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Resumo

Atualmente, é consensual a ideia de que a composicédo lipidica da dieta influencia de
forma determinante o risco de algumas doencas crénicas. A ingestdo de grandes quanti-
dades de acidos gordos saturados e acidos gordos trans tem sido associado com dislipi-
démias, exacerbar de processos inflamatorios e aumento do risco de doencas cardiovas-
culares, pelo contrério o consumo de acidos gordos polinsaturados, em especial os 6me-
ga-3, tem sido associado a diversos beneficios para a saude. Pelo facto de os glébulos
vermelhos apresentarem um tempo de vida util elevado, cerca de 120 dias, tem sido
sugerido que o perfil em acidos gordos das membranas destas células podera ser usado
ndo apenas como um biomarcador que reflita a ingestdo de macronutrientes da dieta,
mas também como um biomarcador associado a diferentes padrées metabolicos e pato-
logias tais como diabetes, cancro e doencas cardiovasculares.

Por este motivo, e devido a um interesse crescente na definicdo de possiveis relaces
entre perfis de acidos gordos e o risco de doencas cronicas, varias tém sido as metodo-
logias propostas para a extracdo, separacao, identificagdo e quantificacdo de diversos
lipidos, em particular de acidos gordos em matrizes tdo diversas como alimentos e teci-
dos bioldgicos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método simples e rapido
para a identificacdo e quantificacdo de acidos gordos presentes na membrana de eritroci-
tos utilizando cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (GC-FID).
Para tal, foram testados diferentes protocolos, um dos quais incluiu um passo de extra-
cdo de lipidos com base na adaptacdo de um método classico (método de Folch) e
outros protocolos, em que se testaram diferentes parametros tais como realizacdo de
saponificacdo, diferentes tempos de metilacdo e realizagdo da extracdo e derivatizagédo
num dnico passo.

Depois de selecionado e otimizado o método procedeu-se ao estudo dos parametros de
validacdo, tais como a gama de linearidade e curvas de calibracdo, preciséo e exatidao,
limite de detecdo e limite de quantificacdo.

Palavras-chave: Eritrocitos, Acidos gordos, Cromatografia Gasosa, Validacdo de

metodologia
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Abstract

Currently, it is general accepted idea that the lipid composition of the diet strongly in-
fluences the risk of some chronic diseases. The ingestion of large amounts of saturated
fatty acids and trans fatty acids have been associated with dyslipidemia, exacerbated
inflammatory processes and increased risk of cardiovascular diseases. In contrast, the
consumption of polyunsaturated fatty acids, especially Omega-3 fatty acids, has been
associated with several health benefits. Due to the fact that red blood cells have a high
lifetime, about 120 days, it has been suggested that the fatty acid profile of these cells
membranes can be used not only as a biomarker that reflects dietary macronutrient in-
take, but also as a biomarker associated with different metabolic patterns and patholo-
gies such as diabetes, cancer and cardiovascular diseases.

For this reason, and due to a growing interest in the definition of possible relationships
between profiles of fatty acids and the risk of chronic diseases, several methodologies
have been proposed during the last years for the extraction, separation, identification
and quantification of various lipids, in particular of fatty acids in diverse matrices such
as foods and biological tissues.

Thus, the main objective of the present work consisted in developing a simple and rapid
method for the identification and quantification of fatty acids existing in the erythrocyte
membrane, by using gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID). To
accomplish this goal, different protocols were tested, one of which included a step of
lipid extraction based on the adaptation of a classic method (Folch method) and other
protocols, which included the evaluation of different parameters such as including a
saponification reaction, different times of methylation and using a one-step protocol (for
lipid extraction and derivatization reaction).

After selected and optimized, the method was validated based on the study of the gene-
rally used parameters for this purpose, such as range of linearity and calibration curves,

precision and accuracy, limit of detection and limit of quantification.

Keywords: red blood cells, fatty acids, gas chromatography, method validation
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Capitulo 1

1.1 Motivacao e objetivos

As propriedades benéficas e prejudiciais dos lipidos, bem como a sua identificacdo e
caraterizacdo em diversas matrizes, € uma temética que tem sido alvo de numerosos
estudos nos ultimos anos. No que respeita aos acidos gordos em particular, sabe-se que
estes podem exercer efeitos, quer positivos quer negativos, no metabolismo e fisiologia
humano. Atualmente, e de uma forma geral, considera-se que a ingestdo de quantidades
elevadas de &cidos gordos saturados e acidos gordos trans pode potenciar o exacerbar
de dislipidémias e aumento do risco de doencas cardiovasculares (DCV), ao passo que 0
consumo de acidos gordos polinsaturados, com especial destaque para os 6mega-3, tem
sido associado a diversos beneficios para a saude (Pottala et al., 2012). Por este motivo,
e devido a um interesse crescente na definicdo de possiveis relacdes entre perfis de &ci-
dos gordos e o risco de doencas cronicas, varias tém sido as metodologias propostas
para a extracdo, separacdo, identificacdo e quantificacdo de diversos lipidos, em particu-
lar de acidos gordos em matrizes tdo diversas como alimentos e tecidos biologicos.

Séo varias as amostras bioldgicas descritas na literatura como tendo sido utilizadas para
a avaliacdo do perfil em acidos gordos, nas quais se incluem o sangue total, plasma,
plaquetas, glébulos brancos, eritrécitos, células bucais, entre outras (Pottala et al.,
2012). Destas, a utilizagdo de eritrdcitos apresenta algumas vantagens tais como apre-
sentarem uma baixa variabilidade bioldgica, serem representativos no que respeita a
composicdo de outras membranas e refletirem uma exposicdo de relativamente longo
termo a diferentes acidos gordos (Pottala et al., 2012). Segundo alguns autores, pelo
facto dos glébulos vermelhos apesentarem um elevado tempo de vida (cerca de 120
dias), o perfil em acidos gordos das membranas destas células pode ser usado nao ape-
nas como um biomarcador que reflita a ingestdo de macronutrientes da dieta, mas tam-

bém como um biomarcador associado a diferentes padrdes metabdlicos e patologias
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(Harris et al., 2005; Magnusardottir et al., 2008). Até a presente data, a maioria dos
estudos disponiveis na literatura foca sobretudo a analise do perfil de &cidos gordos no
sangue total (Bicalho et al., 2008) ou plasma (Sun et al., 2007). No que respeita aos tra-
balhos realizados com eritrdcitos, alguns apresentam o resultado apenas em percenta-
gem relativa, ndo sendo realizada uma quantificacdo objetiva do teor dos diferentes
compostos (Sun et al., 2007) e outros ndo referem qualquer validacéo prévia da metodo-
logia usada (Araujo et al., 2008).

A analise de acidos gordos das membranas de eritrécitos tipicamente engloba dois pas-
sos principais, nomeadamente a extracdo dos lipidos existentes na amostra e a sua meti-
lagcéo (derivatizacdo), a qual pode ou nédo ser precedida de uma reagdo de saponificacao
(Clayton et al., 2012). O procedimento para extracdo de lipidos totais de eritrocitos é
geralmente feito recorrendo a métodos convencionais utilizados mundialmente, nomea-
damente o método de Folch (Folch et al., 1957), o método de Bligh e Dyer (Bligh e
Dyer, 1959) ou modificagdes destes usando outros volumes, outras proporcoes de sol-
ventes na mistura extrativa, ou utilizando solventes menos toxicos. No caso de serem
usados outros solventes, devera sempre ter-se em consideracdo que os solventes usados
para extracdo devem solubilizar todos os compostos lipidicos e serem suficientemente
polares para promoverem as dissociagdes das membranas celulares sem que ocorra rea-
cdo quimica. A extracdo € considerada uma etapa critica pois durante este passo as
amostras devem ser preparadas e analisadas cuidadosamente para evitar a oxidacdo dos
lipidos, pois a producéo de artefactos pode comprometer a identificacdo e quantificacao
dos componentes da fracéo lipidica.

Frequentemente, os dois passos referidos (extracdo e derivatizacdo) sdo realizados sepa-
radamente (a fase organica contendo os lipidos é retirada para um novo vial onde se
procede a reacdo de derivatizagdo), contudo existem alguns trabalhos que propdem a
realizacdo de um Unico passo conjunto, por exemplo para o caso de analise de plasma
humano (Lepage and Roy, 1986) e mais recentemente em amostras de eritrocitos de
sangue de ovelha (Clayton et al., 2012). A principal vantagem da realiza¢do deste tipo
de procedimento deve-se ao facto de ser menos demorado e estar associado a menos
perdas de amostra, acrescentando precisdo e simplicidade ao procedimento (Lepage e
Roy, 1986).
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Ao longo dos anos foram sendo realizados estudos comparativos entre diferentes méto-
dos de extracdo de lipidos, os quais foram avaliados de acordo com a eficiéncia de
extracdo. No entanto, segundo a bibliografia consultada, continua a existir a necessidade
de desenvolvimento de um método simples, rapido e preciso para analise quantitativa de
acidos gordos em membranas de eritrocitos humanas. Desta forma o objetivo deste tra-
balho consistiu em desenvolver, otimizar e validar um método para a anélise de FAMEs
da membrana de eritrocitos humanos. Para tal foram testados diferentes procedimentos
em que as etapas de extracdo lipidica e derivatizacdo foram realizadas num unico passo,
os quais foram comparados com os resultados obtidos pela aplicacdo de um método
classico em que se utilizou 2 etapas (extracdo seguida de derivatizacdo). O método que
forneceu os melhores resultados foi depois validado segundo os parametros convencio-
nais. Com este procedimento pretendeu-se desenvolver uma metodologia que possa ser

atil em trabalhos futuros tais como estudos clinicos.

1.2 Organizacao da Dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se organizada em cinco capitulos, 0os quais se enumeram
seguidamente para uma melhor compreensdo dos temas que véo ser abordados ao longo
da mesma. No presente capitulo, apresenta-se a motivacdo, os objetivos fundamentais e
uma breve abordagem a disposicao do trabalho.

No segundo capitulo encontra-se a revisao da literatura onde se abordam temas direta-
mente relacionados com o presente trabalho tais como o sangue, os lipidos e a determi-
nacao analitica da composicéo lipidica do sangue. Mais concretamente, refere-se a cons-
tituicdo do sangue dando relevo aos glébulos vermelhos e ao transporte de lipidos no
sangue, bem como as fungdes dos lipidos no organismo humano. Neste capitulo refe-
rem-se ainda as técnicas de extracao e separacdo de acidos gordos mais frequentemente
utilizadas, assim como os parametros necessarios a validacdo de um método.

O capitulo trés apresenta a sec¢do de material e métodos onde sdo descritos 0s equipa-
mentos e reagentes utilizados, bem como todas as metodologias experimentais levadas a

cabo durante a atividade laboratorial que foi realizada neste trabalho.
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Seguidamente, no quarto capitulo, sdo apresentados os resultados referentes a parte
experimental do trabalho e a discussdo dos mesmos.

No capitulo seguinte € feita uma sintese apresentando as principais conclusdes desta
dissertacdo e referidas algumas sugestdes para trabalhos futuros.

Por ultimo, apresentam-se as referéncias bibliogréaficas utilizadas e que permitiram

adquirir conhecimentos essenciais para a execugédo desta dissertacao.




Capitulo 2

Revisao da Literatura

2.1 Sangue

O sangue é um tecido que transporta os nutrientes entre os 6rgdos, constituido por ele-
mentos soélidos em suspensdo num meio liquido, o plasma. Na porcédo liquida, também
flutuam outras substancias, tais como as lipoproteinas que sdo 0s agentes transportado-
res dos lipidos. Nas principais classes de lipidos do plasma humano, destacam-se 0s
triacilglicerdis (TG), constituidos por diferentes acidos gordos (AG) que exercem fun-
¢des importantes no organismo humano como constituintes da membrana celular e pre-
cursores de metabolitos que controlam processos fisioldgicos e patoldgicos.

Uma das fungdes do sangue é transportar os lipidos no plasma através de combinacdes
destes com proteinas. O estudo dos constituintes lipidicos é importante para avaliar 0s
acidos gordos circulantes no corpo humano bem como as suas concentracdes, pois estas
serao reflexo dos niveis de ingestdo de acidos gordos através da alimentacdo e da pro-
ducéo pelo proprio organismo, o0 que torna possivel o entendimento da relacdo entre a

dieta de um individuo e o desenvolvimento de doengas.

2.1.1 Constituicao do sangue

O sangue é um tecido constituido por células sanguineas, nomeadamente globulos ver-
melhos, glébulos brancos e plaguetas, e por uma parte liquida denominada de plasma,

onde flutuam os sais, aminoacidos, proteinas, lipidos, entre outras substancias.
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Os glébulos vermelhos, também designados de eritrocitos ou hemécias, sdo elementos
celulares anucleados e apresentam forma de disco bicdncavo. Esta forma bicdncava
(Figura 1) proporciona uma grande superficie que por sua vez facilita as trocas gasosas.
Uma carateristica também importante € o facto de estes apresentarem grande flexibili-

dade permitindo-lhes adaptar-se a forma dos capilares que apresentam menor didmetro.

Figura 1: Representacdo dos Eritrocitos (Lima, 2013).

As propriedades do fluxo de eritrdcitos na circulagdo do sangue sdo importantes uma
vez que estes ocupam quase metade do volume do sangue.

A viscosidade do sangue aumenta com o aumento da fracdo de hematocrito (volume de
eritrocitos no sangue). Além disso, o sangue é um fluido ndo- newtoniano, isto é, a sua
viscosidade diminui com uma elevada tenséo de corte devido a deformacéo dos eritréci-
tos, por outro lado, com uma baixa tensdo de corte a sua viscosidade aumenta devido a
agregacdo dos eritrocitos (Smith, 2006; Takeshi et al., 1990; Teixeira, 2011).

2.1.2 Eritrécitos

A quantidade de eritrécitos presentes no sangue varia entre 3,0 e 5,6 milhdes/mm? de
sangue na mulher e entre 4,5 e 6,5milhdes/mm?® de sangue no homem.

A principal funcdo dos eritrocitos é transportar nutrientes e oxigénio para as células e
retirar destas o didxido de carbono, &gua e residuos resultantes das reagdes celulares.
Para cumprirem o seu objetivo no que respeita as trocas gasosas, 0s eritrocitos contém,
no seu citoplasma, uma proteina especializada designada hemoglobina, sendo esta a
responsavel pela cor vermelha das hemacias. Para que haja esta troca gasosa os eritroci-
tos devem deformar-se para passarem através das seccOes dos vasos mais estreitos que

eles. Quando o caudal diminui, os eritrécitos tendem a formar agregados dependendo da
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composicdo do plasma e por este motivo, a deformabilidade do eritrdcito e a agregagdo
dos eritrocitos, bem como hematdcrito capilar, sdo os principais determinantes da pas-
sagem capilar e suprimento de oxigénio para os tecidos (Teixeira, 2011).

Quando os glébulos vermelhos transportam oxigénio, o sangue fica vermelho “vivo”,
indicando que estamos perante o sangue arterial. Por outro lado, quando os glébulos
vermelhos transportam didéxido de carbono, o sangue fica vermelho “escuro”, ou seja,
temos o sangue venoso (Teixeira, 2011).

Ao fim de 120 dias em circulacdo no sangue, as enzimas do eritrocito atingem um nivel
critico, tornando-se insuficientes. Sendo assim, o eritrdcito torna-se fragil e € destruido
ao passar, principalmente, no baco. Num adulto normal, cerca de 200x10° eritrécitos
envelhecidos sdo destruidos e substituidos por igual nimero de eritrocitos jovens (Tei-
xeira, 2011).

As propriedades mecénicas dos eritrdcitos sdo grandemente influenciadas pela membra-
na, especialmente pela estrutura do citoesqueleto, pela concentragcdo de hemoglobina e
pela forma da célula. A membrana dos glébulos vermelhos consiste essencialmente
numa camada dupla de fosfolipidos, estabilizada com colesterol, encontrando-se igual-
mente presentes proteinas e glicoproteinas. Os fosfolipidos da membrana séo principal-
mente fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, fosfatidilcolina (lecitina)
e esfingomielina. A bicamada lipidica estabiliza as proteinas da membrana (que, entre
outras funcgdes, formam o citoesqueleto da membrana e funcionam como canais iéni-
cos), contribuindo assim para a manutencdo da forma e a flexibilidade da célula, bem
como do seu bom funcionamento. O volume das hemécias no sangue, as quais consti-
tuem cerca de 45% da parte sélida do sangue, depende totalmente da producdo na
medula 6ssea. A sua diminui¢do no sangue, identificada por um baixo valor de hemato-
crito, pode constituir um sinal de anemia. Outras carateristicas como o desvio do tama-
nho normal, a forma, a concentracdo de hemoglobina e 0 numero de hemacias podem
ser importantes indicadores de doenca (Smith, 2006) (Teixeira, 2011). A Tabela 1 apre-
senta os valores normais de parametros associados aos glébulos vermelhos humanos

para ambos 0S sexos.
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Tabela 1: Valores normais para glébulos vermelhos humanos (Smith, 2006).

Homem Mulher
Hemaoglobina (g/dl) 135-175 115-155
Quantidade (x 10*/1) 45-6,5 3,0-56
Hematocrito 0,40 -0,52 0,36 - 0,48
Média de VVolume celular (fl) 80 - 95 80 - 95
Peso das hemacias (ml/kg) 30+e 5 25+e 5
Volume de Plasma (ml/kg) 45+ 5 45+ 5

2.1.3 Lipidos e o seu transporte na corrente sanguinea

Relativamente a defini¢cdo do termo “lipidos” nao existe um consenso comum, contudo
é usualmente utilizado para designar um conjunto de biomoléculas insolUveis em agua e
soltveis em solventes ndo polares. Os lipidos abrangem um elevado nimero de substan-
cias que sdo comumente agrupados em classes de acordo com as suas estruturas quimi-
cas, tais como acidos gordos (FA) e seus ésteres de glicerol (entre os quais se destacam
os triacilglicerdis), ceras, fosfoglicerideos, esfingolipidos e esterois.

Os é&cidos gordos, entre outras funcbes, fornecem energia e sdo parte integrante das
membranas celulares. Estes consistem em cadeias que contém elementos como o carbo-
no (C), o hidrogénio (H) e o oxigénio (O), apresentando um grupo carboxilo na extre-
midade (- COOH) (Zurier, 1991). Os acidos gordos sdo a unidade estrutural das gordu-
ras, formando e caracterizando os triacilglicerois. Segundo o comprimento da cadeia
hidrocarbonada, os acidos gordos podem ser classificados em &cidos gordos de cadeia
curta (4 a 6 atomos de carbono), de cadeia média (8 a 10 &tomos de carbono), de cadeia
longa (12 a 22 atomos de carbono) e de cadeia muito longa (22 ou mais atomos de car-
bono (Breda, 2003). A dimenséo da cadeia de &tomos de carbono determina, em muitas
instancias, as propriedades quimicas, fisicas e metabolicas do acido gordo. Quando as
cadeias apresentam todos os atomos de carbono ligados a 4&tomos de hidrogénio, nédo

apresentando qualquer ligagdo dupla entre os &tomos de carbono, sdo designados por
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acidos gordos saturados (SFA). Por outro lado, quando a cadeia apresenta uma dupla
ligagdo os acidos gordos sdo designados de monoinsaturados (MUFA), ao passo que a
designacdo de acidos gordos polinsaturados (PUFA) refere-se aos que tém mais do que
uma ligacdo dupla ao longo da cadeia (Breda,2003). Quando os FA apresentam ligacdes
duplas, estas apresentam usualmente a configuracdo cis e quando existe mais do que
uma insaturacao, regra geral encontram-se separadas por um grupo metileno (isto €, ndo
conjugadas). Os FA com ligacdes duplas trans podem ser ocasionalmente encontrados
na natureza, mas surgem, sobretudo, em resultado do processamento dos alimentos. De
uma forma geral, os lipidos sdo importantes para a salde pois exercem nos seres Vivos
funcgdes energéticas, estruturais e hormonais. S&o macronutrientes de importancia biolo-
gica que podem ser sintetizados no organismo pela sintese “de novo” (fontes ndo lipidi-
cas) ou obtidos através da dieta.

Uma das funcdes do sangue é transportar os lipidos enddgenos e exdgenos no plasma,
através de combinacGes de lipidos com proteinas, que proporcionam um veiculo para o
transporte da gordura num meio predominantemente aquoso. As albuminas sdo as pro-
teinas transportadoras dos acidos gordos ndo esterificados ou livres, sendo estes uma
parte minima de gordura no plasma. As lipoproteinas, complexos macromoleculares
sintetizados no figado e no intestino delgado, sdo outro meio de transporte. Elas séo
formadas por uma fracdo proteica e outra lipidica, esta constituida por triacilglicerois,
fosfolipidos, colesterol e ésteres de colesterol. As lipoproteinas sdo divididas em quatro
classes baseadas na relacdo lipido-proteina que se refletira na sua densidade, ou seja,
quanto maior a fracdo lipidica, menor sera a fracdo proteica e menor a densidade, e
vice-versa. Assim, as lipoproteinas podem ser: lipoproteinas de alta densidade (HDL —
High Density Lipoprotein), lipoproteinas de baixa densidade (LDL — Low Density
Lipoprotein), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL — Very Low Density
Lipoprotein) e quilomicras.

2.1.3.1 Os lipidos e suas funces e efeitos no organismo humano

Na ultima decada, houve por parte dos consumidores um maior interesse em relacdo a
composigdo lipidica dos alimentos, como consequéncia da relagéo existente entre a dieta

e a salde, uma vez que a composi¢do das gorduras ingeridas esta diretamente relaciona-
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da com o risco de doengas cardiovasculares. Frequentemente, devido a este facto, os
consumidores tém associado a gordura a uma conotagdo negativa, considerando-a mui-
tas vezes como insalubre (ndo saudavel). Inicialmente foi recomendada uma reducéo
total da gordura ingerida a fim de reduzir os potenciais efeitos adversos desta na obesi-
dade e nas doencas cardiovasculares, contudo, recentemente, as orientagdes nutricionais
estdo a mudar no sentido da qualidade em vez da quantidade da gordura ingerida. Isto
significa que as recomendacdes ndo se referem apenas as quantidades de gordura inge-
ridas, mas também a composicao de acidos gordos dos alimentos.

Os é&cidos gordos sdo nutrientes fundamentais a vida, sendo utilizados pelo organismo
como fonte energética (Breda, 2003). Contudo, dependendo da estrutura da sua cadeia
hidrocarbonada desempenham diferentes funcdes e podem ter efeitos diversos no orga-
nismo. Assim, os acidos gordos saturados (SFA) tendem a favorecer o aumento de todas
as lipoproteinas, a diminuigdo do tamanho das quilomicras, a indugdo de trocas na com-
posicdo de VLDL e HDL, a diminuicdo da sintese hepatica e da atividade do recetor —
LDL e apresentam também diferentes respostas colesterolémicas. O &cido laurico (acido
dodecanoico, C12:0), o acido miristico (acido tetradecanoico, C14:0) e o &cido palmiti-
co (&cido hexadecandico, C16:0) séo hipercolesterolémicos, enquanto o &cido estearico
(C18:0) e 0s SFA de cadeira curta (C4:0 e C6:0) séo considerados neutros neste aspeto
(Givens, 2005; Lee et al., 2006). Dentro dos SFA hipercolesterolémicos, o acido C14:0
possui um efeito superior relativamente aos acidos C12:0 e C16:0 no aumento do coles-
terol total e no colesterol LDL (Kris-Etherton and Yu, 1997).

Outro grupo de FA cujo consumo é considerado como tendo potencialmente efeitos
nefastos para a salde humana, sdo os acidos gordos trans (TFA), uma vez que existem
estudos que demonstram que os TFA podem contribuir para o aumento de LDL e redu-
zir os niveis de HDL. Os isomeros trans também impedem a acdo de enzimas de dessa-
turacdo dos acidos gordos essenciais inibindo a biossintese de importantes acidos gor-
dos, como o &cido araquiddnico e o acido docosahexaendico (Troisi et al., 1992).0s
efeitos dos SFA e dos TFA sobre os niveis de LDL sdo similares. No entanto, segundo
alguns autores, os TFA promovem uma reducdo nos niveis de HDL, diferente dos SFA.

Além disso, estes isomeros promovem a inibicdo da atividade da paraoxonase, uma
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enzima que estd envolvida na prevengdo da oxidacgdo lipidica e, consequentemente, do
risco de doencas cardiovasculares (Ross et al., 2002).

Os PUFA, e principalmente os MUFA, estdo relacionados com alteracdes do perfil lipi-
dico sanguineo com a reducdo dos niveis de colesterol LDL e aumento moderado de
colesterol HDL, tendo igualmente outras atividades tais como a reducéo da presséo arte-
rial, tendo como resultado global a reducéo do risco de doencas cardiovasculares.

Em particular, o acido oleico, C18:1n9c (MUFA) é conhecido por ter propriedades
hipocolesterolémicas, ou seja, reduz os niveis de colesterol LDL e aumenta as concen-
tracdes de lipoproteinas de alta densidade (HDL) no sangue, o que conduz a um menor
risco de problemas coronarios (Katan et al., 1994).

Quanto aos &cidos gordos polinsaturados das familias 6mega-3 e 6mega-6, aos quais
estdo associados inumeros efeitos benéficos, refira-se o0 caso dos acidos linolénico e
linoleico, ambos indispensaveis a vida humana por ndo poderem ser sintetizados pelo
organismo. A sua importancia em humanos deve-se ao facto destes acidos gordos inter-
virem em diversas funcfes tais como manterem em condi¢Ges normais a fluidez das
membranas celulares, as funcdes cerebrais, a transmissao de impulsos nervosos, partici-
pam na transferéncia de oxigénio para o plasma sanguineo, na sintese da hemoglobina,
na divisdo celular, entre outras. Sdo chamados de acidos gordos essenciais e devem ser
ingeridos obrigatoriamente na alimentacao.

A familia 6mega-3 compreende o acido gordo essencial alfa-linolénico (ALA,
C18:3n3), do qual, por alongamento e dessaturacdo, sdo gerados no organismo outros
PUFA, também da mesma familia, dos quais se destacam os acidos eicosapentandico
(EPA, C20:5n3) e docosahexaendico (DHA, C22:6n3). O acido docosahexaenoico
(DHA) exerce uma funcdo importante na formacgédo, desenvolvimento e funcionamento
do cérebro bem como da retina, sendo este &cido gordo predominante na maioria das
membranas celulares desses 6rgdos. A diminui¢do dos niveis de DHA nos tecidos da
retina foi associada, em recém-nascidos, com a anormalidade do desenvolvimento do
sistema visual, e em adultos, com a diminuicdo da acuidade visual (Chen et al., 1996).
De uma forma geral, considera-se que os PUFA O0mega-3favorecem a diminui¢do do
colesterol no sangue (propiciando contudo uma elevacéo do colesterol HDL), tém pro-
priedades anti-trombdticas, anti-aterogénicas, anti-hipertensivas, anti-arritmicas, anti-

inflamatdrias, estando por este motivo associados a um efeito protetor no aparecimento
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de perturbagdes do ritmo cardiaco e de doengas cardiovasculares. Refira-se ainda que,
epidemiologicamente, tem sido sugerido que estes compostos apresentam um efeito
benéfico na prevencdo de varios tipos de cancro (Curi et al., 2002).

A familia de PUFAs 6mega-6 compreende o acido gordo essencial linoleico, que pode
originar outros PUFA também por alongamento e dessaturacdo, de entre os quais se
destaca 0 acido araquidonico. A Figura 2 apresenta os dois &cidos gordos essenciais
referidos e os PUFA que deles podem ser obtidos no organismo. Como se pode obser-
var, todos os FA sintetizados com base no ALA pertencem a série 6mega-3, ao passo
que partindo-se do LA se obtém apenas PUFA da série 6mega-6, ndo existindo qualquer

cruzamento ou interconversdo entre os compostos das duas séries.

Acida « - Linalénica (18:3 n-3) Acido Linoléice (18:2 n-6)

deftat dessaturase l deltad dessaturase l
18:4 -3 Acida v - Linolénico (18:3 n-6)
elongase l , ¢
alongase
204 -3 Acido Dihomo - ¥ - Linolénico (20:3 n-6

deflah dessalurase l

thaltas dessalurase l

Acida Eicosapentaendico (EPA 20:5 n-3) Acido Araquiddnico (20:4 n-6)

elongase L elangase l

Docosapertaendico (DPA 2215 n-3)

elongass L

Acida Docosatetraendico (224 n-6)

elangase l

24:5 n-3 ~ _
i 24:4 n-6
dleltad dessalurase l
deltad dessalurase l
24:6 n-3 _
‘ 74:5 n-6

f-oxigacan " .
- l B - axidagdo l

Acide Docosahexaendica (DHA 22:6 n-3) Acido Docosapentaendico (22:5 n-8)

Figura 2: Metabolismo dos &cidos gordos essenciais (Leonard et al, 2004).

Os acidos gordos 6mega-6 tém diversas fungdes sendo de particular relevo o importante
papel fisioldgico que exercem como potentes mediadores da inflamacdo e um efeito
benéfico sobre o sistema imune (Champe et al., 1997).

Ambas as familias de PUFA apresentam efeitos hipocolesterolémicos e reduzem os

niveis de LDL, através de modificacdes na composicdo das membranas celulares e das
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lipoproteinas, além de induzirem o aumento das excreces biliar e fecal do colesterol,
reduzindo a sintese de VLDL no figado.

Refira-se ainda que estas familias de PUFA sé&o precursores de um conjunto de substan-
cias com atividades fisiologicas e farmacoldgicas denominadas eicosanoides, que
abrangem os tromboxanos, as prostaglandinas, as prostaciclinas e os leucotrienos, de
diferentes séries conforme o composto que origina a formacdo destas substancias e,
como tal, com diferentes atividades no organismo. Os eicosandides (lipidos bioativos
derivados do metabolismo de PUFAs geralmente presentes em membranas) estdo asso-
ciados a regulacéo de determinadas funcGes corporais, como é o caso da frequéncia car-
diaca, pressdo sanguinea, coagulacdo sanguinea, fertilidade e desempenham papéis
importantes em varios processos bioldgicos, incluindo a divisdo celular, cicatrizacdo de
feridas e respostas imune, através da regulacdo da inflamacéo e estimulo do organismo a
combater infegOes (Bagga et al., 2003; Jones, 2002; Vanek et al., 2007). Alguns autores
tém referido que o equilibrio entre a producédo de prostaglandinas e tromboxanos inibe o
aparecimento de doencas cardiovasculares (Turatii et al., 2002). Contrariamente aos
eicosandides obtidos a partir do EPA, os obtidos a partir do acido araquidonico (AA,
C20:4n6) sdo tendencialmente pré-tromboticos, pro-inflamatdrios e vasoconstritores
(Dobson, 2002). Segundo alguns autores, 0 consumo excessivo de &cidos gordos éme-
ga-6 podera conduzir a predominancia de AA nas membranas celulares, potenciando
uma maior formacdo dos eicosandides sintetizados com base neste composto, o que
podera estar relacionado com algumas doencas imunitarias, inflamatérias, cardiovascu-
lares e até mesmo cancro (Okuyama et al., 1997; Volker e Garg, 2000).

Por ultimo, para além dos SFA, PUFA e MUFA, refira-se também a existéncia de um
outro grupo de particular interesse que sdo os isébmeros do acido linoleico conjugado
(CLA). Estes tém vindo a ser estudados quanto ao seu efeito na reducéo da adiposidade
e da sensibilidade em relacdo a insulina humana, controlam a funcdo imunologica e,
segundo alguns autores poderdo potencialmente ser utilizados como marcadores de

patologias tais como aterosclerose, diabetes e risco de obesidade (Brown et al., 2005).
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2.1.3.2 Acidos gordos e satde humana

De uma maneira geral, como referido anteriormente, os acidos gordos essenciais estao
relacionados com efeitos benéficos para a saide humana exercendo fungdes relaciona-
das com os sistemas cardiovascular, reprodutivo, imunologico e nervoso, sendo impor-
tantes para 0 bom crescimento das criancas, particularmente para o desenvolvimento
neuronal e maturacdo dos sistemas sensoriais. Desta forma, tem sido sugerido que a
ingestdo de forma controlada de &cidos gordos émega-3 e dmega-6 pode conduzir a
melhorias em individuos com determinadas patologias.

No tipo de doencas de cariz inflamatdrio o consumo de &cidos gordos émega-3 pode
diminuir e modular a atividade inflamatoéria enquanto os acidos gordos émega-6 tém
efeito oposto, tendendo a aumentar a inflamacéo (Belluzzi et al., 2000; Nagakura et al.,
2000; Oddy et al., 2005; Schwartz, 2000; Volker e Garg, 2000; Mickleborough et al.,
2004). Desta forma, uma medida preventiva de doengas deste cariz, como a artrite,
podera residir no consumo de suplementos dietéticos de 6leo de peixe ricos em acidos
gordos polinsaturados (Bagga et al., 2003). Em doencas de pele também caracterizadas
por inflamacdo, tais como a psoriase e 0 eczema, 0 acido eicosapentaendico (EPA) pode
funcionar como uma solucgéo terapéutica bem como a administracdo intravenosa de &aci-
dos gordos 6émega-3. Em pacientes vitimas de queimaduras, os &cidos gordos essenciais
tém sido referidos como sendo capazes de reduzir a inflamacdo e promover a cicatriza-
cdo da pele, sendo ainda considerados uteis em casos de fotodermatite (Alexander et al.,
1986; Mayser et al., 2002). Também a ingestdo de &cidos gordos émega-3 em doentes
com Osteoporose poderéa ser benéfica para a salde dssea pois estes apresentam um efei-
to protetor sobre o metabolismo &sseo, ajudando a aumentar os niveis de calcio no
organismo, propiciando o depdsito de calcio nos 0ssos e melhorando assim a resisténcia
Ossea (Griel et al., 2007; Vanek et al., 2007).

A ingestdo de acidos gordos 6mega-3, presente tanto nos alimentos como em forma de
suplementos contendo DHA e EPA, fazem aumentar o “bom” colesterol (HDL) promo-
vendo a diminuigdo dos triglicerideos e da pressdo arterial (Calabresi et al., 2004),
estando igualmente associados a uma maior protecéo contra derrames provocados pela
formagéo de codgulos sanguineos nas arterias que levam ao cérebro (Martirosyan et al.,

2007). De facto, ja desde h& varios anos atrés tem sido sugerido que as dietas ricas em
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acido o-linolénico diminuem a probabilidade de ocorrer um ataque cardiaco fatal
(Simpson et al., 1982). Atualmente continua a ser preconizada a ingestao de acidos gor-
dos essenciais em vez de gorduras saturadas e trans, uma vez que estes contribuem para
a reducdo de fatores de risco de doencgas cardiovasculares (DCV), tais como colesterol
elevado e pressdo sanguinea elevada (Martirosyan et al., 2007). Adicionalmente, sdo
varias as propriedades benéficas ja referidas para os FA 6mega-3 a nivel deste tipo de
patologias, tais como propriedades hipolipidémicas, anti-hipertensivas, anti-
inflamatdrias, anti-trombdticas e anti-arritmicas (Dobson, 2002; Seppénen-Laakso et al.,
2002. A nivel do sistema nervoso, é conhecido que os acidos gordos émega-3 desempe-
nham um papel fundamental no seu desenvolvimento e fungGes, sendo componentes
importantes das membranas das células nervosas e permitindo a ocorréncia de uma salu-
tar comunicacdo entre estas. Devido ao facto dos acidos gordos influenciarem as pro-
priedades biofisicas das membranas neuronais, a ingestdo equilibrada de acidos gordos
Omega-3 e acidos gordos 6mega-6 tem sido preconizada em doencas do sistema nervoso
central, como depressdo e esquizofrenia, podendo contribuir para a reducdo e/ou pre-
vencao dos sintomas de depressdo. Para além disso, tem sido descrito que os 6mega-3
melhoram e estabilizam o estado de pacientes com desordem bipolar, havendo igual-
mente evidéncias preliminares que sugerem que pessoas com esquizofrenia e outros
transtornos psiquiatricos notam uma melhoria dos sintomas quando lhes sdo administra-
dos esses acidos gordos (Laugharne et al., 1996; Emsley et al., 2003; Sagduyu et al.,
2005, Tiemeier et al., 2003). Por ultimo, foi igualmente descrito que a suplementacdo
com é&cidos gordos 6mega-6, sob a forma de acido gama-linolénico, por parte de indivi-
duos diabéticos, pode ajudar na funcdo nervosa e na prevencdo de doencas do foro ner-
voso (Brown et al., 2005).

No que respeita casos de cancro, também o consumo elevado de alimentos ricos em
acidos gordos dmega-3 tem sido referido como podendo reduzir o risco de cancro colo
rectal, cancro da mama e cancro da prostata (Maillard et al., 2002; Kuriki et al., 2006;
Shannon et al., 2007). Segundo Kuriki e colaboradores (2006), tem sido sugerido que o
risco de cancro colo rectal pode ser reduzido pelo consumo de peixe rico em PUFAs
O0mega-3, tal como o DHA, através da inibicdo da cascata do &cido araquidonico rela-

cionada com processos de proliferacgdo celular.
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Por ultimo, refira-se que o consumo de acidos gordos 6mega-3 e ingestdo de elevadas
quantidades de peixe é muito importante em algumas doengas oculares como a degene-
racdo macular pois o seu consumo pode reduzir e proteger o risco de desenvolver esta
patologia ou melhorar a acuidade visual. A degeneracdo macular afeta pessoas com
mais de 65 anos de idade, podendo levar a cegueira e como o tratamento ndo” restaura”
a visao, este apenas vai prevenindo a progressao da doenga. Além disso, o acido doco-
sahexaenoico (DHA) aumenta a sobrevivéncia dos fotorrecetores em degeneracdes da
retina e € importante para o funcionamento normal da mesma. Os acidos gordos essen-
ciais podem também ser benéficos em patologias de “olho seco”, tais como a sindrome
de Sjogren, em que a inflamacdo € um dos principais mecanismos comuns a todas as
formas desta patologia. E, ainda, de salientar que os acidos gordos 6mega-6 aumentam
o nivel de prostaglandinas dos pacientes com este tipo de sindrome, melhorando os

sinais da superficie ocular e sintomas de desconforto ocular (Aragona et al., 2005).

2.1.3.3 Perfil de acidos gordos em amostras sanguineas como biomarcadores de pato-

logias

Em estudos clinicos e epidemioldgicos, a avaliacdo da ingestdo alimentar de nutrientes é
geralmente realizada por meio de métodos de inquéritos alimentares, como o0s questio-
narios de frequéncia alimentar e registos alimentares. Neste tipo de estudos, é igualmen-
te importante a utilizacdo de &cidos gordos como marcadores bioldgicos do consumo de
gorduras, com especial énfase para os FA essenciais pois estes ndo sao sintetizados
pelos seres humanos e, sobretudo, por terem um papel fundamental na satde. Nesse
sentido, os acidos gordos essenciais em especial 0s émega-3, tanto no tecido adiposo
como em lipidos tém sido estudados em diversos trabalhos. Em individuos saudaveis,
Tjonneland et al. (1993) observaram uma correlacdo positiva entre os acidos gordos
essenciais do tecido adiposo e os da dieta, especialmente quando esta foi avaliada por
intermédio de registo alimentar com a pesagem de alimentos. Andersen et al. (1999)
num estudo em que avaliaram individuos saudaveis, observaram uma fraca correlacdo
entre o questionario de frequéncia alimentar ¢ os acidos gordos linoleico, a-linolénico,
EPA e DHA, tanto no tecido adiposo como nos lipidos totais. Neste estudo, 0 EPA e o

DHA apresentaram valores superiores de correlagdo quando comparados aos acidos
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linoleico ¢ o -linolénico, provavelmente devido ao facto de os primeiros ndo estarem
sujeitos a processos metabolicos como dessaturacdo, elongacado, esterificacdo e oxida-
¢ao, COMO 0corre COM Seus precursores.

Um estudo holandés, realizado com individuos obesos com diabetes mellitus tipo 2,
também demonstrou a existéncia de correlagdo positiva entre o contetdo de EPA e
DHA no tecido adiposo e os seus conteudos na dieta (Santos et al, 2006).

De acordo com Sun et al. (2007) os FA presentes nos eritrocitos comparativamente aos
presentes no plasma poderdo apresentar uma capacidade superior de refletir a longo
termo a ingestdo de &cidos gordos na dieta. Para comprovar esta hip6tese, a composicao
percentual de FA do plasma e de eritrécitos foi avaliada em 306 mulheres com idades
compreendidas entre 43 e 69 anos, sendo a ingestdo de FA da dieta avaliada por meio de
um questionario de frequéncia alimentar. Os autores concluiram que o DHA foi o0 FA
que apresentou uma correlacdo mais elevada entre a dieta e a presenca nas matrizes bio-
I6gicas analisadas, sendo que esta foi mais elevada quando considerada a composicao
de DHA dos eritrdcitos comparativamente ao plasma. De igual forma, os autores consta-
taram a existéncia de uma correlacdo superior entre os acidos gordos trans da dieta e
dos eritrocitos comparativamente ao plasma. O perfil de &cidos gordos presentes no
plasma, eritrdcitos e dieta do referido estudo (Sun et al., 2007) apresentam-se na Tabela
2.

Tabela 2: Percentagem de acidos gordos presentes no plasma, eritrocitos e dieta de 306 mulhe-

res com idades compreendidas entre 43 e 69 anos (adaptado de Sun et al., 2007).

Diet
Fatty acid Plasma Erythrocytes Total fat Total energy
% of total fatty acids
Saturated fatty acids
12:0 0.02 = 0.03 0.002 = 0.01 0.67 = 0.45 021 =015
14:0 0.19 £0.10 398 & 1.37 127 £ 056
16:0 18.65 £ 1.86 21.60 £ 2.58 687 £ 178
18:0 13,14 = 1.00 T7.88 £ 1.56 253 =084
Total 3437 = 1.60 3374448 10.75 = 2.87
Monounsaturated fatty acids
16:1n—7 1.94 + 0.84 0.49 +0.26 0.62 = 0.20
18:10—9 18.60 = 243 13.26 £ 1.17 9.20 + 231
20:1n—12 002 + 0.01 0.003 + 0.01 0.09 + 0.05
Total 22.86 + 3.01 18.64 + 1.24 1218 = 2.76
Polyunsaturated fatty acids
n—3
18:3n—3 050 + 015 0.18 +£ 0.05 166 = 0.54 052+ 018
20:5n-3° 049 +0.21 L15 091 012 =011 0.04 = 0.03
22:5n-3 044 + 0.09 L85 £ 0.28 0.04 £ 0.03 0.01 =001
22:6n—3 1.36 + 0.60 371+ 1.09 0.29 + 0.22 0.08 + 0.06
Total? 204 075 7.06 = 1.90 211 =069 0.65 = 0.20
n—6
18:2n—6 30.58 + 4.33 13.66 £ 1.80 16.54 £ 4.20 521 = 164
2dn—6 7.80 + 1.62 14.63 £ 1.29 0.07 = 0.03
Total 4116 £ 4.60 3301179 520 = 164
Total polyunsaturated fatty acids 4487 £ 481 4348 = 1.77 597 £ 1.55
trans Fatty acids®
16:1n=7 015 = 0.4 0.14 £0.03 0.26 + 0.06 0.08 = 0.03
Total 18:1 trans isomers 110 £ 051 L16 £0.33 37T x 17 LIB £ 047
Ot,12¢-18:2n—6 0.26 + 010 0.12 +£ 0.05 0.25 + 0.08 0.08 + 0.03
O, 120-18:2n—6 028 = 0.07 0.14 £ 0.04 045 =018 0.14 = 0.06
Total 18:2 irans isomers 072+ 024 036 £0.10 0.69 = 0.23 0.22 = 0.09
Total trans fatty acids 1.98 £ 0.71 165 £ 043 467 £ 1.42 148 = 0.54
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Como referido, o consumo de determinados acidos gordos tem sido associado ao desen-
volvimento de doencas crénicas, tais como diabetes, cancro e doencas cardiovasculares.
Assim, com o objetivo de relacionar o perfil de acidos gordos com determinadas pato-
logias varios sdo os estudos ja realizados nos quais se avalia a possibilidade de utiliza-
cao do perfil/composi¢do de acidos gordos como biomarcadores de patologias, tais
como asma (Broadfield et al., 2004), doengas cardiovasculares (Dai et al., 2014, Shearer
et al., 2009), diabetes (Yu et al., 2012) e doencas renais (Oh et al., 2012).

Para tal, a analise da composi¢do de FA tem sido sobretudo realizada em matrizes tais
como eritrdcitos, plaquetas, tecido adiposo, lipidos totais do plasma e em fragdes lipidi-
cas (ésteres de colesterol, triglicerideos e fosfolipidos) do plasma.

2.2 Técnicas utilizadas na analise de lipidos

As metodologias mais comumente utilizadas para a analise de lipidos com a finalidade
de avaliar a composi¢do em &cidos gordos, dividem-se basicamente em duas grandes
etapas, sendo a primeira a extracao e derivatizacdo dos lipidos da amostra e a segunda
que engloba a separacéo, identificacdo e quantificacdo dos acidos gordos. A separacao e
a identificacdo podem ser realizadas através de cromatografia liquida ou cromatografia
gasosa acopladas a detetores adequados.
Uma das maiores dificuldades na analise de AG reside principalmente na etapa da
extracdo, podendo levar assim a resultados que ndo representem a realidade. Durante a
extracdo lipidica sdo alguns os fatores que devem ser considerados, entre eles, a facili-
dade de execucdo, o baixo custo operacional e a rapidez com que a mesma é executada.
Adicionalmente, as amostras devem ser preparadas e analisadas cuidadosamente para
evitar a oxidacdo e degradagdo dos lipidos por hidrolise, pois a producdo de artefactos
pode comprometer a identificacdo e a quantificacdo dos componentes da fracdo lipidica.
Os métodos de extracdo lipidica por solventes sdo geralmente baseados em quatro eta-
pas:

e Preparacdo da amostra;

e Homogeneizacdo da amostra com o solvente;

e Separacdo das fases;

e Remogé&o dos solventes;
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A preparacdo da amostra depende da sua natureza, por exemplo, no caso do plasma
humano é feita a centrifugacdo para isola-lo do sangue A etapa seguinte, que passa pela
escolha do solvente utilizado, depende do(s) composto(s) que se pretende extrair, isto
porque, para a extracdo de lipidos de uma forma global é necessario a utilizacdo de um
solvente com caracteristicas mais polares, de modo a extrair os fosfolipidos e os &cidos
gordos livres, e outro com caracteristicas apolares de forma a extrair os triacilglicerois
(TAG). A mistura de solventes, isto porque os TAG apresentam alta solubilidade em
cloroférmio e os lipidos polares em metanol. No entanto, esta mistura extrai grandes
quantidades de compostos néo lipidicos e é considerada como sendo de elevada toxici-
dade. Outra etapa importante na extracao lipidica é a separacdo das fases que pode ser
instantanea ou ser morosa afetando o tempo final de analise. Além disso, sistemas em
que a fase organica, que contém os lipidos, se encontra na parte superior Sa0 mais con-
venientes e menos sujeitos a contaminagBes por substancias ndo-lipidicas presentes na
fase aquosa. Os métodos classicos para extracdo de lipidos em amostras bioldgicas
foram propostos por Folch (1957) e Bligh e Dyer (1959) ambos utilizando como solven-
tes extratores cloroformio/metanol na proporcdo 2:1. Outros métodos de extracdo muito
utilizados sdo o método de Rose-Gottlieb, o qual é realizado em meio alcalino (hidroxi-
do de amonio) e o de Gerber que envolve a extracdo em meio acido (&cido sulfirico).
Estes utilizam acido ou uma mistura de alcool e base para desfazer a interacdo entre a
proteina e os lipidos nas lipoproteinas, facilitando assim a remocdo dos lipidos totais,
contudo, apesar de Rose-Gottlieb também ser usado na extragdo de lipidos do plasma,
estes métodos sao principalmente aconselhados para a extracdo de acidos gordos de leite
e dos seus derivados (Campbell-Platt, 2009; Richmond,1927).

Depois da etapa de extracdo, caso a analise decorra por cromatografia gasosa, seguida-
mente é necessario proceder a derivatizacdo dos FA em acidos gordos metilesterificados
(FAMES) de forma a obter compostos volatilizaveis e ser possivel a sua separacdo e
identificacdo por este tipo de cromatografia. A principal razdo para se analisar FAMEs e
ndo acidos gordos na sua forma livre, isto €, ndo derivatizados, reside no facto de que
estes Ultimos podem ser compostos altamente polares podendo tender a formar pontes
de hidrogénio levando a problemas de adsorcao. Desta forma, a sua conversdo a FAMEs
permite reduzir a sua polaridade, tornando-se mais facil a sua analise (Sigma-Aldrich,

2014). Aquando da derivatizacdo é importante usar reagentes de alta qualidade para
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garantir que nenhum artefacto esté presente durante a anélise. Além disso o reagente de
derivatizacdo deve apresentar baixa humidade, caso contrario a reacdo de derivatizacdo
dos FA em FAMEs sera prejudicada pela presenca da agua (Sigma-Aldrich, 2014).

2.2.1 Cromatografia

O termo cromatografia € atribuido ao botanico russo Mikhael Semenovich Tswett que,
empregou a técnica para a separacdo de pigmentos presentes em folhas de plantas, atra-
vés da passagem de extratos de folhas, arrastados por eter de petroleo, através de leitos
de carbonato de célcio finamente dividido. As espécies separadas (clorofilas e xantofi-
las) apareciam nos leitos como bandas coloridas, e por isso Tswett chamou 0 método de
cromatografia, juncdo de duas palavras de origem grega Kroma [cor] + Graph [escre-
ver].

Em 1993, a IUPAC definiu cromatografia da seguinte forma: “cromatografia é o méto-
do fisico de separacdo no qual os componentes a serem separados se distribuem entre
duas fases, uma das quais estaciondria, enquanto a outra se movimenta numa direcédo
definida”.

A cromatografia gasosa é a técnica mais utilizada para analisar acidos gordos, apesen-
tando diversas vantagens devido a possibilidade de acoplar detetores muito eficientes na
saida de uma coluna cromatografica de um cromatografo, ao progresso da computacao,
a introducdo de colunas capilares, a redugdo de problemas de interferéncias e até mesmo
ao facto da aquisicdo deste tipo de equipamento se ter tornado economicamente mais
acessivel ao longo dos ultimos anos.

A cromatografia em fase gasosa é uma forma particular de separagdo dentro do processo
geral de cromatografia. Neste tipo de separacéo, a fase movel é um gas inerte (transpor-
tador ou de arraste) e a fase estacionaria consiste num liquido de elevado peso molecu-
lar e que se encontra depositado a superficie de particulas finamente divididas (colunas
de empacotamento) ou sobre as paredes de um longo tubo fino aberto (colunas tubulares
abertas ou colunas capilares) (Neves et al.,1996):

Como ja referido a cromatografia gasosa € utilizada somente na analise de gases e subs-

tancias volateis que sejam termicamente estaveis. Compostos que ndo apresentem estas
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caracteristicas, como o caso de substdncias de alta massa molar ou contendo grupos
funcionais fortemente polares, podem ser transformados através de reacdes especificas
em derivados volatilizaveis. A identificacdo dos compostos separados por esta técnica €
mais comumente feita por comparacéo dos tempos de retencdo com solucGes padrao. Ja
a quantificacdo pode ser feita através de normalizagdo, normalizacdo com &rea corrigi-
da, padronizacdo externa e padronizagdo interna. Para que seja possivel a realizacdo
desta técnica é necessario todo um conjunto de componentes fundamentais que consti-
tuem um cromatdgrafo gas-liquido. Assim, o conjunto instrumental (Figura 3) é consti-
tuido pelos seguintes elementos (Neves et al.,1996):

1- Um sistema fornecedor de gas de arrastamento acoplado a um sistema de controlo
regulador de fluxo gasoso;

2- Um sistema de injecdo de baixo volume capaz de permitir a introducdo da amostra de
uma forma reprodutivel e representativa da sua composicao real;

3- Um forno utilizivel a temperatura constante ou a temperatura programada linearmen-
te;

4- Um detetor sensivel de baixo volume adequado a cromatografia de alta velocidade e
analise de tragos;

5- Um registador de tempo curto ou um sistema de dados com velocidades analdgico-

digitais elevadas para um registo preciso.

’T chama DETETOR ==
| MM ==
INJECTOR Fluxo de ioes 2
| | ]

Heli
Hidrogénio
Ar

FORNO

Figura 3: Exemplo de constituicdo de um cromatografo gasoso (adaptado de Lipidos em

Ciéncia Animal).
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Para que se possa proceder ao mecanismo de separagdo € necessario que a amostra seja
injetada no injetor para ser depois arrastada pela fase mével através da coluna que con-
tém a fase estacionaria. Devido a interacdo existente entre 0s componentes da amostra e
a fase estacionaria (coluna) ocorre a separacao destes. Ap0Os a separacdo as substancias
saem da coluna dissolvidas na fase mével e passam por um detetor. No caso do detetor
utilizado neste trabalho, detetor de ionizagdo em chama (FID), os compostos irdo sofrer
pirélise a temperatura da chama de ar, pela ac¢do do hidrogénio, produzindo ides e ele-
trdes que conduzem eletricidade atraves da chama (Neves et al.,1996).

Muitos podem ser os tipos de detores acoplado a um cromatdgrafo gasoso, sendo o dete-
tor FID (Figura 4) possivelmente o mais conhecido e utilizado em cromatografia gasosa.
A sua utilizacdo generalizada deve-se a sua elevada sensibilidade aos compostos carbo-
nados, ao seu elevado intervalo de linearidade (107), excelente estabilidade de linha de
base e constante de tempo de resposta muito rapida. Além disso, como acontece em
temperatura programada é relativamente insensivel a pequenas varia¢des de fluxo de
gas da coluna, é extremamente fiavel e de facil utilizacdo. Contudo este tipo de deteto-
res também apresenta algumas limitacfes. Por exemplo, a sua resposta é nula ou muito
baixa a compostos como o CO, CO,, H,O, O, NHjs, N,O, SiFg4, SiCls, N,O3, entre
outros. O detetor FID é destrutivo e a sua resposta é fortemente dependente da estrutura
dos compostos detetados sendo esta diminuida com a presenca de oxigénio ou enxofre
na molécula. Um problema que pode originar instabilidade no detetor € a presenca de
solventes clorados incompletamente queimados, contudo este problema pode ser mini-
mizado pelo uso de uma chama mais quente e menos rica em hidrogénio (Neves et
al.,1996).

The Flame lonisation Detector

]
Flame ignition

cail +300v
Palarising voltage

Collector electrode

Figura 4: Exemplo de funcionamento de um detetor FID
(Adaptado de Gas Chromatography).
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2.3 Validacédo de métodos

O processo de validacdo possibilita uma avaliacdo da eficiéncia de um processo analiti-
co, dai que deva ser sempre realizado aguando da proposta de uma nova metodologia de
analise. A validagdo garante que um meétodo analitico oferece informagdes confiaveis,
interpretaveis e reprodutiveis sobre uma amostra, contudo o seu conceito & amplamente
diversificado na literatura e por este motivo os parametros num processo de validagédo
sdo ainda motivo de discussdo pelos 6rgaos reguladores. Contudo, geralmente os para-
metros avaliados num processo de validagcdo sdo a especificidade e seletividade, gama
de linearidade/curva de calibragéo, precisdo (repetibilidade), reprodutibilidade, exati-

dao, limite de detecdo e limite de quantificacao.

2.3.1 Seletividade e Especificidade

Ambos estes parametros estdo relacionados com o processo de detecdo do método. A
seletividade é a capacidade de distincdo entre um analito e outro, ou interferentes da
matriz, quando um método gera respostas para varios compostos. Este € um parametro
avaliado qualitativamente.

A especificidade é verificada quando o método gera respostas para apenas uma amos-
tra/analito pretendido.

De modo a evitar confuséo entre estes dois conceitos a IUPAC recomenda que se utilize
o0 termo seletividade, uma vez que poucos sdo 0s métodos cromatograficos que respon-

dem a apenas um analito.

2.3.2 Linearidade e curva de calibracédo

O conceito de linearidade esta relacionado com a capacidade de um método produzir
resultados diretamente proporcionais a concentragdo de uma amostra num determinado
intervalo de concentragGes. Com isto torna-se necessario o uso de solu¢fes padrdo dos

analitos a serem avaliados, pois na pratica a linearidade é verificada através da curva de

23



Revisdo da Literatura

calibracdo. Através desta curva é gerado um gréfico, representado por uma reta, que
relaciona a resposta do equipamento com as varias concentracGes da amostra em estudo.
A curva de calibracdo pode ser descrita pela equacdo y=ax+b, onde y representa a
variavel dependente; a é o coeficiente angular da reta; x é a variavel independente e b
representa o coeficiente linear da reta de calibracdo. O coeficiente de correlagdo, r?, é
outro parametro utilizado para verificar a linearidade de uma curva, sendo que valores

acima de 0,98 sdo geralmente considerados satisfatdrios (Silva et al., 2011).
2.3.3 Precisédo

Define-se precisdo de um procedimento analitico como sendo a concordancia entre
varios resultados entre uma série de medicGes obtidas de uma mesma amostra. Tanto a
precisdo como a exatiddo de um processo analitico sdo considerados importantes no
processo de validagdo pois permitem estimar erros e variagdes associados a um deter-
minado método.

Normalmente a precisdo é numericamente estimada através do desvio padrdo (DP) ou
do coeficiente de correlacdo (CV).

O CV pode ser calculado pela equacéo 1 abaixo apresentada:

DP
v = * 100 Equacéo 1

onde,

DP corresponde ao desvio padrdo das amostras e M corresponde a média das amostras.

Segundo o International Conference for Harmonization (ICH), a precisdo pode conside-

rada a trés niveis (Huber, 2010):

* Repetibilidade: expressa a precisdo da mesma operacao, sob as mesmas condicdes,
durante um curto periodo de tempo (mesmo operador e 0 mesmo equipamento).
* Precisdo intermediaria: concordancia entre os resultados do mesmo laborat6rio, mas

obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes.
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* Reprodutibilidade: concordéncia entre os resultados obtidos em laboratorios diferen-
tes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de metodolo-

gia analitica.

2.3.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico diz respeito a proximidade de resultados encontra-
dos em relagdo ao valor verdadeiro. E importante observar que o valor verdadeiro é uma
medida obtida num processo perfeito, sendo que este valor é entdo impossivel de se
obter, considerando-se entdo como valor verdadeiro aquele estimado e convencional-
mente aceite como o verdadeiro.

A exatiddo pode ser calculada pela equacgéo 2 abaixo apresentada:

Concentracdo Média Experimental
£ P * 100

Exatidao = Concentracgdo Teoérica Equagéo 2

A metodologia normalmente utilizada para avaliar a exatiddo de um método pode
envolver (Huber, 2010):

(i) A comparagéo dos resultados obtidos com os resultados obtidos com um método

de referéncia (neste caso assume-se que a incerteza do método de referéncia é conheci-
da);

(i) A utilizacdo de uma amostra de referéncia cuja concentracdo é conhecida;

(iii) A utilizacdo do método da adicdo de padrdo, na qual se realizam de ensaios de

recuperacao.

2.3.5 Limite de detecéo e Limite de Quantificacdo

O limite de detecdo pode ser definido como a quantidade minima de uma amostra que

pode ser detetada, mas ndo necessariamente quantificada como valor exato.
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Este parametro pode ser determinado por varias metodologias:

*Baseado na avaliagdo visual: O limite de deteccdo é determinado pela anélise de
amostras com concentracdes conhecidas, estabelecendo o nivel minimo em que a amos-
tra pode ser detetada de forma confiavel

«Baseado no estudo de sinal-ruido: E aplicada para procedimentos analiticos que exi-
bem linha de base, sendo determinada a raz&o sinal-ruido a partir da comparagdo de
medidas de amostras com baixas concentragdes com um branco. A razédo sinal- ruido

entre 3:1 ou 2:1 € geralmente considerada aceitavel para estimar o limite de detecéo.

*Baseado no desvio padrdo com base na inclinagdo da curva analitica: A curva de
calibracdo especifica é utilizada usando em amostras que contenham concentra¢cdes na
faixa do limite de detecdo. Este pode ser determinado pela equacdo 3 de seguida apre-
sentada:

LOD = 33 DPa Equacéo 3

IC
Onde,

LOD- Limite de detecdo, DPa- Desvio padrdo da intersecdo com o eixo y (coeficiente
linear) no minimo de 3 curvas e IC- inclinacdo da cura de calibracdo (coeficiente angu-

lar)

Em cromatografia, o limite de detecdo é a quantidade injetada que resulta num pico com

uma altura de, pelo menos, duas ou trés vezes maior do que o ruido da linha de base.

O Limite de Quantificacdo pode ser definido como sendo a menor concentracdo da
amostra que pode ser determinavel com um nivel aceitavel de exatiddo e precisédo. Este

parametro pode ser determinado por:

*Baseado na avaliacdo visual: O limite de quantificacdo é geralmente determinado
pela andlise de amostras com concentragcdes conhecidas por estabelecendo um nivel

minimo em todas podem ser quantificadas com preciséo e exatidao aceitaveis.

«Baseado no estudo de sinal-ruido: E aplicada para procedimentos analiticos que exi-
bem linha de base, € determinado comparando sinais medidos a partir de amostras com

baixas concentragdes e amostras em branco. Uma relagdo tipica de sinal-ruido é de 10:1.
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*Baseado no desvio padrdo com base na inclinagédo da curva analitica: Este parame-

tro pode ser determinado pela equacgéo 4 de seguida apresentada.

L00 — 10 DPa
Q= IC

Equacéo 4

Onde,

LOQ- Limite de Quantificacdo, DPa- Desvio padrdo da intersecdo com o eixo y (coefi-
ciente linear) no minimo de 3 curvas e IC- inclinacdo da curva de calibracdo (coeficien-

te angular) (Food and Drug Administration, 1998).

Para que seja possivel validar o método é necessario que estes parametros sejam respei-

tados.
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Capitulo 3

Parte Experimental

3.1 Material e métodos

3.1.1 Amostras

As amostras de sangue venoso utilizadas ao longo deste trabalho foram recolhidas de
uma doadora do sexo feminino, saudavel, com idade entre os 25-30 anos. As amostras
foram recolhidas em tubos BD-Vacutainers de 10 mL. Apds a recolha do sangue, este
foi submetido a um processo de lavagem com soro fisioldgico (Solucéo salina fisiologi-
ca (PSS) contendo NaCl a 0,9%) através de centrifugacdo a 2500 rpm, durante 10 minu-
tos a 4°C, para que seja possivel retirar plasma e outras substancias presentes neste.
Apbs este processo e obtidos os glébulos vermelhos (RBC), a amostra foi dividida em
aliquotas de 500 pL e colocada em eppendorfs, tendo-se adicionado BHT (butil-
hidroxitolueno) como antioxidante a uma concentracao final de 90 uM para que os RBC
sejam preservados. Os eppendorfs foram devidamente identificados e congelados a uma

temperatura de cerca de -20°C até as amostras serem analisadas.

3.1.2 Reagentes e padrdes

O Butil-hidroxitolueno (BHT), o Hidroxido de potassio, o Sulfato de magnésio e o
Diclorometano foram adquiridos a Sigma-Aldrich Chemical Co., o Cloreto de sddio e o
Metanol foram adquiridos & AnalaR Normapur, o triflureto de boro (solucdo de BF; em
metanol a 14%) foi adquirido Merck Schuchardt e 0 n-Heptano, com pureza adequada

para GC, foi comprado a Chromanorm Co. Para identificagdo dos compostos e constru-
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¢do de curvas de calibracdo utilizou-se uma mistura de 37 FAME puros (material de
referéncia certificado CRM47885) da Supelco. Durante este trabalho utilizou-se ainda
como padrdo interno o &cido nonadecandico (C19:0 FA) e o éster metilico do acido
nonadecanoico (C19:0 FAME), ambos da Supelco.

Todos os reagentes foram guardados segundo indicacdo do fabricante até ao momento

da sua utilizag&o.

3.1.3 Processo extrativo

3.1.3.1 Preparacao da amostra usando o método de Folch (método tradicional)

A extracdo de acidos gordos pelo método classico foi feita recorrendo ao tradicional
método de Folch com ligeiras modificagdes no protocolo (Folch et al., 1957). De um
modo geral, 150 puL de hemécias foram lisadas com 300 pL de &gua desionizada. Esta
mistura foi centrifugada a 14000 rpm durante 2 minutos e de seguida adicionou-se 1000
pL de solucdo DCM: Metanol (2:1, v/v), 25 pL de padrdo interno C19:0 (Img/mL em
DCM, 100 pL de solugdo BHT em metanol (1uM) e 375 pL. de MeOH. Esta mistura foi
vigorosamente agitada durante 30 segundos, seguida de centrifugacdo a 14000 rpm
durante 2 minutos para separacdo de fases. Seguidamente, retirou-se da camada inferior,
contendo DCM-MeOH, uma quantidade de 800 pL a qual foi transferida para um vial
de vidro de 4ml e submetida a evaporacdo em corrente de azoto a temperatura ambiente.
Apos a secura completa, adicionou-se no mesmo vial 2 mL de BFze levou-se a estufa a
90°C durante 30 minutos, para que ocorra a metilacdo dos acidos gordos originando a
formacéo de &cidos gordos metilesterificados (FAMES).

De seguida a amostra foi arrefecida e adicionou-se 1mL de n-Heptano e 200 pL de
solucéo aquosa saturada de NaCl de modo a provocar o salting-out dos FAMES para a
camada superior (fase orgéanica contendo n-heptano). Da fase superior retirou-se 700 uL
para um novo vial de 4 mL tendo-se novamente levado a secura em corrente de azoto.
ApoOs secura, retomou-se a amostra em 100 uL de n-Heptano e estes sdo transferidos
para um insert, o qual foi colocado num vial de 2 mL com septo, ficando assim a amos-

tra pronta para a analise por GC-FID.
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3.1.3.2 Preparacao da amostra usando o Método Rapido

Neste método, a extracdo de acidos gordos foi realizada recorrendo ao procedimento
descrito por Bicalho e co-autores com algumas modificacbes (Bicalho et al., 2008). A
extracao realizou-se num vial de 4 mL, tendo-se utilizado 150 puL de hemacias as quais
se adicionou 100 pL de solugdo BHT em metanol a 1 uM, 25 uL de padrdo interno
C19:0 (Img/mL em DCM) e 2 mL de solugcdo metandlica de BFs. Esta mistura foi agi-
tada vigorosamente no vortex por 30 segundos e o vial foi levado a estufa a 90°C por
um periodo de 30 ou 60 minutos para ocorrer a transesterificacdo dos acidos gordos.

De seguida a amostra foi arrefecida, adicionou-se 1 mL de n-heptano e vortexou-se a
mistura de modo a proporcionar a mistura das duas fases e a passagem dos FAMEs para
0 n-heptano. Apds deixar repousar, centrifugou-se 1 minuto a 1000 rpm para melhor

separacdo de fases. A Figura 5 apresenta os viais ap6s este passo.

Figura 5: Separacdo de fases da amostra.

Da fase superior retirou-se 700 uL para um novo vial de 4mL tendo-se procedido segui-
damente a re-extragdo da amostra, adicionando-se novamente 1 mL de n-heptano. Os
dois sobrenadantes foram recolhidos no mesmo vial e levou-se a amostra a secura em
corrente de azoto. Apds evaporar o solvente, a amostra foi retomada em 100 pl de n-
heptano. Imediatamente antes de se proceder a analise por GC-FID, transferiu-se este

volume para um insert colocado num vial de 2 mL com septo.
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3.1.3.3 Extragéo de lipidos usando Método Rapido com KOH

Neste método, a extracdo dos acidos gordos realizou-se igualmente num vial de 4 mL.
Para tal, adicionou-se 100 uL de solugdo de BHT (1 uM) a um volume de 100 uL ou
150 uL de amostra. Seguidamente adicionaram-se 25 uL de padrdo interno (C19:0 a
Img/mL) e 500 uL de solugdo metandlica de KOH com uma concentragdo de 11g/L.
Apos este processo, o vial foi levado ao vortex de modo a homogeneizar a amostra e
colocado na estufa a 90°C por um periodo de 10 minutos.

Apés este periodo, as amostras foram retiradas da estufa e arrefecidas. Seguidamente
adicionou-se 2ml de solucdo metandlica de BF; e levou-se novamente o vial a estufa a
90 °C, durante um periodo de 30 ou de 60 minutos. Seguidamente as amostras foram
tratadas de forma similar a descrita no método anterior até serem colocadas num insert e

serem analisadas por GC-FID.

3.1.4 Analise cromatogréafica

Apds preparacdo das amostras, estas foram analisadas num cromatégrafo gasoso (GC),
Bruker® SCION 436-GC, equipado com um injetor spli-splitless, um detetor de ioniza-
cdao em chama (FID) e um amostrador automatico Bruker CP-8410. A separacédo de aci-
dos gordos foi realizada numa coluna cromatografica de silica CP-Sil 88 (50m X
0.25mm i.d x 0.39mm e.d., Agilent J&W).

O injetor foi colocado a 260°C, o volume de injecéo foi de 1 uL. de amostra, como gas
de arraste foi utilizado hélio com um caudal na coluna de 1 mL/min e utilizou-se uma
razéo de split de 1:25. O forno foi colocado a uma temperatura inicial de 160°C, a qual
foi mantida durante trés minutos, ap6s o que foi programada para aumentar a 3°C/min
até atingir a temperatura final de 229 °C, a qual foi mantida durante dois minutos. A
temperatura do detetor FID foi fixada em 270°C com os seguintes fluxo de gases:
Ar=350mL/min, Hidrogénio=35mL/min e Azoto=30mL/min.

A recolha e tratamento dos dados cromatograficos foram efetuados utilizando o softwa-
re CompassCDS 3.0 (BRUKER, Alemanha). Os picos de FAMEs das amostras de san-
gue foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo com 0s obtidos com
uma mistura de 37 FAMEs da Supelco. Alguns dos picos (C18:1n7, C18:1n6, C22:4n6,
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C22:5n6, C24:2n6, C22:5n3) foram ainda tentativamente identificados com base nas
informacdes obtidas na literatura (Bicalho et al.,2008) Os resultados de cada FAME
foram calculados em pg/mL RBC. Para tal utilizou-se 0 FAME C19:0 como padrédo
interno e foram construidas curvas de calibragdo, com 6 pontos, para cada um dos com-
postos presentes na mistura Supelco 37 FAMEs e para o0 C19:0 FAME. Os compostos
tentativamente identificados com base na bibliografia foram quantificados utilizando a
curva de calibracdo obtida para 0 C19:0 FAME. Todas as amostras (extratos de RBCs e
solucdes padrao) foram injetadas em duplicado, no minimo.

Na Figura 6 encontra-se apresentado o sistema cromatografico utilizado.

Figura 6: Sistema cromatografico utilizado.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Apesar de existirem ja diversos trabalhos publicados relativos a identificacdo da compo-
sicdo em 4acidos gordos de amostras de sangue, a sua maioria diz respeito a fracGes
especificas tais como plasma (Djousseé et al., 2014; Raatz et al., 2000,) ou em sangue
total (Bicalho et al., 2008). Alguns trabalhos referem a determinacéo do perfil de FA em
RBCs, contudo em muitos deles os resultados sdo apresentados em % relativa dos com-
postos (Broadfield et al., 2004; Shearer et al., 2009; Oh et al., 2012; Yu et al., 2012; Dai
et al., 2014), uma vez que ndo utilizam um padréo interno que permita realizar a quanti-
ficacdo dos compostos. De referir ainda que, nos casos em que 0s compostos sdo alvo
de quantificacdo efetiva, na maioria dos casos 0s autores ndo referem se a metodologia
utilizada foi, ou ndo, previamente validada para a matriz em causa. Desta forma, a parte
experimental deste trabalho consistiu inicialmente no desenvolvimento e otimizagéo de
uma metodologia cromatografica que permitisse separar e identificar os compostos de
interesse num tempo de analise razoavel. De igual forma, pretendeu-se testar diferentes
metodologias de preparacdo de amostra por forma a selecionar aquela que permitisse a
extracdo de elevadas quantidades/numero superior de compostos. Pretendeu-se ainda
que o metodo fosse de facil execucdo, rapido e com elevada repetitibilidade. Assim,
para uma mesma amostra, realizou-se a extracdo recorrendo a um método tradicional
(método de Folch com ligeiras modificagdes) e a outros dois métodos, ambos mais sim-
ples e répidos, em que num deles se incluiu uma etapa de saponificacdo com KOH
(Hidroxido de Potéssio). As extracdes por cada método foram realizadas, no minimo,
em duplicado. Com base nos resultados obtidos, 0 metodo selecionado como sendo o

que deu melhores resultados, foi seguidamente validado.
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4.1. Otimizacéao das condicdes cromatograficas

Ao longo do estudo, foram experimentadas diferentes condi¢Ges cromatogréaficas para o
sistema cromatografico utilizado de forma a obter uma melhor resposta do sistema num
curto espaco de tempo e com vista a minimizar todos os gastos. Inicialmente, a escolha
da coluna foi feita com base na literatura, bem como pela empresa fornecedora do equi-
pamento, visto ser a melhor opcao para a separagéo e identificagdo de FAMEs por apre-
sentar uma fase estacionaria de alta polaridade. Assim, utilizando a mistura Supelco
contendo 37 FAMEs, foram testados diferentes programas de temperaturas por forma a
obter a melhor separagdo possivel dos compostos num tempo de anélise razoavel (Figu-
ra 7). Adicionalmente, foram também testadas diferentes razdes de split, utilizando uma
amostra de sangue humano extraida pelo método de Folch. Apds selecdo das melhores
condi¢des cromatografica, procedeu-se a otimizacdo da metodologia de preparacdo da

amostra.
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Figura 7: Cromatograma da mistura Supelco de 37 FAMEs concentrada.

4.2. Otimizacéo da preparacao da amostra

A aplicacdo de cada método nas amostras de sangue foi feita recorrendo a ligeiras alte-
racOes de protocolos ja existentes na literatura. Protocolos como o método tradicional de
Folch e o descrito por Bicalho e colaboradores (2008) foram sucessivamente adaptados
para que, a cada novo passo adicionado/testado, se conseguisse extrair e identificar o

maior numero possivel de FA presentes na amostra em estudo.
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Inicialmente, como ponto de comparagdo, optou-se por utilizar uma metodologia classi-
ca de extracdo de FA, nomeadamente o metodo de Folch com ligeiras adaptagdes.
Assim, para 0 método tradicional foi utilizado uma mistura DCM-metanol em vez de
cloroférmio-metanol e foi-se reajustando as temperaturas de metilacdo bem como o
tempo desta de forma a permitir estabelecer comparagdes entre os diferentes protocolos.
Também a quantidade de n-Heptano utilizada para a extracdo dos FAMEs foi sendo
ajustada ao longo do trabalho, sendo que inicialmente esta era de 200 pL, tendo-se tes-
tado a adicdo de volumes superiores (1000 pL) e, posteriormente, a realizacdo de re-
extracdo da amostra. Como referido anteriormente, a analise de FA em matrizes biol6-
gica, requer geralmente um procedimento que envolve duas etapas/passos principais:
extracdo e derivatizacdo. Alguns autores descrevem no entanto a possibilidade de reali-
zacdo de ambos utilizando procedimentos com apenas um passo, referindo a sua aplica-
¢do na andlise de diversas matrizes entre as quais se destacam o plasma (Lepage and
Roy, 1986), matrizes alimentares e, mais recentemente, na analise de RBCs de ovelhas
(Clayton et al., 2012). A principal vantagem da utilizacdo destes procedimentos mais
simplificados (“one-step” em vez de “two-steps”) reside claramente na sua maior rapi-
dez, permitindo ainda obter aumentos a nivel da precisdo do método (Lepage and Roy,
1986). Desta forma, adicionalmente ao método cléssico, testaram-se dois procedimentos
simplificados (designados como Método Répido), similares entre si, contudo diferindo
no facto de um deles incluir uma reacdo de saponificacdo com KOH. De referir que a
inclusdo de uma reacao de saponificacdo é frequentemente utilizada, sobretudo na anali-
se de FA em matrizes alimentares (ISO, 2000; Amaral et al., 2003). A temperatura utili-
zada durante a reacdo de metilacdo dos FA foi selecionada com base no trabalho de
Bicalho e coautores (2008). Estes autores estudaram igualmente o efeito do tempo da
referida reacdo, tendo concluido que os resultados obtidos com 30 minutos ou 60 minu-
tos de derivatizacdo conduziam a resultados similares, pelo que optaram por realizar a
metodologia com o0 menor tempo. Tendo-se optado por utilizar um catalisador diferente
(BF3) ao utilizado por Bicalho et al. (2008) (cloreto de acetilo 5% em metanol), no pre-
sente trabalho decidiu-se avaliar o efeito do fator tempo de derivatizacdo nos resultados
obtidos, tendo-se testado os tempos de 30 e 60 minutos para ambos os metodos rapidos
propostos (com e sem saponificagdo). Refira-se que o catalisador cloreto de acetilo foi

selecionado por Bicalho et al. (2008) por permitir obter um maior rendimento de
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FAMEs obtidos, comparativamente a utilizacdo de outros catalisadores acidos. Contudo
os autores referem que o aumento de &rea cromatogréfica verificado estaria associado a
uma maior eficicia da reacdo face a esteres de colesterol. Como este tipo de composto
podera estar presente em quantidades elevadas no sangue total (devido a sua presenca
em lipoproteinas), ndo sendo contudo tal expectavel de acontecer em membranas de
RBCs, optou-se pela utilizacdo do reagente BF3 pela sua maior conveniéncia de obten-
¢do e utilizacdo face a outros catalisadores acidos.

Por dltimo, refira-se que ao longo do procedimento da preparacdo da amostra para
extracdo de &cidos gordos da membrana de eritrocitos formam aplicados os seguintes
passos com vista & melhoria de resultados: (i) flush com azoto para proteger a amostra
de oxidacao, (ii) homogeneizacdo vigorosa com vortex de modo a que amostra fique
devidamente uniformizada e (iii) centrifugacéo para garantir a deposicao de substancias
presentes na amostra por forma a ndo interferirem com os FAMES presentes na parte
superior da amostra. Posteriormente, testou-se ainda a utilizacdo de um passo de re-
extracdo da amostra, por forma a permitir uma melhor recuperacdo de FAMEs. Avaliou-
se ainda a utilizacdo de quantidades diferentes de amostra de RBCs, nomeadamente 100
e 150 pL, tendo-se optado por utilizar o menor volume.

Os resultados obtidos para os diferentes protocolos testados (método de Folch com
modificacdes, métodos rapido com e sem saponificacdo (ambos realizados com 30
minutos ou 60 minutos de duracdo da reacdo de derivatizacdo) apresentam-se na Tabela
3.

Os resultados apresentados na Tabela 3 correspondem a area dos picos de FAMEs iden-
tificados por cromatografia gasosa com detetor de ionizagdo em chama. Estes resultados
sdo provenientes de injecOes em triplicado, sendo que estdo apresentados os valores
médios obtidos das trés injecOes. Para facilitar a visualizagdo dos resultados, estes apre-

sentam-se igualmente na forma de grafico (Figura 8).
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Tabela 3: Valor médio das areas (1V.min) obtidas para cada método e diferentes tempos de
metilacdo testados.

EAME DCM MR MR MR-KOH  MR-KOH
30 60 30 60
C12:0 nd nd 10,20 4,51 5,03
C14:0 12,03 29,88 52,77 37,78 43,38
C15:0 3,52 8,04 11,23 11,95 11,01
C16:0 715,52 2139,06 3223,83 3109,99 3170,55
Ci16:1 nd 35,94 49,28 50,47 58,95
C17:0 3,59 14,64 31,50 22,82 30,44
C18:0 576,50 1621,38 2290,51 2464,26 2268,35
C18:1n9t nd nd nd 60,65 42,68
C18:1n9c 123,29 1029,22 1357,56 1453,75 1342,40
C18:1n7 9,56 86,59 112,93 121,73 109,86
C18:1n6 nd 36,13 58,13 35,35 69,93
C18:2n6¢ 98,29 741,56 1005,43 997,13 939,00
C20:0 5,18 13,68 49,05 18,37 36,54
C18:3n6 nd 6,11 9,21 8,30 12,16
C20:1 2,50 7,19 9,22 9,83 10,21
C18:3n3 2,23 18,50 23,05 25,16 23,60
C20:2 nd 24,34 33,47 35,11 33,24
C22:0 19,92 185,44 362,18 248,25 319,54
C22:1n9 nd nd nd 26,61 14,69
C20:4n6 125,80 1271,62 1732,37 1667,80 1612,38
C23:0 nd nd 30,00 nd 16,38
C22:2 nd nd 6,64 nd 511
C24:0 nd 25,12 37,77 33,26 37,86
C20:5n3 7,69 67,94 404,11 74,62 338,30
C24:1 5,33 70,07 434,05 73,53 375,83
C22:4n6 27,68 351,74 415,67 463,46 446,29
C22:5n6 nd 75,45 111,34 103,33 112,97
C24:2n6 nd 11,40 68,39 11,29 58,41
C22:5n3 nd 121,52 162,86 159,94 142,97
C22:6n3 42,85 504,74 714,78 657,03 623,24
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Figura 8: Representacdo grafica dos valores médios obtidos para cada FAME.

Pela observacdo da Tabela 3, e das Figuras 8 e 9, pode verificar-se que, de uma forma
geral, comparando os trés métodos aplicados, o que apresenta piores resultados é o
método tradicional utilizando DCM. Este método apresentou resultados qualitativos e
quantitativos piores, tendo-se observado um menor rendimento de extracdo (verificado
pelas areas inferiores na maioria dos compostos) e a identificacdo de um menor niUmero
de FAMEs, relativamente aos outros dois métodos. Este facto pode acontecer devido as
perdas consideraveis que podem existir no decorrer do processo uma vez que este é
demasiado longo e requer diversas recolhas de sobrenadantes e transferéncias de amos-
tra para viais diferentes. Os resultados obtidos pelos métodos réapidos testados (Figura
10 e Figura 11) sdo bastante similares entre si apresentando ambos melhores resultados

que o meétodo tradicionalmente utilizado (Figura 9).
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Ambos 0s métodos rapidos testados (com e sem saponificacdo) foram realizados com
tempos de metilagdo de 30 e de 60 minutos, utilizando sempre a mesma temperatura de
reacdo (90 °C, como proposto por Bicalho et al. (2008)). No que respeita o periodo da
reacdo de metilacdo, para a maioria dos compostos, verificou-se ndo existirem grandes
diferengas entre os dois tempos utilizados visto que as areas obtidas para a maioria dos
compostos sdo muito similares. Contudo, como se pode observar na Tabela 2, existem
algumas excecOes, como é o caso do EPA que apresenta area bastante mais elevada
qguando o tempo de metilacdo € superior, independentemente do facto de se realizar, ou
néo, saponificacdo. Verifica-se igualmente em ambos 0s casos (com e sem saponifica-
¢ao) um maior numero de FAMEs detetados para o tempo de metilacdo superior. Con-
siderando sobretudo a particular importancia do EPA para a saide humana, considerou-
se 0 tempo de metilacdo de 60 minutos como o mais adequado para a dete¢do e identifi-
cacdo de FAMEs de membranas de eritrocitos.

No que respeita a comparagdo entre 0s métodos com e sem saponificacdo, verificou-se
que a utilizacdo da referida reacdo permitiu detetar um maior nimero de compostos.
Mais concretamente, a vantagem de utilizar KOH reside principalmente no facto de
permitir a detecdo e quantificacdo do acido gordo trans C18:1n9t, o qual é tem sido
associado a maleficios para a saude pois, como referido anteriormente, 0 consumo de
elevadas quantidades de &cidos gordos trans tem sido associado ao aumento do risco de
doencas coronarias pela indu¢do do aumento de LDL e diminuicdo de HDL (Troisi et
al, 1992). Também é possivel verificar que o FA C22:1n9 s6 é extraido na presenca de
KOH, sendo este também um émega 9, tal como o C18:1n9t. Pelos motivos referidos,
selecionou-se 0 método com saponificacao e reacdo de metilacdo de 60 min (designado
como método rapido KOH 60’) como sendo o mais adequado para o objetivo proposto
nesta dissertacao.

No que respeita o perfil em acidos gordos da amostra de eritrécitos analisada, indepen-
dentemente do metodo utilizado, verificou-se que os acidos gordos saturados predomi-
nantes foram o &cido palmitico (C16:0) e o acido estearico (C18:0), ao passo que 0S
acidos gordos insaturados mais abundantes foram o acido oleico (C18:1n9c), o &cido
linoleico (C18:2n6¢), o acido araquiddénico (C20:4n6) e o &cido docosahexenoico
(C22:6n3, DHA). De referir que o &cido eicosapentanoico (C20:5n3, EPA), a seme-
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Ihanga do DHA, apresentou valores elevados, o que podera estar relacionado com o
facto de a voluntéria que cedeu sangue para a realizacdo destas analises encontrar-se a
tomar um suplemento alimentar contendo émega-3.

Por ultimo, de referir que, atraves das areas obtidas, podera ser calculada a concentracao
final de cada FAME presente na amostra em estudo. Para tal € necessario é necessario
obter curvas de calibragdo para cada um dos compostos presentes na amostra.

4.3 Validacdo do método analitico

Para que o método possa ser validado é necessario garantir que todos 0s pardmetros

anteriormente descritos no capitulo 4, ponto “Validagao de Métodos”, sdo respeitados.

Para tal, inicialmente recorreu-se a inje¢do da mistura de 37 FAMEs da Supelco, a qual

contém uma mistura de 37 esteres metilicos dos seguintes &cidos gordos:

C4:0 (Acido Butirico); C6:0 (Acido Caprdico); C8:0 (Acido Caprilico); C10:0 (Acido
Céprico); C11:0 (Acido Undecandico); C12:0 (Acido Laurico); C13:0 (Acido Trideca-
noico); C14:0 (Acido Miristico); C14:1 (Acido Miristoléico); C15:0 (Acido Pentadeca-
noico); C15:1 (Acido 10-Pentadecendico); C16:0 (Acido Palmitico); C16:1 (Acido
Palmitoleico); C17:0 (Acido Margarico); C17:1 (Acido 10-Heptadecenoico); C18:0
(Acido Estearico); C18:1n9t (Acido Elaidico); C18:1n9¢c (Acido Oleico); C18:2n6t
(Acido Linolelaidico); C18:2n6¢c (Acido Linoleico); C20:0 (Acido Araquidico);
C18:3n6 (Acido Y-Linolénico); C20:1 (Acido Eicosanoico); C18:3n3 (Acido a-
Linolénico); C21:0 (Acido Heneicosandico); C20:2 (Acido Eicosadiendico); C22:0
(Acido Beénico); C20:3n6 (Acido 8,11,14-Eicosatrien6ico); C22:1n9 (Acido Ertcico);
C20:3n3 (Acido 11,14,17- Eicosatriendico); C20:4n6 (Acido Araquiddnico); C23:0
(Acido Tricosanoico); C22:2 (Acido Docosadienoico); C24:0 (Acido Lignocérico);
C20:5n3 (Acido Eicosapentaendico); C24:1 (Acido Nervénico); C22:6n3 (Acido doco-

sahexaendico).

Uma vez que a mistura Supelco apresentada ndo inclui o FAMES correspondente ao
padréo interno C19:0, este foi injetado individualmente, tendo sido previamente feitas

as diluicbes seriadas necessarias a obtencdo da respetiva curva de calibracdo (Figura
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12). Este composto foi escolhido como padrdo interno pois na natureza os FA com
namero par de dtomos de carbono sdo 0s mais abundantes, sendo relativamente rara a
presenca de FA de cadeia carbonada com numero total de carbonos impar na maioria
das matrizes bioldgicas, havendo contudo exce¢des como a pele (Brena, 2013) possi-
velmente devido ao metabolismo microbiano.

E importante referir ainda que a curva de calibrago obtida pela injecdo do padréo inter-
no em diferentes concentracdes, foi utilizada para realizar a quantificacdo dos FA tenta-
tivamente identificados com base na literatura, uma vez que estes ndo constam da mistu-
ra de 37 FAMEs adquirida.

Area C19:0 y = 8440,7x + 17,552
(nV.min) ' R2 = 0,9999
6000
5000 »

4000

3000

2000 /

1000 /

0 / ' ' ' ' Concentracdo

0 0,2 0,4 0,6 0.8  (ug/uL)

Figura 12: Curva de calibracéo obtida para o padrdo interno (C19:0 FAME).

4.3.1 Linearidade e Curvas de Calibracéo

Como descrito no capitulo 4, ponto “Validagdo de Métodos”, o estudo da linearidade
consiste essencialmente na obtencdo de curvas de calibracdo. A curva de calibragédo
permite a obtencao de parametros como o coeficiente de determinagao (r?) que possibili-

tam a avaliagdo da linearidade do método para cada analito em estudo. Para cada um
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dos 37 FAMEs e para o padrdo interno, foram tracadas individualmente as curvas de
calibracdo (relacdo da &rea cromatogréfica vs concentracdo de analito), obtidas por
regressao linear, tendo-se utilizado 6 niveis de concentragdes distintas (o nivel de con-
centracdo mais elevado de cada composto varia segundo a concentracdo na mistura
Supelco de 37 FAMES). Para cada ponto foi utilizada a média de injecGes em duplicado.
Nas condigdes utilizadas, foram obtidas relagdes lineares entre a concentracdo de analito
e a resposta do detetor FID, para cada um dos compostos estudados. Na Tabela 4, para
cada um dos 37 FAMESs presentes na mistura Supelco, apresentam-se os valores corres-
pondentes a gama de linearidade, equacdo da reta e respetivo valor de coeficiente de
correlacdo. Pela anélise dos coeficientes de correlacdo quadraticos obtidos, os quais
invariavelmente excederam 0,999, verifica-se que existe uma boa correlacdo entre as

areas cromatograficas e a concentracdo dos padroes.
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Tabela 4: Gama de Linearidade, equacao da reta e respetivo coeficiente de correlagéo para cada
acido gordo metilesterificado presente na mistura Supelco 37.

FAME Gama Linearidade Equacéo da reta Coeficiente de
[pg/pl] correlagéo
C6:0 0,002-0,399 y =5418,4x - 17,359 R2 =0,9996
C8:0 0,002-0,399 y = 6534,4x + 15,797 R2 =0,9998
C10:0 0,002-0,399 y =6975x + 13,516 R2 =0,9998
C11:0 0,001-0,200 y = 7053,1x + 7,3095 R2=0,9999
C12:0 0,002-0,400 y =7432,2x + 10,832 R2 =0,9996
C13:0 0,001-0,197 y =7363x +5,7671 R2 =0,9997
C14:0 0,002-0,400 y = 7656,8x + 6,9795 R2 =0,9995
Cl4:1 0,001-0,204 y =7263,1x + 5,8904 R2 =0,9997
C15:0 0,001-0,200 y = 7625,1x + 5,5019 R2 =0,9996
C15:1 0,001-0,198 y = 7486x + 5,4354 R2 =0,9995
C16:0 0,003-0,599 y = 7895x + 8,9142 R2 =0,9995
C16:1 0,001-0,199 y = 7779,9x + 4,5856 R2 =0,9995
C17:0 0,001-0,200 y = 7806,1x + 4,6884 R2 =0,9995
Ci7:1 0,001-0,199 y = 7897,4x + 1,2463 R2=0,9994
C18:0 0,002-0,399 y =7984,7x + 8,8242 R2 =0,9996
C18:1n9t 0,001-0,200 y = 7595,5x + 5,3695 R2 =0,9996
C18:1n9c 0,002-0,399 y =8051,9x + 7,8448 R2 =0,9996
C19:0 0,002-0,600 y = 8440,7+17,552 R2=0,9999
C18:2n6t 0,001-0,199 y = 7746,5x + 3,6165 R2 =0,9995
C18:2n6¢ 0,001-0,200 y = 7851,2x + 5,0025 R2 =0,9995
C20:0 0,002-0,402 y =8611,2x - 9,3735 R2=0,9989
C18:3n6 0,001-0,200 y = 6801,6x + 22,034 R2 =0,9996
C20:1 0,001-0,199 y = 7824,9x + 4,3625 R2 =0,9995
C18:3n3 0,001-0,200 y = 8062,8x + 6,6298 R2 =0,9996
C21:0 0,001-0,199 y = 8067,3x + 6,3684 R2 =0,9996
C20:2 0,001-0,200 y =7901,8x + 5,4429 R2 =0,9996
C22:0 0,002-0,401 y = 3807,5x + 36,071 R2=0,9923
C20:3n6 0,001-0,200 y =15101x - 47,103 R2=0,9928
C22:1n9 0,001-0,201 y = 7436,5x + 5,38 R2 =0,9996
C20:3n3 0,001-0,200 y = 8609,5x - 0,5697 R2=1,000
C20:4n6 0,001-0,203 y = 6753x +9,6193 R2=0,9984
C23:0 0,001-0,200 y = 8000,1x + 7,4673 R2=0,9997
C22:2 0,001-0,199 y = 8067,6x + 8,2187 R2=0,9997
C24:0 0,002-0,399 y = 3559,1x + 5,7934 R2 =0,9996
C20:5n3 0,001-0,199 y = 16297x + 12,781 R2=0,9997
C24:1 0,001-0,200 y = 8026,3x + 7,0397 R2=0,9997
C22:6n3 0,001-0,201 y = 7654,6x + 6,1988 R2=0,9997
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4.3.2 Precisdo

A precisdo avalia a tendéncia dos resultados entre ensaios independentes, repetidos em
amostras idénticas, nas mesmas condi¢des analiticas, com o mesmo operador e no
mesmo local. A precisdo é geralmente expressa como coeficiente de variacao (CV).
Neste trabalho, calculou-se a precisdo intraday e interday, cujos valores séo apresenta-
dos na Tabela 5. A primeira corresponde a injetar a amostra n vezes no mesmo dia ao
passo que a segunda corresponde a injetar a amostra durante n dias seguidos. Neste
estudo a precisao intraday foi obtida tendo-se realizado 6 injecdes no mesmo dia, tendo
esta variado entre 1,0% e 4,9%. A precisdo interday foi calculada com base na analise
da mesma amostra durante 5 dias seguidos (1 injecao/dia) tendo variado entre 2,2% e
6,5%. A precisdo do método de analise revelou-se adequada uma vez que os coeficien-
tes de variacdo obtidos foram baixos para ambos os casos, sendo geralmente inferiores a
5%.

Tabela 5:Percentagem do Coeficiente de Variagdo (%CV) para cada FAME.

FAME Intraday Interday FAME Intraday Interday
C12:0 4,0 3,7 C18:3n3 4,9 5,8
C14:0 2,2 4,5 C20:2 2,4 3,5
C15:0 3,0 5,3 C22:0 1,9 3,5
C16:0 2,1 3,1 C22:1n9 1.4 4,6
C16:1 2,6 2,3 C20:4n6 2,3 3,4
C17:0 1,6 2,6 C23:0 3,4 4,6
C18:0 2,2 3,8 C22:2 4,0 3,6
C18:1n9t 2,3 2,2 C24:0 2,5 3,3
C18:1n9c 2,0 3,1 C20:5n3 2,2 3,5
C18:1n7 2,1 2,6 C24:1 2,9 5,7
C18:1n6 1,0 3,2 C22:4n6 2,5 57
C18:2n6¢ 2,1 3,2 C22:5n6 4,6 6,5
C20:0 2,2 3,9 C24:2n6 18 4,5
C18:3n6 4,9 5,2 C22:5n3 1,7 3,0
C20:1 2,6 5,3 C22:6n3 1,6 2,8
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4.3.3 Exatidao

A exatiddo refere-se a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referén-
cia aceite como convencionalmente verdadeiro. Neste trabalho, a exatiddo do método
cromatogréafico foi avaliada através de ensaios de recuperacdo, 0s quais demonstram a
eficacia da extracdo de um metodo analitico dentro de determinados limites de variabi-
lidade. Neste caso, a exatiddo deve ser calculada pela razdo entre a quantidade de subs-
tancia adicionada e a quantidade de substancia recuperada, expressa em percentagem.
Contudo, como o padrdo foi adicionado a uma amostra de eritrocitos, primeiramente
procedeu-se a quantificacdo dos compostos na referida amostra, para que estes valores
fossem tidos em consideracdo nos calculos. Posteriormente, procedeu-se a fortificacdo
da amostra (100 pL de eritrécitos) com a mistura de padrées, tendo-se realizado a adi-
cao de padrdo a dois niveis diferentes (adicdo de 15 pL e de 25 pL da mistura de 37
FAMEs da Supelco e, em ambos 0s casos mantendo-se a adigdo da mesma quantidade
de padréo interno utilizada para as amostras). Determinadas as areas de cada pico obtido
no cromatograma para os diferentes compostos em estudo, calculou-se a percentagem
de recuperacdo média para cada acido gordo, tendo em conta o nivel de concentracdo de
37 FAMEs adicionado a matriz. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na
Tabela 6.

De uma maneira geral, verificou-se a ocorréncia de recuperacdes superiores na quanti-
dade dos compostos presentes quando a quantidade de FAMEs adicionada é menor. Isto
pode dever-se ao facto de a fase organica ficar saturada pelo que com menor quantidade
adicionada a recuperacdo seja melhor. A menor percentagem de recuperagdo correspon-
de aos acidos gordos C10:0, C11:0, C12:0 e C13:0, o que podera dever-se ao facto de
estes compostos apresentarem uma cadeia carbonada mais curta, logo sendo menos
solGveis na fase de organica de n-heptano comparativamente com os restantes FA de
cadeia mais longa. Refira-se que destes compostos, a sua existéncia no sangue apenas
foi referida para o caso do C12:0.

De uma maneira geral pode considerar-se que as recuperagdes obtidas sdo aceitaveis
para 0s varios compostos, uma vez gque a maioria dos resultados obtidos se situam entre
90% e 110%. Contudo, verificam-se algumas exceg¢des, como o caso do &cido araquido-

nico (C20:4n6) para o qual foi obtido um valor excessivamente elevado. Tal relaciona-
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se com o facto deste composto ter um tempo de retencdo muito proximo do C20:3n3,

sendo que nas amostras mais concentradas se verificou uma sobreposi¢do dos picos,

dificultando o célculo correto da concentracao deste composto.

Tabela 6: Percentagem de recuperacdo para cada FAME presente na amostra (média de dois
niveis de adicao).

FAME

Recuperacdo media

FAME

Recuperacdo média

(%) (%)
C10:0 23,7 C20:0 90,3
C11:0 48,4 C18:3n6 93,2
C12:0 65,5 C20:1 88,1
C13:0 77,7 C18:3n3 97,4
C14:0 86,0 C21:0 96,7
Ci14:1 79,7 C20:2 97,9
C15:0 91,0 C22:0 107,2
C15:1 87,1 C20:3n6 112,3
C16:0 97,6 C22:1n9 87,5
C16:1 914 C20:3n3 101,6
C17:0 99,3 C20:4n6 198,2
Ci17:1 92,6 C23:0 102,4
C18:0 99,2 C22:2 93,3
C18:1n9t 98,0 C24:0 93,6
C18:1n9c 102,4 C20:5n3 97,2
C19 106,9 C24:1 106,1
C18:2n6t 79,2 C22:6n3 155,8
C18:2n6¢c 138,8

4.3.4 Limite de Detecdo e Limite de Quantificacéo

O limite de detecdo (LOD) representa a menor concentracdo da substancia em estudo

que pode ser detetada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determina-

do procedimento experimental. O limite de quantificagdo (LOQ) representa a menor

concentracdo da substancia em estudo que pode ser medida, utilizando um determinado

procedimento experimental.

Os valores obtidos para os limites de detec¢édo e quantificacdo para cada um dos acidos

gordos encontram-se registados na Tabela 7.
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Tabela 7: Limite de detecdo e limite de quantificacdo para cada composto.

FAME LOD LOQ
C10:0 0,0004 0,0012
C11:0 0,0004 0,0012
C12:0 0,0004 0,0011
C13:0 0,0004 0,0011
C14:0 0,0004 0,0011
Cl4:1 0,0004 0,0011
C15:0 0,0004 0,0011
Ci15:1 0,0004 0,0011
Cl16:0 0,0003 0,0010
Cle:1l 0,0004 0,0011
C17:0 0,0003 0,0011
Ci17:1 0,0003 0,0010
C18:0 0,0003 0,0010
C18:1n9t 0,0004 0,0011
C18:1n9c 0,0003 0,0010
C18:1n7 0,0003 0,0010
C18:1n6 0,0003 0,0010
C19 0,0003 0,0010
C18:2n6t 0,0004 0,0011
C18:2n6c¢ 0,0003 0,0011
C20:0 0,0003 0,0010
C18:3n6 0,0004 0,0012
C20:1 0,0003 0,0011
C18:3n3 0,0003 0,0010
C21:0 0,0003 0,0010
C20:2 0,0003 0,0010
C22:0 0,0007 0,0022
C20:3n6 0,0002 0,0005
C22:1n9 0,0004 0,0011
C20:3n3 0,0003 0,0010
C20:4n6 0,0004 0,0012
C23:0 0,0003 0,0010
C22:2 0,0003 0,0010
C24:0 0,0008 0,0023
C20:5n3 0,0002 0,0005
C24:1 0,0003 0,0010
C22:4n6 0,0003 0,0010
C22:5n6 0,0003 0,0010
C24:2n6 0,0003 0,0010
C22:5n3 0,0003 0,0010
C22:6n3 0,0004 0,0011
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Conclusao

Com esta dissertacdo pretendeu-se desenvolver e validar um método cromatografico
para extracdo e analise quantitativa de acidos gordos da membrana de eritrécitos que
fosse simples, rapido e preciso. Dado a existéncia de uma vasta gama de metodologias
utilizadas na extracdo destes compostos, a comparacao de resultados obtidos com dife-
rentes métodos e selecdo da melhor metodologia também consistiu num dos objetivos
do trabalho.

Desta forma, iniciou-se o estudo com a otimizacdo das condi¢Bes cromatogréaficas de
forma a obter uma melhor resposta do sistema num espaco de tempo tdo curto quanto
possivel. Assim testaram-se diferentes temperaturas da coluna, forno, injetor de forma a
obter a melhor separacdo possivel dos compostos num tempo de andlise razoavel e
foram testadas também diferentes razbes de split, utilizando uma amostra de sangue
humano extraida pelo método de Folch. Apos a selecdo das melhores condi¢bes croma-
tograficas, procedeu-se a otimizacdo da metodologia de preparacdo da amostra.

A otimizacdo da metodologia analitica para a determinagdo de &cidos gordos da mem-
brana de eritrdcitos foi sendo adaptada tendo sido testados varios parametros de deriva-
tizacdo diferentes (tempo, temperatura, quantidades de solugdes).

O trabalho laboratorial foi iniciado com um procedimento de extracdo de &cidos gordos
mais tradicional, utilizando DCM e um protocolo de duas etapas principais (extracao
dos lipidos e derivatizacdo em diferentes viais), tendo como base o método tradicional
de Folch. Contudo, por este ser um processo moroso, cCom muitos passos e como tal,
muito sujeito a ocorréncia de perdas de amostra, iniciaram-se novos procedimentos mais
rapidos e de facil execucdo tendo por base protocolos como o descrito por Bicalho e
colaboradores (2008). Estes métodos foram adaptados para que, a cada novo passo adi-
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cionado/testado, se conseguisse extrair e identificar o0 maior numero possivel de FA
presentes na amostra em estudo.

Com base nos resultados obtidos pode verificar-se que para uma melhor extracéo e
identificacdo de acidos gordos da membrana de eritrécitos, os melhores resultados
foram obtidos pela utilizagdo de um método rapido com derivatizagéo de 60 minutos e a
temperatura de 90°C com reacdo de saponificacdo utilizando KOH. Este tipo de método
de extracdo permite, quando comparado com 0s outros, uma maior quantidade extraida
de alguns dos acidos gordos da membrana, permitindo ainda a extracdo e identificacdo
de &cidos gordos trans, os quais ndo sdo detetados sem utilizacdo de KOH.

De forma a validar a metodologia selecionada foi realizado um estudo da gama de linea-
ridade, a obtencdo das equacGes da reta dos compostos e o seu coeficiente de correlacéo,
dos limites de deteccdo e de quantificacdo, da precisdo e da recuperacdo do método. De
uma forma geral, 0 método demonstrou uma boa linearidade para as gamas de concen-
tracdo testadas (demonstrada pelos elevados coeficientes de correlacdo quadraticos das
curvas de calibracdo), uma elevada precisdo, elevada sensibilidade (demonstrada pelos
baixos valores de LOD e LOQ) e uma exatiddo razoavelmente elevada para a maioria
dos compostos, demonstrando assim a sua adequabilidade para a avaliagdo quantitativa
da composicao em &cidos gordos das membranas de eritrécitos.

A metodologia proposta podera assim vir a ser utilizada em trabalhos futuros que visem
estudar a possibilidade de utilizacdo de determinados &cidos gordos da membrana de
eritrocitos, ou os seus racios, como biomarcadores de patologias especificas. De igual
forma, sabendo-se que os acidos gordos polinsaturados estdo associados a uma maior
fluidez membranar comparativamente com o0s acidos gordos saturados, seria também
interessante a realizagdo de estudos que visem estabelecer correlagdes entre a composi-
cdo da membrana de eritrocitos e a sua deformabilidade em microcanais, deformabili-
dade esta que podera por sua vez ser associada ao desenvolvimento de determinadas
patologias.

Resumindo, com esta dissertagdo pretendeu-se contribuir para um melhor conhecimento
da constituicdo da membrana de eritrdcitos, através do desenvolvimento de uma meto-
dologia cromatogréafica que possa ser utilizada em trabalhos futuros, fornecendo uma

ferramenta 0til, visando a analise de FAME, que possa ser utilizada em estudos clinicos.
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