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Palavras-chave  Plasma materno, diagnostico pré-natal, doencas da gravidez,
diabetes gestacional, trissomia 21, lipidémica, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN)

Resumo Devido a elevada incidéncia das doencgas pré-natais, as complicagGes
que podem causar tanto a mde como ao feto e a necessidade da
recorréncia a métodos invasivos (amniocentese, amostragem das
vilosidades coridnicas) para o diagnostico, é de extrema importancia
desenvolver métodos de diagnosticos pré-natais ndo invasivos com
maior sensitividade que possam permitir, de forma rapida, o rastreio
ou diagndstico precoce e garantir o bem-estar da mae e do feto. Os
lipidos encontram-se associados ao desenvolvimento de vérias
patologias da gravidez, nomeadamente a diabetes gestacional,
anomalias cromossomicas, malformacgdes fetais, entre outros. A
lipidomica, que se debruca sobre o estudo dos lipidos, constitui uma
ferramenta analitica muito Gtil para a pesquisa de biomarcadores que
possam ser indicadores de certas patologias. Assim, o objetivo deste
trabalho foi investigar possiveis marcadores lipidicos presentes no
plasma materno que possam ser indicativos de diabetes gestacional e
trissomia 21. Numa primeira etapa foi feita a extracdo de amostras
de plasma de mulheres saudaveis, utilizando cinco métodos de
extragdo distintos, com o objetivo de escolher o melhor método, em
termos de eficacia e reprodutibilidade, utilizando a espetroscopia de
RMN. Numa segunda etapa, ap6s a escolha do melhor método de
extracdo, amostras de mulheres gravidas saudaveis, diagnosticadas
com diabetes mellitus gestacional e com fetos afetados pela
trissomia 21, no 1° e 2° trimestre de gravidez foram analisadas,
utilizando ferramentas bioinforméticas (analise multivariada: PCA e
PLS-DA), com o objetivo de estudar alteraces na composicao
lipidica do plasma entre controlos e doengas. Os resultados
revelaram que existem diferencas nos niveis lipidicos plasmaticos
entre mulheres gravidas com diabetes mellitus gestacional e
mulheres gravidas saudaveis, existindo uma maior variagdo nos
glicerideos. A analise da trissomia 21 revelou que mulheres com
fetos afetados por trissomia 21 possuem niveis diminuidos de
fosfolipidos, tanto no 1° como no 2° trimestre, em relagdo aos
controlos.
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Keywords

Abstract

Maternal plasma, prenatal diagnosis, pregnancy diseases, gestational
diabetes, trisomy 21, lipidomics, nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy.

Due to high incidence of prenatal diseases and complications that they
can cause to both the mother and the fetus, it is extremely important to
develop efficient methods for non-invasive prenatal diagnosis that
may allow screening /early diagnosis and ensure the well-being of
mother and fetus. The lipids are associated with the development of
various pregnancy diseases such as diabetes mellitus, chromosomal
abnormalities, fetal malformations among others. The lipidomics,
which focuses on the study of lipids, is a very useful analytical tool for
the detection of biomarkers that may be indicators of certain diseases.
The objective of this study was to investigate possible lipid markers
present in maternal plasma that may be indicative of gestational
diabetes and trisomy 21. In the first stage of this work, the extraction
of samples from healthy women using 5 methods of lipids extraction
was carried in order to choose the best method, using NMR
spectroscopy. In the second stage, after choosing the best method of
extraction, samples from healthy pregnant women diagnosed with
gestational diabetes mellitus and with fetuses affected by trisomy 21
(st and 2nd trimester) of pregnancy were analyzed using
bioinformatics tools (multivariate analysis: PCA and PLS-DA) to
study changes in the lipid composition of the plasma between controls
and disease. The findings revealed that there are differences in plasma
lipid levels among pregnant women with gestational diabetes mellitus
and healthy pregnant women with greater variation in the resonance of
the glycerides. The analysis of trisomy 21 revealed that women with
fetuses affected by trisomy 21 have decreased levels of phospholipids
in both 1st and 2nd trimesters compared to controls.
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1. Introducéo

Devido a grande importancia dos lipidos, ndo s6 ao nivel celular, mas também ao nivel
do organismo, o metabolismo lipidico pode afetar ou ser afetado por varios processos
celulares que encontram-se fortemente implicados no desenvolvimento de varias
patologias como é o caso da diabetes mellitus (1,2) e do cancro (3-5). Nos capitulos que se
seguem serdo descritos os principios do metabolismo lipidico e alteragdes dos lipidos e sua
relacdo com gravidez saudavel e doencas da gravidez, nomeadamente a diabetes mellitus

gestacional e a trissomia 21.
1.1 Composicao e transporte de lipidos no sangue e relacdo com doencas

1.1.1 Principios do metabolismo lipidico

O sangue constitui cerca de 8% da massa corporal de um homem adulto e desempenha
trés funcdes principais (6). Uma das funcdes é o transporte de gases (CO; e Oy, nutrientes,
hormonas e calor pelo corpo. A outra funcéo consiste na protecdo do organismo através do
papel que as células que o constituem desempenham no processo de inflamacédo, atuando
na destruicdo de microrganismos invasivos, na destruicdo de substancias patogénicas e na
minimizacdo da perda de sangue através do processo de coagulacdo. Além das funcBes
acima mencionadas existe ainda a funcdo de regulacdo, que consiste no ajuste do pH
através da interacdo com acidos e bases e no balanco da agua, transportando a dgua para
dentro e fora dos tecidos.

O sangue pode ser dividido em duas componentes: 0 plasma (55%) e as células (45%),
podendo estes Ultimos serem chamados de elementos figurados do sangue (eritrocitos ou
glébulos vermelhos, os leucécitos ou glébulos brancos), e as plaquetas (6). O plasma é um
fluido extracelular constituido por agua (91,5%), proteinas, enzimas, nutrientes, produtos
de excrecdo, hormonas e gases, e pode ser separado dos elementos figurados por
centrifugacdo. Os globulos vermelhos, por serem mais densos do que os glébulos brancos,
plaquetas e plasma, formam uma camada no fundo do tubo de centrifuga. Os glébulos
brancos e as plaguetas, por sua vez, formam uma camada translucida sobre os glébulos
vermelhos e por dltimo o plasma, que forma uma camada sobre os glébulos brancos e
plaguetas.

Os lipidos constituem uma classe de moléculas insolUveis em &gua da qual fazem parte

0s &cidos gordos, os triglicéridos, os glicerofosfolipidos, os esfingolipidos e os esterdis.



Estes compostos desempenham papéis de extrema importancia nos organismos Vivos
funcionando como lipidos de reserva de energia (&cidos gordos e triglicéridos) lipidos
membranares (glicerofosfolipidos, esfingolipidos e esterdis), ou de sinalizacdo, assumindo
a funcdo de mensageiros secundarios e hormonas (7). As classes lipidicas acima
mencionadas sdo transportadas no plasma por lipoproteinas plasmaéticas, que sao
compostos que resultam de diferentes combinagdes entre apolipoproteinas, proteinas
ligados a lipidos que atuam como sinais, levando as lipoproteinas a tecidos especificos ou
na ativacdo de enzimas que atuam sobre as lipoproteinas, e lipidos. Como encontra-se
ilustrado na Figura 1, as lipoproteinas consistem em particulas esféricas contendo lipidos
hidrofébicos no centro, cadeias laterais de proteinas hidrofilicas e cabecas lipidicas na
superficie. Diferentes combinacdes entre lipidos e apolipoproteinas produzem particulas de
densidades diferentes como os quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de elevada densidade
(HDL), que diferem entre si na composi¢cdo em proteina, fosfolipidos, colesterol e

triglicéridos.

Apolipoproteinas

Colesterol

Tracilglicerois e esteres de
colesterol

Figura 1. Estrutura molecular de um quilomicron (adaptado da referéncia 7).

Na Tabela 1 encontra-se representada a composi¢do, em percentagem, de cada
lipoproteina assim como a sua densidade, onde podemos observar que os quilomicrons séo
mais ricos em triglicéridos, assim como as lipoproteinas VLDL que apresenta maior

quantidade de proteina fosfolipidos e colesterol que os quilomicrons, enquanto as



lipoproteinas LDL e HDL sdo mais ricas em esteres de colesterol e proteinas,

respetivamente.

Tabela 1. Composi¢do das classes de lipoproteinas presentes no plasma (adaptado da

referéncia 7).

Composicéo (%0)
. . Densidade Esteres
Lipoproteina
Pop (9/mL) | Proteina | Fosfolipidos CO:?\?:EWI de Triglicéridos
colesterol
Quilomicrons <1,006 2 9 1 3 85
VLDL 0,95-1,006 10 18 7 12 50
1,006-
LDL 1,063 23 20 8 37 10
1,063-
HDL 1210 55 24 2 15 4

O transporte lipidico no sangue inclui uma via exdgena e uma via endogena (8). A
Figura 2 demostra como ocorre o transporte dos lipidos no organismo. A via exdgena
inicia-se com a ingestdo de lipidos provenientes da dieta, que sdo absorvidos no intestino
dando origem a lipoproteinas ricas em triglicéridos, a que se da o nome de quilomicrons
(8). Esses quilomicrons sofrem posteriormente um processo de hidrélise nos vasos
sanguineos capilares de tecidos periféricos pela enzima lipoproteina lipase (LPL), levando
a formacdo dos chamados quilomicrons remanescentes, que competem com as
lipoproteinas VLDL de origem enddgena pela LPL. O metabolismo lipidico endégeno
comeca com a producdo das VLDL no figado. As lipoproteinas VLDL sao constituidas por
duas fracdes, a VLDL1, que é secretada pelo figado que fornece aos tecidos acidos gordos
de triglicéridos no estado apds a absorcdo, e a VLDL2, que é o maior percursor das
particulas transportadoras de colesterol, a lipoproteina de densidade intermédia (IDL) e a
lipoproteina LDL (9). As lipoproteinas VLDL entram numa cascata lipolitica, onde séo
inicialmente processadas pela LPL e depois pela lipase hepatica (HL) e convertidas em
particulas de VLDL mais pequenas designadas por VLDL remanescentes ou IDL e em
LDL que leva o colesterol para tecidos extra-hepaticos ou retorna ao figado (7). Outra
lipoproteina que também & produzida no figado e no intestino delgado é a lipoproteina
HDL que converte as particulas de colesterol, quilomicrons e VLDL remanescente em
esteres de colesterol necessarios para a maturacdo de particulas de HDL. A lipoproteina

HDL regressa posteriormente ao figado onde descarrega as particulas de colesterol —



transporte reverso do colesterol (7). Existem duas subclasses da lipoproteina HDL, cuja
classificacdo se baseia na diferenca de densidade, HDL2 e HDL3 (10). A particula HDL2 €
maior e mais rica em lipidos do que a particula HDL3, apresentando uma maior eficiéncia

no transporte de lipidos para o figado.

Figado

Intestino "\ Transporte reverso
| do colesterol
! | b
| u)L\
/ w @ Y
VLDL Quilomicrons
remanscentes IDL

Qunomlcrons /
Capillary Perctﬂrsores de HDL
R (do figado e intestino)

Xl

Tecidos
extra- hepéticos

lipoproteina lipas
Acidos gordos livres

Figura 2. Transporte de lipoproteinas no organismo (adaptado da referéncia 7).

1.1.2 Alteracdes do metabolismo lipidico com a gravidez

A gravidez de evolucdo saudavel encontra-se fortemente relacionada com adaptagdes
metabolicas que englobam alteracdes nos niveis de glucose, alteracbes no metabolismo dos
aminoéacidos e proteinas e ainda no metabolismo dos lipidos (11). Uma gravidez normal
caracteriza-se por um quadro hiperlipidémico onde ha um aumento de todos os lipidos
plasmaticos, principalmente dos triglicéridos (11). As concentracdes plasmaticas de
colesterol e triglicéridos sofrem um aumento de cerda de 25-50% e 200-400%,
respetivamente (9). Durante o inicio da gravidez (primeiros dois trimestres) ocorrem
inimeras alteracdes no metabolismo lipidico que se manifestam através da acumulacdo de
lipidos nos tecidos maternos e, mais tarde, no desenvolvimento de hiperlipidemia (12). O
aumento dos teores de triglicerideos ocorre principalmente devido ao aumento de
lipoproteinas ricas em triglicéridos (VLDL e quilomicrons) na circula¢do sanguinea, como
consequéncia da diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase, diminuicdo das
lipoproteinas LDL e da “clearance” reduzida das VLDL (11-13). Para além do aumento
dos triglicéridos, os niveis da lipoproteina HDL se encontram aumentados na 14? semana

de gravidez e aumentam 40% na 28?2 semana de gestagdo (9). Este aumento deve-se as



concentragfes da hormona estrogénio, que atua no figado para promover a producdo da
apo A-l e simultaneamente a diminuigdo da atividade da lipase hepatica. Os niveis da
lipoproteina LDL sofrem também uma alteragcdo, aumentando cerca de 70% (9). Depois do
parto os valores dos lipidos plasmaticos voltam a normalidade. Os acidos gordos voltam a
valores normais num espaco de trés dias apds o parto, enquanto os valores dos triglicéridos
normalizam apds cerca de duas semanas. A diminui¢do dos niveis lipidicos do plasma

materno depende do aleitamento materno apo6s o nascimento (11).

1.1.3 Alteracdes do metabolismo lipidico com doencas da gravidez

Algumas doencas pré-natais encontram-se relacionadas com alteracdes no metabolismo
dos lipidos (ex: diabetes mellitus gestacional (DMG), pré-eclampsia, trissomia 21 (T21)),
podendo assim, a busca de biomarcadores lipidicos para estas patologias ser atil no
diagndstico precoce das mesmas. No capitulo que se segue serdo descritos alguns estudos
que avaliaram alteracbes do metabolismo dos lipidos em doencas da gravidez,

nomeadamente a diabetes gestacional e a trissomia 21.

1.1.3.1 Diabetes Mellitus Gestacional

Na tentativa de estabelecer uma comparacéo entre os niveis lipidicos plasméaticos numa
gravidez normal e numa gravidez com DMG, tém sido realizados alguns estudos que se
dedicam a determinacdo de concentracGes de lipidos, lipoproteinas, apolipoproteinas,
hormonas e ainda da glucose. Pretende-se sobretudo com estes estudos comparar estas
concentragfes com mulheres gravidas saudaveis e perceber melhor as alteracdes que
ocorrem no metabolismo lipidico de gravidezes afetadas pela DMG. Na Tabela 2
encontram-se sumarizados, por ordem cronoldgica, os estudos que serdo abordados neste

capitulo com a respetiva descricdo dos objetivos, amostras e técnicas utilizadas.



Tabela 2. Estudos lipidicos realizados em mulheres que desenvolveram DMG. HPLC —

cromatografia de alta eficiéncia; TLC — cromatografia de camada fina; GC — cromatografia

gasosa.
Estudos Objetivos Amostras Métodos
Estudo das concentraces de Sangue Ensaios
1996 colesterol total, triglicéridos, DMG-n=20 enziméticos
(14) lipoproteinas HDL e LDL, Controlos- imunoturbidimétria
apolipoproteinas Al e B e HbA;.. n=22
Anélise
~ espectrofotométrica,
Estudo das qon_ce,n_tragogs _de Plasma e transesterificacdo
colesterol total, triglicéridos, acidos urina direta. precipitacio
1998 gordos, lipoproteinas HDL, LDL e _ » Preciprag
h DMG-n=25 com sulfato de
(15) VLDL, as hormonas da gravidez _
. Controlos-n= dextrano,
progesterona, B-estradiol e . o
S 25 imunoprecipitacéo,
estrogénios e o controlo da glucose. . i
radioimunoensaio,
HPLC
1999 Estudo de &cidos gordos Dl\ljllés-?—als TLC, GC,
(16) polinsaturados presentes em Controlz)s— Radioimunoensaio,
fosfolipidos, insulina e HbA.. =15 HPLC
. Ensaios
Estudo das concentragdes de o
2005 colesterol, triglicéridos e Plasma en_z|_mat~|cos,
an . . 851 mulheres precipitacdo com
lipoproteinas HDL e LDL.
sulfato de dextrano
Estudo das concentracdes do
colesterol, triglicéridos, Plasma
2007 lipoproteina LDL, as hormonas DMG-n=62 Vitros auto
(18) estradiol e progesterona e a Controlos- analyzer, HPLC
susceptibilidade de oxidacéo da n=45
lipoproteina LDL.
Estudo da adiponectina, no El‘lbiﬁéeng(t%izeda
metabolismo dos carbohidratos Plasma e soro rg dioimunoensaié
2010 (glucose e insulina) e no DMG-n=12 ensaio enziméticoy
(19) metabolismo lipidico (colesterol, Controlos- : <
- SN ~ ultracentrifugacéo,
acidos gordos, triglicéridos e n=38 métodos
lipoproteinas HDL e LDL) . R
colorimétricos

No contexto de lipoproteinas podemos encontrar estudos realizados por Koukkou et al.
e Couch et al.. O estudo realizado por Koukkou et al. consistiu na demonstracdo das
diferengas de concentragdes de lipidos, lipoproteinas e apolipoproteinas no soro entre
mulheres saudaveis (controlos) e mulheres com DMG, no 3° trimestre de gravidez e 6-12
meses apos terem dado a luz (14). O objetivo consistiu em compreender melhor as

alteracbes que ocorrem no metabolismo lipidico de mulheres com DMG e envolveu dois



grupos, 20 mulheres com DMG e 22 mulheres saudaveis, divididos de acordo com a etnia,
indice de massa corporal (IMC), peso, idade materna e idade gestacional. Recolheu-se
amostras de sangue para determinacdo das concentracdes de colesterol total, triglicéridos,
lipoproteinas HDL e LDL e apolipoproteinas AL e B (apo Al e B). Na Tabela 3
encontram-se representados os métodos utilizados para a determinacdo dos pardmetros

acima mencionados.

Tabela 3. Métodos utlizados na realizacéo do estudo (14).

Parametros determinados Métodos
Colesterol Total . s
— Ensalos enzimaticos
Triglicéridos
HDL Precipitacdo com sulfato de
dextrano/cloreto de magnésio
Equacao de Friedewald (LDL =
LDL Colesterol Total - HDL —
Triglicéridos/5,0 (mg/dL))
Apolipoproteinas Al e B Imunoturbidimetria
HbA, Cromatografia liquida de alta eficiéncia
¢ (HPLC)

Os resultados destes ensaios indicaram que mulheres com DMG possuem niveis
elevados de triglicéridos (2,92 mmol/l) e niveis baixos da lipoproteina LDL quando
comparados com controlos (Tabela 4). Estas alteracbes sdo o resultado da resisténcia
aumentada a insulina e do aumento da hormona estrogénio, visto que 0s estrogénios
encontram-se envolvidos nas alteraces do metabolismo glicolitico materno durante a
gravidez, induzindo resisténcia a insulina (20). Nao foram observadas quaisquer diferencas
significativas entre os dois grupos para os niveis da lipoproteina HDL e das
apolipoproteinas Al e B. A razdo LDL:Apo B foi significativamente mais baixa em
mulheres com DMG, o que sugere que existe uma diferenca na composi¢do quimica das
lipoproteinas LDL entre os dois grupos. As concentracfes do colesterol total encontravam-
se mais baixas nas gravidas com DMG, embora esta diferenca de concentracdo nao fosse

significativa.



Tabela 4. Concentraces de lipidos, lipoproteinas e apolipoproteinas no soro de
mulheres com DMG e mulheres saudaveis durante a gravidez (adaptado da referéncia
14).

DMG (n=20) Controlos (n=22) p-value
Colesterol total (mmol/l) 6,23 6,71 0,25
Lipoproteina HDL (mmol/l) 1,71 1,72 0,97
Lipoproteina LDL (mmol/l) 3,08 4,01 <0,01
Triglicerideos (mmol/l) 2,92 2,10 <0,05
Apo Al 1,93 1,88 0,61
Apo B 1,30 1,14 0,22
LDL:HDL 1,77 2,35 0,017
LDL:Apo B 0,94 1,19 <0,01

Este estudo possui algumas limitagbes como o facto de terem inferido que alteragoes
nas lipoproteinas sdo o resultado de alteragfes na composicdo das mesmas, sem terem feito
medicdes para determinacdo da composicdo quimica das lipoproteinas, de ndo terem
avaliado os lipidos da dieta e de ndo terem determinado as concentracGes de hormonas
(insulina e estrogénio) e de &cidos gordos, para mostrar evidéncias do mecanismo
responsavel pelo metabolismo lipidico anormal (14).

Couch, et al. (15), complementaram o estudo de Koukkou et al, no sentido em que para
além de descreverem as perturbacGes lipoproteicas presentes em gravidezes com DMG,
avaliaram se essas perturbacOes estdo relacionadas com hormonas da gravidez e/ou com o
controlo da glucose. Este estudo envolveu dois grupos: o grupo de diabetes gestacional
(n=25) e o grupo de mulheres saudaveis (controlos, n=25), ambos no 3° trimestre de
gravidez, que foram distribuidas de acordo com a idade, raca e IMC. Todas as pacientes
com DMG receberam um plano de refei¢es que segue as recomendacdes de uma gravidez
normal e foram agendadas trés consultas pré-natais (26-30 semanas, 33-34 semanas e 37-
38 semanas). Em cada consulta, foram colhidas amostras de sangue e urina (determinacao
de cetonas). Uma vez que os macronutrientes podem alterar os niveis lipidicos plasmaticos
(15), foi também avaliada a ingestdo de calorias e de macronutrientes entre as 26-38
semanas de gestacdo (Tabela 5). Os resultados mostraram diferencas significativas entre o0s
grupos na ingestdo de proteinas e carbohidratos. Gravidas com DMG consumiram
significativamente mais proteinas e menos carbohidratos do que as mulheres saudaveis, em

todas as semanas de gestacdo em estudo.



Tabela 5. Ingestdo de macronutrientes das 26-38 semanas de gestacdo em mulheres

com DMG e mulheres saudaveis (adaptado da referéncia 15).

Semanas | Energia | Proteina | Carbohidratos | Gordura | Gordura Gordura Colesterol
de (Kcal/d) (g/d) (g/d) total saturada | polinsaturada (mg/d)
gestacdo (g9/d) (g/d) (g/d)
Controlos
26-30 | 21324981 | 84425 275£104 79+50 28114 1512 259+104
33-34 | 21524546 | 86+28 280+71 81+38 30+15 1613 265173
37-38 | 23341971 | 81%28 204177 93x75 35125 1614 2911248
DMG
26-30 18361531 | 94+31 196168 78125 30+14 1317 286+143
33-34 2034+481 | 104+35 | 219+58 86127 30+11 16+9 340+£214
37-38 20721726 | 102+25 | 223191 89142 32+15 168 373£194

Para realizagdo deste estudo foram determinados os niveis de colesterol total,

triglicéridos, acidos gordos, lipoproteina HDL e as suas subfragdes HDL2 e HDLS3,

lipoproteina LDL, triglicerideos da lipoproteina VLDL (VLDL TG), as hormonas

prolactina, estrogénio (B-estradiol) e progesterona, e a hemoglobina A;; (HbA;.) (Tabela

6).

Tabela 6. Métodos utlizados na realizacdo do estudo (15)

Parametros determinados

Métodos

Colesterol Total

Triglicéridos

Anaélise espectrofotométrica

Acidos gordos

Transesterificagao direta

HDL, HDL2 e HDL3

Precipitagdo com sulfato de dextrano

LDL Imunoprecipitacdo
VLDL TG HDL — Triglicéridos e LDL TG -
Colesterol
Prolactina
B-estradiol Radioimunoensaio
Progesterona
HbA,, Cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC)

Os resultados mostraram que as concentracdes de acidos gordos, triglicéridos

plasméticos e triglicerideos presentes em cada fragdo das lipoproteinas aumentaram

significativamente,

nos dois grupos,

com o avancar da gravidez,

apresentando

concentracdes mais elevadas (Tabela 7) para o grupo de DMG, em todas as semanas

gestacionais. O aumento dos niveis de triglicéridos deveu-se ao aumento da lipoproteina

VLDL (Tabela 7). As concentracdes de colesterol aumentaram com o decorrer da gravidez



e mostram-se mais elevados nos controlos em todas as semanas de estudo. As
concentragdes de HDL 2 e HDL3 foram significativamente mais elevadas no grupo de
diabetes gestacional em comparacdo com o0s controlos. Os niveis da lipoproteina LDL
encontravam-se aumentados nos controlos, com uma pequena diminuicdo nas 33-34
semanas de gravidez. As concentracdes plasmaticas da prolactina, estrogénio e de
progesterona aumentaram significativamente com o tempo de gestacdo, com niveis mais
elevados nas mulheres com DMG. As perturbacdes existentes nestas trés hormonas podem
ser caracteristicas da DMG, afetando o metabolismo dos triglicerideos presentes nas
lipoproteinas durante gravidez. O estrogénio aumenta a producdo enddgena dos
triglicerideos da lipoproteina VLDL, reduz a atividade da lipoproteina lipase do tecido
adiposo e inibe a atividade da lipase hepatica, fazendo com que haja um aumento dos
triglicéridos da lipoproteina VLDL (15). A interacdo entre estrogénio e progesterona
favorece a hipertrigliceridemia. A prolactina inibe a lipoproteina lipase do tecido adiposo
enquanto estimula a lipoproteina lipase do tecido mamario no final da gestacdo. Isto faz
com que haja um aumento dos lipidos circulantes, acidos gordos livres e triglicéridos,
devido a deslocacdo do armazenamento dos triglicéridos dos adipdcitos para o peito na
preparagdo para a lactacdo (15). As concentracdes de HbA;. aumentaram linearmente nas
ultimas 10 semanas de gravidez e as mulheres com diabetes gestacional possuiam niveis

mais elevados em comparagdo com os controlos.
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Tabela 7. ConcentracGes de lipidos, lipoproteinas, hormonas e hemoglobina A;¢
plasméticos (média * desvio padrdo mg/dL) das 26 as 38 semanas de gravidez em
mulheres com e sem diabetes gestacional. NA — Dados ndo analisados. (adaptado da

referéncia 15)

Controlos Diabetes Gestacional

Compostos 26-30 33-34 37-38 26-30 33-34 37-38
analisados semanas semanas semanas semanas semanas semanas
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Triglicerideos | 136,2+40,8 | 166,6+42,1 [ 173,0+48,0 | 180,8+45,3 | 232,4+77,1 | 240,3+70,2

Colesterol 215,6+48,4 | 221,7+63.8 | 227,3+69.8 | 198,4+38,7 | 205,7+44,0 | 215,7+44,3

Acidos 47,3110 NA 504+191 | 489+19.2 NA 64 4+24.7
gordos
L'pol_‘:[r)olfe'”a 70,7+19.8 | 70.1+16.9 | 70,8+20,0 | 69.7+184 | 68.2+152 | 67,2+17.,6
L'p&p[;ﬁt;'”a 208+11,1 | 3074105 | 27,0+11,6 | 32,9+186 | 30,5+17,2 | 2954260
L'p&p[;itg'”a 4084177 | 3944191 | 42,9+16,7 | 383+149 | 408+165 | 42,8+169
L'pof[r)cl’_te'”a 90,9+27.8 | 9014347 | 98,9+451 | 82.1+154 | 77,4+204 | 92,6+42.4
L'p\"/'f_rDOtLema 56,2+33,1 | 64,3+59.8 | 64.6+42,6 | 455+349 | 5544262 | 52,1+32.1

Progesterona | 132,2+46,6 | 174,+53,8 [ 224,0+93,9 | 151,7+63,9 | 231,7+89,4 | 333,5+105,9

EStrogenio | 450434 | 152459 | 17,9456 | 102+27 | 158¢47 | 107+42
(B-estradiol)

Prolactina | 114,1+38,5 | 134,9+45,0 | 156,2+45,9 | 124,8+38,9 | 155,8+48,5 | 184,1+41,0

Hemoglobina | 4,56+0,34 | 4,63+0,28 | 4,77+0,37 | 4,98+0,48 | 4,97+0,52 | 5,05+0,49
A

Wijendran et al. (16) dedicaram-se ao estudo de acidos gordos polinsaturados
nomeadamente o 4&cido araquidonico e o &cido docosahexaenoico, presentes em
fosfolipidos plasmaticos de mulheres gravidas recebendo terapia dietética. Para alem da
determinacdo dos acidos gordos, foram também identificados os fatores maternos (dieta)
envolvidos com concentrages do acido araquidonico e docosahexaenoico presentes nos
fosfolipidos plasméticos, no 3° trimestre de gravidez. Fizeram parte deste estudo 15
mulheres (idade materna média =32,13+3,25) com DMG e 15 mulheres gravidas saudaveis
(idade materna média =29,33+3,99). Foram agendadas trés consultas pré-natais durante o
3° trimestre de gravidez (27-30 semanas, 33-35 semanas e 36-39 semanas). As
recomendacdes dietéticas seguiram as da Associacdo Americana da Diabetes para uma
gravidez normal: 45% de carbohidratos diariamente, 22% de proteina e 33% de gordura

divididas entre trés refeicdes e trés lanches ao longo do dia. Em cada consulta foram
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determinadas as concentrac@es plasmaticas de acidos gordos presentes em fosfolipidos, da
insulina, da hemoglobina A;.. Para a determinacao da concentracéo dos acidos gordos fez-
se extracdo dos lipidos do plasma utilizando um método de Folch modificado seguida de
separacdo por TLC e GC. As concentracfes de insulina foram determinadas por
radioimunoensaio e a hemoglobina Aj. foi determinada por HPLC. Os resultados
mostraram que para todos os &cidos gordos o efeito do tempo de gestacdo nao foi
significativo entre os dois grupos. Para o grupo das mulheres saudaveis houve um efeito
significativo do tempo de gestacdo para os acidos gordos polinsaturados n-6 de cadeia
longa (20:3, 24:4 e 22:4) que diminuiram significativamente das 27-30 para 36-39 semanas
de gestacdo. Foram encontradas diferencas significativas nos &cidos gordos n-3 entre o
grupo controlo e o grupo de diabetes gestacional. O acido linolénico, apresentou valores
significativamente baixos em mulheres com DMG, enquanto o acido docosahexaenoico,
22:6n-3, apresentou valores significativamente elevados em mulheres com DMG, em
comparagdo com controlos. Os &cidos gordos saturados 12:0, em todas as fases de
gestacdo, e 16:0 nas 27-30 semanas e 33-35 semanas de gestacdo, apresentaram valores
33% e 5,1% mais elevados, respetivamente, nas mulheres com DMG. Os acidos gordos
monosaturados 16:1n-7 e 18:1n-9 apresentavam valores 21,1% e 11,3%, respetivamente,
mais baixos nas mulheres com DMG, em relacdo aos controlos. Os fatores maternos
relacionados com as concentra¢fes do acido araquiddnico e do acido docosahexaenoico
presentes nos fosfolipidos plasmaticos foram avaliados de acordo com a dieta dos grupos
em estudo (Tabela 8).

Tabela 8. Ingestdo dietética média estimada em individuos do grupo controlo e em

mulheres com DMG durante o terceiro trimestre (adaptado da referéncia 16)

Parametros determinados Controlos (n=15) DMG (n=15)
Energia (MJ) 8,23+1,23 7,55+1,54

Carbohidratos (g/d) 257,26+41,82 191,47+52,15

Proteinas (g/d) 79,35+19,10 92,78+19,62

Gordura (g/d) 73,44+20,09 77,90+18,78
Acidos gordos saturados totais (g/d) 28,98+29,72 29,72+8,56
Acidos gordos monosaturados totais (g/d) 26,97+7,95 28,76+7,01

Analisando a Tabela 8 podemos verificar que a ingestdo de macronutrientes diferiu
significativamente entre mulheres com DMG e controlos. A semelhanca do estudo

realizado por Couch et al., mulheres com DMG ingeriram maior quantidade de proteinas
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quando comparados com carbohidratos. E também de notar que mulheres com DMG
ingeriram maior quantidade de &cido araquidonico e docosahexaenoico do que 0s
controlos. Ndo foram observadas associacGes significativas entre a ingestdo de acidos
gordos e os niveis de acidos gordos dos fosfolipidos maternos em ambos 0s grupos durante
0 3° trimestre de gravidez, embora associagOes positivas foram observadas nas 27-30
semanas de gestacdo em amostras controlos. Foi também estabelecido uma relagdo entre
Hb Ajc e a insulina com os fosfolipidos plasmaticos. Os valores médios de Hb Ajc e
insulina maternos mostraram ser fatores significantes que encontram-se relacionados com
o valor medio do acido araquidonico plasmaético, durante o 3° trimestre de gestacéo,
apresentando uma relagdo positiva em mulheres com diabetes gestacional.

Engoubahrie et al. e Paradasi et al. desenvolveram estudos de previsdo onde avaliaram
a relacdo entre os niveis lipidicos do plasma e o risco de desenvolvimento de DMG. O
estudo realizado por Enquobabhrie et al. teve como objetivo perceber se os niveis de lipidos
plasméticos maternos, no inicio da gravidez e antes do diagndéstico de DMG, se encontram
elevados em mulheres que posteriormente desenvolveram diabetes gestacional (17). Este
estudo envolveu um elevado nimero de amostras (n=851; 47 mulheres que desenvolveram
diabetes gestacional e 804 mulheres que ndo desenvolveram) de mulheres de raga branca
que foram recrutadas antes da 16% semana de gravidez e seguidas até o parto. As
concentracOes plasmaticas de colesterol e triglicéridos foram determinadas por ensaios
enzimaticos. A determinacdo das lipoproteinas HDL e LDL foi realizada por precipitacdo
com sulfato de dextrano. Os resultados mostraram que o risco de desenvolvimento de
DMG néo se encontra significativamente associado com o aumento das concentragdes
plasméticas de colesterol total, lipoproteina LDL ou lipoproteina HDL. Porem, foram
observadas evidéncias de que existe uma associacdo entre o risco de diabetes gestacional e
a razdo LDL/HDL. Mulheres com niveis elevados de triglicéridos (> 137 mg/dL)
apresentaram um risco aumentado (6 vezes) de desenvolvimento de DMG, em comparagao
com mulheres com niveis baixos de triglicéridos (< 96 mg/dL). Foi também avaliado a
relacdo entre as concentracdes de triglicéridos plasmaticos com o risco de diabetes
gestacional onde os resultados mostraram que, para cada aumento de 20 mg/dL na
concentracdo de trigliceridos plasmaticos hd& um aumento de 10% do risco de
desenvolvimento de diabetes gestacional. Paradasi, et al. avaliaram em mulheres gravidas

com um risco elevado de desenvolverem DMG, as alteragdes longitudinais da adiponectina

13



(proteina secretada no tecido adiposo e que desempenha papeis importantes na regulacao
do metabolismo dos lipidos e carbohidratos), do metabolismo lipidico e dos carbohidratos
(19). Deste estudo fizeram parte 50 mulheres de raca branca, das quais 12 desenvolveram
DMG. Cada mulher foi avaliada no 1° (8-11 semanas), 2° (23-25 semanas) e 3° (33-36
semanas) trimestres da gravidez, onde foi registado a pressdo sanguinea, 0 peso e 0s niveis
plasmaticos de adiponectina e lipidos. Os métodos utilizados neste estudo encontram-se
listados na Tabela 9. De acordo com os resultados, o IMC revelou ser mais baixo no grupo
dos controlos do que no grupo de diabetes gestacional em todos os trimestres de gravidez.
Os niveis de glucose foram significativamente mais baixos no 2° e 3° trimestres de
gravidez para grupo dos controlos. Os niveis de insulina foram significativamente mais
baixos no 1° e 2° trimestres quando comparados com o 3° trimestre, para ambos 0S grupos.
Os niveis de triglicéridos, colesterol total, lipoproteina LDL e &cidos gordos livres
aumentaram significativamente ao longo dos trimestres, apresentando valores mais
elevados para o grupo de DMG. A lipoproteina HDL aumentou significativamente ao
longo dos trimestres para o grupo controlo, enquanto no grupo de diabetes DMG houve
aumento no 2° trimestre mas ndo no terceiro. Mulheres com DMG apresentavam menores
niveis de lipoproteina HDL do que as mulheres com tolerancia normal a glucose. Os niveis
de adiponectina diminuiram no decorrer dos trimestres nos dois grupos, apresentando
valores semelhantes em ambos. Em concluséo, estes resultados mostraram que 0s niveis de
adiponectina em mulheres com um elevado risco de desenvolverem DMG sdo
caracterizados por uma constante reducdo ao longo da gestacdo; mulheres que
desenvolveram DMG possuem niveis de adiponectina semelhantes aos controlos; e 0s
niveis de glucose triglicerideos e IMC podem funcionar como indicadores de previsdo

independentes, para a diabetes gestacional.

Tabela 9. Métodos utlizados na realizacao do estudo (19).

Parametros determinados Métodos
Adiponectina ELISA
Glucose Glucose oxidase
Insulina Radioimunoensaio
Colesterol total . .
— Ensaio enzimatico
Triglicéridos
HDL Precipitagdo com glicol polietileno
LDL Ultracentrifugacéo

Método colorimétrico baseado na
acil-coenzima A oxidase

Acidos gordos
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Uma vez que a oxidacao da lipoproteina LDL é um processo que pode causar danos na
placenta levando restricdo do crescimento intrauterino e a morte do feto, encontrando-se
aumentado em gravidezes complicadas por DMG devido a dislipidemia e a hiperglicemia,
Sanchez-Vera et al. desenvolveram um estudo em que, para além de determinar se
mulheres com diabetes gestacional possuem niveis de lipidos plasmaéticos elevados,
avaliou também a susceptibilidade de oxidacdo da lipoproteina LDL no decorrer da
gravidez (18). Num grupo constituido por 62 mulheres com DMG e 45 mulheres saudaveis
(controlos), acompanhadas durante os trés trimestres de gravidez (15?2 242 e 322 semanas
de gravidez), foram determinadas as concentracdes da lipoproteina LDL, colesterol e
triglicéridos por ensaios enzimaticos, hormonas da gravidez, estradiol e progesterona
utilizando o Vitros Auto Analyser e a vitamina E por HPLC. Este estudo foi dividido em
duas etapas. A 1?2 etapa foi feita com todas as mulheres incluidas no estudo e a 22 etapa
consistiu na divisdo das mulheres em dois subgrupos de acordo com o IMC antes da
gravidez, mulheres com IMC < 25 kg/m® e mulheres com IMC > 25 kg/m? (mulheres
obesas). Em ambos o0s grupos, os niveis plasmaticos de colesterol e triglicéridos
aumentaram com o decorrer da gravidez, embora com menor extensdo no grupo das
mulheres obesas. Na 15% semana de gravidez, os niveis plasmaticos de colesterol e
triglicerideos apresentavam valores mais elevados em mulheres com diabetes gestacional
do que nas mulheres saudaveis. Ndo foram observadas diferencas, no decorrer da gravidez,
nos niveis plasmaticos de vitamina E, estradiol e progesterona entre os dois grupos, tanto
na 12 como na 22 etapa do estudo. A lipoproteina LDL foi submetida a oxidacdo e a fase
lag foi estimada como sendo o tempo de incubacdo correspondente a interseccdo de duas
linhas desenhadas a partir das alteracfes na densidade Optica: uma que corresponde a
utilizacdo de antioxidantes enddgenos e a outra que corresponde para a fase de propagacao
da oxidacdo de LDL. A fase lag foi expressa como minutos apods a adicdo de CuCl, e o
declive foi determinado por regressdo linear e expresso como micromoles de dienos
conjugados gerados por minuto. Na Figura 3 encontram-se representados trés gréficos
(cada um correspondente a uma fase do estudo, antes e apds divisdo em grupos tendo em
conta ao IMC), em que cada barra corresponde a fase lag da formacdo de dienos

conjugados da oxidacdo da lipoproteina LDL.
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Figura 3. Fase lag na oxidacao da lipoproteina LDL em mulheres saudaveis (colunas
brancas) e mulheres com diabetes gestacional (colunas pretas). (A), todas as mulheres
incluidas no estudo, independentemente do IMC (43-45 mulheres do grupo controlo e 26-
31 mulheres do grupo diabetes gestacional). (B), inclui mulheres com um IMC < 25 kg/m?
(28-30 mulheres do grupo controlo e 8-14 mulheres do grupo diabetes gestacional). (C),
inclui mulheres com um IMC > 25 kg/m? (10 mulheres do grupo controlo e 14-20

mulheres do grupo diabetes gestacional). (adaptado da referéncia 18)

A fase lag na formagéo de dienos conjugados foi menor no grupo de mulheres com
DMG do que nos controlos antes e apds a divisdo em grupos, apresentando um aumento na
322 semana de gravidez. Porem, quando foi feita a divisdo de acordo com o IMC, néo foi
observado um aumento da fase lag na 322 semana para o grupo de mulheres obesas com
DMG, sugerindo que em mulheres com DMG, a obesidade atenua a diminuicdo da
susceptibilidade de oxidacdo da lipoproteina LDL que é observada no final da gestacdo em
gravidezes normais. Uma vez que a susceptibilidade de oxidacdo pode ser afetada pelos
niveis plasmaticos de colesterol, triglicéridos, vitamina E, progesterona, estradiol,
obesidade e a idade gestacional, foi feita uma analise por regressdo linear multipla com
estes parametros. Os resultados revelaram que a fase lag esta negativamente relacionada
com o colesterol e o IMC, e positivamente relacionada com a idade gestacional e vitamina
E. Isto é, o colesterol e o IMC antes da gravidez aumentam a susceptibilidade de oxidacéao

da lipoproteina LDL, 0 que j& era de esperar, uma vez que a hipercolesterolemia e a

16



obesidade encontram-se associadas com a susceptibilidade aumentada da lipoproteina LDL
e stress oxidativo, respetivamente. Por outro lado, a idade gestacional e vitamina E atuam
prevenindo a oxidacdo da lipoproteina LDL, o que significa que a medida que a idade
gestacional avanca ocorre uma diminuig@o na susceptibilidade de oxidacao da lipoproteina
LDL

1.1.3.2 Trissomia 21
Na Tabela 10 encontram-se sumarizados os estudos de lipidos em pacientes com T21,
utilizados para a construcdo deste capitulo.

Tabela 10. Estudos lipidicos realizados em individuos com T21

Estudos Objetivos Tipo de amostra Métodos
Estudo das Sangue fetal
~ T21-n=18
concentragdes do colesterol, - .
19971 triglicéridos, lipoproteinas T18-n=7 Ensaios
(21) HDL e LDL e Controlos - n°® igual enzimaticos
. . de controlos para cada
apolipoproteinas A e B. caso
Estudo das
concentracdes de enzimas
antioxidantes superdxido Eritréci Ensai
1998 dismutase 1 (SOD1), ritrocitos . ENsalos
. . T21 —n=72 enzimaticos, HPLC,
(22) glutationa peroxidase Controlos — n=72 TLC. GLC
(GPx), catalase (CAT), a ’ '
glutationa redutase (GR))
e também do a-tocoferol.
Estudo das
1098 concentragdes de 8 -hidroxi- Urina
(23) 2’-deoxiguanosina, T21-n=85 HPLC
malondialdeido e da Controlos — n=81
creatinina.
2000 Estudo de concentragoes Tcz:irfbnr% Extracdo lipidica,
(24) de fosfolipidos no cérebro. T TLC, HPLC
Controlos — n=9
Estudo dos niveis de Sanque
2007 malondialdeido e produtos g_
(25) finais da peroxidagdo T21-n=100 HPLC
Sb Controlos — n=100
lipidica.
Estudo das S Métod
2012 concentragdes do colesterol angue etodos
(26) total, triglicéridos e CorI[}oTor;:-Zn7=31 Esg(tjelc(i?orp(?:c?r?lgiria
lipoproteinas HDL e LDL.
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Com o objetivo de estudar as alteragdes lipidicas no sangue de pacientes com T21
Boconni, et al. e Adelekan at al. desenvolveram estudos onde determinaram concentragdes
de lipidos e lipoproteinas. O estudo realizado por Boconni et al. incluiu 7 fetos com
trissomia 18 e 18 fetos com trissomia 21, previamente diagnosticados por ultrassonografias
(as 29 semanas de gravidez para casos de trissomia 21 e 24 semanas para casos de
trissomia 18) e pela recolha do sangue fetal por amniocentese (21). Para construgdo do
grupo controlo foi selecionado de uma base de dados contendo 157 fetos normais, um feto
controlo para cada feto trissomico, com a mesma idade gestacional e tamanho. Neste
estudo determinou-se concentragGes do colesterol, triglicéridos, lipoproteinas HDL e LDL
e apolipoproteinas A e B. A determinacdo do colesterol e dos triglicéridos foi feita, em
todos os fetos, utilizando ensaios enzimaticos. As concentrac6es da lipoproteina HDL e das
apoproteinas A e B foram determinadas utilizando ensaios enzimaticos e uma técnica
nefelométrica (técnica analitica baseada na comparagdo da intensidade da luz dispersada
pela amostra com a intensidade da luz dispersada por uma suspenséo de referéncia) (10),
respetivamente, em 8 fetos com trissomia 21 e 4 com trissomia 18 e um ndmero
equivalente de controlos. As concentracfes da lipoproteina LDL foram calculadas pela
seguinte expressao: Colesterol — (HDL + Triglicerideos x 0,16). Para além do sangue fetal,
foi também feita a recolha do sangue materno em 15 mulheres com fetos com trissomia 21
para ensaios de colesterol e triglicéridos. Os resultados mostraram que em fetos com
trissomia 21 as concentracfes do colesterol e da apoproteina A eram significativamente
mais elevados do que nos controlos. Embora os resultados tenham apresentado uma
tendéncia de aumento das concentragdes da apoproteina A e do colesterol com o aumento
da gestacdo, em controlos e fetos com trissomia 21, este aumento ndo foi significativo.
Para maes de fetos com trissomia 21 os niveis de colesterol e triglicéridos apresentavam
valores normais. Para avaliar a capacidade do colesterol identificar corretamente 0s
pacientes com trissomia 21, a sensitividade, assim como a capacidade de identificar
corretamente os controlos, a especificidade, foi construida uma curva ROC (“receiver-
operator curve”), utilizando um grupo de 175 fetos (157 controlos e 18 fetos com trissomia
21). A Figura 4 representa uma curva ROC que expressa a relacdo entre a sensitividade e
especificidade de varios niveis de colesterol na identificacdo dos fetos controlos e dos fetos
com trissomia 21. A sensitividade e especificidade foram de 72% e 95%, respetivamente,

para niveis de colesterol >85 mg/dl.
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Figura 4. Relagdo entre a sensitividade e especificidade de véarios niveis de colesterol

fetal (mg/dL) na identificacdo de fetos com trissomia 21. (adaptado da referéncia 21)

Adelekan et al. estudaram as alteracdes lipidicas em pacientes com
T21comparativamente aos seus respetivos irmdos saudaveis (26), utilizando grupos com
idades mais avancadas em relacdo ao estudo realizado por Boconni et al.. Neste estudo
foram recrutadas criancas entre os 7 e 10 anos de idade, em que 27 criangas faziam parte
do grupo de trissomia 21 e 31 criancas pertenciam ao grupo controlo. O IMC foi calculado
e amostras de sangue foram recolhidas para determinar os niveis de colesterol total,
triglicéridos, lipoproteina HDL e lipoproteina LDL. O colesterol total e trigliceridos foram
determinados pelo método colorimétrico. A lipoproteina HDL foi determinada por
espectrofotometria e a lipoproteina LDL pela equacdo de Friedewald (LDL = Colesterol
Total - HDL - Triglicéridos/5.0 (mg/dL)). A semelhanca dos resultados obtidos por
Boconni et al., criancas com trissomia 21 possuem niveis elevados de colesterol total,
triglicéridos e lipoproteina LDL e niveis baixos de lipoproteina HDL, em comparagdo com
0 grupo controlo.

Uma vez que o0 aumento do stress oxidativo em pacientes com trissomia 21 pode levar
a efeitos adversos nas membranas celulares através da oxidacdo dos &cidos gordos
polinsaturados, Pastor et al., Jovanovic et al. e Casado et al., desenvolveram estudos onde
avaliam o sistema antioxidante de pacientes com trissomia 21. O estudo realizado por
Pastor et al. teve como objetivo avaliar a protecdo dos globulos vermelhos contra o stress

oxidativo, em 72 pacientes com trissomia 21 comparando-os com 72 controlos (22). Para
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isso, determinou-se por ensaios enzimaticos as concentrac@es de enzimas antioxidantes que
atuam como um sistema de defesa primario contra o stress oxidativo (superdxido
dismutase 1 (SOD1) (enzima antioxidante codificada no cromossoma 21), a glutationa
peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a glutationa redutase (GR)) e por HPLC os niveis do
a-tocoferol. Os pacientes foram divididos em trés subgrupos de acordo com a idade:
subgrupo 1, 1-9 anos de idade (n=29), subgrupo 2, 10-19 anos de idade (n=19) e subgrupo
3, 20-50 anos de idade (n=24). Os resultados mostraram um aumento significativo da
atividade catalitica de 37% em SOD1, 8,4% em GPx, 37,4% em GR e 24,3% em CAT, no
grupo de trissomia 21quando comparados com controlos (22). Os niveis aumentados de
SOD1, que devem-se ao excesso de informacdo genética, levam a producdo excessiva de
H,O, induzindo assim o aumento da atividade catalitica de CAT e GPx. Na analise dos
dados de acordo com a idade dos pacientes, observou-se que a atividade catalitica de
SOD1 e GR diminuiu com a idade, sendo significativamente mais elevada nos pacientes
mais novos, em ambos 0S grupos, enquanto a atividade GPx aumentou com a idade. Este
aumento pode dever-se ao aumento da formacdo de peroxidos durante o processo de
envelhecimento (22). Ndo foram observadas diferencas na atividade catalitica de CAT
entre os diferentes subgrupos. A diminuigdo da atividade de SOD1 com a idade pode ser
devido a inativagdo da enzima causada pelo envelhecimento. Os resultados obtidos na
analise do a-tocoferol ndo mostraram qualquer diferenca entre os dois grupos mesmo
qguando a analise foi feita de acordo com a idade. Este resultado pode ser devido ao efeito
compensatério do sistema das enzimas antioxidantes (CAT, GPx e GR), que evita o
consumo de a-tocoferol (22). Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo mostram
que o0 aumento da atividade de SOD1 nos glébulos vermelhos de pacientes com trissomia
21 esta associado a um aumento adaptativo das enzimas GPx e CT o que sugere que danos
nos globulos vermelhos podem ser prevenidos e caso aconteca pode ndo afetar a
composic¢do dos &cidos gordos das membranas.

Jovanovic et al., dedicaram-se ao estudo do papel do stress oxidativo em pacientes com
trissomia 21 comparando-0s com 0s seus respetivos irmdos saudaveis (23). Assim sendo,
amostras de urina de 166 individuos, em que 85 correspondiam a pacientes com trissomia
21 e 81 correspondiam aos irmdos saudaveis, foram analisadas para determinacdo dos
niveis de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina, um biomarcador de dano oxidativo ao DNA, e

malondialdeido, um biomarcador de peroxidacdo lipidica. Para a determinacdo do 8-
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hidroxi-2’-deoxiguanosina foi utilizado o HPLC, enquanto a determinacdo do
malondialdeido foi feita utilizando um teste conhecido como teste do &cido tiobarbitdrico
(teste TBA). Os niveis de creatinina foram também determinados de acordo com método
espectrofotométrico de Jaffe, que consiste na formacdo de um produto vermelho, resultante
da reacdo entre a creatinina e o 4cido picrico, que é determinado através da medicdo da
absorvancia a 500 nm. Os resultados mostraram que esses biomarcadores apresentavam
niveis mais elevados nos pacientes com trissomia 21, com valores significativamente
diferentes dos controlos A Figura 5 representa 0s niveis urinarios de 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (A) e de malondialdeido (B). Os niveis elevados destes biomarcadores do
stress oxidativo indicam que existe uma taxa aumentada de stress oxidativo nos pacientes
de trissomia 21. Foi também observado uma forte correlacdo entre o 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina e o malondialdeido, levando a crer que o dano oxidativo teve a mesma
origem. A influéncia da dieta na medicdo dos biomarcadores do stress oxidativo foi
também avaliada, mostrando os resultados que ndo existem correlacGes significativas entre

os biomarcadores e a dieta.
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Figura 5. Comparacdo entre os valores de concentracdo de 8-OHdAG (A) e

malondialdeido (B) entre controlos e pacientes com trissomia 21 (adaptado de (23)).

Casado et al. desenvolveram um estudo onde investiga os niveis do malondialdeido em
pacientes com diferentes tipos de trissomia 21: trissomia 21 regular, trissomia 21 causada
por translocacdo e trissomia 21mosaico (25). Este estudo envolveu 100 individuos com
trissomia 21 (34 individuos do sexo masculino e 66 do sexo feminino) com idades

compreendidas entre 0 e 29 anos. Para confirmacdo do diagndstico foi realizado testes
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citogénicos que revelaram 90 individuos com trissomia 21 regular, 4 com trissomia 21
causada por translocagéo e 6 com trissomia 21 mosaico. O grupo controlo envolveu 100
individuos saudaveis (40 do sexo masculino e 60 do sexo feminino), com idades
correspondentes ao grupo de trissomia 21. Os dois grupos foram divididos em 6 grupos de
acordo com a idade: grupo 1, 0-1 ano (n=20), grupo 2, 2-4 anos (n=20), grupo 3, 5-9 anos
(n=18), grupo 4, 10-14 anos (n=15), grupo 5, 15-19 anos (n=15), grupo 6, 20-29 anos
(n=12). A determinacdo do malondialdeido foi feita em eritrécitos por HPLC e os
resultados revelaram que os niveis de malondialdeido foram significativamente mais
elevados no grupo com trissomia 21 regular em comparagdo com os controlos, em todas as
idades, aumentando com a idade. Estes resultados mostram que a peroxidacdo lipidica
aumenta com o processo de envelhecimento, estando também de acordo com os resultados
do estudo realizado por Pastor et al.. Nos individuos com trissomia 21 mosaico 0s
resultados mostram que os niveis de malondialdeido dependem da percentagem de
distribuicdo entre as linhagens celulares diploides e trissémicas, isto é, quando maior a
percentagem de células diploides menor serdo os niveis de malondialdeido nos eritrocitos,
0 que pode contribuir para diminuicdo do stress oxidativo. Em individuos com trissomia 21
causado por translocacdo os niveis de malondialdeido dos eritrocitos sdo semelhantes os
niveis dos individuos com trissomia 21 regular.

Um estudo fosfolipidico foi realizado por Murphy et al com o objetivo de perceber o
metabolismo lipidico no cérebro de pacientes com trissomia 21 (24). Neste estudo foram
determinadas concentracGes de fosfolipidos presentes no cértex frontal e cerebelo de 17
individuos, 9 controlos e 8 pacientes com trissomia 21, com idades compreendidas entre os
22 e 87 anos. As medicdes de fosfolipidos foram feitas utilizando um método de extracao
de lipidos com cloroférmio e metanol, seguida da separacdo dos fosfolipidos por TLC. Os
resultados mostraram que os niveis de fosfolipidos totais do cortex frontal foram de
495+44 nmol/mg de proteina e 667+67 nmol/mg de proteina para pacientes com trissomia
21 e controlos, respetivamente, com uma diminuicdo significativa de 27% em pacientes
com trissomia 21 relativamente aos controlos. Os niveis totais de fosfolipidos do cerebelo
apresentaram uma reducdo significativa de 20%, com valores de 452+91 e 563126
nmol/mg de proteina para pacientes com trissomia 21 e controlos, respetivamente. Os
niveis de fosfolipidos individuais foram também determinados e se encontram

representados na Tabela 11.
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Tabela 11. Concentragdes dos fosfolipidos no cortex frontal e cerebelo de cérebros de
controlos e pacientes com trissomia 21 (adaptado da referéncia 24)

Concentrac6es de fosfolipidos (hmol/mg de proteina)
Fosfolipidos Cortex fron_tal _ Cerebelo_ _
Controlos | Trissomia | Controlos | Trissomia
(n=9) 21 (n=8) (n=8) 21 (n=5)
Fosfatidiletanolamina 227,7+14,4 | 158,4+12,6 | 213,3+15,7 | 149,4+35,9
Fosfatidilinositol 26,8+3,6 17,0£2,9 20,4+2,1 13,4+3,2
Fosfatidilserina 82,7+12,1 58,8+4,0 66,4+6,0 56,7+8,2
Fosfolipidos com grupo 256,7+42,5 | 189,0+28,4 | 210,3+7,2 | 172,8+38,2
colina
Esfingomielina 62,6+7,7 55,1+4,6 36,3+4,5 48,7+6,8
Outros 20,8+1,3 16,4+5,7 16,4+6,3 12,1+4 4

O cortex frontal de individuos com trissomia 21 apresentou niveis de fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina diminuidos cerca de 30% relativamente aos controlos, enquanto os
fosfolipidos com grupo colina apresentaram niveis diminuidos cerca de 26% em
comparagdo com os controlos. Os niveis do fosfatidilinositol diminuiram 37% em relacao
aos controlos, enquanto os niveis da esfingomielina diminuiram 12%. No cerebelo, assim
como no cortex frontal, de pacientes com trissomia 21 os niveis de fosfatidilinositois
diminuiram a uma maior extensdo do que os restantes fosfolipidos, enquanto a magnitude
da diminuicdo para a fosfatidilserina (15%) e fosfolipidos com o grupo colina (18%) foi
menor do que no cértex frontal. Uma vez que a diminuicdo de fosfolipidos em pacientes
com trissomia 21 sugere a ocorréncia de alteracdes no metabolismo lipidico que podem se
refletir nos niveis do colesterol, os niveis de colesterol foram também determinados
utilizando o HPLC. Os niveis médios de colesterol ndo se encontravam significativamente
alterados no cérebro dos pacientes com trissomia 21 relativamente aos controlos. A razao
colesterol/fosfolipidos foi também determinada, ndo apresentando diferencas significativas
entre os dois grupos. Esta grande alteracdo nos fosfolipidos no cérebro dos pacientes com
trissomia 21 e a auséncia de alteragcdes significantes na razdo colesterol/fosfolipidos
sugerem que houve alteracdes nos niveis de colesterol que mantiveram esta razdo a um

valor semelhante ao valor obtido para os controlos.

1.2 Doengas da gravidez e diagnostico clinico
Durante a gravidez, o organismo da mulher experimenta inimeras alteragdes, ndo so

anatomicas mas também metabdlicas e fisioldgicas, sendo estas necessarias para garantir o
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bom desenvolvimento do feto durante o periodo de gestacdo. Porém, alteragdes que
ocorrem na mae podem afetar a salde e o bem-estar da mée e do feto, podendo resultar
assim em situacOes patologicas ou desordens pré-natais. Destas desordens temos aquelas
que afetam a gravida (ex: pré-eclampsia (5%-8% das mulheres a nivel mundial) e diabetes
gestacional (2%-5% das mulheres nos Estados Unidos da América)) e aquelas que afetam
o feto (ex: malformacgdes do feto (que afeta 10-15 por cada 1000 nascimentos a nivel
mundial) e doengas cromossomicas (que afeta 10 — 25 % das mulheres a nivel mundial))
(27). Nas seccdes gque se seguem ira ser explicada em maior detalhe a patofisiologia das
doencas acima mencionadas, assim como os métodos atualmente utilizados no diagndstico

clinico das mesmas.
1.2.1 Doencas do feto

1.2.1.1 Anomalias cromossomicas

O cariotipo humano representa o conjunto de todos os cromossomas de um individuo,
sendo este conjunto constituido por 46 cromossomas (22 pares homologos de
cromossomas e 1 par do cromossoma sexual XX (feminino) ou XY (masculino)) (28).
Qualquer alteracdo, numérica ou estrutural, que altere a constitui¢do do cariotipo normal é
definida como sendo uma anomalia cromossomica. A Figura 6 representa a estrutura do
cromossoma X com a nomenclatura dos bracos, regides, bandas e sub-bandas (a) e um

cariotipo normal do sexo masculino (b).
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Figura 6. Cromossoma X; b) Cariotipo masculino normal (46,XY). Adaptado de
Robins & Cotran 2009 (28).
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As anomalias cromossémicas possuem uma elevada incidéncia, visto ocorrerem em
cerca de 10 — 25 % de todas as gravidezes (populagdo mundial), e sdo consideradas como
sendo a principal causa de abortos, de defeitos congénitos e de atraso mental (29). As
anomalias cromossomicas podem ser divididas em dois tipos: as alteracbes numéricas,
onde hé adicdo (trissomias) ou remocao (monossomia) de cromossomas, ou adi¢do de um
ou dois conjuntos de cromossomas (triploidia e tetraploidia), e as alteragdes estruturais que
envolvem trocas de materiais entre cromossomas (translocacdes), ganho ou perda de
material, ou rearranjos num mesmo cromossoma (delecdes, inversbes, anéis e
isocromossomas) (29). As translocagbes possuem uma importancia clinica particular, visto
serem as mais frequentes, e compreendem dois tipos: translocagdes Robertsonianas (ex:
sindrome de Down) e translocacgdes reciprocas (troca mutua entre dois cromossomas).

A incidéncia das gravidezes trissomicas varia entre diferentes populacdes e encontra-se
fortemente relacionada com a idade materna. Entre mulheres com idade inferior a 25 anos,
aproximadamente 2% de todas as gravidezes reconhecidas clinicamente sdo trissomicas. A
partir dos 36 anos de idade da mée este nimero aumenta para 10% e aos 42 anos de idade
aumenta para> 33% (29). A trissomia 21 (Sindrome de Down) (T21) caracteriza-se pela
presenca de uma copia extra do cromossoma 21 (T21), em que alguns sdo mosaicos (com
dois materiais genéticos distintos) com apenas uma por¢do do cromossoma 21 e 0s
restantes (um pequena parte) possuem a parte significativa deste cromossoma (30). A
presenca de mais um cromossoma € responsavel pelas malformacdes multiplas e
deficiéncias a nivel cognitivo apresentadas pelas criancas portadoras deste distdrbio. Para
além da trissomia 21, fazem parte também das anomalias cromossémicas numeéricas, as
trissomias 13 e 18 que ocorrem com uma incidéncia de 1/40000 a 1/10000 e 1/8000 em
nascimentos vivos, respetivamente (27). Ao contrario da T21, as trissomias 13 e 18 se
encontram associadas com a morte na infancia, geralmente durante o primeiro ano de vida
(29). Qutro tipo de trissomias, que se encontram ligadas aos cromossomas sexuais, sdo a
sindrome de Klinefelter (47, XXX; 47, XXY; 47,XYY) e a sindrome de Turner (45,X)
(29).

A grande incidéncia de casos de anomalias cromossémicas constitui o motivo pelo qual
muitas mulheres optam por fazer um rastreio pré-natal (31). Normalmente recorre-se a
metodologias ndo invasivas como ultrassonografias, realizadas no 1° e 2° trimestres de

gravidez, e rastreio bioquimico do soro materno, também realizado no 1° e 2° trimestres de
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gravidez. Porém, devido a baixa sensitividade destes métodos é necessario recorrer a
metodologias invasivas como a cariotipagem das células do feto que sdo obtidas através da
amniocentese e amostragem das vilosidades coridnicas. Este tipo de procedimentos
consistem na recolha do liquido amnidtico (amniocentese) ou das vilosidades da placenta
(amostragem das vilosidades corionicas) e implicam um pequeno (1 %) mas significativo
risco quer para o feto, como para a mae (32). Outros métodos nédo invasivos de diagndstico
como a analise de marcadores (metabolitos como aminoacidos, agucares, proteinas, etc) do
sangue materno e ultrassonografias tém vindo a ser aplicados, embora tenham algumas
limitacbes como uma janela gestacional estreita de aplicabilidade e a necessidade de
combinar varios marcadores para alcancar boas sensitividade e especificidade (31,32). Na
tentativa de encontrar novos métodos de diagndstico ndo invasivos, muitos autores tém
apostado na aplicacdo de técnicas moleculares tais como técnicas de sequenciagdo do acido
desoxirribonucleico (ADN) (33), imunoprecipitacdo do ADN metilado (MeDiP) com
“oligo-arrays” de alta resolucdo (34), “real time Polymerase Chain Reaction” (PCR) (35).
Estes tém sido utilizados para analisar o ADN fetal presente no plasma materno. Embora
sejam necessarios mais estudos nesta area, os resultados destes estudos mostram que a
aplicacdo das metodologias acima referidas (sequenciacdo do ADN, MeDiP, PCR) pode
vir a representar uma mais-valia para o rastreio das anomalias cromossomicas, uma vez
que possuem a vantagem de serem métodos ndo-invasivos e de poderem ser aplicados nas
praticas de rotina dos laboratérios de diagnostico e em todas as gravidezes. Para além dos
métodos moleculares, outra linha de estudos tem sido aplicada com o objetivo de
desenvolver métodos ndo-invasivos que possam ser uteis no rastreio das anomalias
cromossémicas. Estes estudos baseiam-se na busca de marcadores metaboélicos, que se
encontram alterados, presentes em fluidos corporais (sangue e urina maternos, liquido
amnidtico) nas gravidezes diagnosticadas com anomalias cromossémicas em comparagdo
com controlos (gravidezes com um desfecho normal) (36-39). Um exemplo de
metabolidos que se encontram associados a anomalias cromossomicas, nomeadamente
T21, sdo os lipidos. O objetivo deste trabalho serd procurar biomarcadores lipidicos que

permitam o diagnostico precoce e com maior sensitividade da T21.

1.2.1.2 Malformacdes do feto
As malformac0Oes fetais ou anomalias congénitas podem ser definidas como defeitos

morfolégicos que se encontram presentes no nascimento, capazes de afetar diferentes
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orgdos e tecidos (ex: espinha bifida, afeta o sistema nervoso central (SNC)), embora
possam ndo se manifestar clinicamente até anos mais tarde (28). As anomalias congénitas
representam a causa mais comum de mortalidade (com uma taxa de 685,2 por 100000 da
populacdo mundial) no primeiro ano de vida e também contribuem para o0 aumento da taxa
de mortalidade (uma taxa de 29,9 por 100000 da populacdo mundial) nos anos que se
seguem (28).

As anomalias congenitas podem ser de origem genética, ambiental e multifatorial
(Tabela 12). As que provém de fatores genéticos podem ser divididos em dois grupos: as
aberracbes cromossomicas e as doengas Mendelianas (mutagdes num Unico gene). As
causas ambientais englobam agentes como infecGes virais (HIV, rubéola, enterovirus, etc.),
farmacos, radiacOes, as quais a mde se expOe durante a gravidez e que podem causar
malformacdes no feto. As causas multifatoriais das anomalias congénitas sdo o resultado
da heranca de vérios polimorfismos genéticos que conferem um fendtipo de
suscetibilidade, juntamente com a interacdo deste fendtipo com os fatores ambientais.
Como por exemplo no caso da displasia congénita do quadril, existe uma interacdo entre a
determinante genética, a perda do contacto da cabeca do fémur com o quadril, com um

fator ambiental, a posicao do feto no Utero durante o periodo de gestagdo (28).

Tabela 12. Causas das anomalias congénitas (adaptado da referéncia 28).

Incidéncia (%)
Causa ~ .
(populagdo mundial)
Genética
Aberragdes cromossémicas 10-15
Heranca mendeliana 2-10
Ambiental
Infe¢des maternas/placentérias 2-3
Agentes virais -
Estado da saude materna 6-8
Drogas e quimicos 1
Radiacdo 1
Multifatorial (associagéo entre
polimorfismos genéticos e fatores
ambientais) 20-25
Desconhecidos 40 -60

Assim como no diagnostico nas anomalias cromossdmicas, o0 diagnostico das
malformacOes fetais baseia-se em metodologias ndo-invasivas (ultrassonografias) e

invasivas (amniocentese e amostragem das vilosidades corionicas). Na tentativa de
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desenvolver novas metodologias nédo invasivas que permitam a identificagdo de
malformacdes fetais, tém sido aplicadas novas abordagens utilizando o plasma materno, a
urina, o fluido amnidtico na busca de biomarcadores (aminoacidos, agucares, proteinas,

etc) que permitam o diagndstico de patologias ligadas as anomalias congénitas (35-38)

1.2.1.3 Outras doencas que afetam o feto

Para além das anomalias cromossomicas e congénitas, existem também outros tipos de
desordens da gravidez como a restricdo do crescimento intrauterino, o parto prematuro e a
macrossomia. A restricdo do crescimento intrauterino (RCIU) pode ser definida como uma
taxa de crescimento fetal menor do que o normal. O rastreio consiste na examinagao
clinica e na identificacdo dos fatores de risco maternos e fetais (Tabela 13.). O exame

clinico inclui palpacéo, ultrassonografia e medicédo da altura uterina (14).

Tabela 13. Fatores de risco da restricdo do crescimento intrauterino (adaptado da

referéncia 15).

Riscos maternos Riscos do feto
Casos anteriores de RCIU Aneuploidia
Pré-eclampsia Gravidez multipla

Baixo peso ou baixo ganho de peso
durante a gestacéo
Habitos tabagicos Infecdo

Anormalidade estrutural

Quando se deteta um feto com um tamanho anormal (menor do que o normal para a
idade gestacional), deve-se em primeiro lugar procurar saber se se trata de um caso de
RCIU ou de um caso do feto ser “pequeno para a idade gestacional”, isto ¢ se o feto é
pequeno com velocidade de crescimento reduzida ou se é pequeno mas com velocidade de
crescimento normal (15). Essa distincdo pode ser feita através da avaliacdo do volume do
fluido amniédtico e da monitoriza¢do do crescimento do feto e da simetria do crescimento
através de ultrassonografias. Uma vez diagnosticado RCIU, deve-se tentar estabelecer a
causa. Se o diagnostico for feito no inicio da gravidez (1° trimestre), existe um risco
aumentado de aneuploidias, como a trissomia 18, ou triploidias (15). Na maioria dos casos,
o diagndstico € feito tardiamente, isto é final do segundo trimestre ou inicio do terceiro,
sendo em ambos os casos (no inicio ou no final da gravidez) o diagnostico é importante no
despiste de certas anomalias como as malformagdes fetais.

O parto prematuro é aquele que ocorre a menos de 37 semanas de gestacéo, resultando

de uma serie de complicagfes que implicam ambos a mée e o feto (16). Esta desordem
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contribui para o aumento da taxa de morbilidade (75%) e mortalidade perinatal (> 50%)
(17). As causas do parto prematuro englobam o trabalho de parto prematuro espontaneo
(entrada em trabalho de parto espontaneo, ndo subjacente a complicacBes maternas e/ou
fetais), gravidez multipla, RPM, pré-eclampsia, restricbes do crescimento intrauterino,

hemorragia anteparto e malformagdes uterinas (Tabela 14).

Tabela 14. Causas do parto prematuro (adaptado da referéncia 16)).

e <
Causas Incidéncia (%) (Po_pulagao dos Estados
Unidos)
Trabalho de parto prematuro 31-50
Gravidez multipla e complicaces
: 12 -28
associadas
Rutura prematura das membranas 6 —40
Pré-eclampsia 12
Restri¢do do crescimento intrauterino 2—4
Hemorragia anteparto 6-9
Malformacoes uterinas -

O rastreio do parto prematuro consiste na medi¢cdo de modificacdes do tamanho cérvix
que podem ser observadas através de ultrassonografia. Quanto menor o tamanho do cérvix,
maior o risco (17). Apo6s o diagnoéstico, é iniciada uma intervencdo terapéutica onde sdo
normalmente utilizados farmacos como glucorticdides e antibidticos em mulheres com
idade gestacional inferior a 34 semanas e com risco de parto prematuro numa tentativa de
atrasar ou inibir a entrada do trabalho de parto prematuro e reduzir a taxa de mortalidade
(16). Na busca de um método de diagndstico precoce para 0 parto prematuro, tém sido
utilizados fluidos corporais (urina, sangue, fluido amniético) na pesquisa de metabolitos
que possam ser utilizados na previsdo desta anomalia (10-13,18,19). Metabolitos como a
colina, o citrato, alanina, entre outros, encontram-se alterados em casos de parto
prematuro.

A macrossomia é definida como sendo um peso a nascenca superior a 4 Kg ou, de uma
forma mais correta um peso a nascenca acima dos 90 percentis para a idade gestacional
(46). Cerca de 70% das causas de macrossomia sdo atribuidas a fatores geneticos e
multifatoriais (oxigenio, nutrientes e insulina como fator de crescimento), gravidezes
prolongadas ou a sindromes como € o caso dos tumores. Os restantes 30% ocorrem em

fetos de gravidas diabéticas, com maior frequéncia em gravidas obesas e com gravidezes
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maltiplas. Os métodos pré-natais de diagnostico para esta desordem englobam fatores de
risco maternos, ultrassonografias e examinagéo clinica (47). Porem, a Gnica maneira de se
fazer um diagndstico com precisao € pesar 0 recém-nascido apds o parto, uma vez que 0
uso das técnicas acima mencionadas ndo constitui um método preciso, sendo necessario
combina-las para que o diagnostico seja mais concreto O principal fator de risco materno
associado a macrossomia é o risco aumentado de recorrer a cesarianas no momento do
parto. Embora seja raro, complicando 1,4% dos partos normais, a distocia de ombro € a
complicacdo mais grave que se encontra associada a macrossomia (47). Este risco
encontra-se no entanto aumentado quando o peso a nascenca &€ maior que 4,5 Kg,
aumentando de 9,2 para 24% em gravidezes ndo complicadas pela diabetes e de 19,9 para
50% em casos de gravidas com diabetes. Os danos mais comuns que Se encontram
associados a macrossomia séo a fratura da clavicula e dano nos nervos do plexo branquial,
apresentando um risco de aproximadamente 10 vezes e 18 a 21 vezes, respetivamente,
quando o peso a nascenca € 4,5 Kg. Na Tabela 15 encontra-se representada os fatores de

risco para a macrossomia fetal por ordem decrescente de importancia.

Tabela 15.Fatores de risco associados a macrossomia fetal (47).

1- Histéria de macrossomia

2- Peso materno durante a gravidez

3- Ganho de peso durante a gravidez

4- Gravidez multipla

5- Feto do sexo masculino

6- ldade gestacional superior a 40 semanas
7- Etnia

8- Peso materno a nascenca

9- ldade materna menor que 17 anos

1.2.2 Doencas da gravida

1.2.2.1 Pré-eclampsia

A pré-eclampsia representa uma das complicacBes mais comuns da gravidez afetando
cerca de 5%-8% das mulheres gravidas (populacdo mundial) (48). Constitui uma das
maiores causas de morbilidade e mortalidade (49) visto apresentar consequéncias para
ambos a mée e o feto (50). Para a mée, a pré-eclampsia pode levar ao choque hipovolémico
(perda de sangue de forma severa fazendo com que o coracgdo seja incapaz de bombear
sangue para o resto do corpo), coagulacdo intravascular disseminada, falha renal, falha

cardiaca, edema e sindrome de hemolise, enzimas hepaticas elevadas, baixa contagem de
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plaquetas (HELLP). Para o feto existe um risco aumentado da restricdo do crescimento
intrauterino (51). Esta condicdo manifesta-se normalmente depois das 20 semanas de
gestacdo, caracterizando por um quadro de hipertensdo (pressao sanguinea sistolica > 140
mmHg e/ou diastolica > 90 mmHg) e proteinuria (> 300 mg/24 h) (52). N&o se conhece a
origem exata desta patologia, mas acredita-se que a combinacdo de varios fatores
ambientais, genéticos, raciais e imunoldgicos possa aumentar a predisposi¢do das mulheres
gravidas a esta doenca (53).

Na tentativa de encontrar biomarcadores (metabolitos, células) especificos para pré-
eclampsia alguns estudos tém sido aplicados neste campo, utilizando como amostras o

plasma/soro sanguineo (54) e também a placenta (53).

1.2.2.2 Diabetes mellitus gestacional

A diabetes mellitus gestacional (DMG) é uma doenca metabdlica que tem origem
durante a gravidez e se caracteriza pela intolerancia a glucose devido a sua acumulacdo na
corrente sanguinea. Esta doenca encontra-se fortemente associada com o aumento da taxa
de morbilidade materna e fetal (pré-eclampsia, hipoglicémia, hipocalcémia, macrossomia
fetal (feto obeso) e ictericia neonatal), resultando no aumento da recorréncia a cesarianas e
ao uso de forceps, principalmente devido a macrosomia fetal (55). Esta patologia
desenvolve-se como consequéncia de dois eventos caracteristicos. O primeiro evento trata-
te da resisténcia a insulina que se deve ao aumento dos niveis hormonais, caracteristico da
gravidez. O segundo evento trata-se do mau funcionamento das células 3 pancreaticas (56).
A resisténcia a insulina progride durante a gravidez como resultado da diminuicdo da
glucose em jejum, deposicdo de gordura, atraso no esvaziamento gastrico e aumento de
apetite, causados pelas alteragcdes hormonais (57). Por outro lado, as células B pancreaticas
que controlam os niveis de glucose, aumentando os niveis de insulina para compensar a
resisténcia a insulina, ndo sdo capazes de o fazer. O funcionamento anémalo das células
pancreaticas deve-se a processos autoimunes, no caso de mulheres que ndo apresentam
qualquer evidéncia de risco da doenga, ou a defeitos enzimaticos (ex: glucocinase que atua
nas células B controlando a secre¢cdo da insulina em resposta ao aumento do nivel de
glucose na corrente sanguinea) (56).

O diagnostico clinico de DMG baseia-se normalmente em testes de tolerancia a
glucose. Nestes testes, segundo World Health Organization (WHO) (1999), € administrado
75 g de glucose e depois de 2h faz-se a medicdo da concentracdo da glucose no sangue. Os

31



valores normais de glucose para este teste rondam os 130-140 mg/dL (7,2-7,8 mmol/L)
(58). Para além dos testes de tolerancia a glucose, também sdo realizados outos testes
menos comuns como glicemia de jejum e glicemia casual, cuja sensitividade ndo se
encontra comprovada. Outros testes como o doseamento da hemoglobina glicada,
glicosuria (medicdo dos niveis de glucose na urina) e frutosamina sanguinea podem,
também, ser realizados, embora sejam testes com baixa sensitividade (57). A hemoglobina
glicada permite a monitorizacdo do nivel glicémico uma vez que depois de formada
permanece na celula durante todo o tempo de vida desta, permitindo assim saber a
concentracdo da glucose na corrente sanguinea num periodo de 6 — 8 semanas (59). O teste
da frutosamina sanguinea permite-nos saber a concentragdo da glucose atraves da fracdo
total de proteinas sanguineas que tenham sido glicadas (59).

O controlo da DMG é extremamente importante para a saude e bem-estar da gravida e
do feto. Numa fase inicial, este controlo passa pela monitorizagao dos niveis de glucose no
sangue e modificacdo do estilo de vida (dieta e exercicio fisico) (55). Caso a modificacdo
do estilo de vida ndo seja suficiente para ajudar a manter a concentracdo de glucose nos
niveis esperados, dar-se-a inicio a terapéutica insulinica ou com medicamentos anti-
hiperglicémicos (57).

Uma vez que ja existem evidéncias de que uma gravidez com DMG encontra-se
fortemente relacionada com alteragcGes no metabolismo dos lipidos (ex: aumento dos niveis
dos triglicéridos), o objetivo deste trabalho € desenvolver uma metodologia que permita
identificar biomarcadores lipidicos no plasma materno, de gravidas que desenvolveram
DMG, que possam ser utilizados para a previsdo desta doenca e permitir assim minimizar

0S riscos para mae e para o feto.
1.3 Métodos de analise lipidica

1.3.1 Aspetos gerais sobre a anélise dos lipidos

A analise de lipidos pode ser levada a cabo através de uma metodologia direcionada ou
ndo direcionada. A anélise direcionada de lipidos é a analise de uma classe especifica de
lipidos ou metabolitos presentes na amostra. Esta analise envolve passos de extragédo
lipidica (ou ndo), separacdo por cromatografia, dependendo a escolha do tipo de coluna
cromatografica da classe que se quer separar, e identificacdo das classes lipidicas presentes

na amostra (60). A analise ndo direcionada é definida como sendo uma abordagem néo-
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especifica que procura todos os metabolitos detetaveis na amostra, recolhendo o méximo
de informag8o possivel e constituindo assim uma estratégia de estudo da metabolomica
(61).

Os métodos tradicionais de analise lipidica envolvem normalmente passos de extracao
dos lipidos a partir da amostra. Estes métodos dependem do tipo de amostra que se esta a
utilizar (plasma/soro, tecidos, células, etc) e do tipo de lipidos que se quer extrair. Alguns
autores relatam analise lipidica feita a partir diretamente da amostra (sangue, tecidos), e
realcam como vantagens o facto de ser mais rapida, permitir menos perdas e menos tempo
a temperatura ambiente, podendo assim garantir que a composicdo da amostra ndo se altera
(3,5).

Caso se opte por fazer a extracdo lipidica, o primeiro passo € a escolha do método de
extracdo a utilizar em funcéo da natureza da amostra e da quantidade de informacéo que se
quer obter (ex: a classe de lipidos que se quer obter) (62). Os solventes ou mistura de
solventes utilizados para extracdo lipidica de amostras bioldgicas sdo na sua maioria,
solventes organicos (ex: cloroférmio, hexano, éter), devido a natureza anfipatica destes
compostos. No caso de tecidos bioldgicos, o solvente deve ser capaz de ultrapassar as
forcas de associacao entre os lipidos e os outros componentes celulares, como por exemplo
as proteinas (62). Para a extracdo de lipidos neutros séo utilizados solventes ndo polares
como o cloroférmio ou o éter dietilico. Por outro lado, para extrair lipidos mais polares,
como é o caso dos que se encontram associadas as membranas celulares, utiliza-se
solventes polares como o metanol ou o etanol para romper as ligacdes de hidrogénio e as
forcas electroestéticas (63).

Posteriormente a etapa da extracdo faz-se a separacdo cromatografica dos compostos
utilizando técnicas como a cromatografia por TLC, a cromatografia por GC e a
cromatografia por HPLC. A derivatizacdo da amostra antes da analise cromatografica pode
em alguns casos ser feita com 0 objetivo de aumentar a seletividade da separacdo e a
sensitividade na detecdo. A cromatografia por TLC consiste basicamente na separa¢do dos
compostos presentes numa amostra de acordo com a sua mobilidade numa camada fina
revestida, como por exemplo com silica (fase estacionaria) sobre a qual a faze mdvel se
desloca. A cromatografia por TLC é a técnica mais simples utilizada na analise lipidica e
permite uma rapida separacdo da maioria das classes neutras e dos fosfolipidos (64). A

cromatografia por GC pode ser utilizada na analise de praticamente todas as classes
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lipidicas. A cromatografia por HPLC constitui mais uma técnica utilizada na separagdo dos
lipidos e consiste na passagem dos compostos presentes na amostra por uma coluna, onde
sdo separados de acordo com a afinidade com a coluna, sendo eluidos em primeiro lugar os
com menor afinidade. Em comparagdo com a cromatografia de HPLC, ambas as técnicas,
GC e TLC, apresentam vantagens e desvantagens (60). A técnica cromatografica de TLC é
mais barata, mas tem pouca eficiéncia e é dificil de quantificar. A cromatografia de GC é a
mais facil, mas as amostras tem que ter a capacidade de serem volatilizadas sem se
decomporem. Um exemplo de um método capaz de derivatizar as amostras, aumentando
assim a sua volatilizacdo ¢ a transesterificacao direta. Este método ¢ normalmente utilizado
na analise dos lipidos, em estudos para a determinac¢do de acidos gordos presentes nos
fosfolipidos (15,65) e consiste na conversao destes acidos gordos que se encontram
esterificados ao glicerol em esteres metilados (7). Estas técnicas cromatograficas
normalmente sdo acopladas com técnicas analiticas como a espetrometria de massa (TLC-
MS, GC-MS, HPLC-MS).

1.3.2 Métodos de extracdo de lipidos

O método de Folch e o método de Bligh e Dyer sdo os métodos mais utilizados para
extracdo de lipidos a partir de amostras biolégicas como tecidos, bactérias, plasma/soro,
etc (66-68). Estes dois métodos consistem na extracao liquido-liquido e utilizam como
solventes de extracdo o cloroférmio (CHCI3) e o metanol (CH3OH), diferindo apenas na
proporcao destes solventes, sendo esta propor¢do de 2:1 para 0 método de Folch e de 1:2
para o Bligh e Dyer. O método de Folch método mais adequado para a extracdo de lipidos
como os sulfatos de colesterol, os triglicéridos, os esteres de colesterol, os acidos gordos,
os fosfatidilinositois e as fosfatidiletanolaminas em amostras de plasma (69). O método do
Bligh e Dyer por sua vez mostra ser bastante eficiente na extracdo das
fosfatidiletanolaminas. Estes dois métodos mostram ter eficiéncias extrativas bastante
semelhantes, na extracdo de fosfatidilcolinas, esteres de colesterol e triglicéridos. Para
além dos métodos de extracdo apresentados acima, existem também outros métodos que
tém ganho algum uso nos ultimos tempos. Dentre estes, podemos encontrar 0 método
designado por “Bligh e Dyer acidificado”, éter metil-terc-butilico (MTBE) (CsH120), e 0
hexano-isopropanol que também se baseiam na extracdo liquido — liquido. O método de
Bligh e Dyer acidificado consiste numa modificacdo do Bligh e Dyer que utiliza o acido

cloridrico, num segundo passo de extracdo, para aumentar a recuperacdo dos fosfolipidos
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acidicos (fosfatidilglicerol, fosfatidilinositois, fosfatidilserina). O protocolo do método de
MTBE utiliza como solvente organico de extracdo o MTBE que, devido ao facto de
apresentar menor densidade, fica em cima da fase aquosa depois de se ter induzido a
separacdo das fases, facilitando a sua recolha. Os métodos de MTBE e o de Bligh e Dyer
acidificado apresentam uma boa capacidade extrativa para espécies lipidicas como o0s
triglicéridos, fosfatidiletanolaminas, lactosilceramidas, etc (69). Um outro protocolo de
extracdo envolve o uso de hexano e isopropanol na proporcdo de 3:2, v/v. Embora este
método tenha algumas limitacdes na extracdo de algumas classes lipidicas
(fosfatidilinositois, lipoaminoécidos, sulfatos de colesterol e lisofosfatidilcolinas), parece
ser 0 método adequado para a extracdo de esteres de colesterol. Na Figura 7 encontram-se
esquematizados os diferentes métodos de extracdo lipidica acima mencionados.

Outros métodos que podem ser utilizados para a extracdo lipidica sdo os métodos,
como a extragdo com fluido supercritico (SFE), extracdo assistida com ultrassons, de
Soxhlet (63).

Métodos com Cloroférmio/ metanol

acidificado
Solventes e sua proporgéo: Solventes e sua proporgéo: Solventes e sua proporgio:
CHCI3/CH3OH (2:1, viv) CHCI3/CH3OH (1:2, viv) CHCI3/CH3O0H (1:2, viv) + HCI
Eficiéncia extrativa:
Eficiéncia extrativa: Eficiéncia extrativa:
Sulfatos de colesteral,
triacilglicerideos, esteres de Fosfatidiletanolamina, Sulfatos de colesterol,
colesterol, dcidos gordos, fosfatidilcolinas, esteres de triacilglicerideos, lactosilceramidas,
fosfatidilinositois, colesterol, triacilglicerideos. fosfatidiletanolamidas, esfingomielinas,
fosfatidiletanolaminas. lisofosfatidilcolinas.
Metodos com Metil - terc - butilico - Métodos com Hexano -
eter (MTBE) Ispropanol
Solventes: Solventes e sua proporgéo:
CsH120 + CH30H CsH14/C3H=0 (3:2, viv)
Eficiéncia extrativa: Eficiéncia extrativa:
Triacilglicerideos, Acidos gordos, triacilglicerideos,
fosfatidiletanolaminas, esteres de calesterol.
lactosilceramidas,
fosfatidilcolinas.

Figura 7. Métodos mais utilizados para a extracdo lipidica de amostras biologicas.
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1.3.3 Outros métodos utilizados para a anélise de lipidos

Para além da extragdo de lipidos e das técnicas cromatograficas, existem outros
métodos que séo utilizados para a analise de lipidos, sem recorrer a extracdo. Destes fazem
parte ensaios imunoldgicos como a imunoprecipitacdo e a imunoturbidimetria, e ainda os
ensaios enzimaticos (14,15,19). A imunoprecipitacdo consiste na precipitagdo de uma
proteina (anticorpo) utilizando um antigénio que se liga especificamente a esta proteina,
permitindo assim isolar a proteina de interesse a partir de uma amostra que contém
diferentes tipos de proteinas (10). No método de imunoturbidimetria, as proteinas sao
precipitadas e a turbidez ¢ medida espetrofotometricamente, para determinagdo da classe
lipidica de interesse (10). A imunoturbidimetria ¢ ideal para a detecdo de proteinas, onde a
concentracdo do metabolito ¢ inversamente proporcional ao sinal de luz transmitida. Na
analise dos lipidos, esta técnica ¢ utilizada em alguns estudos para fazer o isolamento de
lipoproteinas e apolipoproteinas (14,15). Os ensaios enzimaticos consistem na medi¢do da
atividade enzimatica. No estudo dos lipidos os ensaios enzimaticos sdo utilizados para a
determinagdo de lipidos como o colesterol e os triglicerideos (14,17,19,21,22). As enzimas
adicionadas sdao especificas para o metabolito de interesse e permitem uma boa
quantificagdo sem a necessidade de recorrer a extragdes. Um exemplo de uma sequéncia de
reacdes enzimaticas para a determinagao do colesterol encontra-se representado na Figura

8.

Colesterol esterase
1. Ester de colesterol +H,0 —_— Colesterol + Acidos gordos

Colesterol oxidase
2. Colesterol+ O, _— Colestenona+ H,0,

Peroxidase
3. H,0, + Corante - Produto com cor

Figura 8. Sequéncia de reagdes enzimaticas utilizadas para a determinagdo do

colesterol (adaptado da referéncia 10).

A enzima colesterol esterase cliva os residuos de acidos gordos presentes nos esteres de
colesterol, convertendo os esteres de colesterol em colesterol livre. O colesterol livre reage
com o O, na presen¢a da enzima colesterol oxidase, produzindo o peroxido de hidrogénio
que reage com um outro reagente sem cor na presenga de enzima peroxidase, originando

um composto com cor. A intensidade da cor resultante, que ¢ proporcional a quantidade de
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colesterol, ¢ medida espectrofotometricamente a 500 nm (10). Para a determinagdo dos
triglicerideos existem varias reagdes enzimaticas em que todas envolvem lipases para
clivar os acidos gordos do esqueleto do glicerol (10). A Figura 9 representa um exemplo de
sequéncia de reacdes enzimaticas utilizada na determinagao dos triglicerideos. Esta reagdo
envolve enzimas como glicerol cinase, glicerofosfato oxidase e peroxidase que, a
semelhanca do que acontece com o colesterol, originam um composto com cor que ¢
quantificada espetrofotometricamente. Neste caso absorvancia do produto final ¢ medida

na zona ultravioleta.

Lipase bacteriana
1. Triglicerideos+H,0 ——————>  Acidos gordos + Glicerol

Glicerol cinase

2. Glicerol + ATP ——=  Glicerofosfato + ADP
Glicerofosfato oxidase
3. Glicerofosfato+ O, Dihidroxiacetona +H,0,
Peroxidase
4, H,0, + Corante _— Produto com cor

Figura 9. Sequéncia de reacOes enzimaticas utilizadas para a determinacao dos

triglicerideos (adaptado da referéncia 10).
1.3.4 A abordagem lipidémica

1.3.4.1 Conceitos gerais de metabolémica

A metabolémica pode ser definida como sendo o estudo de todos os metabolitos, da
sua dinamica, composicdo, interacdo e sua resposta a intervencdes ou alteracdes no
ambiente em que encontram (nas células, tecidos e biofluidos) (61), com o objetivo de
detetar, identificar e quantificar essas alteragdes. Associada a metabolémica, a lipidémica
dedica-se ao estudo, identificacdo e quantificacdo de todas as espécies lipidicas presentes
num sistema biologico. Para alcancar estes objetivos a metabolémica, recorre a
metodologias analiticas para a detecdo, identificacdo e quantificacdo de um grande nimero
de metabolitos e metodologias bioinformaticas para a interpretacdo das alteracbes que
ocorrem nestes metabolitos. Das técnicas analiticas utilizadas na metabolémica, as mais
utilizadas séo a espetrometria de MS acoplada a cromatografia de GC ou LC (GC-MS ou
LC-MS) e a espectroscopia de RMN (70). Para além das técnicas analiticas, as técnicas
bioinformaticas sdo de extrema importancia para a metabolomica. Destas fazem parte a

analise multivariada, que envolve técnicas de analise ndo supervisionadas e
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supervisionadas. As técnicas ndo supervisionadas envolvem a andlise das componentes
principais, do inglés “principal component analysis” (PCA) e a analise hierdrquica de
“clusters” do inglés ‘“hierarchical cluster analysis” (HCA). As metodologias
supervisionadas envolvem o método de minimos quadrados parciais, do inglés “partial
least-squares” (PLS), ¢ 0 método de projecdo ortogonal de estruturas latentes, do inglés
“orthogonal partial least-squares” (OPLS).

A metabolomica tem vindo a ser aplicada em varias areas de estudo, incluindo estudos
clinicos de doencas humanas como diabetes mellitus, cancro, doencas neuroldgicas,
anomalias cromossomicas (trissomia 21), anomalias congénitas e também doencas
neonatais e pediatricas (12, 54, 55). Nestes estudos sdo utilizados amostras bioldgicas
(tecidos, sangue, urina, etc), modelos animais/humanos, para aquisicdo de dados que
possam caracterizar e permitir que seja possivel fazer um diagnostico precoce da doenca

em estudo.

1.3.4.2 Espetrometria de massa (MS): principios

A espetrometria de massa consiste basicamente na medi¢cdo da massa de atomos e
moléculas, permitindo-nos assim a identificacdo das espécies presentes numa determinada
amostra. A Figura 10 ilustra um esquema de um espectrometro de massa, sendo este
constituido por um sistema de introducdo da amostra, um sistema de vacuo, uma fonte de
ifes, um analisador, um detetor e um sistema de dados. Apds a introducdo da amostra, esta
é ionizada e acelerada num campo elétrico sob vacuo, permitindo assim a sua separacao de

acordo com a sua razdo massa — carga (m/z) (71).

o
W
0

Faonte de _D Analisador de D Detetar de D
L massa L L

(=9
o
=1
W o
[=}
23
I

Entrada Sistema de
VACUD

Ezpetro de massa

Figura 10. Representacdo esquematica de um espetrometro de massa. (adaptado da

referéncia 71)
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Uma andlise feita por MS consiste primeiramente na conversdao do analito numa
espécie idnica, pelo facto de ser mais facil experimentalmente de manipular e detetar iGes
do que espécies neutras (71). Durante o processo de ionizacdo ocorre transferéncia de
energia para a molécula, que resulta na sua fragmentacdo. O analisador de massa separa 0s
ifes de acordo com m/z. O espetro de massa consiste num gréafico que nos mostra a relacéo
existente entre m/z dos i0es e as suas respetivas abundancia relativas. Para evitar que
especies diferentes colidam ou interajam entre si, cada um desses passos € realizado sob
vacuo.

Embora a espetrometria de massa seja mais sensivel do que a espectroscopia de RMN,
apresentando limite de dete¢do na ordem dos picomolar (72), normalmente é necessaria a
utilizacdo prévia de técnicas cromatograficas, como o GC, o HPLC e o LC para diferentes
classes de substancias (72). Atualmente a técnica de MS tem sido aplicada em varios
estudos e em varias areas distintas (quimica, biologia medicina, estudos ambientais, etc).
No ramo da metabolémica e lipiddmica esta técnica tem sido muito utilizada na detecdo de
metabolitos que possam estar envolvidos na fisiopatologia de diferentes doencas humanas
(36,40).

1.3.4.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN): principios

A espectroscopia de RMN € uma técnica analitica que estuda as transi¢es energéticas
dos spins nucleares de alguns nucleos atémicos, quando estes nucleos sdo submetidos a
acdo de um campo magnético, permitindo obter informacdo detalhada sobre a estrutura do
composto puro ou numa mistura de compostos (72). Sob a acdo deste campo magnético
externo (By), alguns nucleos atébmicos diferentes orientam-se de forma diferente. Esta
particularidade deve-se ao facto dos ndcleos apresentarem um numero quéantico de spin (1)
diferente de zero que tem associado um momento angular (P) e um momento magnético
(). Estes podem ser relacionados pela expressdo pu = yP, onde y € a constante
giromagnética do nucleo em questdo. Em RMN, s6 os nucleos com o namero de spin ()
diferente de zero (ex: H, *C, °F, N, N, *P) podem ser estudados, pois s6 estes s&o
capazes de gerar 0 momento magnético. Como se encontra esquematizado na Figura 11,
quando um ndcleo com | = ¥ (*H, *C, '°F) absorve energia eletromagnética este niicleo

passa de um estado de menor energia, m = + %2, para um estado de maior energia, m = - %2,
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que sdo normalmente designadas por o e B, respetivamente (73). A diferenca de energia

YhB,

entre estes dois niveis pode ser expressa por: AE = Ea — Eff = —

u
m = +1/2 (o) m=-12 B
Menor energia Maior energia

Figura 11. As duas possiveis orientagdes do momento magnético (u) para nicleos com

| = %, de protBes sujeitos a um campo magnético B, (adaptado da referéncia 73).

No estado de equilibrio, todos os ndcleos com | = % se encontram alinhados com o
eixo +z. A soma de todos os momentos magnéticos nucleares é dada pela magnetizacao
global (M), que se encontra alinhado paralelemente com o campo magnético B,. Numa
experiencia de RMN, o sinal é obtido quando temos a presenca de um segundo campo
magnético associado a radiacdo eletromagnética, B; de menor intensidade do que B, e
perpendicular a este. Quando o campo B; comeca a emitir radiagdo magnética, M afasta-se
do plano z e comecga a movimentar-se em torno do plano xy. Quando a emisséo de radiagédo
cessa, 0 campo B; desaparece e todos os ndcleos voltam ao seu estado de energia inicial.
Este processo de absorcdo e emissdo de radiacdo é registrado como um sinal a que se da o
nome de “free induction decay” (FID) (74). O FID, funcdo dependente do tempo, €
registado durante um periodo de tempo (alguns segundos) conhecido como tempo de
aquisicao (taq), sendo posteriormente convertido num espectro de RMN (grafico da
intensidade em funcdo da frequéncia) utilizando a operacdo matematica designada por
transformada de Fourier.

Num espectro de RMN de H podemos observar diferentes zonas de absorgdo de
protbes a desvios quimicos diferentes dependendo do ambiente quimico do nucleo (73). O
desvio quimico dos protdes é medido em relagcdo a um composto de referéncia (ex: TMS)
que aparece a 0 ppm. Protdes que absorvem a um campo mais alto, desvios quimicos mais

baixos, denominam-se por escudados ou protegidos, enquanto que protdes que absorvem a
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campos mais baixos, desvio quimico mais elevado, denominam-se por descudados ou
desprotegidos. A Figura 12 representa graficamente as diferentes regides de absorcéo de

protdes com diferentes ambientes quimicos

R,C=N-H
R,N*-H
RC(=0)NH,
o
RN-H
1
R,C=C-OH
RC(=0)OH
o
I
—tl:-OH
I
o=C-H
O —— -
_ R,C=C-H
RO—C-H = |
' —— RN-C-H
RC=C-H
. — Ar-CH,
O=C-CH, — |
— R,C=C-CH,
R-CHy-R —— i
X-G-CH,
[>—nH -
TMS 1
maIaI—C]:-H
T | T T T | T 1 T 1
16 14 12 10 8 6 4 2 o -2

Desvio quimico (ppm)

Figura 12. Espectro representativo de RMN de *H com diferentes zonas de absorcéo

correspondentes a diferentes grupos funcionais (adaptado da referéncia 73).

A espectroscopia de RMN tem como vantagens o facto de ndo precisar de pré-
tratamento da amostra, de ser reprodutivel e ndo-destrutiva, permitindo assim a sua
utilizacdo em outras analises. Esta técnica tem como maior desvantagem o facto de possuir
baixa sensitividade (limite de detecdo na ordem dos micromolar), porém pode ser
melhorada utilizando compostos marcados com *3C, °N (75). Para além da vasta aplicagdo
na quimica estrutural de compostos, por ser uma técnica rapida e ndo invasiva a

espectroscopia de RMN de *H tem vindo a ser muito utilizada recentemente no campo da
metabolomica, inclusive em estudos de doencas humanas, com o objetivo de identificar e

quantificar varios tipos de metabolitos que possam estar envolvidos na fisiopatologia

dessas doencas (3-5,11).

1.3.4.4 Andlise multivariada: principios e aplica¢fes
Para que se possa obter uma melhor caracterizacdo da amostra e uma eficiente detecéo

de biomarcadores, os dados obtidos tanto pela espectroscopia de RMN como pela
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espetrometria de massa necessitam de serem analisados utilizando métodos de analise
multivariada de dados. Na metaboldmica para além dos métodos de analise univariada, 0s
dados devem ser analisados utilizando meétodos estatisticos multivariados, analise de mais
do que uma variavel de forma simultanea (76). Esta metodologia envolve dois tipos de
abordagens: a abordagem nédo-supervisionada e a abordagem supervisionada, onde a néo-
supervisionada se refere ao facto do modelo ser feito com ou sem a intervencdo do
utilizador e somente nas variaveis explicativas, ndo envolvendo o estabelecimento de uma
hipGtese a priori.

Antes da analise multivariada, os espetros obtidos quer por RMN quer por MS passam
por um processo de pré-processamento. O pré-processamento corresponde a todo o
tratamento de dados realizados até ao inicio da analise estatistica e compreende técnicas
como “binning”, normalizagdo e “scaling” e a selecdo de varidveis (77). O processo de
“binning” consiste na divisdo dos espetros no numero desejado de regides, seguida da
soma de cada &rea dentro de cada regido com o objetivo de formar novos espetros com um
menor nimero de variaveis. De seguida faz-se a normalizacdo que ajusta as intensidades
dos espetros, permitindo que amostras com diferentes concentracfes sejam comparaveis
entre si. Varios tipos de normalizacdo podem ser aplicados (normalizagdo da média, da
mediana e da area total), dependendo a escolha do tipo de normalizacdo do tipo de
variacOes existente nas amostras. O Ultimo passo do pré-processamento dos dados € o
“scaling”. Este passo tem como objetivo reduzir o ruido dos dados aumentando assim a
qualidade da informacdo contida nos mesmos (78). Existem varios tipos de “scaling” em
que os mais utilizados sdo: o UV, o pareto e ainda o centrado, que embora nédo seja
propriamente um tipo de “scaling” alguns autores o consideram com tal.

A selecdo de variaveis consiste na remocdo de varidveis irrelevantes ou que nado
contribuem positivamente para 0 modelo com o objetivo de aumentar o poder preditivo do
modelo, reduzir a complexidade do modelo, melhorar as propriedades estatisticas do
modelo e obter um modelo que seja mais facil de compreender (79). Existem diferentes
métodos de selecdo de varidveis que sdo utilizados em estudos metabolémicos que se
baseiam nos valores de importancia das variaveis na projecdo (VIP) (80,81), coeficientes
de regressédo (80), intervalos de regressdo por minimos quadrados parciais (iPLS) (82) e
algoritmos genéticos (GA) (82-84). Uma estratégia que tem sido aplicada na selecdo de

variaveis, consiste em considerar um conjunto de variaveis selecionadas por diferentes
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métodos de selecdo. Esta estratégia foi aplicada num estudo de doenca hepatica nédo
alcodlica (80), onde foi possivel, através da intercecdo dos metodos de selecdo de varidveis
por coeficiente de regressdo e valores de VIP, identificar potenciais biomarcadores. Outro
estudo (36) utilizou a intercecdo de métodos de selecdo de variaveis que se baseiam nos
valores de importancia das varidveis na projecdo (VIP> 1), variaveis associados a valores
baixos de erro padrdo em relagdo com VIP (VIP.se> 1) e coeficientes de regressao (|b/beyse[>
1). Aplicando esta estratégia foi possivel confirmar o conhecimento metabolico ja
existente, assim como fornecer novas informacgdes metabodlicas. Neste trabalho sera
aplicada a selecdo de variaveis baseando na intercecdo dos trés métodos de selecdo de
variaveis acima mencionados.

O VIP consiste numa medida que descreve como é que as variaveis contribuem para
descrever os conjuntos de dados: as variaveis dependentes (Y) e as variaveis independentes

(X) (79). O valor de VIP pode se dado pela seguinte expressao:

— Yroa W . SSYr ]
J SSYiorar - F

Onde temos no numerador: wjs que € o valor do peso da variavel j componente f, SSY;
¢ a soma dos quadrados da variancia explicativa para o componente fth e J € 0 nimero de
variaveis (79). No denominador temos SSYi € F que consistem na soma total dos
quadrados representativa da varidvel dependente e no numero total de componentes,
respetivamente. Um valor de VIP menor do que 1, indica que a presenca de uma variavel
ndo importante, podendo por isso ser removida do modelo.

O método de coeficiente de regressdo seleciona as varidveis de acordo com a
magnitude do coeficiente de variacdo (85). Variaveis com valores de coeficiente de
variacao inferiores a 1 sdo removidas do modelo.

A abordagem ndo-supervisionada tem como funcdo diminuir a dimensionalidade dos
dados obtidos para um nivel adequado de informacdo. Esse tipo de abordagem utiliza a
analise de componentes principais, do inglés principal component analysis (PCA) como
analise exploratdria, ou seja, para verificar a relacdo entre amostras e as principais fontes
de variagOes (designados por componentes principais (PC)) que constituem um conjunto de
dados (78). Todos os componentes do PCA sdo ortogonais uns em relagdo aos outros,

como se encontra esquematizado na Figura 14, que representa um modelo PCA de uma

43



matriz X que contem as variaveis Xi, X, € X3. Num modelo com duas componentes (Figura
13), a decomposi¢do dessa matriz d& origem a dois PCs (t; e t2), que constituem um plano,
de acordo com a equagdo: X = TPT + E (77). T representa a matriz das observacdes
(coordenada fatoriais) que define um plano de baixa densidade que se aproxima do plano
X, isto € a posicdo de cada objeto no plano é utilizada para relacionar as amostras entre si.
P representa a matriz das variaveis (contribuicGes fatoriais) e indicam quais as variaveis
que contribuem para a separacdo dos diferentes grupos (77). E, que ndo se encontra
representado no modelo da Figura 13, revela a distancia entre os diferentes pontos e a sua
projecao no plano (77).

Para além do método de PCA existem outros métodos ndo supervisionados como a
analise hierarquica de agrupamentos (clusters) (HCA) que permite a interpretacdo de
caracteristicas em espago de visualizacdo bidimensional em fun¢do de uma dada métrica e

agrupamento.

PCA :

o
X)Xy X3 o & o

Comp 1 (t,) 4 t,
a L] ° °

X

Obseryation #

Plane

X3

Comp 2 ()

O0DeeDe Deoo 000

X X
1 Loadings (variables)

Figura 13. Representacdo do modelo PCA. (adaptado da referéncia 78).

A abordagem supervisionada utiliza um conjunto de dados de amostras rotuladas para
construir um modelo estatistico que possa inferir corretamente o rétulo de uma amostra a
partir das varidveis (“feature vector”). Os métodos que constituem esta abordagem podem
ser divididos em dois tipos, aqueles que determinam uma classe (classificacdo) e aqueles
gue um valor numeérico corresponde a um parametro desejado (regressao) (76). Deste tipo
de abordagem fazem parte a regressdo em minimos quadrados parciais, do inglés “partial
least-squares” (PLS), ¢ a proje¢do ortogonal de estruturas latentes, do inglés “orthogonal

partial least-squares” (OPLS). O método de PLS estabelece uma relacdo quantitativa entre
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uma matriz X, que normalmente compreende dados espetrais ou cromatogréaficos de um
conjunto de amostras de calibragcdo, e uma matriz Y, que contem valores quantitativos (ex.:
concentracdes de metabolitos). Este método maximiza a covariacdo entre as variaveis
explicativas (X) e a resposta (Y). O modelo de PLS pode ser expresso pelas seguintes
expressdes: X = TPT + Ee X = TCT + F (78).

O método de OPLS corresponde a uma modificacdo do PLS. Este método separa a
variacdo sistémica existente nas variaveis explicativas em duas partes, uma que €
linearmente relacionada com a resposta e outra que ndo esta relacionada (ortogonal) com a
resposta (78). Esta separacdo permite uma facil interpretacdo do modelo por parte do
utilizador e uma melhor separacdo dos dados. Este método remove os dados da matriz X
gue ndo estdo associados com a matriz Y e compreende duas componentes: 0 Y preditivo e
0 Y ortogonal.

A Figura 14 ilustra os modelos PLS e OPLS e as respetivas diferengas. O modelo de
PLS nédo consegue separar perfeitamente a variacdo existente entre as classes da variagéo

existente intra-classes, enquanto o0 modelo de OPLS consegue separar essas duas variacoes.

PLS model OPLS model

Comp 1, tl

X, X, Comp 2, €2,

Comp 1, t1,

X3 X

X

Figura 14. Representacao esquematica do modelo PLS (esquerda) e do modelo OPLS
(direita). A componente 1 (t1,) € a componente preditiva e representa a variagao entre as
classes ([circulos azuis], [circulos amarelos] ). A componente 2 (t2,) € a componente Y

ortogonal (adaptado da referéncia 76).

Tanto o método de PLS como o método de OPLS podem ser utilizados em analise
discriminante sobre a forma de PLS-DA e OPLS-DA. A andlise discriminante utiliza

vetores binarios (0 e 1) para representar variaveis (75).
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1.4 Objetivos
Esta tese de mestrado compreende os seguintes objetivos:

1. Comparar e avaliar a eficiéncia e reprodutibilidade de diferentes métodos de
extracdo lipidica do plasma materno por espetroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de *H;

2. Uma vez escolhido o melhor método de extracdo, analisar amostras de plasma
recolhidas no 2° trimestre de gravidez de senhoras a) que terminaram a gravidez
sem problemas (controlos), b) com fetos afetados por trissomia 21 e c¢) que
desenvolveram diabetes gestacional, assim como amostras de plasma do 1°
trimestre de gravidez de senhoras com fetos afetados por trissomia 21, para
identificar possiveis marcadores sanguineos lipidicos de trissomia 21 e diabetes
gestacional para o uso no diagndstico pré-natal precoce utilizando como técnica

analitica a espectroscopia de RMN.

2. Materiais e métodos

2.1 Colheita e armazenamento de amostras

As amostras de sangue foram colhidas em mulheres gravidas no 1° e 2° trimestres de
gravidez durante as respetivas consultas de médicas de rotina na Maternidade Bissaya
Barreto, na cidade de Coimbra, sob a aprovacdo da comissao de ética do Centro Hospitalar
de Coimbra (Refs. 18/04 e 29/09) e com o consentimento de cada participante. Devido a
limitacbes médicas em controlar a dieta das mulheres gravidas, todas as amostras de
plasma foram colhidas a meio da manhd&. Todas as gravidezes foram seguidas até ao termo,
onde as varias amostras fora definidas de acordo com as suas caracteristicas clinicas: a)
controlos (gravidezes que terminaram sem qualquer complicacdo), b) diagnosticadas com
trissomia 21 (T21) (duas semanas depois da amniocentese) e c) diagnosticadas com
diabetes mellitus gestacional (p6s-DMG) (diagnostico realizado por um teste de tolerancia
de 75g de glucose, realizado depois de um jejum noturno). O nimero de amostras, idade
materna, idade gestacional e o indice de massa corporal (IMC) antes da gravidez

encontram-se listados na Tabela 16.
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Tabela 16. Amostras dos grupos controlo, DMG e T21 utilizadas neste estudo com as

respetivas idades maternas, idade gestacional e o IMC antes da gravidez

Caracteristica Idade Materna eslt(;li?c)e}nal
. N° de amostras (anos) (idade g IMC (média)
Clinica média) (semanas)
(média)
Controlos
(1° trimestre) 15 24-37(30,9) 12-13 (12,5) | 21,6 -34,9(25)5)
Controlos
(2° trimestre) 15 28-42 (31,2) 16-22 (17,2) 20-26 (22,3)
P6s-DMG
(2° trimestre) 12 18-41 (32,9) 17-27 (25,1) 18-36 (25,7)
T21
(1° trimestre) ! 32-44 (37.3) 12-13 (12,6) | 20,9-31,1(24,5)
T21
(2° trimestre) 13 26-43 (36,8) 16-18 (18,8) 22-33 (26,5)

O sangue total (9 mL) foi colhido para tubos de heparina de sédio e centrifugado (1500
X @, 4°C, 10 min) no espaco de 30 minutos ap6s a colheita. Os sobrenadantes foram

congelados a -20 °C durante cerca de 2 horas, sendo de seguida armazenados a -80 °C.
2.2 Métodos de extracdo lipidica

2.2.1 Selecao do melhor método de extracéo de lipidos do plasma

A extracdo de lipidos do plasma foi realizada utilizando uma mistura contendo 10
amostras controlos, 660 pL cada amostra, divididas em aliquotas de 220 pL. Para cada
método foram feitas 5 extracGes.

Método 1 (66,69): Folch — Num tubo de vidro, foram adicionados 200 uL de plasma e
1,5 mL de metanol (MeOH) (-20 °C), seguida de agitacdo no vértex durante 60 segundos.
De seguida foram adicionados 3 mL de cloroférmio (CHCI3) (-20 °C) e a mistura foi
agitada no vortex durante 60 segundos e incubada em gelo durante 1 hora. Apds incubacéo,
foram adicionados 1,25 mL de H,O ultrapura para induzir a separacao das fases, seguida
de incubacdo em gelo durante 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 1500 rpm durante
10 minutos e a fase organica inferior foi extraida e recolhida para um novo tubo. A fase
aquosa superior foi ré-extraida com adi¢do de 2 mL de uma mistura cloroférmio: metanol
(CHCI3:MeOH; 2:1, v/v). As diferentes fases organicas foram combinadas e secas sob
fluxo de azoto. De seguida foram adicionados 100 puL de CHCI3:MeOH (2:1, v/v) (x3). Os
extratos lipidicos foram transferidos para “vials” de 2 mL, secos sob fluxo de azoto e

armazenados a -80 °C, até 0 momento da analise por RMN.
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Método 2 (69,86): Bligh e Dyer — Num tubo de vidro, foram adicionados 200 pL de
plasma e 1,0 mL de H,O ultrapura, seguida de agitacdo no vortex. De seguida foram
adicionados 1,5 mL de cloroférmio (CHCI3) (-20 °C) e a mistura foi agitada vortex durante
60 segundos. Apos agitacdo forma adicionados 3 mL de metanol (MeOH) (-20 °C) a
mistura, seguida de agitacdo no vortex durante 60 segundos. A mistura foi incubada em
gelo durante 1 hora. Apos incubagédo, foram adicionados 1,5 mL de CHCI; seguida de 1,5
mL de H,O ultrapura para induzir a separacdo das fases, seqguida de incubacdo em gelo
durante 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos e a fase
organica inferior foi extraida e recolhida para um novo tubo. A fase aquosa superior foi ré-
extraida com adigdo de 1,5 mL CHCIs. As diferentes fases organicas foram combinadas e
secas sob fluxo de azoto. De seguida foram adicionados 100 pL de CHCIl3:MeOH (2:1,
vIv) (x3). Os extratos lipidicos foram transferidos para “vials” de 2 mL, secos sob fluxo de

azoto e armazenados a -80 °C, até o momento da analise por RMN.

Método 3 (69,87): Bligh e Dyer acidificado — Num tubo de vidro, foram adicionados
200 pL de plasma e 1,0 mL de H,O ultrapura, seguida de agitacdo no vortex. De seguida,
foram adicionados 1,5 mL de cloroférmio (CHCI3) (-20 °C) e a mistura foi agitada no
vortex durante 60 segundos. Apoés agitacdo, foram adicionados 3 mL de metanol (MeOH)
(-20 °C) a mistura, seguida de agitacdo no voértex durante 60 segundos. A mistura foi
incubada em gelo durante 1 hora. Ap6s incubacdo, foram adicionados 1,5 mL de CHCl;
seqguida de 1,5 mL de H,O ultrapura para induzir a separacdo das fases, seguida de
incubacdo em gelo durante 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 1500 rpm durante 10
minutos e a fase organica inferior foi extraida e recolhida para um novo tubo. A fase
aquosa superior foi ré-extraida com adicao de 1,5 mL de CHCI3, seguida da adi¢do de 7,5
pL de uma solugdo de HCI 6M. As diferentes fases orgénicas foram combinadas e secas
sob fluxo de azoto. De seguida foram adicionados 100 puL de CHCI3:MeOH (2:1, v/v) (x3).
Os extratos lipidicos foram transferidos para “vials” de 2 mL, secos sob fluxo de azoto e

armazenados a -80 °C, até o momento da analise por RMN.

Método 4 (66,69): Eter metil-tert-butilico (MTBE) - Num tubo de vidro, foram
adicionados 200 pL de plasma e 1,5 mL de metanol (MeOH) (-20 °C), seguida de agitagédo
no vortex durante 60 segundos. De seguida foram adicionados 5 mL de MTBE (-20 °C) e a

mistura foi agitada no vértex durante 60 segundos. A mistura foi incubada em gelo durante
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1 hora. Apds incubacéo, foram adicionados 1,25 mL de H,O ultrapura para induzir a
separacdo das fases, seguida de incubacdo em gelo durante 10 minutos. A mistura foi
centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos e a fase organica superior foi extraida e
recolhida para um novo tubo. A fase aquosa inferior foi ré-extraida com adi¢cdo de 2 mL de
uma mistura de MTBE:MeOH:H,0 (10:3:2.5, vA/4). As diferentes fases orgéanicas foram
combinadas e secas sob fluxo de azoto. De seguida foram adicionados 100 pL de
CHCI3:MeOH (2:1, v/v) (x3). Os extratos lipidicos foram transferidos para “vials” de 2

mL., secos sob fluxo de azoto e armazenados a -80 °C, até 0 momento da analise por RMN.

Método 5 (69,88): Hexano-isopropanol - Num tubo de vidro, foram adicionados a 200
pL de plasma e 1,8 mL da mistura de hexano: isopropanol (3:2, v/v) (-20 °C), seguida de
agitacdo no vortex durante 60 segundos. A mistura foi incubada em gelo durante 1 hora e
centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos. Apds centrifugacdo houve formacéo de um
“pelet”. A fase organica superior foi extraida e recolhida para um novo tubo. O “pelet” foi
ré-extraido com adicdo de 800 puL de uma mistura de hexano:isopropanol (3:2, v/v). As
diferentes fases organicas foram combinadas e secas sob fluxo de azoto, e sdo adicionados
100 pL de CHCL3:MeOH (2:1, v/v) (x3). Os extratos lipidicos foram transferidos para
“vials” de 2 mL, secos sob fluxo de azoto e armazenados a -80 °C, até 0 momento da

analise por RMN.

2.2.2 Estudo de doencas
Para o estudo das doencas foi utilizado o método de MTBE acima descrito e cada

amostra foi dividida em duas aliquotas e extraida duas vezes.

2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H: aquisicdo de
dados e processamento

Os espectros de RMN foram obtidos num espectrometro Bruker Avance DRX500
equipado com uma sonda inversa de ressonancia tripla (TXI). Os espectros de RMN 1D
foram adquiridos a 298 K utilizando uma sequéncia de pulsos de protdo (zg) padrdo com
um pulso de 90°. O nimero de varrimentos foi 128, o numero de varrimentos teste foi 4, a
largura espectral (SW) foi 7002,801 HZ e o nimero de pontos foi 32 K. Para extratos
lipidicos com diferentes métodos de extracdo, o tempo de aquisicao foi 2,34 segundos com
um tempo de relaxacdo (d1) de 16 segundos (5x o tempo de relacdo longitudinal (T1)
méaximo (3,2 s) obtido para TMS). Para os extratos lipidicos dos controlos e doencas, 0
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tempo de aquisigdo foi 2,34 segundos com um tempo de relaxagdo de 5 segundos. Cada
FID foi preenchido com zeros até 64 K pontos, multiplicado por uma funcdo exponencial
de ampliacéo linear de 0,3 Hz antes da transformada de Fourier. A fase e a linha de base
dos espectros foram manualmente ajustados e corrigidos e 0s desvios quimicos foram
referenciados internamente ao TMS a 6 = 0.0 ppm utilizando o programa Topspin 3.2
(Bruker Biospin, Reinstetten, Alemanha). Os espectros de RMN 2D adquiridos para o
assignment foram “Total Correlation Spectroscopy” (TOCSY), “Heteronuclear Single
Quantum Coherence” (HSQC) e “J-resolved” (J-res). O espectro TOCSY foi adquirido em
modo fase-sensitivo utilizando a detecéo States-TPPI (incremento da fase proporcional ao
tempo) com uma sequéncia DIPSI 2. Foram registrados 256 FIDs com 4096 pontos
complexos por incremento, com uma largura espectral de 7002,801 Hz em ambas as
direcdes, tempo de mistura de 70 ms e um tempo de relaxacdo de 2 s. Espectros de 1H-13C
HSQC foram adquiridos com detecéo inversa e desacoplamento *3C durante a aquisicao.
Foram registrados 128 FIDs com 2048 pontos complexos por incremento, largura espectral
com dimensdes de 7002,801 e 20831,980 Hz para *H e *C, respetivamente, e um tempo de
relaxacdo de 2 s. Os espectros JRES foram adquiridos num modo de magnitude utilizando
um total de 40 FIDs com 8192 pontos complexos, largura espectral com dimensdes de
7002,801 e 43,411 Hz em *H (F2) e acoplamento J (F1), respetivamente, e um tempo de
relaxagéo de 2 s.

2.4 Pré-processamento e analise dos dados de RMN

Depois da aquisicdo e processamento dos espectros, os dados foram organizados em
matrizes, no programa AMIX, e deu-se inicio ao pré-processamento (Figura 15). Para a
construcdo das matrizes o desvio quimico utilizado foi 0,45 — 6,5 ppm e foram removidos
0s sinais de contaminantes (solventes de extragdo) como o MTBE (1,17 — 1,20 ppm e 3,19
— 3,23 ppm), metanol (3,48 — 3,50 ppm) e a agua residual (1,61 -1,97 ppm). De seguida 0s
dados foram alinhados, utilizando o algoritmo “recursive segment-wise peak alignmnent”
(RSPA), e normalizados, utilizando o “probalistic quotient normalization” (PQN) e
normalizag&o area total, no programa MATLAB versdo 7.10.0. O alinhamento consiste em
corrigir a posi¢do das ressonancias pertencentes aos mesmos grupos quimicos para que
estes assumam a mesma posic¢do (desvio quimico) ao longo do espectro. A normalizacdo
permite corrigir diferencas de diluicdo entre amostras tornando os dados de todas as
amostras diretamente comparaveis entre si (89). A normalizacdo PQN utiliza o espectro
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mediano de um conjunto de espectros (por exemplo: controlos) como referéncia e calcula o
quociente mais provavel entre 0s restantes espectros e o espectro mediano, posteriormente
é calculada a mediana dos quocientes e todos os espectros séo divididos por esta mediana.
A normalizacgdo por area total divide cada sinal do espectro pela area do espectro inteiro,
assim cada sinal é normalizado pela area total do espectro (89). A normalizagdo PQN é
considerada como sendo o melhor método de normalizagdo visto que mantem a
originalidade dos dados, podendo a normalizacdo por area total afetar negativamente a
analise multivariada e isto acontece porque por exemplo, se um sinal possui uma area
muito pequena e é dividida por uma &rea muito grande, iremos obter um valor muito
pequeno podendo levar ao desaparecimento do sinal e assim afetar a analise multivariada
(89,90).

Pré-processamento de dados

Alinhamento (RSPA)

Normalizagdo Normalizacéo
PQN AT
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Figura 15. Representacdo esquematica do pre-processamento e da analise dos dados
obtidos por RMN de *H. RSPA: recursive segment-wise peak alignmnent; PQN:
Probabilistic quotient normalization; AT: area total; UV: unit variance; VIP: variable
importance to the projection; MCCV: Monte-Carlo cross validation.

Uma vez feito o pré-processamento, passou-se a analise multivariada, que foi realizada
usando o programa SIMCA 11.5. As matrizes alinhadas e normalizadas pela normalizacao
PON e area total foram submetidas a trés tipos de “scaling”: UV, Pareto e centrado. O
“scaling” UV divide cada variavel centrada pela média, pelo seu desvio padrdo. No
centrado, cada varidvel é subtraida pela média de todas os valores. O “scaling” Pareto
corresponde a um tratamento de dados de magnitude intermédia ente o scaling UV e o
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centrado e divide cada variavel centrada pela média pela raiz quadrada do desvio padréo
(91). Para cada tipo de “scaling”, foi construido um modelo de PCA, seguido de um
modelo de PLS-DA. A avaliacdo dos modelos foi feita tendo em conta os valores da
variancia explicada de X (variaveis) (R*X), da variancia explicada de Y (classes) (R*Y) e

22 ou poder preditivo do modelo (Q?). A razdo entre 0 R?X e R?Y

do “cross validated R
deve ser pequena porque um valor pequeno de R?X indica que, para a construcdo do
modelo as classes tiveram uma maior relevancia do que os espectros. Quanto maior o valor
de Q% melhor é a discriminacdo entre as duas classes. O melhor modelo escolhido foi
aquele que apresentava um maior valor de QZ.

Depois da escolha do melhor modelo de PLS-DA para os dois tipos de normalizacéo,
prosseguiu-se a validacdo dos modelos pelo método de validacdo cruzada de Monte-Carlo
(MCCV). O método de MCCV consiste em separar 0s dados em dois conjuntos: treino e
previsdo, em que o ultimo é utilizado na previsdo das classes. Este método realiza 500
interacfes e calcula para cada interagdo o valor de Q2 e matrizes de confuséo
(sensitividade e especificidade). O método de MCCV pode ser repetido para as classes
permutadas, ou seja, a matriz Y é permutada aleatoriamente e se 0 modelo for robusto uma
separagdo completa de classes de verdadeiras e permutadas pode ser observada no grafico
de ROC (92,93). As taxas de classificacdo, especificidade e sensitividade foram calculadas
e 0 poder preditivo de cada modelo foi avaliado usando um grafico “receiver operating
characteristic” (ROC), em funcdo da taxa dos verdadeiros positivos (TPR ou
sensitividade), e taxa dos falsos positivos (FPR ou 1 especificidade). Os modelos de PLS-
DA foram considerados robustos quando a existéncia de sobreposicdo entre as classes
verdadeiras e permutadas na distribuicio de Q? fosse minima (94).

Com o objetivo de remover as variaveis irrelevantes para o0 modelo, aumentar o poder
preditivo e melhorar as propriedades estatisticas fez-se a selecdo de variaveis, baseando na
intercecdo dos trés métodos: importancia das variaveis na projecdo (VIP> 1), variaveis
associados a valores baixos de erro padrdo em relagdo com VIP (VIP.se> 1) e coeficientes
de regresséo (|b/beyse/> 1).

A andlise univariada foi realizada no programa R 3.0.3. Para comparar os dois grupos
de estudo (controlos e doencas) foi aplicado o teste de hipdtese Wilcoxon que pode ser
utilizado tanto para os dados que seguem distribuicdo normal como para os dados com

distribuicdo ndo normal. Foi definida uma hipotese nula (diferengas médias iguais a 0) e
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uma hipotese alternativa (diferencas médias diferentes de 0). Para valores de p obtidos
inferiores a 0,05, a hipdtese alternativa é confirmada para um intervalo de confianca de
95%. Ou seja, as diferencas entre os dois grupos em estudo sdo estatisticamente
significativas. Para verificar a magnitude das diferencas entre os dois grupos, foram
calculados o “effect size” para diferengas das médias padronizadas (ESgmg) € a
percentagem de variacdo. Para valores de ES¢yq iguais ou superiores a 0,20 a magnitude da
diferenca ndo é significativa; ESsmg iguais ou superiores a 0,50 sdo considerados médios e
ESsmq iguais ou superiores a 0,80 sdo considerados significativos (95). A % de variacdo e o

erro associado foram calculados dos seguintes modos: % variacao = ((xp — x¢)/xc) X
2 2

100% e erro (%) = (J(C+D)/(ne X x¢c + np X xp)/(nc +np))) X 100%,
C D

respetivamente, onde xp corresponde a média dos integrais normalizados para cada
metabolito no grupo doenca, Xc a média dos integrais normalizados do grupo dos
controlos, oc e op 0s desvios padrdo das amostras controlos e doencas e nc e hp 0 nimero

de amostras controlo e doenga.

3. Resultados e discusséo

3.1 Extracao de lipidos do plasma: escolha do melhor método de extracdo

Para a escolha do melhor método de extracdo foram considerados dois critérios: a
reprodutibilidade do método e a qualidade dos espetros de RMN de *H. Numa primeira
fase da andlise de dados fez-se, por inspecdo visual, uma analise detalhada dos espectros
lipidicos de cada um dos métodos, com o objetivo de identificar semelhancas/diferencas
entre eles. A Figura 16 representa um espectro de cada método.
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Figura 16. Espectros de RMN correspondente aos cinco meétodos avaliados neste
estudo. Preto — Método de MTBE; Roxo — Método de hexano-isopropanol; Verde —
Método de Folch; Vermelho — Método de Bligh e Dyer; Azul — Método de Bligh e Dyer

acidificado.

De seguida, passou-se a analise multivariada dos espectros de RMN de 'H,
previamente alinhados e normalizados (por normalizacdo PQN e éarea total) para
comparagdo. O resultado desta andlise resultou em modelos de PCA com trés tipos de
“scaling”: UV, Pareto e centrado. Na figura 17 encontram-se representados os “score plot”

dos modelos de PCA obtidos com normalizacdo PQN.
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Figura 17. Analise multivariada métodos de extracdo de lipidos do plasma. a) PCA de
coordenadas fatoriais com “scaling” UV (R’°X = 0,821, Q* = 0.597); b) PCA de
coordenadas de fatoriais com “scaling” Pareto (R*X = 0,965, Q% = 0.905); c) PCA de
coordenadas fatoriais centrado (R°X = 0,995, Q* = 0,985). Preto — método de Bligh e Dyer
acidificado, Vermelho — Método de Bligh e Dyer, Azul — Método de Folch, Verde —
Método de Hexano-isopropanol, Laranja — Método de MTBE.

A reprodutibilidade dos métodos foi avaliada pela distancia entre 0s pontos
correspondentes ao mesmo método, isto €, 0 método com maior reprodutibilidade é aquele
que apresenta maior proximidade entre as amostras no modelo de PCA. Observando 0s
gréaficos score do modelo PCA pode-se concluir que os métodos Bligh e Dyer e MTBE séo
0s mais reprodutiveis, uma vez que as amostras correspondentes a estes métodos
encontram-se mais proximos nos modelos de PCA. Para avaliar melhor as diferencas entre
0os métodos foram elaborados gréficos das contribuicdes fatoriais que encontram-se
representados na Figura 18. A andlise das contribuicdes fatoriais permite-nos ver

principalmente as diferencas entre o método hexano-isopropanol (em PC1 negativo)
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relativamente aos outros métodos (em PC1 positivo), de onde pode-se concluir que o
método hexano-isopropanol extrai menor quantidade de lipidos do que o0s restantes
métodos, dai o facto de este método aparecer mais afastado dos outros no modelo score do
PCA. Os restantes métodos correspondem as amostras que se situam mais proximos umas
das outras devido ao facto destes métodos extrairem as mesmas classes lipidicas variando
apenas na eficiéncia da extracdo e na reprodutibilidade. Segundo Reis et al. (69) 0 método
de Folch é o método mais adequado para extracdo de sulfatos de colesterol, triglicéridos,
esteres de colesterol, acidos gordos saturados, fosfatidilinositois e fosfatidiletanolaminas.
O método de Bligh e Dyer extrai com maior eficiéncia as fosfatidiletanolaminas e possui
eficiéncia extrativa semelhante ao método de Folch para fosfatidilcolinas esteres de
colesterol, e triglicéridos. O método de Bligh e Dyer acidificado extrai com maior
eficiéncia as classe lipidicas mais polares como os sulfatos de colesterol, lactosilceramidas,
fosfatidiletanolaminas, esfingomielinas, fosfatidilcolinas e lisofosfatidilcolinas. E por
ultimo temos o MTBE que é um dos métodos mais adequados para a extracdo de
triglicéridos, lactosilceramidas, fosfatidiletanolaminas e fosfatidilcolina. Extrai com maior
eficiéncia do que o método de Folch e Bligh e Dyer as esfingomielinas e lactosilceramidas
(69) e extrai fosfatidilcolinas, lisofosfatidilcolinas,  fosfatidiletanolaminas,
lisofosfatidiletanolaminas, ceramidas, esfingomielinas, esteres de colesterol, diacilglicerois

e triglicéridos como mesma recuperacao que os métodos com cloroférmio (66).
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Figura 18. Analise multivariada dos métodos de extracdo de lipidios do plasma.
Modelos de PCA “score” (a) e “loading” (b) centrado (R?X = 0,995, Q? = 0,985). Preto —
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método de Bligh e Dyer acidificado, Vermelho — Método de Bligh e Dyer, Azul — Método
de Folch, Verde — Método de Hexano-isopropanol, Laranja — Método de MTBE.

O resultado obtido pelos modelos de PCA pode ser confirmado por inspecao visual dos
espetros de RMN, onde ¢é possivel ver que os métodos de Bligh e Dyer, de Bligh e Dyer
acidificado e de MTBE possuem espectros sobreponiveis, com intensidades semelhantes
(Figura 19). O método de Folch é o método que apresenta espectros mais intensos, embora
ndo seja reprodutivel. O método de hexano-isopropanol é o método que difere mais dos
restantes possuindo espectros pouco intensos. Isto acontece devido ao facto deste método

extrair menores quantidades de lipidos em relacéo aos outros métodos.
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Figura 19. Representacdo da semelhanca extrativa dos métodos de extracdo de MTBE

(verde), de Bligh e Dyer (vermelho) e de Bligh e Dyer acidificado (azul).

Para confirmar estes resultados calculou-se o valor de coeficiente de variacdo para as
familias de lipidos (fosfolipidos, colesterol e triglicéridos) em cada método. Os resultados
encontram-se representados na Tabela 17.
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Tabela 17. Comparacdo valores de coeficiente de variagdo dos cinco métodos na
extracdo das diferentes familias lipidicas

Método Metabolitos Coeficiente de variacio (%)
Fosfolipidos 0,9
MTBE Colesterol 1,6
Triglicéridos 2,3
Fosfolipidos 3,2
Bligh & Dyer Colesterol 2,5
Triglicéridos 55
Fosfolipidos 9,6
Folch Colesterol 7,5
Triglicéridos 55
Fosfolipidos 8,4
Hexano-isopropanol Colesterol 47
Triglicéridos 3,6
. Fosfolipidos 16,2
sidicado Coleserl 62
Triglicéridos 9,8

Com esta analise pode-se concluir que o método de MTBE é o melhor método para
extracdo de lipidos do plasma, uma vez que possui maior reprodutibilidade, eficiéncia
extrativa semelhante aos outros métodos e valores de coeficiente de variacdo menores do
que os restantes métodos para os fosfolipidos, colesterol e triglicerideos. O método de
Folch embora possua maior eficiéncia extrativa em relacdo aos outros métodos, tem baixa
reprodutibilidade. Assim sendo, para o estudo das doencas da gravidez, diabetes mellitus

gestacional e trissomia 21, utilizou-se o método de MTBE.

3.1.1 Avaliacgdo da reprodutibilidade do método

A medida que se ia avancando neste estudo notou-se, com a analise multivariada dos
controlos e das doencas, que alguns extratos pertencentes & mesma amostra encontravam-
se afastados um do outro no modelo de PCA (Figura 20), fazendo com que a
reprodutibilidade do método, anteriormente avaliada, fosse questionada. Com o objetivo de
perceber o0 motivo desse afastamento em cada modelo foram selecionadas amostras cujos
extratos afastavam-se no modelo e seguiu-se uma analise visual dos respetivos extratos.
Com esta analise foi possivel verificar que havia sinais que variam entre os extratos. Estes

sinais que encontram-se representados na Tabela 18.
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Figura 20. Modelo de PCA “score” com “scaling” UV e normalizacdo PQN. Simbolos

vermelhos — p6s-DMG (n=12) e simbolos pretos — controlos (n=15).

Ap0s identificacdo das regides que variam entre os extratos foi calculada a contribuicéo
(coeficiente de variacdo) das amostras controlos e do método MTBE na variacdo destas

regides (Tabela 18).

Tabela 18. Contribuicdo das amostras controlos e do método MTBE na variacdo dos

metabolitos que variam entre extratos da mesma amostra.

Amostras Método
Desvio _ controlos (2 MTBE (6
quimico (ppm) Metabolitos extratos para 15 extratos para 1

amostras) amostra)

Coeficiente de variacao (%)
0,88-0,89 Acidos gordos (CH5) 7,2 1,5
2,24-2,29 Acidos gordos (CH,CO) 6,5 1,5
5,29-5,44 Acidos gordos (-CH=CH-) 5,4 1,3
0,84-0,87 Colesterol (CyH3)/(CyyH3) 51 1,6
3,47-3,57 Colesterol (C3H) 4,8 4,5

Fosfolipidos (("NCHS); de
3,22-3,41 fosfatidilcolina e 75 0,9
esfingomielina))
4,31-4,42 Fosfolipidos (PO-CHy,) 5,2 2,3
3,88-4,03 Glicerolfosfolipido (CsH,) 6,1 11
Glicerol backbone

412417 1 (011, e C3-Hy) triglicéridos 131 23
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Com o calculo do coeficiente de variacdo das amostras notou-se que, para cada um dos
metabolitos, este valor era maior para as amostras controlos do que no método MTBE, o
que era de se esperar visto que o valor de coeficiente de variacdo para os controlos
corresponde a 15 amostras diferentes, enquanto que para o método MTBE corresponde a 5

extratos da mesma amostra.
3.2 Estudo de doencgas da gravidez

3.2.1 Atribuicao de sinais e interpretacdo dos espetros de RMN de extratos lipidicos
do plasma

Com o intuito de se fazer a interpretacéo e a atribuicdo de sinais dos lipidos presentes
no plasma, recorreu-se a espectros de RMN de *H de 1D e 2D. Nesta etapa da anélise dos
resultados recorreu-se a alguns trabalhos ja publicados, Oostendorp et al. (68), Kriat et al.
(67), entre outros (96-98), que foram de grande utilidade na identificacdo dos sinais.

As ressondncias apresentadas nos espectros que Sse Seguem encontram-se
compreendidas entre 0,5 e 5,5 ppm, tendo sido removidos os sinais da referéncia (TMS -0
ppm) e do solvente (cloroférmio deuterado — 7,5 ppm). Na Figura 21 encontra-se
representado um espectro de extrato lipidico correspondente a uma amostra de uma mulher
gravida no 2° trimestre de gravidez. Os espectros 1D de extratos lipidicos de plasma
permitiram-nos a identificacdo de algumas classes lipidicas como colesterol e esteres de

colesterol, fosfolipidos, e ainda os acidos gordos e triglicéridos.
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Figura 21. Espetros de RMN de 'H de extratos lipidicos de plasma de uma mulher

gravida saudavel no 2°

trimestre de gravidez.

Para melhorar/confirmar o “assignment” dos espectros de RMN de *H recorreu-se a

experiéncias 2D. A Figura 22 representa um espectro TOCSY *H-'H de extratos lipidicos

do plasma da mesma mulher gravida saudavel. Neste espectro foi possivel identificar

protbes de acidos gordos como os CH; de cadeias longas, protdes -CH,CH=, =CH-CH2-

CH=e CH,CO, protdes "NCHS5 do grupo colina presente nos fosfolipidos e -CH=CH-.
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Figura 22. Espectro de TOCSY *H-'H de um extrato lipidico do plasma de uma mulher

gravida saudavel no 2° trimestre de gravidez.

Na Figura 23 encontra-se representado um espectro de HSQC *H-*C de extrato
lipidico de plasma. Este espectro permite confirmar o “assignment”, de uma forma mais
detalhada, dos protGes CH3 do colesterol, os protdes CH, dos acidos gordos de cadeia
longa, e dos grupos -CH,N*, "N(CHs); da colina presente nos fosfolipidos como a
esfingomielina e a fosfatidilcolina.
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Figura 23. Espectro de HSQC *H-3C de um extrato lipidico do plasma de uma mulher

gravida saudavel no 2° trimestre de gravidez.

Para complementar os resultados obtidos por TOCSY e por HSQC, foi analisado o
espectro JRES da mesma amostra. Os espectros de J-res (“J-resolved”) permitem verificar
a multiplicidade dos sinais, permitindo assim confirmar os sinais previamente identificados
nas experiencias anteriores. Na Figura 24 encontra-se representado um espectro de JRES

com a respetiva atribuicdo do sinal.
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Figura 24. Espectro de RMN de J-res de *H de um extrato lipidico do plasma de uma

mulher gravida saudavel no 2° trimestre de gravidez.

Na Tabela 19 encontra-se representada a lista de todos os sinais identificados, com os
respetivos desvios quimicos de 'H e de °C e a experiéncia onde foi possivel fazer a

identificacéo.
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Tabela 19. Atribuicdo de sinais de extratos lipidicos do plasma de uma mulher

saudavel no 2° timestre de gravidez. s — singleto; d — dupleto; t — tripleto; m — multipleto.

Desvio quimico Desvio
de '"H/ppm quimico de Atribuicdo de sinais Experiéncia
(multiplicidade) | *C (ppm)
0,67-0,70 (s) 11,84 Esteres de colesterol e colesterol | 1D; TOCSY; JRES; HSQC
livre (C(18)H3)
0,83-0,86 (d) 22,19 Esteres de colesterol e colesterol | 1D; TOCSY; JRES; HSQC
livre (C(26)H3)
0,86-0,88 (d) 13,62 Esteres de colesterol e colesterol | 1D; TOCSY; JRES; HSQC
livre | (C(27)H3)
0,88-0,90 (t) - Acidos gordos CH3(CH,), 1D; TOCSY; JRES
0,90-0,93 (d) 18,33 Esteres de colesterol e colesterol | 1D; TOCSY; JRES; HSQC
livre (C(21)H,)
1,00-1,01 (s) 18,98 Colesterol livre (C(19)Hs) 1D; TOCSY; JRES; HSQC
1,01-1,03 (s) 19,27 Esteres de Colesterol livre 1D; TOCSY; JRES; HSQC
(C(19)Hy)
1,03-1,20 (m) 39.62 Multiplos protBes de colesterol 1D; TOCSY; HSQC
(esterificado e livre)
1,20-1,40 (s) 22,56 Acidos gordos (CH,), 1D; TOCSY; HSQC; JRES
1,40-1,55 (m) i Multiplos p_rpt(“)es de _colesterol 1D: TOCSY: HSQC
(esterificado e livre)
1,55-1,63 (m) 24,43 Acidos gordos (-CH,CH,CO) 1D; TOCSY; HSQC
1,76-1,88 (m) 27,52 Mudltiplos protbes de colesterol 1D; TOCSY; HSQC
(esterificado e livre)
1,97-2,08 (m) 26,90 Acidos gordos (CH,CH=) 1D; TOCSY:; JRES; HSQC
2,23-2,35 (m) 33,99 Acidos gordos (CH,CO) 1D; TOCSY; JRES; HSQC
2,35-2,42 (m) - Acidos gordos 22:6 (-CH=CH- 1D
CH,-CH_-CO)
2,74-2,79 (m) 25,55 Acidos gordos 18:2 (=CH-CH2- 1D; TOCSY; HSQC
CH=)
2,79-2,88 (M) - Acidos gordos 20:4 (=CH-CH2- 1D; TOCSY; HSQC
CH=)
3,22-3,41 () 54,47 . Grupo Colina (N(CHs)sda | 4 by r5cgy: Hsoc: JRES
osfatidilcolina e esfingomielina)
3,47-3,57 (M) - Colesterol (C(3)H) 1D; TOCSY
3,67-3,88 (s) 66,20 Fosfolipidos ((CH,-"N-(CHs)s 1D; TOCSY; HSQC
3,88-4,03 (s) 63,27 Glicerofosfolipidos (C(3)H,) 1D; TOCSY; HSQC
4,08-4,18 (m) 62,36 Esqueleto de glicerol dos 1D; TOCSY; JRES; HSQC
triglicéridos (C(1)-H,)
4,25-4,32 (m) 61,48 Esqueleto de glicerol dos 1D; TOCSY; JRES; HSQC
triglicéridos (C(3)-H,)
4,32-4,45 (s) 58,82 Fosfolipidos (PO-CH,) 1D; TOCSY; HSQC
4,54-4,68 (m) 73,59 Esteres de colesterol (C(3)H) 1D; TOCSY; HSQC
5,16-5,23 (m) 70,05 Glicerofosfolipidos (C(2)-H) 1D; TOCSY; HSQC
5,23-5,28 (m) 68,57 Esqueleto de glicerol dos 1D; TOCSY; HSQC; JRES
triglicéridos (C(2)-H)
5,29-5,46 (m) 129,15 Acido gordo (-HC=CH-) 1D; TOCSY; JRES; HSQC
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3.2.2 Estudo do grupo de diabetes mellitus gestacional do 2° trimestre de gravidez
Com o objetivo de procurar biomarcadores para diabetes mellitus gestacional, foi feita
analise multivariada (PCA e PLS-DA) aos dados obtidos por RMN de H de extratos
lipidicos do plasma de mulheres gravidas diagnosticadas (pds-diagnostico) com diabetes
mellitus gestacional (p6s-DMG — n=12) e controlos (n=15), que foram anteriormente
alinhados e normalizados (PQN e area total). Numa primeira etapa foram feitos modelos de
PCA com diferentes tipos de “scaling” para cada tipo de normalizacdo com o objetivo de
comparar os diferentes tipos de “scaling”. Na Figura 25 encontram-se representados
modelos de PCA com “scaling” UV (Figura 25a)), Pareto (Figura 25b)) e centrado (Figura
25¢)) para a normalizagdo PQN. Analisando a figura pode-se concluir que ndo ha
separacdo entre 0s grupos controlo e p6s-DMG e ndo héa diferencas entres os diferentes

tipos de “scaling” que foram aplicados.
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Figura 25. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15)) e p6s — DMG

(simbolos vermelhos (n=12)). a) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV (R®X=
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0,722, Q%= 0,527); b) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling” Pareto (R*X= 0,952,
Q%= 0,875); ¢) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling”centrado (R*X= 0,995,
Q%=0,987), com normalizacdo PQN.

Com o objetivo de comparar os dois tipos de normalizacdo, PQN e area total, foram
também construidos modelos de PCA para a normalizacdo area total, que se encontram

representados na Figura 26.
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Figura 26. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15)) e p6s — DMG
(simbolos vermelhos (n=12)). a) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV (R®X=
0,738, Q%= 0,577); b) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling” Pareto (R%X= 0,942,
Q%= 0,823); c) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling”centrado (R*X= 0,992,

Q%=0,972), com normalizacio 4rea total.
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Comparando a normalizacdo &rea total (Figura 26) com a normalizacdo PQN (Figura
25) podemos concluir que os dois tipos de normalizacdo sdo semelhantes uma vez que
continua a ndo haver separacdo entre os grupos em estudo.

Na tentativa obter alguma classificacdo das amostras e de fazer a discriminacdo dos
metabolitos mais importantes, foram construidos modelos de PLS-DA com duas
componentes (LV=2) para os dados com normalizacdo PQN e éarea total, com “scaling”
UV, Pareto e centrado. Na Figura 27 encontram-se representados os modelos de PLS-DA

com normalizacdo PQN que diferem no tipo de “scaling”.
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Figura 27. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15) e p6s —- DMG
(simbolos vermelhos (n=12). a) PLS-DA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV
(R?X= 0,362, R?Y= 0,591, Q°= 0,354, LV=2): b) PLS-DA de coordenadas fatoriais com
“scaling” Pareto (RX= 0,64, R®Y= 0,465, Q*= 0,328, LV=2); c) PLS-DA de coordenadas
fatoriais com “scaling” centrado (RX= 0,863, R?Y= 0,392, Q*=0,326, LV=2), com

normalizagéo PQN.
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Observando os modelos de PLS-DA podemos ver uma melhor separacdo entre oS grupos
controlos e pds-DMG nos modelos com “scaling” UV (Figura 27a)) e Pareto (Figura 27b)).
Porém, é de notar a presenca de um forte “outlier”, correspondente ao extrato 1 da amostra
PS2T10 11, em ambos os modelos. O modelo de PLS-DA escolhido para posterior analise
das contribuicGes fatoriais e discriminacdo dos metabolitos foi o0 modelo com “scaling” UV
por apresentar um maior valor de Q% quando comparado com os valores de Q? dos modelos
de PLS-DA com “scaling” Pareto e centrado.

A Figura 28 representa modelos de PLS-DA construidos para a normalizacdo area
total, com diferentes tipos de ‘“scaling”. Neste caso o modelo escolhido para dar o
prosseguimento a analise foi o modelo de PLS-DA com “scaling” Pareto, uma vez que este

apresenta melhores valores de Q? do que os modelos com “scaling” UV e centrado.
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Figura 28. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15) e p6s-DGM
(simbolos vermelhos (n=12). a) PLS-DA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV

(R?X= 0,344, R?Y= 0,594, Q°= 0,366); b) PLS-DA de coordenadas fatoriais com “scaling”

69



Pareto (R*X= 0,64, R*Y= 0,766, Q°= 0,472); c) PLS-DA de coordenadas fatoriais com
“scaling” centrado (R?X= 0,689, R?Y= 0,366, Q°=0,295), com normalizacéo é&rea total.

Apbs a escolha dos melhores modelos de PLS-DA com normalizagdo PQN e Area
Total prosseguiu-se a tentativa de validacdo destes modelos pelo método de MCCV com
objetivo de escolher o melhor método de normalizagdo. Como resultado, obtiveram-se
matrizes de confusdo, cujos valores foram utilizados para a construcdo de gréficos de ROC
e gréficos de distribuicio de valores de Q? que se encontram representados na Figura 29.
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Figura 29. Graficos de ROC e da distribuicdo de valores de Q? correspondentes aos
modelos PLS-DA com normalizacdo PQN e “scaling” UV (a e b), e do modelo com

normalizagdo area total e “scaling” Pareto (c e d).

Observando os gréficos da distribuicdo de Q2 (Figuras 29b e 29d) podemos ver que
para ambos os modelos existe sobreposicdo entre as classes verdadeiras (m) e permutadas
(o) mostrando que estes modelos ndo permitem uma boa classificagdo das amostras. Os

gréaficos de ROC permitem visualizar que 0 modelo ndo faz uma boa separagédo entre as
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classes verdadeiras (e) e as classes permutadas (o), visto existir dispersdo intra-classes.
Embora nenhum modelo seja ideal para a classificagdo dos controlos e doenga, 0 que
significa que as diferencas entre os grupos sdo poucas (implicando uma analise muito
cuidada nos passos que se seguem), o modelo com normalizacdo PQN constitui 0 melhor
modelo para a classificacdo dos controlos e pds-DMG, visto apresentar valores de
sensitividade (74,3%), especificidade (77,2%) e taxa de classificagdo (75,8%) maiores que
0 modelo com normalizacéo area total.

Apos ter sido feita a escolha do melhor modelo para a classificacdo das classes, foi
feita a selecdo das varidveis para o modelo com normalizagdo PQN e “scaling” UV. Na
Figura 30 encontram-se representados dois modelos de PLS-DA antes (a) e depois (b) da
selecdo de variaveis. Observando os dois modelos podemos concluir que ndo ha diferencas
significativas na separacéo dos grupos controlo e p6s-DMG. Os valores de R*X, R?Y e de
Q? sofreram um ligeiro aumento com a selecdo d variaveis, assumindo valores iguais a
0,472, 0,6 e 0,429, respetivamente.
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Figura 30. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15) e p6s —- DMG
(simbolos vermelhos (n=12). a) PLS-DA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV antes

da selecdo de variaveis (RX= 0,362, R*Y= 0,591, Q*= 0,354, LV=2); b) PLS-DA de
coordenadas fatoriais com “scaling” UV ap6s a selecdo de variaveis (R*X= 0,472, R*Y=
0,6, Q%= 0,429, LV=2), com normalizacdo PQN.
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Apo0s esta andlise foi feita a tentativa de validacdo destes modelos pelo método de
MCCV. Os resultados encontram-se representados na Figura 31. Com a selecdo de
variaveis, os valores de sensitividade, especificidade e taxa de classificacdo sofrem um
aumento de quase 10%, assumindo valores de 82,7%, 85,8% e 84,4%, respetivamente. No
que diz respeito aos gréaficos ROC e distribuicdo do Q2 podemos notar uma melhoria dos
gréaficos, uma vez que ha uma diminuicdo na sobreposicao entre as classes permutadas e

verdadeiras, melhorando assim a separacdo entres essas classes.
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Figura 31. Graficos de ROC e da distribuicdo dos valores de Q? correspondentes aos
modelos PLS-DA com normalizagdo PQN e “scaling” UV antes (a e b) e ap6s (c e d) a

selecdo de variaveis.

De seguida foi construido um grafico de contribuicdes fatoriais, colorido de acordo
com a importancia da varidvel na projecdo (VIP). A Figura 32 representa o gréfico de
contribuigdes fatoriais da componente 1 (LV1), visto ser esta a componente que explica
maior variagdo no modelo de PLS-DA. Os picos coloridos a vermelho e laranja

representam ressonancias com maior importancia na discriminacdo entre 0s grupos poés-
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DMG e controlos do modelo de PLS-DA com scaling UV, apés a selecdo de variaveis. O
“assignment” realizado anteriormente possibilitou a identificacdo destas ressonancias como
sendo:  colesterol (C(18)H3) /ésteres de colesterol (C(18)H3), colesterol
(C(26)Hs)/colesterol  (C(27)H3), acidos gordos (CH3(CH,),), colesterol (C(21)Hs),
colesterol (C(19)Hs), ésteres de Colesterol (C(19)Hs), acidos gordos ((CHy),), &cidos
gordos (CH,-CH=), acidos gordos (CH,CO), acidos gordos 18:2 (=CH-CH,-CH=), 4cidos
gordos 20:4 (=CH-CH,-CH=), esqueleto de glicerol dos triglicéridos (C(1)H,), esqueleto
de glicerol dos triglicéridos (C(3)H,), esqueleto de glicerol dos triglicéridos (C(2)H) e
acidos gordos (-HC=CH-), todos em LV1 negativo. Isto significa que amostras de pos-
DMG em LV1 negativo possuem niveis mais elevados deste metabolito quando
comparados com as amostras controlos.
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Figura 32. Analise multivariada controlos e p6s-DMG, normalizacdo PQN e “scaling”
UV apds selecdo de variaveis. Gréfico de contribuicdes fatoriais, colorido de acordo com
os valores de VIP, do modelo de PLS-DA.

De seguida, fez-se a integracdo destas ressonancias, e os resultados obtidos foram
utlizados para validar a analise multivariada, recorrendo a analise univariada. Os resultados
encontram-se representados na Tabela 20 onde as ressonancias encontram-se organizadas
em familias. Para os metabolitos que apresentam diferencas significativas entre o grupo

p0s-DMG e grupo dos controlos foram calculados o “effect size” para diferengas das
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médias padronizadas (ESsmg) € a percentagem de variagdo (% de varia¢do), que mostram a
magnitude das diferencas entre os dois grupos, e 0s respetivos erros associados.

Tabela 20. Resultados da analise univariada pés-DMG vs. controlos (* nivel de

significancia 95% (p <0.05); s=singleto, d= dupleto e m=multipleto).

Desvio quimico P4s-DMG (n=12) vs. Controlos (n=15)
(multggﬁ::?dade) Composto Valordep' | % Variagdo | Effectsize
0,88-0,90 (s) | Acidos gordos CH, 2,9E-03 10,2+2,9 1,0+0,6
1,20-1,40 (s) | Acidos gordos (CH,)_ 4,8E-03 10,1£3,0 0,9+0,6
1,97-2,08 (m) | Acidos gordos CH,-CH= 9,7E-03 8.5+2,7 0,8+0.6
2,23-2,35 (m) | Acidos gordos CH,CO 7,7E-04 10,8+2,9 1,1+0,6

2,74-2,79 (m) | Acidos gordos 18:2 =CH-CH,- - - -
CH-=

2,79-2,88 (m) | Acidos gordos 20:4 =CH-CH,- - - -
CH=

5,29-5,46 (m) | Acidos gordos -HC=CH- 7,3E-03 6,6+2,2 0,8+0,6

4,08-4,18 (m) | Esqueleto de glicerol dos 5,8E-04 22,2458 1,0+0,6
triglicéridos C(1)H,

4,25-4,32(m) Esqueleto de glicerol dos 1,6E-02 20,2+7,1 0,7+0,6
triglicéridos C(3)H,

5,23-5,28 (m) | Esqueleto de glicerol dos 1,7E-02 20,3+7,5 0,7+0,6
triglicéridos C(2)H

0,67-0,70 (s) | Colesterol/Ester de colesterol 1,4E-02 6,6+2,7 0,7+ 0,6
C(18)H,

0,83-0,88 (d) | Colesterol C(26)H,,C(27)H, 6,6E-03 6,9+2,3 0,8+0,6

0,90-0,93(d) Colesterol C(21)H3 8.3E-03 6,7+2,6 0,7+0,6

1,00-1,01 (s) Colesterol C(19)H3 4,9E-02 5,5+2,2 0,7+0,6

1,01-1,03 (s) | Esteres de Colesterol C(19)H, 1,2E-02 7,0+2,9 0,7+0,6

Analisando os resultados listados na Tabela 20 podemos concluir que esta analise
permitiu confirmar as variacbes que observamos anteriormente na analise das
contribuices fatoriais. As diferencas das ressonancias dos acidos gordos 18:2 e 20:4 entre
0 grupo p6s-DMG e controlos ndo séo significativas, uma vez que apresentam valores de p
superiores a 0,05. A ressonancia do colesterol C(19)H3 apresenta um valor de p muito
proximo de 0,05 (4,9E-02), sugerindo que as diferencas entre os grupos, controlos e pos-
DMG néo sejam muito significativas. Os valores de percentagem de variagdo variam no
sentido positivo indicando que as ressonancias listadas encontram-se em maior quantidade

no grupo p6s — DMG do que no grupo controlo. As ressonancias referentes ao esqueleto de
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glicerol dos triglicéridos C(1)H, apresentam percentagens de variagdo maiores que as

restantes ressonancias o que significa que variam mais entre os dois grupos. Os valores de
“effect size” apresentam um erro muito elevado, para todas as ressonancias, assumindo
valores iguais ou superiores ao proprio valor de “effect size”, 0 que sugere que as variagdes
entre o grupo controlo e p6s-DMG sdo pequenas relativamente as variagdes que existem

entre as amostras pertencentes ao mesmo grupo.

A analise univariada foi utilizada também para a construcéo de caixas de bigodes, para
0s metabolitos que apresentam alteracGes estatisticamente significativas (valor de p <0,05).
As caixas de bigodes permitem ver a distribuicdo dos dados nos diferentes grupos em

estudo. A figura 33 representa um exemplo de uma caixa de bigode e a sua constituicéo.
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Figura 33. Exemplo de uma caixa de bigodes que representa dois grupos, A e B. Q1 =
1° quartil (25%) e Q3= 3° quartil (75%).

Na Figura 34 encontram-se exemplos de caixas de bigodes representativos das familias
das ressonancias listadas na Tabela 20. De cada familia foi selecionada a ressonancia com
sinal mais intenso no espectro de RMN de *H. Assim sendo, selecionou-se as seguintes
ressonancias: colesterol (Colesterol C(19)Hs; (1,00-1,01 ppm), ésteres de colesterol
(Esteres de colesterol C(19)H; (1,01-1,03 ppm) e triglicéridos (Esqueleto de glicerol dos
triglicéridos (C(1)H) (4,08-4,18 ppm)).

75



a) Acidos gordos (CH,}, (1,20 - 1,40 ppm) b) Colesterol C(19)H, (1,00~ 1,01 ppm)
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Figura 34. Caixas de bigodes representativos dos valores dos integrais de metabolitos
com diferencas significativas entre controlos e p6s DMG, com normalizacdo PQN.

Observando a Figura 34a), € possivel notar que grupo p6s-DMG que apresenta maior
variabilidade de dados do que o grupo dos controlos, o que visto pela altura das caixas que
é maior no grupo GDM. Nas restantes figuras, 34 b) e 34 c), nota-se a presenca de alguns
outliers nos dois grupos em estudo, apresentando o grupo p6s-DMG sempre uma maior

variagao que o grupo controlo o que vem suportar os resultados apresentados na Tabela 20.
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3.2.3 Estudo do grupo de trissomia 21 do 1° e 2°trimestres de gravidez

3.2.3.1 Trissomia 21 vs. Controlos no 1° trimestre de gravidez

Para a andlise da trissomia 21 do 1° trimestre, amostras de plasma de mulheres gravidas
saudaveis (controlos, n=15) e de gravidas que tiveram fetos com T21 (n=7) no 1° trimestre
de gravidez foram extraidas e os extratos lipidicos foram analisados por RMN de *H. A
mesma estratégia aplicada para a andlise das amostras de DMG foi aplicada na analise de
T21, isto é, os espetros de RMN de 'H foram alinhados e normalizados utilizando os
métodos de normalizacdo PQN e é&rea total e submetidos anélise multivariada com
diferentes tipos de “scaling”, UV, Pareto e centrado. No final desta analise foi escolhido
como o melhor modelo aquele com normalizacdo PQN e “scaling” UV.

Na Figura 35 encontra-se representada a analise multivariada do 1° trimestre dos
espectros de extratos lipidicos obtidos por RMN de *H. A Figura 35 a) representa 0 modelo
de PCA com normalizagdo PQN e “scaling” UV de controlos e T21, onde podemos
concluir que nao ha separacdo entre os dois grupos. A Figura 35 b) representa o modelo de
PLS-DA, onde conseguimos obter uma boa separacdo entre o grupo controlos e T21, com
um valor de Q7 igual a 0,433. As Figuras 35 c) e 35 d) revelam os resultados obtidos pelo
método de validacdo de MCCV, que demostram a pobreza do modelo na classificacdo das
classes, com valores de sensitividade, especificidade e taxa de classificacdo iguais a 38,1%,
86,3% e 69,5%, respetivamente. No grafico de ROC (Figura 35 c)) podemos observar que
as classes ndo estdo bem separadas uma vez que existe dispersao intra-classes e as classes
verdadeiras (e) e permutadas (o) encontram-se muito préximas umas das outras. No
grafico de distribuicdo dos valores de Q? existe muita sobreposicdo entre as classes

verdadeiras (m) e as classes permutadas (o).
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Figura 35. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15)) e T21 (simbolos
vermelhos (n=7)) com normalizacdo PQN. a) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling”
UV (R®X= 0,62, Q°= 0,433); b) PLS-DA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV
(R?X= 0,214, R?Y= 0,716, Q°= 0,401); c) Grafico de ROC; d) Grafico de distribuicdo dos

valores de Q.

De seguida fez-se selecdo de varidveis do modelo com normalizacdo PQN acima
representado. As Figuras 36 a) e b) representam os modelos de PLS-DA antes e ap0s a
selecdo de variaveis. Analisando os modelos podemos observar que estes sdo muito
semelhantes. Ao comparar os valores de Q* dos modelos concluimos que a selecdo de
variaveis melhorou 0 modelo uma vez que aumentou o valor de Q. As Figuras 36 c) e d)
representam os graficos ROC e distribuicdo de Q? obtidos pelo método de validacdo de
MCCV. Com a selegéo de variaveis, os valores de sensitividade, especificidade e taxa de
classificacdo sofreram um ligeiro aumento, assumindo valores de 49,9%, 90,0% e 77,3%,
respetivamente. Comparando os graficos de ROC e de distribuicdo dos valores de Q? com

os gréaficos obtidos antes da selecéo de variaveis (Figura 35 c¢) e d)) podemos concluir que
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a selecdo de varidveis melhorou a classifica¢do das classes. No gréafico de ROC (Figura 36

c)) as classes verdadeiras encontram-se agora mais afastadas das classes permutadas e mais

proximas do 1. No gréafico de distribuicdo dos valores de Q? (Figura 36 d)) a selecéo de

variaveis diminuiu a sobreposicao entre as classes verdadeiras e permutadas.
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Figura 36. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15)) e T21 (simbolos

vermelhos (n=7)) com normalizacdo PQN. a) PLS-DA de coordenadas fatoriais com
“scaling” UV (R®X= 0,214, R?Y= 0,716, Q°= 0,401) antes da selecdo de variaveis; b) PLS-
DA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV (R®X= 0,326, R*Y= 0,697, Q*= 0,438): c)

Grafico de ROC apds selecdo de variaveis; d) Grafico dos valores da distribuicdo de Q2

apos selecdo de variaveis.

Apds a validacdo dos modelos foi feita a andlise das contribui¢bes fatoriais da

informacdo contida no LV1, componente que explica maior variagdo de dados no modelo
de PLSD-DA. A Figura 37 representa 0 modelo de contribui¢bes fatoriais de PLS-DA,

colorido de acordo com os valores de VIP, com “scaling” UV para normalizacdo PQN

antes (a) e depois (b) da selecdo de variaveis, onde podemos notar que ndo existem

diferencas entre os dois graficos de contribuicdes fatoriais. Os picos com coloracdo mais

79



intensa representam as ressonancias com maior importancia, sendo estas: os fosfolipidos
("N(CHa)s, fosfolipidos CH,-"N(CHz3)s, glicerolfosfolipido (C(3)H,) e fosfolipidos (PO-
CH3) em LV1 positivo.

a) b
V|P3_B;.r ) vip
7000 224
3.44 8000+ -
6000
301 oy
5000 a0l 187
2.58
4000 soo0 b 169
i
215 =
E 3000 = 4000t 159
£ 12 ol
g 2000 -rau 132
= 129 09 I
1000 - 20 113
086 1000 ¢
I Y T 095
0 -+_.:-1 i -l—\n—‘ldlr«w b JL“»—»"A—&M— ,L
! | 0.43 —
+1000 1000 o
. . . . ‘ . .00
3 5 4 3 2 1 058

5 5 4 3 2 1
Desvio quimico (ppm) Co e
Desvio quimico (ppm)

Figura 37. Graficos dos contribuicdes fatoriais colorido de acordo com os valores de
VIP, dos modelos de PLS-DA com “scaling” UV antes (2)) e depois (b)) da selecdo de

variaveis.

De seguida passou-se a andlise univariada. Apds a integracdo das ressonancias que
mais variam entre os dois grupos em estudo, foram calculados valores de p utilizando o
teste de Wilcoxon. Para as ressonancias que apresentaram valores significativamente
diferentes foram calculados o effect size para as médias padronizadas e a percentagem de

variacdo. Os resultados desta analise se encontram representados na Tabela 21.
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Tabela 21. Resultados da analise univariada de T21 vs. controlos (* nivel de

significancia 95% (p <0.05); t=tripleto, s = singleto e m=multipleto).

Desvio quimico

T21 (n=7) vs. Controlos (n=15)

/ppm Composto * | 9%variacdo | Effectsize
(multiplicidade) Valordep | Yo variag
0,88-0,90 (t) | Acidos gordos CH, - - -
1,20-1,40 (s) | Acidos gordos (CH,)_ - - -
2,24-2,34 (m) | Acidos gordos CH,CO - - -
2,74-2,79 (m) | Acidos gordos 18:2 =CH-CH_-CH= - - -
5,29-5,46 (m) | Acidos gordos -HC=CH- - - -
1,00-1,01 (s) | Colesterol C(19)H, - - -
3,22-3,41 () Fosfolipidos +N(CH ). (de 7,6E-04 -10,7+£3,4 -1,2+0,7
373
fosfatidilcolina e esfingomielina)
3,67-3,88 (s) | Fosfolipidos CH,-"N(CH)s (de 4,8E-04 -9,6¢137 | -0,3:06
fosfatidilcolina e esfingomielina)
3,88-4,02 (s) | Glicerolfosfolipido C(3)H, 1,3E-04 -10,6£3,0 -1,4+0,7
4,32-4,45 (m) | Fosfolipidos PO—CH2 4,2E-02 -13,8£10,1 -0,6x0,6
Esqueleto de glicerol dos
408418 (M) | riglicéridos C(1)H, - - -
E | li |
4,25-4,32(m) squeleto de glicerol dos ) ) ]

triglicéridos C(3)H,

Observando a Tabela 21 podemos concluir que apenas as ressonancias pertencentes a

classe dos fosfolipidos é que variam (valor de p >0,05) e todas variam no sentido negativo,

significando que estas ressonancia encontram-se diminuidas no grupo T21 quando

comparado com o grupo controlo. Das ressonancias acima listadas, os fosfolipidos PO-

CH; apresentam maior variagdo, com um valor de % de variagdo igual a 13,8%.

Analisando os valores do effect size podemos ver que para todas as ressonancias este valor

possui um erro associado muito elevado, o que significa que as diferencas entre 0s grupos

de T21 e controlos sdo menores que as diferencas existentes dentro do mesmo grupo.

A Figura 38 representa as caixas de bigodes obtidas pela analise univariada, das

ressonancias que apresentam diferencas entre o grupo de T21 e o grupo controlo.
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Figura 38. Caixas de bigodes dos valores dos integrais das ressonancias com diferencas
significativas entre controlos e T21.

Observando as caixas de bigodes podemos verificar que a variacdo nos fosfolipidos
PO-CH; (Figura 38 d)), entre os grupos controlos e T21, ndo é muito significativa visto
existir sobreposicdo entre as caixas de bigodes dos dois grupos. Nas Figuras 38 a), 38 b) e
38 c), a variacdo entre os dois grupos ja é mais significativa havendo menos sobreposicdo
entre 0s grupos.

3.2.3.2 Trissomia 21 vs. Controlos no 2° trimestre de gravidez

Na analise dos extratos de plasma de mulheres gravidas, no 2° trimestre de gravidez,
que tiveram fetos afetados por trissomia 21 fizeram parte 28 amostras em que 13
pertenciam ao grupo de T21 e 15 amostras pertenciam ao grupo controlo. As amostras
foram extraidas em duplicados e os extratos lipidicos foram analisados por RMN de *H. A
mesma estratégia aplicada nos estudos anteriores, pds-DMG e T21 (1° trimestre), foi
aplicada nesta analise. Espetros alinhados e normalizados (PQN e area total) foram

submetidos a analise multivariada onde foram aplicados os diferentes tipos de “scaling”.
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Apos validagdo dos modelos, a normalizagdo PQN com “scaling” UV foi escolhida como

que melhor classifica as classes.

Na Figura 39 encontra-se representado o resultado da analise multivariada (Figura 39

a) e b)) e o resultado da validacdo do modelo de PLS-DA com “scaling” UV pelo método

de MCCV. A Figura 39 a) corresponde ao modelo de PCA com “scaling” UV onde

podemos observar que ndo ha separacdo entre o grupo de T21 e o grupo controlo. A Figura

39 b) representa 0 modelo de PLS-DA com “scaling” UV onde ja conseguimos obter

separacdo entre 0s dois grupos de estudo, com um valor de Q? igual a 0,367. Nas Figuras

39 ¢) e 39 d) temos os graficos de ROC e de distribuicdo dos valores de Q2

respetivamente. No gréfico de ROC podemos ver separacdo entre as classes verdadeiras

(o) e permutadas (o), embora exista alguma dispersdo intra-classes. O grafico de

distribuic&o dos valores de Q? existe alguma sobreposicdo entre as colasses verdadeiras (m)

e permutadas (o). Estes resultados demostram que embora o modelo possua valores de

sensitividade, especificidade e taxa de classificagdo iguais a 85,7%, 92,8% e 89,5%,

respetivamente, este modelo é pobre na classificacao das classes.
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Figura 39. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15)) e T21 (simbolos

vermelhos (n=7)) com normalizacdo PQN. a) PCA de coordenadas fatoriais com “scaling”
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UV (R*X= 0,815, Q*= 0,589); b) PLS-DA de coordenadas fatoriais com scaling UV (R*X=
0,295, R?Y= 0,675, Q%= 0,367); c) Grafico de ROC; d) Grafico dos valores da distribuicao

de Q°.

Comparando estes resultados com os obtidos na analise de pds-DMG podemos concluir

que o modelo com normalizagdo PQN e “scaling” UV classifica melhor o grupo de T21 do

que p6s-DMG, uma vez que conseguimos obter nesta analise (Figura 39) menos disperséo

e sobreposicdo entre as classes verdadeiras e permutadas e melhores valores de

sensitividade, especificidade e taxa de classificacdo, quando comparados com p6s-DMG

(Figura 29).

O passo seguinte consistiu na selecdo das variaveis do modelo com normalizacdo PQN

e validacdo do modelo pelo método de MCCV. A selecdo de variaveis permitiu obter

modelos de PLS-DA com melhores valores de R?X, R%Y e de Q% A Figura 40 representada

dois modelos de PLS-DA com “scaling” UV antes (a) e depois (b) da selecdo de variaveis

e os resultados da validacdo do modelo expresso em graficos de ROC (c) e de distribuicao

dos valores de Q? (d).
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Figura 40. Analise multivariada de controlos (simbolos pretos (n=15)) e T21 (simbolos

vermelhos (n=7)) com normalizagdo PQN. a) PLS-DA de coordenadas fatoriais com
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“scaling” UV (R®X= 0,295, R?Y= 0,675, Q°= 0,367) antes da selecio de variaveis; b) PLS-
DA de coordenadas fatoriais com “scaling” UV (R®X= 0,418, R*Y= 0,617, Q°= 0,451); c)
Grafico de ROC apés selecdo de variaveis; d) Grafico dos valores da distribuicio de Q2

apos selecdo de variaveis.

Comparando os modelos de PLS-DA antes (Figura 40 a)) e depois (Figura 40 b) da
selecdo de variaveis podemos notar que os modelos sdo muito semelhantes, apresentando o
modelo com selecao de variaveis um valor de Q? (Q%=0,451) ligeiramente superior ao valor
de Q% (Q?=0,367) do modelo de PLS-DA antes da selecdo de variaveis. Analisando os
gréficos de ROC antes (Figura 39 c)) e depois (Figura 40 c)) da selecdo de variadveis
podemos observar melhorias na separacdo entre as classes verdadeiras (e) e permutadas
(o), uma vez que a dispersdo intra-classes diminui. A selecéo de variaveis ndo melhorou a
distribuicdo dos valores de Q?, visto continuar a haver sobreposicio entre as classes. Os
valores de sensitividade, especificidade e taxa de classificacdo sofreram um ligeiro
aumento, assumindo valores iguais a 88,5%, 93,9% e 91,4%, respetivamente, embora este
aumento ndo tenha sido significativo.

Assumindo os resultados obtidos com a selecdo de variaveis foi feita a analise das
contribuicdes fatoriais para as duas componentes e uma vez que ndo existiam diferencas na
informacdo apenas a informacéo contida no LV1 foi utilizada para a integracdo dos sinais.
A Figura 41 representa os modelos de contribuicGes fatoriais de PLS-DA com “scaling”
UV para normalizacdo PQN, antes (2)) e depois (b)) da selecdo de variaveis. Os graficos de
contribuicbes fatoriais encontram-se coloridos de acordo com os valores de VIP.
Observando os dois graficos conclui-se que a ndo existem diferencas significativas. As
ressonancias com maior importancia foram identificadas como sendo: colesterol/ésteres de
colesterol (C(18)Hs3), acidos gordos (CH3(CHy)y,), &cidos gordos ((CHs>),), acidos gordos
(CH,-CH=), acidos gordos (CH,CO), acidos gordos 22:6 (-CH=CH-CH,-CH,-CO), acidos
gordos 18:2 (=CH-CH,-CH=), é&cidos gordos 20:4 (=CH-CH,-CH=), fosfolipidos
("N(CHa)s, fosfolipidos (CH2-"N(CHs)s, glicerolfosfolipido (C(3)H,) e fosfolipidos (PO-
CH,) em LV1 positivo, o que significa que amostras de do grupo controlo em LV1
positivo possuem niveis mais elevados destas ressonancias quando comparados com as

amostras de T21.
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Figura 41. Grafico de contribuicGes fatoriais colorido de acordo com os valores de VIP,

do modelo de PLS-DA antes (a)) e depois (b)) da selecdo de variaveis.

Ap0s a integracdo dos sinais das ressonancias que mais variam entre o grupo de T21 e

0 grupo controlo calculou-se para cada ressonancia os respetivos valores de p utilizando o

teste de Wilcoxon. Para ressonancias com valores de p inferiores a 0,05 determinaram-se

os valores de “effect size” para as medias padronizadas e a percentagem de varia¢do. Os

resultados desta analise encontram-se representados na Tabela 22.
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Tabela 22. Resultados da analise univariada T21 vs. controlos do 2° trimestre (* nivel
de significancia 95% (p <0.05); t=tripleto, s = singleto e m=multipleto).

Desvio T21 (n=13) vs. Controlos (n=15)
q“'ln?"i? /gpén Composto Valor de % Effect
(multiplicidade) pa Variacdo size
0,88-0,90 (1) Acidos gordos (CH,) - - -
1,20-1,40 (s) Acidos gordos ((CH,) ) - - -
1,97-2,08 (m) Acidos gordos (CH,- - - -
. CHY)
2,23-2,35 (m) Acidos gordos (CH,CO) - - -
2,35-2,42 (m) Acidos gordos 22:6 (- 4,7E-02 -6,7%3,6 -0,5+0,5
CH=CH-CH,-CH,-CO)
2,74-2,79 (m) Acidos gordos 18:2 - - -
(=CH-CH,-CH=)
2,79-2,88 (m) Acidos gordos 20:4 - - -
(=CH-CH -CH=)
0,67-0,70 (s) Colesterol/Ester de - - -
colesterol (C(18)H,)
3,22-3,41 () Fosfolipidos (+N(CH ) 7,6E-04 -6,1+1,9 -0,9+0,5
3’3
de fosfatidilcolina e
esfingomielina))
3,67-3,88 () Fosfolipidos (CH2_ 2,9E-04 -5,0£1,5 -0,9+0,5
"N(CH,), de fosfatidilcolina
e esfingomielina))
4,32-4,45 (m) Fosfolipidos (PO-CH,) 7,2E-03 -9,4+3,0 -0,9+0,5
3,88-4,03 (s) Glicerolfosfolipido 2,9E-03 -4,7+1,7 -0,7+0,5
(C(3H,)

De acordo com os resultados obtidos, as Unicas ressonancias que Vvariam
significativamente (valor de p < 0,05) entre os controlos e a doenca sdo os acidos gordos
22:6 (-CH=CH-CH,-CH,-CO), fosfolipidos 'N(CH,), CH-"N(CH), e PO-CH, e
glicerofosfolipidos C(3)H,. Destas ressonancias, a que varia mais sdo os fosfolipidos PO-
CH, apresentando um valor de percentagem de variacdo igual a -9,4%. Os valores da
percentagem de variacdo negativos indicam que estas ressonancias encontram-se
diminuidas nas amostras de T21 em comparacdo as amostras controlos. Os valores de
“effect size” apresentam um grande valor de erro indicando que as diferencas entre o grupo
de T21 e o grupo controlo ndo s&o significativas quando comparadas com as diferencas que

existem intra-grupos.
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Na Figura 42 encontram-se caixas de bigodes dos valores dos integrais das

ressonancias que apresentam diferencas significativas entre 0s grupos controlos e T21.

a) Acidos gordos 22:6 -CH=CH-CH,-CH,-CO (2,35 -2,42 ppm)
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Observando as caixas de bigode podemos verificar que a variacdo nos acidos gordos (-

CH,-CO) (Figura 42 a)), entre os grupos controlos e T21, ndo € muito significativa visto

que existe sobreposicdo de dados entre as caixas de bigodes dos dois grupos Nos
fosfolipidos, “N(CHa); (Figura 42 b)), CH,-"N(CHa); (Figura 43 c)) e PO-CH; (figura 42
e)), a variagéo entre os dois grupos ja é mais significativa do que nos acidos gordos (-CH.-
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CO), sendo maior para o grupo T21, uma vez que a sobreposicdo de dados é menor. E
também de notar a presenca de “outliers” em ambos 0s grupos de estudo. Por Gltimo temos
as caixas de bigodes dos glicerofosfolipidos (C(3)H,) (Figura 42 d)). Observado 0s
graficos podemos concluir que os glicerofosfolipidos (C(3)H2) sdo melhores
classificadores para T21 uma vez que a variacdo de dados entre estes dois grupos €
significativa visto ndo haver sobreposic¢ao de dados.

4. Conclusdes e perspetivas futuras

Este trabalho permitiu, com a utilizacdo do método de extracdo de MTBE e da
espectroscopia de RMN de 'H de 1D e 2D, identificar diferencas na composicdo de
espécies lipidicas presentes no plasma de mulheres gravidas (1° e 2° trimestres de
gravidez), diagnosticadas com DMG (2° trimestre) e com fetos afetados com T21 (1° e 2°
trimestres) quando comparadas com mulheres gravidas saudaveis.

A utilizacdo de extratos lipidicos mostrou ser um método eficaz, que ao contrério da
andlise direta do plasma permite-nos obter sinais estreitos, o que permite uma boa
identificacdo das espécies lipidicas do plasma. Porém, tem como desvantagens o facto de
ser necessario muitas horas para realizacdo da extracdo e a baixa reprodutibilidade do
método de extracdo de MTBE.

A andlise multivariada, para além de ter permitido identificar as diferencas existentes
entre controlos e doencas, permitiu avaliar dois tipos de normalizacdo, PQN e area total, e
diferentes tipos de “scaling”, UV, Pareto e centrado, tendo sido a normaliza¢ao PQN e o
“scaling” UV os escolhidos como os melhores métodos para a classificagdo dos controlos e
doencas. A analise da p6s-DMG mostrou que mulheres gravidas com DMG no 2° trimestre
de gravidez possuem niveis aumentados de lipidos quando comparados com controlos,
apresentando maior variacdo na ressonancia do esqueleto do glicerol dos triglicéridos

C(1)H,. O célculo do “effect size” revelou que as diferengas entre o grupo controlo e pos-

DMG sdo pequenas/poucas relativamente as variacbes que existem entre as amostras
pertencentes a0 mesmo grupo. Gravidas com fetos afetados por T21, tanto no 1° como no
2° trimestre, possuem niveis diminuidos de lipidos quando comparados com controlos,
apresentando variacGes apenas na classe de fosfolipidos. Em ambos os trimestres a
ressonancia que possui maior variagdo entre controlo e doenca corresponde aos

fosfolipidos PO-CH2, sendo esta variagdo maior no 1° trimestre. A semelhanca do que
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acontece na DMG as diferencas entre controlo e doenga sdo pequenas quando comparadas
com as diferencas intra-grupos.

No futuro, seria interessante a realizacdo de um estudo de DMG no 1° trimestre para
verificar que classes lipidicas se encontram alteradas. Para além disso, a utilizacdo da
espetrometria de massa (MS) para complementar este estudo com adicdo de mais
informacdo sobre a classe de fosfolipidos e um melhor entendimento destas alteracdes
podem vir a permitir a utilizacdo de metabolitos do plasma materno como biomarcadores

para estas doencas.
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