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RESUMO

Nutrologia € uma especialidade médica reconhecida no Brasil pela Associagdo Médica Brasileira
e pelas Autoridades da Saude Brasileira, que estuda as fungdes dos nutrientesda alimentagao
na saude, nas doencgas e na prevencao de doencas. A Nutrologia na pratica médica clinica estuda
também o relevante papel dos nutrientes no diagnostico clinico, funcional, bioquimico e no tratamento
farmacoldgico, alimentar (dietético) de pacientes e na prevengéo das doengas nutricionais (nutropatias).
Obesidade, aterosclerose, dislipidemias, diabetes tipo 2, hipertensdo, certos tipos de cancer,
dislipidemias, deficiéncias de minerais e vitaminas sao alguns exemplos de doengas que envolvem
primaria ou secundariamente disturbios na ingestdo ou metabolismo de nutrientes. Durante o curso
dessas doengas ocorrem disturbios nutricionais caracteristicos, especificos relacionados a ingestdo e
ao metabolismo de nutrientes e que podem afetar varios ou partes especificas de nosso organismo e
devem necessariamente envolver para a sua avaliagdo médica clinica, diagnostico e tratamento. Nao
€ possivel na clinica, em medicina, em nutrologia fazer o tratamento de doengas sem o diagnostico
clinico, funcional e bioquimico.

Uma avaliacéo nutroldgica completa e especializada, além da historia médica clinica nutricional,
incluem dados especificos sobre a alimentagdo familiar, atual e pregressa do paciente desde o
nascimento, exame médico pertinente com énfase na fungao e fisiopatologia de nutrientes, na transigao
da saude para a doenca. Ela requer uma série de exames funcionais, bioquimicos, nutrogenétidos/
nutrogendémicos, histolégicos e fisioldgicos dos nutrientes nos diversos compartimentos do corpo humano.
Nesta analise que deve sempre ser personalisada, procura-se integrar os processos de ingestéo,
absorgao e metabolismo dos macro e micro-nutrientes, assim como a utilizagdo, o armazenamento e
a eliminacao dos varios produtos e metabolismo nutricional em cada paciente. Tambem é fundamental
estabelecer-se as propriedades estruturais e funcionais dos nutrientes com énfase na relagao destes
com as fungdes basicas dos 6rgaos e tecidos do organismo. Este tipo de conhecimento integrado facilita
entdo investigagbes mais especificas e precisas de repercussoes fisiopatolégicas que acompanham
os disturbios dos nutrientes e modificam processos biolégicos essenciais a vida. O resultado final
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desta investigac&o clinica nutrolégica permite uma atualizagdo e um desenvolvimento de programas
mais eficazes na prevencgao e tratamento clinico de nutropatias, individuais e comunitarias, que estao
diretamente ou indiretamente ligadas a disturbios dos processos organicos de nutrientes.

ABSTRACT

Nutrology is recognized medical specialty in Brazil by the Brazilian Medical Association and the
Brazilian Health Authorities, which studies the nutrients functions / food on health, iliness and disease
prevention. The Nutrology clinical studies in medical practice also the important role of nutrients in
clinical diagnosis, functional, biochemical and pharmacological treatment, food (dietary) of patients and
prevention of nutritional diseases. Obesity, atherosclerosis, dyslipidemia, type 2 diabetes, hypertension,
certain cancers, dyslipidemia, deficiencies of minerals and vitamins are some examples of diseases
involving disorders in primary or secondary intake or metabolism of nutrients. During the course of these
diseases occur characteristic nutritional disorders, specifically related to the intake and metabolism of
nutrients. They can affect several or specific parts of our body and must necessarily involve a medical
evaluation for clinical diagnosis and treatment the physician nutrition specialist, who is a specialist in
the study of nutrients in health and disease. It is not possible in the clinic, in medicine, nutrology to treat
diseases without clinical, biochemical and functional.

The nutrologic analysis complete and specialized medical history beyond clinical nutrition, including
specific data on family diet, the patient’s current and past since birth, relevant medical examination with
emphasis on function and pathophysiology of nutrients in the transition from health to disease. It requires
a series of functional tests, bioquimicos, nutrogenéticos / nutrogenémicos, histological and physiological
effects of nutrients in different compartments of the human body. This analysis should always be seeks
to integrate the processes of ingestion, absorption and metabolism of macro and micro-nutrients, as well
as the utilization, storage and elimination of various products and nutritional metabolism in each patient.
Also it is essential to establish the structural and functional properties of nutrients with emphasis on
their relationship with the basic functions of the organs and tissues of the body. This type of integrated
knowledge facilitates investigations then more specific and accurate physiological repercussions
accompanying disorders of nutrients and modify biological processes essential to life. The end result of
this nutritional clinical research allows an upgrade and development of more effective prevention and
treatment of nutritional diseases, individual and community, which are directly or indirectly linked to
disturbances of the processes of organic nutrients.

INTRODUGAO

Nutrologia € uma especialidade médica reco-
nhecida no Brasil pela Associagdo Médica Brasileira
e pelas Autoridades da Saude Brasileira, que estuda
as fungdes dos nutrientes/da alimentagdo na saude,
nas doengas e na prevengao de doengas. ANutrologia
na pratica médica clinica estuda também o relevante
papel dos nutrientes no diagnostico clinico, funcional,
bioquimico e no tratamento farmacoldgico, alimentar
(dietético) de pacientes e na prevengao das doencgas
nutricionais (nutropatias). Obesidade, aterosclerose,
dislipidemias, diabetes tipo 2, hipertensdo, certos
tipos de cancer, dislipidemias, deficiéncias de mine-
rais e vitaminas sdo alguns exemplos de doencgas
que envolvem primaria ou secundariamente distur-
bios na ingestdo ou metabolismo de nutrientes.
Durante o curso dessas doengas ocorrem disturbios
nutricionais caracteristicos, especificos relacionados
a ingestdo e ao metabolismo de nutrientes. Eles

podem afetar varios ou partes especificas de nosso
organismo e devem necessariamente envolver
para a sua avaliacdo médica clinica, diagnostico e
tratamento o médico nutrélogo.

Uma avaliacdo nutrologica especializada,
além da histéria médica clinica nutricional, incluem
dados especificos sobre a alimentagao familiar, atual
e pregressa do paciente desde o nascimento, de
exame medico pertinente com énfase na fungao e
fisiopatologia de nutrientes, na transicdo da saude
para a doenca. Ela requer uma série de exames
funcionais, bioquimicos, nutrigenéticos//nutri-gend-
micos, histoldgicos e fisiolégicos dos nutrientes nos
diversos compartimentos do corpo humano. Nesta
analise que deve sempre ser personalisada, procura-
se integrar os processos de ingesta, absorcao e
metabolismo dos macro e micro-nutrientes, assim
como a utilizacao, o armazenamento e a eliminacao
dos varios produtos e metsabolismo nutricional em
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cada paciente. Também é fundamental estabelecer
as propriedades estruturais e funcionais dos nutri-
entes com énfase na relacdo destes com as fungdes
basicas dos orgaos e tecidos do organismo. Este
tipo de conhecimento integrado facilita entédo
investigagbes mais especificas e precisas de
repercussoes fisiopatolégicas que acompanham
os disturbios dos nutrientes e modificam processos
bioldgicos essenciais a vida. O resultado final des-
ta investigacdo clinica nutrolégica permite uma
atualizacdo e um desenvolvimento de programas
mais eficazes na prevencao e tratamento clinico de
nutropatias, individuais e comunitarias, que estdo
diretamente ou indiretamente ligadas a disturbios
dos processos organicos de nutrientes’.

Com base nestas premissas, apresentamos

a seguir uma abordagem parcial de avaliagdes,
equipamentos e instrumentos de laboratério que
podem auxiliar e complementaruma avaliagdo nu-
trolégica em condi¢cdes especificadas abaixo e
dentro do conceito de um “Centro de Exceléncia e
Referéncia em Nutrologia”’envolvendo quatroareas
de grande avanco:

1) Composigao Corporal avaliada por |) DEXA
SCAN, IlI) Ressonancia Magnética Nuclear
e lll) Tomografia Computorizada;

2) Cinética de Nutrientes e Fisiologia Molecu-
lares |) Cromatografia Gasosa e Espectro-
metria de Massa (GC/MS) e Cromatografia
Liquida (LC), Il) Tecnologia XF para estudo
da funcao mitocondrial;

3) Nutrigendmica;

4) Histomorfometria.

1) COMPOSIGAO CORPORAL

A analise da composicao corporal éparte fun-
damental de uma avaliagdo nutrolégica adequada
em cada individuo. A quantificido da massa proteica
e da adiposidade total do organismo, assim como
a distribuicdo de gordura nos compartimentos do
tecido celular subcutaneo e visceral deve ser feita
com exatiddo e precisdo. Uma vez registrado o
exato valor de cada componente do organismo e sua
distribuicdo, estas medidas podem ser reproduzidas
para se estabelecer uma evolugédo longitudinal e
continua das mudanas dos nutrientes na composi¢ao
organica em cada individuo. E também necessario
estabelecer o grau de infiltracdo de gorduras
em orgaos como o figado, pancreas, rins e nos
musculos cardiaco e esquelético, e em condi¢cdes

especiais deve ser availiada a presenga de gordura
no sistema vascular e no sistema nervoso central.
Esta informagédo é extremamente Util nas decisdes
terapéuticas e na implementacdo de medidas de
prevengdo com manipulagdo de nutrientes, bem
como no acompanhamento de enfermidades as-
sociadas aos disturbios metabdlicos. O exame
completo tambem define a densidade ossea, que
reflete a constituicdo da matriz e o conteudo de
sais minerais, principalmente de calcio do esqueleto
humano, de forma global e localizada. Assim, por
exemplo a densidade 6ssea da coluna vertebral
lombar, do colo do femur e do radio distal, entre
outros, servem como importantes indicadores da
saude oOssea®. Estes estudos também fornecem
informacgao sobre o nivel de hidratagdo do organismo
e estabelecem aspropor¢desde cada componente
nos compartimentos organicos:

A medida da Composicao Corporal pode ser feita
com equipamentos que usam:

A) ‘Dual-Energy X-Ray Absorptiometry” (DEXA
SCAN). Sao convenientes e de relativo baixo custo
e manutencdo, mas emitem uma pequena radiacao
durante o teste®.

B) Medicéo por Ressonancia Magnética (MRI): é
mais exata e precisa e 0 exame nao emite radiagao,
mas opera em campo magnético intenso. Tem
alto custo de manutencdo e requer técnicos com
treinamento especializado*:

C) Medida por Espectroscopia Ressonancia
Nuclear Magnética NM: Espectroscopia de Res-
sonancia Magnética Nuclear, mais conhecida como
Espectroscopia NMR ou ainda espectroscopia de
RMN. E uma técnica de pesquisa que explora as
propriedades magnéticas de certos nucleos atdmicos
para determinar propriedades fisicas ou quimicas de
atomos ou moléculas nos quais eles estao contidos.
Baseia-se no fendmeno da ressonancia magnética
nuclear e podem prover informagdes detalhadas
sobre a estrutura, dindmica, estado de reacdo e
ambiente quimico das moléculas. A Espectroscopia
NMR Ressonancia Nuclear Magnética é mais fre-
quentemente usada por Quimicos e Bioquimicos para
investigar as propriedades de moléculas orgénicas,
embora seja aplicavel para qualquer nucleo que
possua spin. Isto é valido de compostos pequenos
analisados com préton ou carbono unidimensional
a grandes proteinas ou acidos nucléicos usando
técnicas de analise em 3 ou 4 dimensdes. O impacto
da Espectroscopia NMR nas ciéncias naturais tem
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sido substancial, e pode ser aplicado em uma larga
variedade de amostras em solucdo e estado sélido®.

D) Medida por tomografia computadorizada:
Varios modelos de instrumentos de tomografia
computorizada se encontram a disposigcdo no
mercado®.

2) CINETICA DE NUTRIENTES (FISIOLOGIA
MOLECULAR)

O conhecimento da cinética dos nutrientes
e de derivados moleculares é de fundamental re-
levancia no que diz respeito a fisiologia molecular e
fisiopatologia das nutropatias. Uma vez estabelecidas
e quantificadas as vias metabdlicas predominantes
de absorcao, utilizagdo, armazenamento e excre-
¢ao dos diversos nutrientes pode-se elaborar inter-
vencdes clinicas e nutricionais mais especificas.
Estas teriam como objetivo primordial a normalizagéo
(ou recuperagao parcial) do fluxo dos nutrientes e
derivados intermediarios, que podem auxiliar na
restauragéo das relagdes interorganicas de nutrientes
€ promover uma composigao corporal mais adequada
ao estado funcional de cada individuo’. Estes es-
tudos dindmicos incluem analises detalhadas de
moléculasno sangue circulante, nos tecidos (por
exemplo, tecido adiposo e muscular esquelético)
e também, no espacointracelularcitoplasmatico e
subcelular, como por exemplo, nas mitocondrias.
Tem-se utilizadovariadas metodologias para a in-
vestigagdo da fisiologia de nutrientes e cinéticas
moleculares no ser humano, quer na saude como
na doenca. A grande maioria destes estudos
clinicosé invasiva, requerendo infusdes intravenosas
prolongadas, uso de marcadores isétoposnéo ra-
dioativos e biopsia tissular transcutanea. A aplicacao
atual da espectrometria de massa na medicina
clinica, € um evento cada vez mais frequente,
principalmente quando o homem ¢é o objeto do ex-
perimento. Desta maneira, os diferentes aspectos do
metabolismo intermediario sdo possiveis de serem
estudados. Os isotopos estaveis sdo considerados
inécuos ao ser humano, assim é possivel utiliza-los
em mulheres gravidas e criangas. Por outro lado,
com o aumento da disponibilidade dos isétopos
estaveis e laboratérios que trabalham com a técnica
de espectrometria de massa, o seu uso também esta
se difundindo em nosso meio. A espectrometria de
massa permite estudar, por exemplo, a capacidade
de sintese de proteina, metabolismo aminoacidico,
diagnosticar defeitos de absor¢do de gordura,

cinética de vitaminas e sugerir o diagndstico da
Helicobacter pylori.”®.

2.1) ESPECTROMETRIA DE MASSA

A Espectrometria de Massa, tem sido o
meétodo analitico mais aplicado a quantificacdo de
enriquecimento isotopico em amostras bioldgicas
obtidas durante os estudos com is6topos estaveis.
As razdes pela qual isto acontece sdo aparentes.
A Espectrometria de Massa é o mais rapido, mais
sensivel, mais especifico e mais preciso método
analitico praticavel pela comunidade biomédica.
Teoricamente, desde que a Espectrometria de
Massa tém a fungao de determinar a massa, e como
todos os substratos bioquimicos tém massa, este
método é potencialmente Util a todos pesquisadores
que estudam o metabolismo e suas desordens. A
Espectrometria de Massa geralmente € combinada
com outras técnicas, tais como cromatografia
gasosa, ionizagao térmica, bombardeamento de
atomos e mais recentemente a técnica de plasma
indutivo acoplada a Espectrometria de Massa®.

2.1.1) IRMS - Espectrometria de Massa por
Determinagao da Razao Isotépica

O espectrometro de massa é conhecido pelo
fato de obter medidas precisas em concentragao
isotopica muito baixa. Assim, por exemplo, quan-
tidades de 0,001 MPE (enriquecimento isotopico
em mol por cento, além da abundancia natural)
podem ser determinadas em amostras gasosas,
cuja concentragdo de CO2 ou de N2 varia entre
micromoles e nanomoles "°.

A principal limitacdo desta técnica vem do
fato de que a flexibilidade da medida ¢ limitada a
utiizagdo de gases puros. Sistemas complexos
de separagdo das amostras sao necessarios para
extrair um determinado gas de mistura complexa.
Em amostras de ar expirado, por exemplo, o CO,
deve ser separado do N, e O, por crioprecipitagdo, ou
ainda, um substrato ndo gasoso deve ser convertido
em CO,, como a purificagdo de glicose, seguida de
sua combustio em CO,".

2.1.2) GC-MS - Cromatografia Gasosa Acoplada
ao Espectrometro de Massa

E a técnica mais utilizada para identificagao
de metabdlitos anormais em diagndsticos de
desordens metabdlicas, desde recém nascidos até
individuos adultos. Esta técnica permite medir niveis
de enriquecimento isotdpicos maiores que 0,2 MPE,
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habitualmente variando de 1 e 5 MPE, em pequenas
quantidades do substrato (nano ou picomoles)
organico presente em misturas complexas como
o plasma. E necessario derivatizar a substancia
a ser analisada para que esta se torne volatil e
estavel a temperatura compativel com a utilizagcao
de cromatografia gasosa. Para os aminoacidos, por
exemplo, a derivatizagdo geralmente é feita pela
adicdo, por exemplo, de um grupo propil nos grupos
polares dos aminoacidos. Os produtos formados
sdo0, a seguir, injetados no cromatoégrafo. &

Esta técnica apresenta alta especificidade na
identificagdo de metabdlitos. Esta especificidade seda
justamente por esta perfeita combinagéo do poder de
separacao capilar do cromatografo a gas, seletividade
do processo de derivatizagdo quimica usado para
volatilizacdo, caracteristicas discriminantes do mo-
dulo de ionizacdo espectrométrica da massa dos
fragmentos de ions escolhidos para andlise e a
capacidade do espectrometro de massa separar
ions com diferengas de massas muito pequenas .

2.1.3)GC-C-IRMS - Combustao

Nesta técnica, sao acoplados, em série, cro-
matografia gasosa, forno de combustdo e por fim
espectrometria de massa. Desta maneira, amostras
biolégicas, separadas por meio de GC, sdo oxidadas
a CO, a 800°C, em um forno de combustéo, e a
seguir, a relagéo '*CO,/"?CO, ¢é analisada em IRMS.
Esta técnica combina a capacidade do GC-MS de
separar/extrair uma substancia complexa, na ordem
de nano a picomoles, alta precisdo do IRMS para
determinagao do enriquecimento isotdpico de '*C, na
ordem de 0,1 a 0,7%%".

2.1.4) Aplicagoes Clinicas do Isétopo Estavel
Utilizando Espectrometria de Massa

Nos ultimos anos tém sido cada vez maior
a aplicacdo de isotopos estaveis aos estudos
metabdlicos no homem, assim como sua utilizagao
em estudos de biodisponiblidade de nutrientes,
cinética de farmacos entre outras aplicacdes clinicas
relevantes 2134, Isto se deve a especificidade da
técnica de espectrometria de massa e a seguranga
da utilizacdo do is6topo estavel que é inbcuo ao
homem.

Uma das aplicagdes clinicas mais importantes
da espectrometria de massa, relaciona-se com ana-
lises organicas, como por exemplo, na determinagao
do peso molecular, a partir de quantidades diminutas
do analito, sempre que for necessario elucidar

a estrutura quimica do composto alvo. Como
previamente descrito, ao se combinar a cromatografia
gasosa a espectrometria de massa, este método
tornou-se importante na deteccédo de concentragdes
tracos de compostos organicos no sangue, urina,
gas expirado e outros fluidos bioldgicos. Este mé-
todo pode fornecer informagdes, relacionando o
diagnéstico de doengas e contribuindo com o seu
entendimento fisiopatologico™ 3.

As aplicagbes clinicas incluem o diagnoéstico
de doengas que alteram o metabolismo de acidos
organicos, como por exemplo, os aminoacidos e
simultaneamente, analises multicomportamentais se
mostram uteis na identificacdo de vias metabdlicas
anormais (estudo do metabolismo protéico, de hi-
dratos de carbonos e lipideos). Assim sao passiveis
de serem estudados os acidos orgéanicos, como
por exemplo, os acidos metilmalénico (aciduria
metilmaldnica) e fenilcetondria); &cidos graxos de
cadeia curta; compostos orgéanicos volateis, como as
cetonas e aldeidos, polidis, aminas, prostaglandinas,
esteroides, acidos biliares, constituintes dos acidos
nucléicos e aminoacidos 61718,

O uso de is6topos estaveis para o estudo
da cinética de substratos metabdlicos, tais como,
proteinas, carboidratos e gorduras, requerem uma
meticulosa avaliagdo do caminho tracado pelo me-
tabdlito. Estes estudos geralmente envolvem a in-
fusdo na circulagdo sanguinea, de um elemento li-
gado a um iso6topo estavel e a medida subsequente
do caminho tracado por este metabdlito de inte-
resse’?.

a) Estudo da Taxa de Metabolismo Basal

O estudo da Taxa de Metabolismo Basal ‘feito
apos 12 horas de jejum noturno, os voluntarios
sao estudados em repouso no leito, deitados, com
a temperatura ambiente de cerca de 20°C. Cada
voluntario é orientado a respirar tranquilamente
na campanula de um calorimetro indireto movel
(Sensormedics, Vmax 29 Series) de fluxo continuo.
As taxas de consumo de O, e de produgéo de CO,
sdo obtidas e a taxa metabdlica basal é calculada de
acordo com a equagéo de Elia e Livesay (1992).

b) Estudo do Gasto Energético Total (GET)

Até o advento da criacdo do método da agua
duplamente marcada, ogastoenergéticototal sé podia
ser realizado, na comunidade, através: de inquérito
alimentar e sua comparacao com a estabilidade do
peso (método por demais inexato); do emprego de
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um calorimetro portatil (pouco pratico e impraticavel
para a populagao idosa); da restricdo do voluntario
a uma camara de trocas gasosas fechada (situagao
excessivamente artificial) ou da reprodugdo, em
laboratério, da atividade fisica na comunidade,
com baixa representatividade. O método da agua
duplamente marcada representou uma revolugao
no estudo do metabolismo energético, pois permite
que o voluntario permaneg¢a na comunidade, desem-
penhando suas atividades habituais e, apds a in-
gestdo da agua marcada com isétopos estaveis, ter o
seu gasto energético total determinado com extrema
precisao, pela simples coleta de amostras de urina.
Trata-se, portanto, de método nio-invasivo, seguro,
que, por empregar isotopos estaveis, ndo submete
os voluntarios a exposicéo radioativa'®.

Determinagdo do Nivel de Atividade Fisica e
Termogénese (NAT)

O gasto energético com atividade fisica e ter-
mogénese € calculado da seguinte forma (Fuller e
colaboradores, 1996):

NAT = GET-TMB

2.1.5) Cromatografia Liquida — Espectrometria
de Massa (LC-MS)

Cromatografia liquida € uma técnica de
separacdo fundamental em ciéncias bioldgicas e
areas afins. Ao contrario de cromatografia gasosa,
que nao é apropriada para as moléculas nao
volateis e termicamente frageis, a cromatografia
liquida pode separar com seguranga uma gama
muito ampla de compostos orgéanicos, a partir de
pequenas moléculas tais como metabolitos de
drogas, peptideos, proteinas etc. Para a maioria
das aplicagdes de LC-MS, uma boa execugao exige
uma integragéo de automagao em larga escalae/ou
separagdo dos compostos em fase liquida?.

2.1.5.1) Aplicagoes bioquimicas da LC-MS

a) ldentificag&o rapida de proteinas usando LC
capilar / MS / MS com procura em banco de dados.A
combinacao da LC / MS / MS, dados dependentes
da probabilidade baseada na busca em banco de
dados tornando possivel identificar rapidamente
cerca de 100 proteinas em uma Unica analise.Com a
concluséo do Projeto Genoma Humano, o interesse
cientifico esta se voltando cada vez mais para a tarefa
de converter informacdes da sequéncia de DNA
em conhecimento que potencialmente melhoram a
medicina humana e saude. A surpreendente des-
coberta de que o genoma humano contém menos

genes do que o previsto salienta a importancia das
proteinas como os principais atores em sistemas
bioldgicos. Analise de um proteoma, todo o conjunto
de proteinas expressas por um organismo, célula
ou organela, é altamente complexo e sob fluxo
constante, em resposta a varios estimulos, ao longo
do tempo. Prote6mica tem de lidar com a separagao
de misturas de proteinas altamente complexas.
Além disso, as proteinas pouco abundantes e
de alta concentracdo diferem em abundancia ao
longo de mais de cinco ordens de magnitude,
portanto, altamente abundantes proteinas podem
mascarar os de baixa abundéancia. O futuro da LC-
MS em Protebmica é promissor, pois sistemas
biolégicos geralmente ndo reagem a perturbagdes
regulando apenas alguns componentes, mas atra-
vés de mudangas em muitas vias de interacao.
Torna-se evidente que, por exemplo, doencas
multifatoriais ndo podem ser diagnosticadas com
base em biomarcadores individuais, mas que os
padrdes de marcadores sdo necessarios para um
prognaostico, assim como para seguir as intervengoes
terapéuticas. Sistemas analiticos da proteina, bem
como abordagens LC-MS podem fornecer os meios
tecnoldgicos para fazer isso no futuro?°?',

Recentemente, varios esforcos tém mostrado
que a integracdo dos dados analiticos obtidos
a partir de um sistema biolégico, a varios niveis
podem conduzir a uma melhor compreensdo de
como ele reage a uma dada perturbagao. O préximo
campo da analise de grande escala de metabolitos,
“‘metabolomica” também depende fortemente de
LC-MS, como um método analitico. Metabolémica
agora esta sendo integrado na analise de sistemas
bioldgicos e fornece informagodes relevantes. Novos
espectrometros de massa e de softwares associados
a LC-MS poderao facilitar a aquisicao de espectros
em uma analise automatizada. A concluséo de bases
de dados de sequéncia com organismos adicionais
cujos genomas sio totalmente sequenciado ira
fornecer o modelo para proteina de sucesso e
identificacdo de peptideos?.

b) LC-MS na Analise de Carboidratos: A gli-
cosilagdo, uma das modificagbes pos-traducionais
das proteinas mais comuns encontrados em quase
todos os sistemas bioldgicos, consiste na ligagcao
covalente de sacarideos de residuos de aminoacidos
especificos em peptideos. Existem dois tipos prin-
cipais de ligagbes nas glicoproteinas: A ligagado
N-glicosidica  glicosidicas em glicoproteinas: a
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N-glicosidica através do nitrogénio da amida de um
residuo de asparagina e a ligagdo O-glicosidica,
através do grupo hidroxila da serina, treonina, tirosina,
hidroxilisina ou hidroxiprolina. Os componentes de
hidratos de carbono de glicoproteinas desempenham
um papel crucial namodulagao das suas propriedades
fisico-quimicas®.

Diferentes estratégias podem ser seguidas para
a analise das cadeias de hidratos de carbono ligados
a uma glicoproteina. Um deles consiste na liberagéo
quimica ou enzimatica de oligossacarideos e o seu
subsequente fracionamento por cromatografia ou
eletroforése seguido pela caracterizagéo das fragoes
separadas. A separagao dos glicanos clivados a partir
de uma glicoproteina produz uma impressao digital,
também referido como o perfil de oligossacarido ou
um mapa.

Na industria farmacéutica e de biotecnologia,
tém sido usadas técnicas de mapeamento de
estruturas de carboidratos de glicoproteinas:

* duranteaprimeiracaracterizagao, paracomparagao
da glicosilagdo da proteina nativa e recombinante;

» para separar e identificar as estruturas que os
oligossacarideos apresentam;

* para controlar a consisténcia da glicosilacdo e
identificar alteracdées que possam ter resultado de
alteracdes na cultura celular;

* para monitorizar alteragbes na glicosilagdo que
ocorrem como resultado da expressdo em linhas
de células diferentes.

No futuro, a combinagdo de LC com MS pro-
vavelmente sera a ferramenta analitica mais ampla-
mente utilizada para a analise de oligossacaridos de-
rivados de proteinas, apesar das restricbes da MS,
como a impossibilidade de distinguir entre monos-
sacarideos com a mesma massa (glicose, manose,
galactose, etc), ou o fato de que diferentes combina-
¢des de monossacarideos resultam na mesma mas-
sa. Para superar estas limitagdes, a combinacéo de
MS com varias técnicas cromatograficas, bem como
varias etapas de degradacéo enzimatica podera ser
valiosa®.

2.2) Tecnologia XF para estudo da fungao
mitocondrial

E uma nova tecnologia capaz de medir ativi-
dade enzimatica da cadeia de transporte eletrénica
de mitocdndrias em células musculares ou do tecido
adiposo devidamente preparado. Tem sido usada no
estudo do envelhecimento muscular, na obesidade
e durante exerciciofisico controlado. Requer biopsia

muscular ou de tecido adiposo e uso de células em
cultura primaria, ndocongeladas. O tecido pode ser
reutilizadoapds analise da fungdo mitocondrial para
outras finalidades. Todos XF instrumentos integram a
tecnologia “label-free”, eliminando artefatos rétulo em
respostas celulares e interacbes medicamentosas.
XF analisadores também incorporam um design
descartavel cartuchode ensaio, o quefacilitamelhores
técnicas de cultura de tecidos, sem necessidade
de especial de limpeza, e economizando tempo. O
poder da tecnologia XF fornece cinética em tempo
real que desbloqueia dados bioenergéticos celulares
essenciais. Tecnologia XF e kits de teste de estresse
XF, sao fazer estudos bioenergéticos celulares sim-
ples, eficiente. A primeira medicdo metabdlica in
vitro, a tecnologia XF perfis de forma nao invasiva
a atividade metabdlica das células em questdo de
minutos, oferecendo cientistasumensaiobaseadoem
células fisioldgicas para a determinagédo do consumo
de oxigénio basal, as taxas de glicélise, a produgao
de ATP, e a capacidade respiratéria numa unica
experiéncia para avaliar a disfungao mitocondrial. Ao
medir as duas principais vias de producao de energia
da célula, em simultdneo, a respiracdo mitocondrial
e glicdlise, cientistas obter o ensaio bioenergética
mais fisiologicamente relevante disponivel, o que
resulta em uma melhor visdo geral do metabolismo.
XF tecnologia também mede a oxidagdo de aci-
dos gordos e o metabolismo da glucose e de ami-
noacidos para a informacdo metabdlica cinética.
Sem rétulos, radioatividade, corantes, tripsina, ou
permeabilizacdo. As células aderentes, as células
primarias, células da suspensdo, e mitocondrias
isoladas pode ser facilmente analisado?.

2.2.1) Medidada respiragao mitocondrial e a
fungao glicolitica em células com kits de
teste de estresse XF.

A Tecnologia XF permite medir a fungao
mitocondrial e disfuncdo, em células vivas com
menos configurar e limpar do que os métodos de
eletrodo de Clark?.

a) Aplicagdes no Envelhecimento

Disfungcdo mitocondrial € de preocupagao
central no processo de envelhecimento. O aumento
da idade correlaciona-se com um acumulo de
danos oxidativos do DNA mitocondrial (mtDNA)
mutagdes e um declinio na fosforilagdo oxidativa. O
Analisador XF gera dados que podem fornecer uma
nova compreensao em relacdo ao envelhecimento
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e a disfuncdo mitocondrial, permitindo a medi¢ao
do metabolismo celular, em tempo real, de uma
microplaca. Através da medi¢ao da taxa de consumo
de oxigénio (OCR), - uma medida da respiragao
mitocondrial, bem como a taxa de acidificagdo
extracelular (ECAR) - uma medida da glicdlise, que
sera fornecido com o mais fisiologicamente relevante
para a medicdo in vitro para os seus estudos
bioenergética?.

b) Aplicagbes em obesidade, diabetes e disturbios
metabolicos

A disfungdo mitocondrial € central para a
fisiopatologia da obesidade, diabetes, e doengas
metabdlicas, e estd associada com a resisténcia a
insulina. O Analisador XF gera dados que podem
fornecer uma nova compreensao em relagdo a
obesidade, a diabetes, e doencas metabdlicas, e
disfuncdo mitocondrial, permitindo a medicdo do
metabolismo celular,emtemporeal, numa microplaca.
Através da medicéo da taxa de consumo de oxigénio
(OCR), - uma medida da respiragdo mitocondrial,
bem como a taxa de acidificagéo extracelular (ECAR)
- uma medida da glicolise, que sera fornecido com o
mais fisiologicamente relevante para a medigao in
vitro para os seus estudos bioenergéticos?.

3) Nutrigenémica:

O conceito das novas ciéncias nutricionais,
nutrigenética e nutrigenémica, e das tecnologias
“Gmicas” incorpora o uso de ferramentas para
andlise de parametros moleculares, estudo das
interagdes gene-dieta englobando a influéncia dos
genodtipos na resposta aos diferentes tratamentos
dietéticos e a acdo dos nutrientes sobre a modulacgao
da expressdo génica e protéica®?’. As alteragdes
encontradas por meio de estudos genéticos séo a
chave para distinguir os individuos que respondem
ou nao determinado tratamento, visto que estudos
recentes realizados em nosso grupo foi observado
que pacientes submetidos a cirurgia bariatrica,
apos 12 meses apresentaram deficiéncias nutri-
cionais, mesmo com suplementagéo, ou seja res-
ponderam de forma diferente a esta técnica, muitas
vezes aplicada para tratamento da obesidade e
comorbidades 2%%°. Essa nova abordagem pode
envolver milhares de polimorfismos genéticos, me-
didas de proteinas, sequéncia genética, dados me-
tabolicos e a combinacédo de todos estes dados e
de suas interagdes 3°3'. A utilizagdo de “arrays” de

DNA baseada em ensaios com anticorpos “multiplex”
contra inumeros componentes de proteinas e suas
isoformas nas vias metabdlicas tornou-se uma im-
portante ferramenta nas pesquisas relacionadas a
obesidade e suas complicagdes, bem como para o
entendimento da nutricdo molecular®?,

Com o Projeto do Genoma Humano, muitos
estudos tém sido realizados objetivando encontrar
as interagbes entre genes e ambiente e permitiu
identificar os polimorfimos de nucleotideo unico
(SNPs)®,

Polimorfismo de nucleotideo Unico ou poli-
morfismo de nucleotideo simples (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) & uma variagdo na sequéncia
de DNA que afeta somente uma base (adenina
(A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G) na se-
quéncia do genoma. No entanto, alguns autores
consideram a troca de poucos nucleotideos, assim
como pequenas insergbes ou delegdes (indel)
como SNPs. Nestes casos, o termo polimorfismo
de nucleotideo simples é mais adequado®. Estas
variagdes devem ocorrer em no minimo 1% de
uma determinada populagado para ser considerada
como um SNP. Se, por outro lado, a frequéncia
de uma variagao for inferior a 1%, a mesma sera
considerada simplesmente uma mutacdo. Os SNPs
constituem 90% de todas as variagdes gendmicas
humanas e aparecem, em média, uma vez a cada
1.300 bases, ao longo do genoma humano. Dois
tercos dos SNP correspondem a substituicoes de
uma citosina (C) por uma timina (T). Além de poder
acarretar mudangas morfologicas, essas variagdes
na sequéncia do DNA podem influenciar a resposta
dos organismos a doengas, bactérias, virus, produtos
quimicos, farmacos, etc *.

SNPs estdo dispersos por todo o genoma,
podendo ocorrer tanto em regides codificadoras
como em nao codificadoras. O SNP em regides
codificadoras: sdo denominados sinénimos e nao
sindnimos (SNPns) 3.

Dependendo dos SNPs herdados, os indivi-
duos podem se tornar mais susceptiveis a deter-
minadas doengas ou mesmo apresentar diferentes
respostas ao tratamento30. Neste caso, o desenvol-
vimento de tecnologias de genotipagem em larga es-
cala, faz com que essas variagdes genéticas sejam
conhecidas, podendo se tornar possiveis marcado-
res moleculares utilizados na prevengao, diagnostico
e tratamento de doencas *.

Estudos em modelos animais e humanos evi-
denciaram a contribuicdo substancial da genética no
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desenvolvimento da obesidade®. Estima-se que a
influéncia genética na massa corporal esteja entre
30 a 70%%%, sendo que, a adiposidade pode ser
explicada por fatores genéticos em 75 a 80%35%,
O numero de estudos associando as variagdes na
sequencia de bases de genes especificos e o fendtipo
da obesidade tem aumentado continuamente. A
publicagdo do Human Obesity Maps (2005)39mostrou
127 possiveis genes associados a obesidade que
podem atuar na massa corporal, gordura corporal e/
ou distribuicdo desta.

Acredita-se que a atual epidemia de obesidade
€ o resultado de uma combinagdo complexa de
fatores genéticos e um ambiente obesogénico.
Nesse caso, a alimentacdo é um dos principais
fatores responsaveis pela alteragdo na expressao
dos genes, sendo a dieta fator de grande relevancia
na manutengao do equilibrio gendémico, influenciando
o controle das atividades de sintese e reparo do DNA
e apoptose®. Deste modo, as alteragdes nutricionais
podem ocorrer, por mecanismos indiretos ou epi-
genéticos, lesées no DNA, uma vez que o estado
nutricional afeta diretamente o estado de metilagao
do DNA?®*. Quando a ingestao crénica de nutrientes
se torna menor que a recomendagido, mecanismos
reguladores podem reservar pequenas quantidades
do nutriente para atender as fungdes basicas e assim,
reduzir as quantidades disponiveis para manutengao
dos eventos que promovem o funcionamento correto
do DNA?,

4) Histomorfometria - Microscopia Biologica
e Industrial

A histologia e a citologia de amostras de tecido
obtido durante os Testes Dinamicos abaixo descritos
complementam estudos de Composigdo Corporal
por imagem e a avaliagdo da cinética dos nutrientes
€ moléculas derivadas no organismo humano. These
microscopes are used for biological research at
laboratories and universities, inspections at hospitals,
and for science education*'.
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