portanto, hidrolisado a glucose, processo
denominado de glicogendlise, levando a um aumento da glucose nas amostras. [81, 82] Assim

sendo, também estes sinais podem ser possiveis biomarcadores post mortem no figado.
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Figura 3.31 - Expansdo do espectro CPMG RMN H (a 500 MHz) da amostra 1 (murganho
macho), recolhida Oh, 6h, 24h e 48h apds a morte, com indicagdo da atribuicdo de sinais
relativos a glucose e glicogénio.
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E possivel afirmar que se observaram diferencas significativas nos perfis metabdlicos de
figado de murganho entre vérios dos intervalos post mortem, com base em espectros de HR-
MAS NMR, na medida em que se verificaram alteraces significativas em varios metabolitos,
nomeadamente um aumento significativo do lactato e da glucose. Estas moléculas apresentam
ser biomarcadores post mortem promissores. No futuro, devera ser realizada uma analise
quantitativa destas varia¢cOes, de modo a que se consiga associar uma gama de concentracoes a
um intervalo de tempo post mortem, com o objetivo de estimar o periodo apds a morte através
da analise espectroscdpica de biopsias do figado, tirando partido da técnica de HR-MAS NMR.
Para facilitar a analise quantitativa, na recolha das amostras os tecidos deverdo ser pesados, de
forma a recolher exatamente a mesma quantidade de amostra, diminuindo, assim, a
variabilidade da intensidade dos sinais. Com esta otimizacdo devera também ser possivel obter
mais informacdo sobre a variacdo da concentracdo das porcdes lipidicas que contribuem para

as diferencas entre os perfis metabdlicos.
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4. Conclusao







O objetivo deste estudo consistiu em averiguar se ocorrem diferencgas significativas
mensurdveis nos metabolitos enddégenos em figado de murganho macho e fémea em fungdo do
intervalo post mortem, tirando partido da técnica de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de alta resolu¢do com rotacdo segundo o angulo magico (HR-MAS NMR). Deste modo,
foi obtida uma grande quantidade de dados, os quais foram todos processados e submetidos a
uma analise estatistica multivariada, nomeadamente uma andlise de componentes principais
(PCA). Através da representacdo dos dados num novo sistema de coordenadas apds a aplicacdo
do PCA, verificaram-se agrupamentos distintos entre as 0 e 24 horas, 24 e 48 horas e entre 0 e
6 horas. Portanto, é possivel afirmar que existem diferengas significativas entre os perfis
metabdlicos relativos a amostras recolhidas as 0, 6, 24 e 48 horas apds a morte dos murganhos,
em ambos os sexos, tendo-se observado alteracdes a nivel do lactato e da glucose e dos lipidos,
nomeadamente nos grupos CHs e CH; da cadeia alifatica. A partir da andlise dos espectros,
observou-se um aumento da concentracdo do lactato e glucose com o tempo apds a morte,
indicando, assim, que estes metabolitos parecem ser biomarcadores post mortem promissores.
Relativamente as porcées lipidicas, verificou-se que estas também sofrem alteragdes, contudo
sdo mais influenciadas pelo sexo do animal. Deste modo, verificou-se que machos e fémeas
possuem comportamentos ligeiramente diferentes ao longo do tempo apds a morte, uma vez
que as representacGes dos conjuntos de dados no novo sistema de coordenadas apds a
aplicacdo do PCA diferem para cada sexo em consequéncia das diferentes contribui¢cdes de cada
desvio quimico.

Posto isto, é possivel afirmar que uma andlise metabolédmica de tecidos biolégicos
através de espectroscopia de HR-MAS NMR é uma abordagem promissora na determinagao do
intervalo post mortem, sendo possivel a utilizagdo de biomarcadores especificos para uma
estimativa mais precisa.

Todavia serdo necessdrias otimizagdes ao procedimento utilizado neste estudo, na
medida em que a recolha de exatamente a mesma quantidade de tecido facilita a quantificagao
e minimiza os erros; as amostras deverdo ser ultra-congeladas em azoto-liquido imediatamente
apds a sua recolha, de forma a evitar reacdes de degradacdo indesejaveis; poderdo ser
efetuados estudos detalhados de RMN bidimensional de modo a facilitar a identificacdo de
metabolitos adicionais e, por fim, uma analise quantitativa aos metabolitos com a finalidade de
associar uma gama de concentracdes a um intervalo de tempo post mortem.

Como perspetivas futuras, com o objetivo de validar a possibilidade de determinacdo do
intervalo post mortem tirando partido da metodologia aqui empregue, podera executar-se uma
anadlise cega com amostras de figado de murganho colhidas a diferentes intervalos post mortem.

Posteriormente, este estudo poderd ser realizado em outros érgaos, no sentido de se verificar
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qual o melhor tecido para uma estimativa mais correta do intervalo post mortem e, numa fase

mais avancada, a abordagem poderad ser transposta para humanos.
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