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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias mais frequentes na populacédo adulta mundial
e apresenta alta taxa de morbidade e letalidade. Evidéncias recentes tem mostrado que um
evento precoce na carcinogénese € a ativacdo do metabolismo de lipidios, macromoléculas
que, além de estarem envolvidas em complexos processos metabodlicos da célula, séo
altamente susceptiveis ao processo de lipoperoxidacdo desencadeado pelo estresse oxidativo.
A estratégia lipiddomica € capaz de fornecer informacBes importantes relacionadas ao
mecanismo envolvido na patogénese do cancer além de revelar novos biomarcadores para o
seu diagndstico precoce. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar no plasma de pacientes com
cancer de reto os biomarcadores de estresse oxidativo (malondialdeido e F,-isoprostano) e os
de perfil lipidébmico visando identificar os metabdlitos diferenciais entre os grupos avaliados e
contribuir no conhecimento das alteracbes no metabolismo de lipidios envolvidas na
carcinogénese. Foram utilizadas amostras de sangue de 23 pacientes com cancer de reto,
estratificados segundo o estadio e de 18 voluntarios saudaveis. O perfil lipiddbmico foi
avaliado por cromatografia a gas (CG-FID) e espectrometria de massas equipado
com ionizacao electrospray (ESI) e a lipoperoxidacao foi avaliada através da determinacao das
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS) e da dosagem de F,-isoprostano. Para a
andlise dos dados foi utilizado o website MetaboAnalyst (versao 2.0) e as moléculas diferenciais
indicadas por meio de ferramentas estatisticas multivariadas, usando andlise de componente
principal (PCA), andlise discriminatéria parcial dos quadrados minimos (PLS-DA) e analise
discriminatéria ortogonal parcial dos quadrados minimos (OPLS-DA). A importancia da variavel
na projecao (VIP) foi utilizada para identificar os ions que tiveram maior efeito discriminatério
entre os grupos. Os resultados mostraram que 0s niveis plasmaticos de malondialdeido nos
pacientes com cancer de reto no estadio 3 e 4 foram superiores aos valores observados no
grupo saudavel e grupo estadio 0 (p<0,05). Nao foram observadas diferencas nos niveis de F,-
isoprostano entre os grupos. No conjunto de dados do ESI foi possivel a identificacdo de 15
lipidios diferenciais entre os grupos. Os ions mais abundantes identificados no grupo de
pacientes com cancer foram de fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina enquanto que, os de
lisofosfatidilcolinas (LFC) metabdlitos identificados como LFC 16:1, LFC 18:1 e LFC
18:2, apareceram com abundancia relativa reduzida. Evidencia-se que a LFC (P-16:1), um
plasmalogénio contendo &cido palmitoleico (16:1),apresentou o maior VIP score com uma
tendéncia reduzida em pacientes com céancer de reto, dado que aponta este metabdlito como
um importante mediador na patogénese da doenca e que futuramente, podera contribuir na
identificacdo de novos biomarcadores da doenca.

Palavras chave: plasma, neoplasias colorretais, biomarcadores, lipidémica.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most frequently occurring neoplasms in the world’s adult
population with highmorbidity and lethality rates. Recent evidence has revealed that the
activation of lipid metabolism involving macromolecules that are not only involved in complex cell
metabolism mechanisms but are also highly susceptible to lipid peroxidation triggered by
oxidative stress is a precocious event in carcinogenesis. Lipidomic strategy can provide
important information regarding cancer pathogenesis mechanisms and could reveal new
biomarkers to enable early diagnosis. This study set out to evaluate oxidative stress markers
(malondialdehyde and F-isoprostane) and lipidomic profiles in the plasma of patients with rectal
cancer, to identify differential metabolites among the groups and contribute towards greater
understanding of lipid metabolism alterations involved in carcinogenesis. Blood samples were
taken from 23 rectal cancer patients stratified according to the stage of the disease and from18
healthy volunteers. Lipidomic profiles were evaluated by gas chromatography (GC-FID) and
mass spectrometers fitted with electrospray ionization (ESI). Peroxidation was evaluated by
determining Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) and F, —isoprostane dosages.
Data analysis used the web application MetaboAnalyst (2.0) and the differential molecules were
indicated by means of multivariate statistics tools using Principal Component Analysis (PCA),
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) and Orthogonal Partial Least Squares
Discriminant Analysis (OPLS-DA). Variable Importance Projection (VIP) analysis was used to
identify those ions with the greatest discriminant effect among the groups. Results showed that
malondialdehyde plasma levels were higher in patients in stages 3 and 4 of rectal cancer than in
the healthy group and the stage 0 group (p<0.05). No differences in Fo-isoprostane levels were
detected among the groups. In the ESI data set it was possible to identify 15 differential lipids
among the groups. The most abundant ions identified in the cancer patients were those of
phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine while those of lisophosphatidylcholine (LPC)
metabolites, identified as LPC 16:1, LPC 18:1 and LPC 18:2, showed a relatively reduced
presence. It was found that LPC (P 16:1), a plasmalogen containing palmitoleic acid (16:1),
returned the highest VIP score with a tendency to reduction among rectal cancer patients. That
identifies this metabolite as an important mediator in the pathogenesis of the disease and one
that could contribute towards the identification of new biomarkers in the future.

Key words: plasma, colorectal neoplasms, biomarkers, lipidomic.
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1 INTRODUGCAO

O cancer colorretal (CCR), tumor que acomete o cdélon e o reto, é uma das neoplasias
mais frequentes na populagdo adulta mundial, apresentando incidéncia e mortalidade
crescentes em varias partes do mundo. Devido ao desenvolvimento geralmente silencioso da
lesdo, o CCR produz poucos sintomas iniciais, fazendo com que o diagnostico da malignidade
do tumor seja realizado habitualmente nas fases mais avangadas da doenca, fato que piora o
prognostico dos pacientes (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 2009).

A principal estratégia na prevencao e no controle do cancer e de outras patologias é sua
detecgdo precoce, permitindo que intervencdes e terapias efetivas possam contribuir para a
reducdo da morbimortalidade. As células cancerigenas ndo somente alteram o microambiente
ao seu redor, a fim de favorecer o seu crescimento, mas também sdo capazes de causar

alteracdes sistémicas, muitas das quais capazes de serem detectadas nos fluidos biol6gicos.

Entre os diversos mecanismos que podem levar a carcinogénese, a produgdo excessiva
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio esta associada a danos na fita ou alteragdes
nas bases nitrogenadas ou, ainda, modificagbes de desoxirribose, podendo gerar danos como
apoptose e mutacdes (MARNETT, 2000). E conhecido que os biomarcadores oxidativos, em
especial de lipidios, desempenham importante papel na génese de diferentes processos
relacionados a proliferacdo celular e ao desenvolvimento de céncer (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2002).

Durante o desenvolvimento das células cancerigenas ha a reprogramacéo de suas vias
metabdlicas para promover o crescimento celular, proliferacdo e fontes de energia metabdlica.
Todos estes processos estdo intimamente relacionados ao metabolismo de lipidios, que se
tornam assim excelentes fontes de informacdo sobre o estado metabdlico e oxidativo das

células em processo de tumorigénese.

Assim, ha um grande interesse dos pesquisadores na descoberta de novos
biomarcadores circulantes, Uteis como indicadores precoces de um processo patolégico. A
realizacao de testes de pesquisa de biomarcadores circulantes do cancer € chamada de biépsia
liquida (ALVES e DELMONICO, 2015).

A pesquisa de biomarcadores circulantes lanca méo de ferramentas que incluem as
tecnologias de plataformas “omics”, como a gendmica (pesquisa de genes), transcriptbmica
(pesquisa de RNAm), protedmica (pesquisa de proteinas) e lipidémica (pesquisa de lipideos).

Entre estas ferramentas, a lipidémica é a mais recente na procura de novos biomarcadores
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circulantes de céncer. A lipidémica constitui uma ciéncia interdisciplinar utilizada para descrever
a analise sisteméatica de lipidios, envolvendo a caraterizacdo e quantificacdo destes compostos
nos sistemas biol6gicos, uma vez que apresentam diversas fungdes bioldgicas importantes,
abrangendo desde moléculas armazenadoras de energia (gorduras e Oleos), elementos
estruturais de membranas biolégicas (fosfolipidios e esterdides), cofatores de enzimas,
transportadores de elétrons, hormdnios e mensageiros intracelulares (ARMSTRONG, 2009).

A abordagem lipidémica além de desempenhar um papel crucial no estudo da
composicdo e do metabolismo dos lipidios pode contribuir ainda na compreensao das bases
moleculares das doencas fornecendo evidéncias de moléculas relacionadas com o metabolismo
modificado destas células, abrir caminho para novas terapias, avaliar a efetividade dos
tratamentos e, principalmente apontar novas ferramentas para o diagnéstico precoce do cancer.
Além disto, a identificacdo de biomarcadores lipidicos circulantes através da analise de fluidos
dos pacientes € um método relativamente n&o invasivo de diagndstico precoce da doenga
aumentando a possibilidade de sucesso no tratamento. Embora muitos trabalhos tenham
associado o cancer as mudancgas metabdlicas, estudos aprofundados de lipidémica em sangue

de pacientes com cancer ainda sdo escassos.

Assim, o presente trabalho foi realizado no sentido de avaliar biomarcadores de estresse
oxidativo e do perfil lipidémico, com o objetivo de contribuir no conhecimento das alteragdes no
metabolismo destas moléculas e na sua possivel utilizacdo no diagnéstico precoce de cancer
de reto. Tais marcadores se basearam na avaliacdo de produtos de oxidacdo de lipidios
(malondialdeido e isoprostano) e no perfil lipidémico (acidos graxos e classes de lipidios) no

plasma de pacientes com cancer de reto em comparacédo ao grupo de voluntarios saudaveis.

1.1 Cancer colorretal

Considerada uma doencga crbnica degenerativa, o cancer pode desencadear de diferentes
maneiras algum tipo de impacto tanto na vida dos pacientes como na de seus familiares. A
confirmacéo do diagndstico, a escolha do tratamento, 0 seguimento terapéutico e o processo de
reabilitacdo sdo fatores que influem diretamente no estilo de vida do paciente com cancer e que

séo de extrema importancia na luta contra esta doenca (NICOLUSSI e SAWADA, 2009).

A denominagéo de CCR engloba os tumores que acometem o intestino grosso (célon) e o
reto (FIGURA 1). A estimativa mundial em 2012 apontou o CCR como o terceiro tipo de cancer

mais comum entre 0os homens (746 mil casos novos — 10% do total dos canceres) e 0 segundo
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nas mulheres (614 mil casos novos — 9,2% do total dos canceres). Neste mesmo periodo, para
a mortalidade, foram estimados 694 mil casos em ambos 0s sexos (8,5% do total de 6bitos)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012; INCA, 2015).

FIGURA 1: Anatomia do intestino grosso. Fonte: figura adaptada http://www.adamimages.com/.

No Brasil, 0 CCR € o terceiro tipo de cancer mais comum, sendo previsto para o final de
2016 em torno de 16.600 casos novos em homens e de 17.620 em mulheres. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 17,10 casos novos a cada 100 mil mulheres e 16,84 para
cada 100 mil homens, considerando todas as regides brasileiras (INCA, 2015).

Na etiopatogenia do CCR fatores importantes como etnia, dieta, idade, depressao,
obesidade, sedentarismo, sarcopenia, tabagismo, etilismo, predisposicdo genética, mutacéo
genética, mudancas epigenéticas, histéria familiar de CCR e condi¢cdes como doenca intestinal
inflamatéria e polipose familiar sdo pontos chaves para 0 aumento da incidéncia da doenca
(PIAZZOLLA, 2015).

Embora o padrdo da incidéncia seja semelhante entre os sexos, a epidemiologia descreve
uma discreta predile¢do por individuos do género masculino e com idade superior a 60 anos,
sendo possivel observar, tanto na incidéncia como na mortalidade, um aumento das taxas com
o avanco da idade (REGO et al., 2012).

Através de um efetivo esquema de rastreamento € possivel realizar a detec¢do precoce

do CCR, garantindo ndo s6 o seu tratamento em fase inicial, mas também condicdes ideais
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para a sua prevencdo. Varios testes de rastreamento como pesquisa de sangue oculto nas
fezes, retossigmoidoscopia, enema de bario com duplo contraste, colonografia por tomografia
computadorizada e colonoscopia podem ser necessérios para detectar as lesdes colorretais. A
microscopia Optica também é utilizada para avaliar o grau de diferenciacdo e o nivel de
penetracdo do tumor através da parede intestinal (TIS, T1, T2, T3 e T4) (FIGURA 2). Embora a
colonoscopia seja considerado um procedimento médico invasivo para o0s idosos, em
decorréncia da sedagdo e do preparo para 0 pré-exame, relatos recentes reportam que a
mesma permitiu uma reducdo significativa do CCR tanto proximal como distal em individuos
mais velhos, passando a ser considerada como um método de padrao ouro no diagnéstico da
doenca (MACIEL e MACIEL, 2014; HASHIMOTO et al., 2016).

Adjacentes

FIGURA 2: Nivel de penetracdo do tumor na parede intestinal. Fonte: figura adaptada
http://derival.com.br/doencas/doencas-do-colon/cancer-colorretal/.

O CCR apresenta trés padrdes de susceptibilidade: esporadico (correspondem a 70% dos
casos), hereditario (ocorre em menos de 10% dos pacientes) e familiar (engloba cerca de 10 a
30% dos casos). O grau de diferenciacdo do tumor apresenta variagbes conforme a
identificacdo das glandulas, morfologia nuclear e mitoses. A classificacdo tumor-linfonodo-
metastase (TNM), preconizada pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), é utilizada
para identificar o estadiamento do CCR e pode ser diferenciada por dois prefixos: cTNM
(classificacao clinica) que é estabelecida a partir dos dados do exame fisico e dos exames
complementares (imagem) e pTNM (classificacdo patoldgica) que baseia-se nos achados

cirurgicos e no exame anatomopatoldgico da pecga operatéria. O “T” apresenta um ndmero ou
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letra que descreve o tumor primario (profundidade de invasdo na parede), o “N” representa o
comprometimento linfonodal e o “M” refere-se a metéstase a distancia. Assim, a classificacéo
do estadiamento (Tabela 1) permite iniciar uma terapéutica mais adequada para cada categoria
aumentando as chances de sobrevida dos pacientes (INCA, 2015, PIAZZOLLA, 2015).

Diferentes formas de tratamento podem ser realizadas, tanto de forma combinada ou
isolada, mas isto vai depender do tamanho, extenséo e localizacdo do tumor e das condi¢bes
gerais do paciente. A combinacao de cirurgia, quimioterapia e radioterapia tem sido empregada
com o objetivo de reduzir os indices de recidiva local ou a distancia e aumentar a sobrevida do
paciente. No caso do tratamento cirargico, ele pode ser curativo (remocdo completa do tumor
primario, de 6rgaos ou estruturas adjacentes comprometidas e de metastases localizadas) ou
paliativo (reduzir ou controlar os sintomas relacionados ao tumor). A quimioterapia pode ser
realizada apds a cirurgia e objetiva diminuir o risco de recidiva tumoral em até 30%. A
radioterapia também pode ser aplicada ap6s o procedimento cirargico quando o tumor invade

estruturas vizinhas ou quando as margens de ressecc¢do sdo comprometidas (SOUZA, 2016).

Tabela 1: Estadiamento TNM. Fonte: AJCC (2010, 7 ed.)

Estadiamento TNM

0 Tis NO MO

I T1;T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
1c T4b NO MO
A T1-T2; T1 N1-N1c; N2a MO
1B T3-T4a; T2-T3; T1-T2 N1-N1c; N2a; N2b MO
1nc T4a; T3-T4a; T4b N2a; N2b; N1-N2 MO
IVA Qualquer T Qualquer N Mla

VB Qualquer T Qualquer N M1b
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1.2 Lipidios em plasma

O sangue é um biofluido altamente especializado constituido por elementos sélidos em
suspensdo como os globulos vermelhos e brancos e plaquetas, num meio liquido o plasma. O
plasma é um componente amarelo claro, de facil acesso, rico em informagdes, composto de
92% &gua, carboidrato, lipidios, proteina e sédio e ainda € responsavel por transportar seus
componentes e outros produtos quimicos (MORAIS, 2009).

Dentre os métodos aplicados na avaliacdo dos componentes presentes em plasma
humano, a lipidémica vem se destacando como uma ferramenta importante na identificacdo de
biomarcadores lipidicos que auxiliam no diagnéstico de diversas doencgas, principalmente o
cancer (ISHIKAWA et al., 2013).

No plasma humano é possivel observar uma notavel diversidade de lipidios, sendo estes
inclusos em seis categorias: acidos graxos, glicerolipidios, glicerofosfolipidios, esfingolipidios,
esterdis e prendlicos (FERRERI e CHATGILIALOGLU et al., 2012).

O sangue é responsavel por transportar os lipidios enddégenos e exdgenos no
plasma através da combinagdo de lipidios com proteinas, permitindo o transporte da gordura
num meio aquoso. Dentre as proteinas de transportes, destacam-se a albumina que transporta
os acidos graxos nao esterificados (AGNE) ou livres (parte minima gordura no sangue) e as
lipoproteinas que séo divididas em quatro classes, sendo elas: lipoproteinas de alta densidade
(HDL - High Density Lipoprotein), lipoproteina de baixa densidade (LDL — Low Density
Lipoprotein), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL — Very Low Density Lipoprotein) e
quilomicrons (MORAIS, 2009).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lipidios: funcdes, estruturas, biossintese e classificacao

O papel dos lipidios na saude e na doenca humana estad tomando o centro das atengdes.
Nas ultimas décadas tem havido um esforco intenso para desenvolver metodologias adequadas
para descobrir, identificar e monitorar quantitativamente os lipidios do sistema biolégico (LI,
FAN, WANG, 2015).

Eles apresentam diversas funcbes bioldgicas chaves, tais como na ativacdo dos
componentes das membranas celulares, servir de fonte para o estoque de energia, participar
das vias de sinalizac@o autécrina e paracrina e na autofagia. Esta diversidade da sua funcéo se
da pela enorme variagdo e complexidade na estrutura da sua molécula j& que diferentes
transformacdes bioquimicas sdo necessarias para que ocorra a sua biossintese (BRUGGER,
2014). O sistema de classificagdo do Lipid Maps define a estrutura dos lipidios a partir de dois

tipos de subunidades bioquimicas ou building blocks: grupos cetoacetil e isopreno (Figura 3)

CHj;

0
[ )L‘H_L /J\
CH
2, )JL'—.L %CH LLLCHz \C/ .
CH; | H
CHs

Acetil Propionil

Cetoacil Isopreno

FIGURA 3: Lipidios building blocks. Fonte: figura adaptada de FAHY et al. (2011, p. 638).

Suas pequenas moléculas de carater hidrofébico ou anfipatico sdo biossintetizadas
inteiramente ou em partes pela condensacao de bases carbanion das unidades de tioésteres de
cetoacil e/ou pela condensagdo de bases carbocéation das unidades do isopreno, conforme
demonstrado na Figura 4 (FAHY et al., 2011).

Conforme esta abordagem, os lipidios podem ser classificados em oito categorias (Figura
5): acidos graxos, glicerolipidios, glicerofosfolipidios, esfingolipidios, sacarolipidios e
policetideos (derivados da condensacdo de subunidades cetoacilo) e os lipidios esteroéis e

prendlicos (derivados da condensacédo de subunidades do isopreno), sendo que cada uma
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destas categorias contem classes e subclasses distintas (HINTERWIRTH, STEGEMANN e

MAYR, 2014).
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FIGURA 4: Mecanismo da biossintese lipidica.
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2.2 Classes e subclasses dos lipidios
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De acordo com o sistema de classificacdo, os lipidios séo divididos em oito categorias e

cada uma é subdividida em classes e subclasses (Tabela 2).



Tabela 2: Categorias, classes e subclasses dos lipidios. Fonte: LIPID MAPS; FAHY et al (2005, p. 843-859); LI, FAN e WANG (2015, p. 2).
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Categorias Acidos graxos Glicerolipidios Glicerofosfolipidios Esfingolipidios Sacarolipidios Policetidios Lipidios Lipidios prendis
esterois
Classes 1. Acidos graxos e 1. Monoradilgliceréis 1. Glicerofosfoetanolamina 1. Ceramidas Acilamino agucares Policetideo 1. Estero6is 1. Isoprendides
conjugados o . . . . macrolideo B . L
i 2. Diradilgliceréis 2. Glicerofosfocolina 2. Fosfoesfingolipidio 2. Secosterobides 2. Poliprenodides
2. Esteres graxos o ) . . ) o Policetideo B .
3. Triradilglicerdis 3. Glicerofosfoglicerol 3. Glicoesfingolipidios aromatico 3. Esterdides 3. Quinonas e
3. Octadecanoides . . neutros L » hidroguinonas
4. Glicerofosfoserina Policetideo 4. Acidos biliares e
4. Alcoois, Eter ) o 4. Glicoesfingolipidios hibrido/peptideo ndo-  derivados
Aldeidos, Nitrilas e 5. Glicerofosfoinositol 4cidos ribossor%a’I)
Esteres graxos ) )
9 6. Glicerofosfoglicerol 5. Bases esfingoides Flavonoides
5. Amidas graxos A
7. Plasmalogénio
6. Eicosandides
Subclasses 1. Saturados e 1. Monoacilglicerol e 1. Acido fosfatidico e &cido 1. Ceramida, lactosil Mono, di, tri, tetra, 1. Esteres de 1. Monoterpenos,

insaturados e Acido
graxo livre

2. Acil-CoAgraxo e
Acilcarnitina graxo

3. Acido jasménico

5. Amida priméria

6. Prostaglandina,
leucotrieno,
tromboxano e
isoprostano

monoalquilglicerol

2. Diacilglicerol,
alquilacilglicerol e
dialquilglicerol

3. Triacilglicerol,
alquildiacilglicerol,
dialquilmonoacilglicerol

lisofosfatidico

2. Fosfatidiletanolamina
(cefalina) e
lisofosfatidiletanolamina

3. Fosfatidilcolina (lecitina) e
lisofosfatidilcolina

4. Fosfatidilglicerol e
lisofosfatidilglicerol

5. Fosfatidilserina (cefalina)
e lisofosfatidilserina

6. Fosfatidilinositol,
lisofosfatidilinositol

7. Plasmalogénio e demais
subclasses

8. Cardiolipina

ceramida, ceramida
glicosilada e
glucosilceramida

2. Ceramida fosfocolina
(esfingomielina),
ceramida
fosfoetanolamina,
ceramida fosfoinositol e
ceramida fosforilada

3. Globosideos e
cerebrosideos

4. Gangliosideo e
sulfatideo

5. Esfinganina,
esfingosina,
lisoesfingomielina e
lisoglicoesfingomielina

penta e
hexacilaminoacucares

colesterol e
fitoesterol

2. Vitaminas D, e
Dze derivados

3. Estrogénio,
androgénio,
progestogénio e
gluco/mineralocorti
coide

4. Acidos biliares
Ca4, Co, Ca7 € Cog,
alcoois e derivados

diterpenos e
triterpenos

2. Bactoprendis,
fitoprenois e dolicol

3. Ubiquinonas, e
vitaminas E e K
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2.2.1 Acidos graxos

Os acidos graxos (AG) sao acidos monocarboxilicos encontrados na forma esterificada
nos lipidios naturais e também como substancias livres. Formados por um grupo de diversas
moléculas sintetizadas pela elongac¢éo do iniciador acetil-coenzima A com os grupos malonil-
coenzima A, podem conter uma funcionalidade ciclica e/ou estarem substituidos com
heteroatomos (oxigénio, halogénio, azoto e enxofre). Sua denominacdo pode ser feita de
forma abreviada em que o primeiro niamero refere-se aos atomos de carbono da cadeia acil, a
este seguem-se dois pontos e depois outra cifra indicando o nimero de insaturacdes baseado
na posicdo da primeira dupla ligacdo contada a partir de seu radical metila (-CHs),
denominada extremidade 6mega (representada por w ou Q) ou a partir de seu grupo
funcional, o acido carboxilico (-COOH), denominada extremidade delta (representada por A
ou 0), como apresentado na Figura 6 (CERQUEIRA, 2013).

\ Acido Linoléico /

Grupo
Grupo carboxilico
metila l
Extremidade n®duplas Extremidade delta
dmega (w ou ) ligagoes (& ou &)

¥

n°atomo  _s 43:2 wou n-6/49,12

de carbono | |

localizagdo da
primeira dupla ligagio

FIGURA 6: Imagem exemplificativa da notacdo utilizada nos acidos graxos. Representacdo do
acido linoléico.
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Na natureza, os AG se diferem pelo comprimento da cadeia de carbono, pela presenca,

guantidade e configuracéo de duplas ligac6es na mesma e pela posicdo do AG na molécula de

glicerol. Todas estas possiveis modificacdes na cadeia carbbénica dos AG sdo responsaveis

pelas diferentes propriedades fisico-quimicas dos lipidios (Tabela 3) (PHILIPPI, 2008).

TABELA 3: Principais acidos graxos encontrados na natureza. Fontes: SOUZA, MATSUSHITA e

VISENTAINER (1998, p. 103); TACO (2011, p. 161)

(continua)

Acidos Graxos

Nome sistematico

Nome comum

Acidos graxos saturados

2:0 Etandico Acético

4:0 Butandico Butirico

6:0 Hexandico Caproéico

7:0 Heptandico

8:0 Octandico Caprilico

9:0 Nonandico Pelargbnico
10:0 Decandico Caprico

11:0 Undecandico Hendecanoico
12:0 Dodecandico Laurico

14:0 Tetradecanoico Miristico
15:0 Pentadecandico Pentadecilico
16:0 Hexadecandico Palmitico
17:0 Heptadecandico Margérico
18:0 Octadecandico Estearico
20:0 Eicosandico Araquidico
22:0 Docosandico Behénico
24:0 Tetracosandico Lignocérico
26:0 Hexacosandico Cerdtico
28:0 Octacosanoico Montanico
30:0 Triacontandico Melissico
Acidos graxos monoinsaturados

10:1 (A9) w1 Decenoico Caproléico
11:1 (A 10) w1 Undecendico Undecilénico
1221 (A9 w3 Dodecandico Lauroléico
141 (A5 w9 Tetradecendico Fisetérico
141 (A9 w5 Tetradecendico Miristoléico
161 (A9 w7 Hexadecenoico Palmitoléico

18:1 (A 6) w12
18:1 (A9 w9

Octadecendico

Octadecenoico

Petroselinico

Oléico




TABELA 3: Principais acidos graxos encontrados na natureza. Fontes: SOUZA, MATSUSHITA e
VISENTAINER (1998, p. 103); TACO (2011, p. 161)

(conclusao)

Acidos Graxos

Nome sistematico

Nome comum

Acidos graxos monoinsaturados

18l1A1)w7 Octadecendico Vacénico
20:1 (A5)w 15 Eicosendico

2001 (A 9) w 11 Eicosenoico Gadoléico
221 (A1) w11 Docosenoico Cetoléico
2221 (A13)w 9 Docosenoico Erdcico
24:1 (A15) w9 Tetracosendico Nervoénico
Acidos graxos poli-insaturados

18:2(A9,12) w 6 Octadecadiendico Linoléico
18:3(A 6,9,12) w 6 Octadecatriendico y-linolénico
18:3(A9,12,15) w 3 Octadecatriendico a-linolénico

18:4 (A 6,9,12,15) w 3
20:2(A11,14) w 6
20:3(A8,11,14) w 6
203(A11,1417)w 3
20:4(A 5,8,11,14) w 6
20:5(A 5,8,11,14,17) w 3
22:2 (A 13,16) w 6

22:3 (A 13,16,19) w 3
22:4 (A 7,10,13,16) w 6
22:5(A 7,10,13,16,19) w 3
22:6(A 4,7,10,13,16,19) w 3

Octadecatetraendico
Eicosadiendico
Eicosatriendico
Eicosatriendico
Eicosatetraendico
Eicosapentaendico (EPA)
Docosadiendico
Docosatriendico
Docosatetraendico
Docosapentaendico (DPA)
Docosahexaendico (DHA)

Estearidbnico

di-homo-y-linolénico
di-homo- a-linolénico
Araquidonico (AA)

Timnodobnico

Clupanodoénico

Acidos graxos trans

18:1t
22:1t
18:2t

trans-octadecendico
trans-13-docosendico
trans -octadecadiendico

Elaidico
Brassidico
Linolelaidico

Quanto ao tamanho da cadeia carbdnica, estes sdo denominados como AG de cadeia
curta (4 a 10 atomos de carbono), cadeia média (12 a 14 atomos de carbono), cadeia longa
(16 a 18 &tomos de carbono) e cadeia muito longa (acima de 20 atomos de carbono). AG
podem apresentar diversos substituintes na cadeia carbdnica tais como grupos metila,
hidroxila, epoxido, carbonila, ciclopropano, ciclopropeno, éteres, dentre outros (VISENTAINER
e FRANCO, 2012).

Os AG séo classificados em saturados (AGS) e insaturados (AGI). Os AGS néao

apresentam duplas ligacGes e sdo constituidos de cadeia hidrocarbonada saturada, retilinea,
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flexivel e com um ndmero variavel de &tomos de carbono. Os AGI séo constituidos de uma ou
mais duplas ligagcbes, apresentam cadeia longa, com pelo menos 16 carbonos e o nimero de
duplas ligagbes divide-se em dois grupos: os monoinsaturados (AGMI), que contem apenas
uma dupla carbono-carbono e os poli-insaturados (AGPI), com duas ou mais dessas ligacbes
(Figura 7). Dos AGPI, séo particularmente importantes os da série 6mega 3 e 6. O acido alfa-
linolénico (18:3 n-3) é precursor na biossintese dos &acidos eicosapentaendico e
docosahexaenodico, ambos altamente insaturados, com cinco e seis duplas ligagbes,
respectivamente e o acido linoléico (18:2 n-6) é precursor do acido araquidbnico
(COZZOLINO, 2007, CALDER, 2012).

CH,

NANANANANANANA

dcido graxo saturado COOH

CH,
N ANANTTNANA/ cooH

acido graxo monoinsaturado

CH,

\/\/E/E/V\/V\CDDH

acido graxo poli-insaturado

FIGURA 7: Estrutura quimica dos acidos graxos. Acidos graxos saturado e insaturado. Fonte: figura
adaptada de VALENZUELA e VALENZUELA (2013, p. 9).

Os AGI podem apresentar o mesmo numero de carbonos e de duplas ligacdes
(isbmeros posicionais), porém se diferem na localizagdo das ligagbes da cadeia carbbnica
(Tabela 4). Sao exemplos de isbmeros posicionais os acidos oléico (18:1) da série w-9 e o
vacénico (18:1) da série w-7, onde o primeiro apresenta a dupla ligagdo no carbono 9 e o

segundo no carbono 7, numerados a partir da extremidade 6mega (PHILIPPI, 2008).
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TABELA 4: Nome e caracteristicas quimicas dos acidos graxos insaturados. Fonte: PHILIPPI
(2008, p. 249).

Nome Nimero Nimero de Posicao da Nomenclatura
de duplas primeira
Carbonos ligagcdes duplaligacéo
Acido eicosapentaendico 20 5 n- 3 ou w-3 C 20:5 A5,8,11,14,17
Acido araquiddnico 20 4 n-6 ou w-6 C 20:4 A5,8,11,14
Acido vacénico 18 1 n-7 ou w-7 C 18:1 A11
Acido oléico 18 1 n-9 ou w-9 C 18:1 A9

Dentro da sua diversidade funcional, os AG sao classificados como ndo essenciais
(sintetizados endogenamente) e essenciais (obtidos através de alimentos fontes ou
suplementos). A essencialidade de um AG depende da distancia da primeira dupla ligagédo da
terminacdo metil. Durante sua formag&o no organismo humano, as enzimas de biossintese
dos AG podem inserir duplas ligagbes na posi¢cdo n-9 ou maior; porém, estas enzimas nao
podem inserir duplas ligagcdes as posi¢cdes proximas ao grupo metil. Por esta razdo, os AG
com duplas ligagbes nas posi¢des n-3 (EPA e DHA) e n-6 séo considerados essenciais para o
ser humano. Durante o jejum, os AG sdo mobilizados do tecido adiposo, transportados no
plasma sob a forma nédo esterificada (AGNE) e passam a ser o principal substrato energético
para o organismo (CARDOSO, 2006).

A incorporacdo do EPA e DHA nas membranas celulares, fornecida através da dieta,
diminui a producdo de eicosanodides derivados do AA (20:4 n-6) (MAYER et al., 2003). As
enzimas cicloxigenase e lipoxigenase metabolizam o AA e produzem mediadores pro-
inflamatérios como as prostaglandinas e tromboxanos da série 2 (PGE,, PGF,, € TXA,) e
leucotrienos da série 4 (LTBy4, LTC,, LTD,4). Na disponibilidade do EPA (20:5n-3), este serve de
substrato para estas enzimas e ocorre producdo de mediadores anti-inflamatorios, os
prostanoides da série 3 - PGE;, PGl;, TXA; e leucotrienos da série 5 - LTBs, LTCs e LTDs
(Figura 8) (FURST e KUHN, 2000).
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Familia n-6 Familia n-3
Acido linoléico Acido « linolénico
C18:2 (n-6) C18:3 (n-3)

«— A Dessaturase—

Acido v linclénico Acido octadecatetraensico
C18:3 (n-6) C18:4 (n-3)
J «  Elongase - l
Acido Dihomo v linclénico Acido Eicosatetraendico
C20:3 (n-6) C20:4 (n-3)
v
Seérie 1 « A° Dessaturase .
Prostandides,
Leucotrienos |
Acido araquidénico (AA) EicosapentaenAcidodico (EPA)
C20:4 (n-6) C20:5 (n-3)
Elongase Série 3 e 5 (ciclo e lipo)
Mediadores anti-inflamatérios
Prostandides, (PGE3, TXA3)
Leucotrienos (LTB5)

Série2 e d
Mediadores pré-inflamatérios
Prostandides (TXA2, PGI2, PGE2),
Leucotrienos (LTB4)

4
Acidos Docosapentaendico
C22:5(n-3)

Dessaturacac

v
Acidos Docosahexaendico (DHA)
C22:6(n-3)

FIGURA 8: Metabolismo dos acidos graxos das familias n-6 e n-3. Fonte: figura adaptada de
GAROFOLO e PETRILI (2006, p. 614)

2.2.2 Glicerolipidios

Os glicerolipidios (GL) sdo um grupo estruturalmente heterogéneo de lipidios anfipaticos e
essenciais na regulacdo das fung@es celulares, de hormonios, neurotransmissores, fatores de
crescimento e de citocinas inflamatorias. Todos eles tem, pelo menos, uma cadeia hidrofobica
ligada a um esqueleto de glicerol (BITTMAN, 2013). Esta classe inclui todos os compostos que
contenham AG esterificados com o alcool tri-hidrico glicerol. O glicerol pode ser esterificado
para 1, 2 ou 3 acil graxo formando o monoacilglicerol (MAG), diacilglicerol (DAG) e
triacilglicerol (TAG) (Tabela 5). Os AG esterificados com glicerol podem coexistir com outras
moléculas esterificadas com um grupo hidroxila de glicerol (HERNANDEZ e KAMAL-ELDIN,
2013).
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Tabela 5: Estrutura quimica e fungdo das subclasses dos glicerolipidios
GL Funcao GL Estrutura GL Referéncias

Inibe o aumento pos-prandial de 9 (Zhong, Cheong e Xu,

insulina e TAG no sangue e atua na )L 2014; Lipid Maps
MAG g R; 0/\;(\0}—{ p ps)
) H

sintese quimica organica.

HO
Previne acimulo de gordura 0 (Feltes et al., 2012;
DAG corporal e desordens relacionadas a )]\ Lipid Maps)
obesidade e ¢é precursor dos Ri 0/\;:(\OH
fosfolipidios. RzYof 4
0
Armazena energia, absorve lipidios R3 (Coleman e Mashek,
da dieta nos enterdcitos, sintetiza e 2011; Lipid Maps)
transporta lipoproteina VLDL nos 0 0 o
hepatécitos, produz leite nas células J\
TAG HAliai - R O
epiteliais mamarias e protege as i y
articulacdes e 6rgaos internos. RZYO H
o]

2.2.3 Glicerofosfolipidios

Um dos principais componentes das membranas celulares pertence a uma classe de
moléculas conhecidas como glicerofosfolipidos (GFL) ou fosfolipidios. Os GFL sdo
sintetizados a partir de uma molécula de glicerol e um grupo fosfato (PO,), sendo esterificados
no carbono a (posi¢ao sn-3) e por dois AG que também séo esterificados com dois atomos de
carbono remanescentes (posi¢gfes sn-1 e sn-2). O glicerol e o PO, sdo ligados a uma base
(colina, etanolamina, serina ou inositol) ou a um atomo de hidrogénio, formando a cabeca
polar (hidrofilica) e os AG esterificados com cauda apolar (hidrofébica), como apresentado na
Figura 9 (HISHIKAWA et al., 2014).

A forma mais simples dos GFL (Tabela 6) é o &cido fosfatidico (AF), mas o grupo fosfato
também pode ser esterificado pelo grupo hidroxil de varios alcoois, tais como etanolamina
(fosfatidiletanolamina, FE ou cefalina), colina (fosfatidilcolina, FC ou lecitina), inositol
(fosfatidilinositol, FI) e glicerol (fosfatidilglicerol, FG) para formar diferentes familias de
fosfolipidios ou pelo aminoacido serina para formar fosfatidilserina (FS). A cardiolipina (CL) e 0
plasmalogénio (PL), também s&o importantes representantes dos GFL. Devido sua importante

atividade biolégica como maior componente biol6égico da membrana, os GFL tem sido
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relacionados a diversas doencas cardiovasculares, cognitivas e problemas de memoria,
processos inflamatorios, diabetes e cancer (MONTEALEGRE et al., 2014).

Além destas, outras formas polares de GFL também s&o geradas por meio da catalise da
hidrolase ou pela hidrélise quimica dos fosfolipidios, como € o caso dos lisofosfolipidios (LFL)
e seus derivados correspondentes (lisofosfatidilcolina, LFC; lisofosfatidilserina, LFS;
lisofosfatidiletanolamina LFE; lisofosfatidilinositol, LFI; lisofosfatidilglicerol, LFG e o &cido
lisofosfatidico (ALF). Nos LFL ha auséncia de uma cadeia acil e somente um grupo hidroxil do
esqueleto glicerol é acilado. Sdo moléculas sinalizadoras derivadas da membrana, produzidas
pelas fosfolipases e que possuem uma ampla diversidade de atividades biolégicas. Tanto os
LFL como seus receptores sao pesquisados em varios tipos de células e tecidos, indicando
sua importancia em diversos processos fisiologicos como reproducgdo, desenvolvimento
vascular e sistema nervoso (D’ARRIGO e SERVI, 2010; WAGNER e RICHLING, 2010;
BANDU, MOK e KIM, 2016).

o] CHa—N'(CHo)5 ]
= ?Hz ] colina
9 0 -
o 1 L
< g =F|)_0 fosfato @ nitrogénio
S 0 | ,
g i ax = ’
8 (I:Hz_?H_CHZ glicerol C) fésforo
((g ) (I) ~ =] ) o
[FL=0 L=D 7] ' @ oxigénio
i L @ carbono
- CHz CH»
% 1 @ hidrogénio
2 acidos
S (\:\H— dupla graxos
5e] 2 2
T o ligacdo
s|| %
> CHy
©
O
: 9
| CHy CHs 8| i

FIGURA 9: Esquema de um glicerofosfolipidio. Fonte: <http://www.teliga.net/2010/04/ estrutura-
da-membrana-plasmatica.html>
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(continua)

GFL Funcdo GFL Estrutura GFL Referéncias
FC Precursor de moléculas sinalizadoras, elemento chave das ﬁ ‘up? . (Bandu, Mok e Kim, 2016;
lipoproteinas, atua na bile e como surfactante pulmonar. RIT07 O o Lipid Maps)
Ao, o] [oh
O
FE Atua na funcéo cardiaca, regula a fusdo das membranas mitéticas de o ‘|P3| NH (Bandu, Mok e Kim, 2016;
Golgi e na diviséo celular. m)koﬁfo/ro/\/ ? Lipid Maps)
o OH
R2
1
FS Regula a funcdo do sistema nervoso central e atua na apoptose. o E (Bandu, Mok e Kim, 2016;
BN P NH, Lipid Maps)
RITT0T 07| O H
R&%:i:‘ OH ;;I;
(o]
FG Molécula sinalizadora das funcbes celulares, precursor na j} ?P? (Nie et al., 2010; Lipid Maps)
biossintese da cardiolipina, participa da replicacdo do DNA, na A1 “o/f_,.H 07| Mo oH
modificacdo das lipoproteinas celulares e na apoptose. Re. { OHHoR
o]
Fl Regula o crescimento, a proliferagdo celular e a apoptose, 5 ﬁ OH oM (Clarke et al.,, 2015; Lipid
sinalizador de doencas (diabetes, cardiovascular e cancer) e fixa mio/\(“o/T\oHo’ .¢-——OHoH Maps)
carboidratos e proteinas fora da membrana celular. y o H oW '
1
AF Substrato para enzimas envolvidas na sintese glicerofosfolipidios e W (Gomez-Cambronero, 2013;
TAG, lipidio mensageiro, participa no trafego vesicular, sinalizacao, op,o\/g/o Lipid Maps)
organizacao do citoesqueleto, quimiotaxia e proliferagéo celular. HO o g
CL Marcador bioquimico das fungdes mitocondriais e atua na formagéo N " (Mejia, Nauyen e Hatch,
de energia celular (ATP). EN ° 2014; Lipid Maps)
oii;o"l“ c"l:l'p . HO"P"C‘ [“o"l:‘o
wd 07 IH’ 07y
PL Reserva para 0 segundo mensageiro e tem potencial oxidante (Braverman e Moser, 2012;

sacrificial (interromper a lipoperoxidagéo).

Lipid Maps)
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(conclusao)

LFC Regula a transcrigdo génica, mitogénese e quimiotaxia dos i me_ (Ailte et al., 2016; Lipid Maps)
monocitos, relaxamento do musculo esquelético e ativador b—at P
plaquetario. wF TR |0 T
}
LFE Ativacdo da proteina quinase mitogénica e diferenciacdo de = % (Ailte et al., 2016; Lipid Maps)
neurdnios. SE . A
w T ]
A i
LFS Inibicdo do crescimento, migracéo e de granulacéocelular. i \ (Ailte et al., 2016; Lipid Maps)
e ey
i o o N
H o (Li
LFG Migracéo e aumento do calcio intracelular. o o i (Bandu, Mok e Kim, 2016;
R)\o/\/\o)\v("de Lipid Maps)
LFI Motilidade, diferenciacéo e crescimento celular. - oH (Ailte et al., 2016; Lipid Maps)
\0"7CH Ho o
_\;—CH, 9
HO\\‘. )“ \o——u—o OH
o OH
ALF Ativador plaquetario, estimula a proliferacdo celular, atua na “\ (Ye e Chun, 2010; Lipid
sinalizacdo extracelular e nos processos celulares (sobrevivéncia, e—i Maps)
diferenciagéo, proliferacdo, mudancas morfologicas e migracao). ] i
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2.2.4 Esfingolipidios

Os esfingolipidios (EL) sdo uma familia complexa de compostos constituidos por trés
componentes: um grupo esfingdide, um AG e um grupo polar (Figura 10). S&o componentes
estruturais da membrana celular com varias funcdes bioldgicas importantes na inflamag&o, no
crescimento, diferenciacdo, morte e migracdo da célula, além de serem sintetizados e

degradados nos lisossomos ap6s endocitose na membrana plasmética (YAN et al., 2016).

Ceramida (Cer) € o precursor estrutural de todos os EL complexos e estes sao
classificados em fosfoesfingolipidio (esfingomielina - EM, esfingosina - ES) e
glicoesfingolipidios (cerebrosideo - CS, sulfatideo - ST, globosideo - GB e gangliosideo - GG)
(Tabela 7) (BARROSO, 2012).

Os glicoesfingolipidios apresentam na sua cabeca polar unidades de carboidrato, sendo:
cerebrosideos (monossacarideos de ceramidas), sulfatideos (sulfatos de monossacarideos de
ceramidas), globosideos (oligossacarideos de ceramida neutros) e gangliosideos (acidos e

oligossacarideos de ceramidas contendo &cido siélico).

HO—'CH—CH=CH—(CH,);s—CH; grupo esfingdide
0

I acido graxo

T S ANANANANANANANANANAN

H
'CH:—0—X grupo polar

FIGURA 10: Estrutura geral do esfingolipidio. Fonte: <http://www.docentes.esalg.usp.br/
luagallo/lipideos.html>
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EL Funcao EL Estrutura EL Referéncia

Cer Quimiotaxia dos macréfagos, apoptose, sinalizador de M om (Bandu, Mok e Kim, 2016; Lipid

molécula, transducdo de sinal, diferenciacdo e ) N'H\"H' "oH Maps)

proliferacéo celular e degeneracéao celular. 'L'
EM Reservatdrio para lipidios bioativos e concentra-se na , 0 (Laboureur, Ollero e Touboul, 2015;

bainha de mielina. /\/\/“\A/\/\M IR NN Lipid Maps)

R M H O
0

ES Participa da formacdo e manutencao dos lipidios de N (Rosen et al., 2013; Lipid Maps)

microdominios e promove o crescimento tumoral,

neovascularizacéo e inflamacéo.
CS Formar e manter a estrutura da bainha de mielina. o (Li et al., 2012; Lipid Maps)

o]
Y\/\/V\/\/\/\/\/
o1 N
HO’&\A/O ; N N
o WVV

GB Formar a face externa da membrana plasmatica. v (Joo et al., 2014, Lipid Maps)
GG Sinalizagéo, apoptose, posicionamento do w. e g (Yagi-Utsumi e Kato, 2015; Lipid

neurotransmissor, interagdo entre neurdnio e célula da ﬁ%& N m)\/\/\/\/\/\/\/\/\ Maps)

glia, homeostasia do calcio intracelular e intranuclear e .,;% wk&(\/\/\/\/\/\/\/

funcéo celular. S0 E H

LA

ST Atua na estabilidade e funcdo da mielina, secrecéo de (Takahashi e Suzuki, 2012; Lipid

insulina pelas ilhotas de Langerhans, sistema imune,
hemostasia/trombose, cancer e infec¢des bacterianas.

N
o}
/\/\/\/\/\/\/\AS(\C o

Maps)
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Os lipidios esterdis (LE) representam um importante componente dos lipidios da

membrana, j& que possibilitam a sua fluidez, regulam e modificam suas caracteristicas e

sinalizam processos biolégicos de translocacdo de proteina e expressdo de genes. (BUI,
SUGA e UMAKOSHI, 2016).

Este é formado pelo esterol, cujo representante principal - o colesterol - € o precursor do

esterdide, secosterol e acidos biliares e seus conjugados que sdo 0s outros elementos que

compBem essa mesma classe (Tabela 8). O esterdide compreende o andrégeno (testosterona

e androsterona), estrégeno, progesterona, mineralocorticéide (aldosterona) e glicocorticoide

(cortisona) e o secosterdide as varias formas de vitamina D (colecalciferol e ergocalciferol)
(CORREIA, 2014).

Tabela 8: Estrutura quimica e funcdo das subclasses dos lipidios esterois

LE

Funcéo LE

Estrutura LE

Referéncias

Esterodis

Modula as propriedades
fisicas, organiza a
bicamada lipidica da
membrana plasmatica e
mantem a fluidez da
membrana.

(Mannock et
al., 2010;
Lipid Maps)

Esterdides

Sinalizagdo e producéo
de horménios.

(Mahan e
Escott-
Stump,

2002; Lipid
Maps)

Secosterdides

Sintese de vitamina D,
modula a homeostase do
calcio e atua no
crescimento,
diferenciagcdo e processos
de desenvolvimento
celular.

(Khalil, et al.,
2014; Lipid
Maps)

Acidos biliares

e derivados

Absorve gordura da dieta
e atua no sistema imune
e inflamacéo.

(Wollam e
Antebi,
2011; Lipid
Maps)
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2.2.6 Lipidios prendlicos

Os lipidios prendlicos (LP) séo sintetizados a partir de precursores do carbono 5-difosfato
de isopentenilo e difosfato de dimetilalilo e produzidos principalmente através da via do acido
mevalbnico. Ele e seus derivados fosforilados apresentam papel importante no transporte de
oligossacarideos através das membranas. A classe de moléculas biologicamente importantes
gue compdem os LP s&o isoprenoide, poliprenoide e quinonas e hidroguinonas (Tabela 9)
(YAN et al., 2016).

Tabela 9: Estrutura quimica e funcéo das subclasses dos lipidios prendlicos

LP Funcéo LP Estrutura LP Referéncias

Isoprenoide Regula a célula e atua na 0 o (Fahy et al., 2005;
diferenciagéo e )\m I [ Lipid Maps)
crescimento tecidual
(vitamina A). 0" o7 o

HO HO

Poliprenoide  Transporta (Fahy et al., 2005;
oligossacarideos para a A~AAASAAAAAAAAAAAAAAAA Lipid Maps)
membrana.

Quinona e Antioxidante (vitamina E) e

Hidroquinona atua na modificagdo pos-
traducional de proteinas
(vitamina K).

(Fahy et al., 2005;
Lipid Maps)

2.3 Metabolismo de lipidios e cancer

Os lipidios, presentes nos tecidos de mamiferos adultos, sdo obtidos a partir da corrente
sanguinea pela absor¢cdo de AG livres e lipoproteinas (LDL). Sua biossintese ocorre no

figado, tecido adiposo e em lactantes pela sintese de novo (BAENKE et al., 2013).

Mudancas no metabolismo lipidico podem afetar diversos processos celulares, incluindo
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e motilidade celular e, consequentemente,
desencadear vérias doencgas, entre elas o cancer (SANTOS e SCHULZE, 2012). Como o
cancer é a principal causa de mortalidade em todo o mundo, esfor¢cos sao realizados para
identificar os mecanismos que levam ao seu desenvolvimento e progressdo, bem como a
presenca de biomarcadores diagnésticos. Estudos confirmam a importancia da sintese de

novo para o desenvolvimento das células cancerigenas, ja que os lipidios podem ser
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degradados para fornecerem adenosina trifosfato e assim, contribuirem para a bioenergia
celular (ROHRIG e SCHULZE, 2016).

O aumento da lipogénese de novo é um evento comum no desenvolvimento do cancer ja
gue esta doenca requer maior producdo de lipidios para atender as necessidades da rapida
proliferacédo celular. Durante este processo, a enzima acido graxo sintase (FAS) cataliza as
etapas finais na biossintese de novo dos AGS a partir da acetil-coenzima A. Os AGS séo
convertidos em AGMI pela estearoil-coenzima A dessaturase 1 (SCD-1) e em seguida geram
fosfatidilcolina monossaturada modificada por uma série de enzimas (colina quinase a — CKa)

e a lisofosfatidilcolina aciltransferase (GUO et al., 2014).

Estudo realizado por Guo et al. (2014) sugere que a lipogénese de novo em tecidos foi
ativada em seis diferentes tipos de céancer (tiredide, estbmago, es6fago, mama, figado e
colorretal) e que o aumento de FAS, SCD-1 e CKa podem estar associados com 0 aumento
dos niveis de lipidios monoinsaturados e diminuigdo de espécies poli-insaturadas. Zaytseva et
al (2014) mostrou que a alta regulacdo das enzimas lipogénicas, em especial a FAS,
proporciona uma proliferagdo seletiva e vantagens de sobrevivéncia para células
cancerigenas de camundongos nude atimico, ja que o nivel de expressdo desta enzima € alto

em tumores metastético, principalmente em CCR.

Nao é surpresa que o metabolismo lipidico, em particular a sintese de novo, se torne cada
vez mais reconhecido como um potencial alvo terapéutico e que as enzimas FAS, SCD-1 e
CKa possam ser usadas como potenciais biomarcadores para diagnostico do cancer
(ROHRIG e SCHULZE, 2016).

2.4 Estresse oxidativo e biomarcadores de oxidacéo

Em sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes oxido-redutores (como as
espécies reativas do metabolismo do oxigénio — ERMO ou ERO) e o sistema de defesa
antioxidante. As ERO sdo geradas endogenamente como consequéncia direta do
metabolismo do O, e também em situacdes nao-fisiolégicas, como a exposicdo da célula a
xenobiéticos que provocam a reducdo incompleta de O,. Para proteger-se, a célula possui um
sistema de defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do
agente antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida por glutationa reduzida (GSH),
superéxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra

linha de defesa tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo &cido
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ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSHPXx, entre outros. Com excec¢do da
vitamina E (a- tocoferol), que € um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos

agentes antioxidantes esta no meio intracelular (ROSS et al., 1991).

O desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante resulta na indu¢do de danos celulares
pelos radicais livres, o que é denominado estresse oxidativo. O estresse oxidativo leva a
peroxidacdo de membranas lipidicas, dano oxidativo de acidos nucleicos, carboidratos e
oxidacdo de proteinas e lipidios. Os radicais livres causam dano ao DNA, promovendo
carcinogénese, aterosclerose, infarto, artrite e isquemia, além de serem considerados
hepatotoxicos em altas concentracdes, devido ao seu potencial de rea¢cdo com a maioria das
macromoléculas celulares e enzimas inativas, modificando proteinas e induzindo reagfes em
cadeia de lipoperoxidacdo (VASCONCELOS et al., 2007; LIMA e ABDALLA, 2001)

Os efeitos gerais da peroxidacgdo lipidica incluem diminuicdo da fluidez da membrana,
dano as proteinas de membrana, desarranjo e inativacdo dos receptores das enzimas e de
canais de jons e potenciacdo de lise celular (FERRARI, 2012). E conhecido que os AGPI
contidos nas membranas celulares fazem com que estas sejam potentes geradoras de

radicais alcoxila (LO") e peroxila (LOy"), por meio da lipoperoxidacao (BARBOSA et al., 2010).

Nos sistemas bioldgicos, a peroxidacdo pode ocorrer principalmente por duas vias: 1)
enzimatica envolvendo as lipoxigenases e cicloxigenases na oxidacdo dos AGPI, as quais
geram, respectivamente, leucotrienos e lipoxinas e prostaglandinas e tromboxanos; 2) a
peroxidacdo ndo enzimatica que envolve a participacdo das ERO, metais de transicdo e outros
radicais livres (LIMA e ABDALLA, 2001). Consequentemente, hd perda da seletividade na
troca ibnica e liberagdo do conteldo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas e formacao de produtos citotoxicos (como o malondialdeido), culminando com a
morte celular (HERSHKO, 1989).

A lipoperoxidacdo é uma reagcdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciacao,
propagacao e terminagdo (Figura 11). A reacao inicia com o sequestro do hidrogénio do AGPI
da membrana celular pelo radical hidroxila ou pelo alcoxila, com consequente formacdo do
radical lipidico. Na primeira equacgéo da propagacdao, o radical lipidico reage rapidamente com
0 oxigénio, resultando no radical peroxila, que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio do
AGPI, formando novamente o radical lipidico na segunda equacéo da propagacgéo. O término
da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais lipidicos produzidos nas etapas anteriores
propagam-se até formarem complexos mais estaveis (BATISTA, COSTA e SANT'ANA, 2007).
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Os marcadores de peroxidacao lipidica sdo classificados em primarios (hidroperdxidos
lipidicos) e secundarios, que derivam da B-ruptura dos hidroperéxidos lipidicos. As principais
metodologias utilizadas para a avaliacao da lipoperoxidacdo oxidativa em sistemas biolégicos
medem a formacdo de produtos gerados durante as diferentes fases deste processo
(FRANCA et al., 2013). Dentre estes produtos, os mais estudados s&o: isoprostanos,
hidroperéxidos lipidicos, aldeidos, fosfolipidios oxidados e aqueles produzidos durante os
processos bioquimicos de oxidacdo do colesterol. Os produtos derivados da oxidacao de AGI
e do colesterol podem ser mensurados para a avaliacdo da lipoperoxidacdo que ocorre em

tecidos, fluidos biolégicos e lipoproteinas (GOMEZ, 2003).

R_/—\_, . COCH

Acido graxo poli-insaturado

Iniciaga .
niciagéo l e

R‘/_j /—\ /=——=\ COOH

Radical acido graxo

Propagagao l B
oo’
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FIGURA 11: Peroxidacdo lipidica. Reacdo em cadeia. Fonte: figura adaptada de Mimica-Dukic (2012,
p. 194)
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O malondialdeido (MDA), produto secundario da peroxidagéo lipidica, € um biomarcador
derivado da B-ruptura de endociclizagdo de AGPI, tais como acido linoléico, araquidénico e
docosahexaendico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). Este produto € utilizado para
guantificar o indice de peroxidacdo lipidica através da na reacdo do MDA com o &cido
tiobarbitarico (TBA), em meio acido e com alta temperatura (Figura 12), formando como
produto um cromégeno de cor rosa fluorescente capaz de ser detectado através de leitura
espectrofotométrica e cuja absorcao ocorre em comprimento de onda de 532 nm (OHKAWA et
al., 1979).

OH S N OH HO N SH
NN =
A |
2 | SN+ ANy T AN
+
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HO N SH OH OH
2-acidotiobarbiturico MDA Cromodgeno

FIGURA 12: Reacdo do teste de TBA. Quantificagdo do MDA. Fonte: figura adaptada de Osawa et al.
(2005. p. 655)

Apesar de sua simplicidade e facilidade de execucgéo, o teste do TBA nédo € especifico
para o malondialdeido, reagindo com uma ampla variedade de compostos como agucares,
aminodcidos, proteinas, aminas e bilirrubina. Por este motivo é também denominado teste das
substéncias que reagem com o acido tiobarbitarico (em inglés, Thiobarbituric Acid Reactive
Substances -TBARS) (BARBOSA et al., 2010).

A dosagem dos isoprostanos € um dos mais recentes e promissores métodos na
mensuragdo da peroxidacdo lipidica in vivo. Os isoprostanos comumente determinados
pertencem a familia F,-isoprostano, derivados da oxidacdo do acido araquidénico por um
processo ndo-enzimatico de peroxidacdo lipidica (Figura 13), catalisado por ERO, na
membrana celular e em particulas de LDL (LIMA e ABDALLA, 2001). Sua sintese inicial ocorre
nos fosfolipidios da membrana celular e em seguida séo liberados para os fluidos biol6gicos
pela fosfolipase (LABAER, 2005). Estes compostos sao estruturalmente semelhantes a
prostaglandina F,q (PGF4,) sendo o 15-F,-IsoP, também conhecido como 8-epi-PGFyq, iPF2e-
lll, 8-isoprostano e 8-iso-PGF,,, 0 composto desta classe que tem sido mais amplamente
estudado (MILNE et al., 2008).
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Em humanos, F,-isoprostanos séo detectaveis em todos os tecidos, incluindo sangue,
plasma, urina, lavado broncoalveolar, fluido cérebro-espinhal e bile, tanto quanto em varios
outros tecidos e tém sido descritos em humanos saudaveis (MILNE et al, 2008; FERRERI e
CHATGILIALOGLU, 2012).
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FIGURA 13: Formagao do Fp-isoprostano. Fonte: figura adaptada de Basu (2007, p. 50)

2.5 Biomarcadores lipidicos em céancer

Determinar o risco de desenvolvimento e o progndéstico, bem como, o sucesso do
tratamento em resposta a uma determinada medicacdo e/ou procedimento, constituem a
principal razdo para a identificagdo de marcadores biol6gicos ou biomarcadores (FONSECA et
al., 2016).

Biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de biotransformacgéo, assim
como qualquer alteragdo bioquimica precoce, cuja determinacdo nos fluidos biologicos,
tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da exposicdo e o risco a saude. (LINHARES,
2014).

Assim um biomarcador é um parametro biol6gico, medido no organismo, o qual reflete as
modificagcbes geradas por um estimulo biolégico (doencas, contaminacdo ambiental,
modificagcdo genética, entre outros). Para o propésito da prevencdo, um biomarcador
considerado ideal é aquele que mede uma alteracdo bioldégica em um estagio ainda reversivel
(ou precoce), quando ainda ndo representa agravo a saude. Geralmente, as alteracdes
bioquimicas s&o consideradas como uma fonte potencial de indicadores biologicos de efeito.
Se considerarmos que estas alteracées precedem um dano estrutural, a deteccdo destas
alteracdes biolégicas permite a identificagcdo precoce de uma doencga, possibilitando tomar
medidas de intervencdo para prevenir um efeito irreversivel. Esta estratégia € baseada na
identificacdo das alteragfes bioquimicas precoces que séo indicadores sensiveis e especificos

de uma resposta do organismo (AMORIM, 2003).
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Sao varias as opgdes de origem e composi¢do dos marcadores lipidicos circulantes, como
o plasma, soro, saliva, fluido aspirado de mama e urina. Em resposta as diversas situacfes
patoldgicas, como infec¢cdes e neoplasias, a composicdo do sangue, assim como a
concentracdo das proteinas e lipidios, podem ser alteradas tornando-o um fluido-alvo de
muitas pesquisas (ALVES e DELMONICO, 2015).

No contexto da oncologia, os biomarcadores s&o indicadores do estado fisiol6gico e de
alteracdes que ocorrem durante o processo neoplasico e sua expressao pode refletir diversos
processos em andamento nas células tumorais, como hiperproliferacéo, alteracdo de padrbes
de expressdo génica, hiperplasia, genotoxicidade, inflamacdo, alteracbes enzimaticas

relacionadas com o desenvolvimento tumoral, entre outros (TERMINI e VILLA, 2008).

A lipiddbmica tem sido amplamente utilizada para o diagndstico e no estudo do mecanismo
de agéo envolvendo a patogénese do cancer, como exemplo o CCR (OKUNO et al., 2013). A
tabela 10 descreve alguns artigos publicados recentemente relacionando os principais
biomarcadores lipidicos identificados em CCR, assim como as amostras e as técnicas de

analise descritas.

Estudo realizado em 1998, por um grupo espanhol (BARO et al., 1998), mostrou que o
plasma de pacientes com cancer de colorretal apresenta niveis maiores de acido oleico (18:1
n-9) e menores de acido linoleico (18:2 n-6) comparado ao controle. Foi observado aumento
de acido palmitico (16:0) nas fracdes de fosfolipidios e de ésteres de colesterol e de acido

oleico (18:1 n-9) nas fracdes de triacilglicerol e ésteres de colesterol.

Okuno et al (2013) mostraram alterag6es na composicao de AG do plasma, dos eritrocitos
e do tecido adiposo de pacientes japoneses com CCR comparado aos saudaveis. Foi
observado aumento da somatoria de AGS e reducédo de AGPI n-3 nos fosfolipidios do plasma,
reducdo nos niveis de &cido linoleico e EPA nos fosfolipidios dos eritr6citos enquanto que no
tecido adiposo foi observado niveis maiores de acido araquidénico comparados ao grupo
controle (saudaveis). Os perfis de AG nas membranas dos eritrécitos ndo refletem as
alteracdes encontradas nos niveis plasmaticos de lipidios, provavelmente por causa do
“turnover” mais lento de lipidios estruturais nas membranas do que no compartimento de
plasma (GLATZ et al., 1989).

Por outro lado, Qiu et al. (2009) mostraram que 0s niveis séricos de acido oleico estavam
aumentados enquanto o0s niveis de seu derivado amidado, a oleamida (cis-9, 10-
octadecenoamida), dos acidos miristico e palmitico e da carnitina (carreador de AG) estavam

reduzidos em voluntarios com CCR, indicativos da disfun¢gdo no processo de B-oxidagdo dos
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AG. Além disto, os niveis de acido 3-hidroxibutirico, produto final da oxidacdo dos AG,

estavam aumentados.

Li et al. (2012) reportaram que entre os diferentes metabdlitos diferenciais no soro de
voluntarios com CCR e de saudaveis, destaca-se o aumento sérico de lisofosfatidilcolina
(16:0, 18:2, 20:4, 22:6) nos estagios iniciais de desenvolvimento do cancer e a redugéo dos
AG: 16:2, 18:0 e 20:3. Dados anteriores também relataram o aumento de FC e FI nos estagios
iniciais de CCR, e também a relacdo entre metastase hepatica e aumento de FE (LI et al.,
2004).

Conforme recentemente reportado por Kithn et al. (2016), os niveis de fosfatidilcolina
(30:0) e de lisofosfatidilcolina (18:0) foram positiva e negativamente, correlacionados com o

risco de cancer préstata, mama e célon, respectivamente.

Em adenoma de célon, os niveis de &cido palmitico nos fosfolipidios estavam reduzidos
engquanto dos acidos palmitoleico (16:1) e elaidico (C18:1 trans) estavam aumentados no
plasma de homens adultos comparado aos saudaveis. Os autores estimaram uma maior
atividade das enzimas SCD-1 e elongase de AG de cadeia muito longa (ELOVL 6- (elongation
of very long chain fatty acids) com o maior risco de adenoma comparado ao grupo com pélipos
hiperplasicos (PICKENS et al., 2016).



Tabela 10: Principais biomarcadores lipidicos em tecido e sangue de pacientes com CCR
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Amostra n Biomarcador Método Analitico Referéncias
Cancer Plasma 17 céncer 118:1 TLC Baro et al., 1998
colorretal 12 controle 118:2 CG-FID
(lipidios totais e fracdes)
Cancer Soro 64 cancer | Oleamida (cis-9, 10- GCTOFMS Qiu et al., 2009
colorretal 65 saudaveis octadecenoamide) UPLC-OTORMS
| 14:0 € 16:0 Q
Cancer Plasma e eritré6citos 61 cancer Plasma: 1AGS e |AGPI n-3 (20:5 n-3) TLC Okuno et al., 2013
colorretal (fosfolipidios) e 42 saudavei CG-FID
tecido adiposo Saudavels Eritrocitos: |18:2 n-6 e 20:5 n-3
(TAG) Tecido adiposo: 120:4 n-6
Cancer Soro 26 estadio l e Il 1 LFC (16:0); LFC (18:2); LFC (20:4); DI-FTICR-MS Lietal., 2013
colorretal .
26 estadio lll e IV LFC (22:6)
52 saudaveis L
| acido graxo: 16:2, 18:0 e 20:3
Céncer de Soro, plasma, 362 cancer mama Diminui o risco de cancer: LC-MS/MS Kihn et al., 2016
mama, eritrocitos e A . 1 lisofosfatidilcolina (18:0)
préstata e camada 310 cancer proéstata . ) .
colorretal leucoplaquetaria 163 cancer Aumenta o risco de cancer:

colorretal

1 fosfatidilcolina (30:0)
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2.6 Lipidémica e métodos analiticos aplicados a lipidémica

Entende-se por lipiddmica a analise de todos os metabdlitos relacionados ao estudo dos
lipidios da célula. Assim, pode-se incluir em seu campo de estudo a andlise qualitativa e
guantitativa de todas as classes de lipidios, transportadores de lipidios, enzimas envolvidas
no metabolismo e os mecanismos moleculares através dos quais os lipidios auxiliam nas
funcdes celulares (VAN MEER et al., 2007).

A lipidémica é considerada uma das mais recentes ciéncias “Omicas”, sendo um
segmento da metabolémica e util para documentar o perfil de lipidios e revelar alteracbes que
ocorrem em distirbios metabdlicos, além de desempenhar um papel fundamental na
compreensdo dos mecanismos do cancer (ALVES e DELMONICO, 2015). Além disso, devido
ao fato dos lipidios serem, também, reguladores de processos de producéo das proteinas e de
participarem de diversas rotas bioquimicas, o estudo da lipiddmica pode prover informacdes
gue integram a gendmica, protebmica e metabolémica para a elucidacdo e tratamento de
diversas doencas (BUCZYNSKI, 2009).

Ha na literatura a descricdo de uma grande variedade de métodos que envolvem a
extracdo e andlise de lipidios. No processo de extracao dos lipidios de plasma, o uso de um
Unico solvente ndo é recomendavel. A mistura de solventes ideal para extracdo da matéria
graxa de plasma deve ser suficientemente polar para remové-la das associacbes com as
membranas celulares ou com lipoproteinas, sem que ocorra reacdo quimica (CHRISTIE,
1982). Folch et al. (1957), desenvolveram um método usando uma mistura de cloroférmio e
metanol, seguida pela adicdo de solucdo de cloreto de potassio, visando uma melhor

separacao das fases.

Em relacdo aos métodos de separacdo, emprega-se 0 uso somente de uma técnica ou a
combinacdo entre as técnicas cromatograficas o que tem se mostrado util devido a alta
complexidade da matriz (amostras biolégicas). Para a determinagcdo da composigdo em AG h&a
varios métodos analiticos tais como a cromatografia em fase gasosa, a cromatografia liquida

de alta eficiéncia e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.

A cromatografia gasosa (CG) é um método altamente sensivel utilizado para identificar e
guantificar a composi¢cdo em AG dos lipidios de tecidos, células e no plasma/soro, obtendo-se
resultados com elevada precisédo e reprodutibilidade. Para a analise de AG por cromatografia
a gas, € necessario aplicar procedimentos de esterificacdo para converter os AG em

compostos mais volateis, chamados ésteres metilicos de acidos graxos (em inglés Fatty Acid
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Methyl Esters, FAME). Os métodos de esterificacdo normalmente se subdividlem em duas
categorias: catdlises &acidas e basicas (GUTNIKOV, 1995). Na catalise &cida, os reagentes
mais comuns sdo solugbes em metanol, com acido cloridrico, acido sulfurico e trifluoreto de
boro. Entretanto devido a sua cinética lenta, a reacdo deve ser realizada com aqguecimento.
Por outro lado, os reagentes mais utilizados em reagfes de transesterificacdo por catélise
bésica séo o metoxido de sodio e hidroxido de sédio em metanol. A principal vantagem com
relacdo ao uso deste tipo de catalise € que a reacdo procede a temperatura ambiente,
entretanto uma limitacdo desta reacdo € a baixa cinética de conversdo de AG livres, assim
este reagente é indicado para analise de lipidios tais como triacilglicerideos e seus derivados
(CHRISTIE, 1989). Os ésteres metilicos dos AG séo, entdo, analisados por Cromatografia
Gasosa com deteccdo por ionizagdo em chama (Gas Chromatography with Flame lonization
Detection, GC-FID).

Por outro lado, a analise de lipidios por espectrometria de massa tem desempenhado um
papel chave neste campo (IVANOVA et al., 2009). A espectrometria de massas € uma técnica
utilizada para identificacdo de moléculas presentes nas mais distintas matrizes, por meio da
andlise de ions gerados por uma fonte de ionizagdo. A discriminagdo dos ions analisados &
obtida de acordo com a razdo massa/carga (m/z). Assim, em ions mono carregados (M+1, se
protonado; M+23, se sodiado; M+39, se potassiado; M-1, se desprotonado, etc) a razdo
massal/carga (m/z) reflete na massa molecular do ion, em Daltons (Da). Por meio de
experimentos de fragmentacdo (MS/MS), pode-se ainda estabelecer a estrutura molecular do

fon.

A espectrometria de massa € uma das técnicas mais sofisticadas para mensurar a relagéo
massa/carga das moléculas, utilizando de suas propriedades de ionizacao. Por ser um método
rapido, de facil manuseio e com alta sensibilidade, ele fornece informacdes detalhadas das
moléculas, identificando-as de forma precisa, através da monitorizacdo constante do destino
dos compostos quimicos presentes na amostra (MANIKANDAM et al., 2016). Por ser dotada
de diversas vantagens, esta técnica € dividida em duas categorias distintas: a primeira para
andlise de solidos (MALDI, do inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization) e a segunda
aplicada para analise de solucdo (ESI, do inglés electrospray ionization) (TAKATS, WISEMAN
e COOKS, 2005).

O acoplamento dos espectrometros de massas a sistemas de separacdo como, por
exemplo, em fase gasosa, conhecido como GC-MS (Gas Chomatography — Mass

Spectrometry), ou em fase liquida como LC-MS (Liquid Chomatography — Mass Spectrometry)
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tem sido util para a identificacdo e confirmagao estrutural de inGmeros compostos. A GC-MS &
uma ferramenta analitica poderosa, utilizada usualmente na analise de misturas complexas de
compostos em fase gasosa, de baixa polaridade e baixa massa molecular. Para compostos de
massa molecular maior e/ou maior polaridade e menor volatilidade, a técnica LC-MS € a
técnica de preferéncia (MOREAU, 2006).

No sistema ESI, a amostra é introduzida na camara de ioniza¢do por um capilar de aco
inoxidavel. Uma alta voltagem é aplicada na ponta do capilar, gerando um campo elétrico que
com auxilio de um gas nebulizante dispersam as gotas carregadas eletronicamente. Essas
gotas, a medida que entram em contato com o gas de secagem, ficam livres do solvente e
liberam os ions que séo transferidos para uma regido do equipamento conhecida como
analisador de massas, onde sua relagdo m/z é medida. Os analisadores mais conhecidos séo
0 quadruplo de tempo de vdo (do inglés Quadrupole time-of-flight, Q-TOF), de setor magnético
(do inglés magnetic sector) e os de armadilha de ions (do inglés ion trap). O Q-TOF é ideal
para a determinacéo do perfil lipidémico, identificando compostos de baixo peso molecular.
Nele o quadruplo funciona como um filtro permitindo que os ions de diferentes valores de m/z
cheguem em momentos diferentes ao detector e desta forma possam ser fragmentados

separadamente, permitindo sua caracterizagéo (DINIZ, 2011).

Existem duas grandes abordagens na analise de lipidios por espectrometria de massa.
Uma foi desenvolvida realizando-se a analise apés a infusédo direta da amostra, chamada de
“shotgun lipidomics”, no qual a amostra é infundida diretamente no espectrémetro de massas;
enquanto a outra usa separagbes cromatograficas liquidas antes da analise por
espectrometria de massa. A técnica “shotgun lipidomics” permite a analise direta de extratos
organicos de amostras biol6gicas com de alto rendimento (WANG et al., 2016). As amostras
sdo passiveis de andlise pela técnica de infusdo direta quando o fendmeno de supressao
ibnica ndo afeta os analitos alvos — fenbmeno no qual demais espécies presentes na amostra

competem com o analito alvo pelo agente ionizante.

Trabalhos mais recentes tém mostrado que as técnica de “shotgun lipidomics” em
espectrometro de massa de alta resolugéo (Orbitrap) (WOOD et al., 2016) e em espectrémetro
de massas multidimensional (em inglés “ Multidimensional Mass Spectrometry-Based Shotgun
Lipidomics - MDMS-SL”) podem ser eficientemente usadas para avaliar diferentes classes de
lipidios (HAN, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo e de perfil lipiddmico em plasma de
pacientes com cancer de reto visando contribuir no conhecimento das alteragbes no

metabolismo destas moléculas e na sua possivel utiliza¢cdo no diagndstico precoce da doenca.

3.2 Objetivos Especificos

No plasma de pacientes com cancer de reto e de voluntarios saudaveis:

v" Quantificar os biomarcadores de oxidacdo (malondialdeido e isoprostano);

v Identificar e quantificar (% ou abundancia relativa) os AG e as classes e sub-classes que

compdem o perfil lipidico total;

v Identificar os metabdlitos diferenciais utilizando anélises multifatoriais, Analise do
Componente Principal (PCA), Analise Discriminatéria Parcial dos Quadrados Minimos (PLS-
DA) e Andlise Discriminatdria Ortogonal Parcial dos Quadrados Minimos (OPLS-DA) como

possiveis biomarcadores para a doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Grupos de estudo

Para o desenvolvimento do estudo foram utilizadas amostras de plasma de 23 pacientes
com céancer de reto e 18 de voluntarios saudaveis no grupo controle (Figura 14). Os projetos
foram aprovados pelos Comités de Etica e Pesquisa da Universidade S&o Francisco
(USF,CAAE: 51356315.5.0000.5514 — Anexo 1) e da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM —
UNICAMP, CAAE: 08287012.0.0000.5404 — Anexo 2). A Tabela 11 mostra os principais dados

demogréficos e caracteristicas clinicas dos participantes deste estudo.

( Voluntarios saudaveis

L (n=18)

Individuos do estudo
(n=41)

Pacientes com
cancerde reto
(n=23)

FIGURA 14: Triagem dos pacientes e voluntarios saudaveis do estudo.
4.2 Selecédo dos voluntarios
4.2.1 Selecdo dos voluntérios doentes

Os pacientes com céancer de reto foram recrutados no Gastrocentro da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas (UNICAMP) no periodo de 2013 a 2014. Os
seguintes critérios de inclusdo foram usados para que o voluntario participasse do estudo:
homem ou mulher com idade acima de 18 anos, indice de massa corpérea maior ou igual a

18,5 e menor ou igual a 29,9 kg/m? e capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo o
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gue vem a ser confirmado mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Foram usados 0s seguintes critérios de exclusdo: pacientes submetidos a
qualquer tipo de tratamento (radio e quimioterapico) ou com doencas crbnicas associadas
(como doencas cardiovasculares; diabetes; obesidade; doencas respiratérias; hipertensao). As
amostras foram separadas, catalogadas e enviadas ao Laboratério Multidisciplinar de
Pesquisa da USF.

4.2.2 Selecao dos voluntarios saudaveis

Foram usadas as amostras de sangue de voluntarios adultos saudaveis de ambos os
sexos, de 18 a 50 anos, recrutados para os estudos de biodisponibilidade realizados na
UNIFAG da Universidade S&o Francisco (USF) e coletados no Laboratorio Sdo José do
Hospital Universitario Sao Francisco da Providéncia de Deus (HUSF). Somente os individuos
gue atenderam aos requisitos necessarios segundo os critérios da sele¢cdo para o estudo de
bioequivaléncia. Os voluntarios saudaveis foram triados previamente com base na historia
médica, exame fisico, dados antropométricos (pulso, altura, peso e indice de massa corporea)
e 0s exames laboratoriais (analise hematoldgica, bioquimica e sorolégica) que antecederam a

admissao no estudo.

Tabela 11: Dados demograficos e caracteristicas clinicas de pacientes com céancer de reto e
voluntarios saudaveis

Pacientes com céancer reto Voluntérios saudéaveis
N 23 18
Sexo (M/F) 10:13 10:8
Idade (anos) 56,6 + 11,0 559+119
Raca (%)
Branca 20 (87) 16 (89)
Negra 2(8,7) 2(11)
Parda 1(4,3) 0
Amarela 0 0
IMC (kg/m?) 27,5+ 4,6 253+5,1
Tabagismo (%) --
Sim 4 (17,4) -
Nao 8 (34,8) -
Ex 5(21,7) -
N&o informado 6 (26,1) -
Estadio (%) --
0 4 (17,4) -
lell 9(39,1) -

e v 10 (43,5) -
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4.3 Coleta de sangue

As coletas de sangue foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas da USF e no
Gastrocento da UNICAMP. Quatro militros de sangue venoso foram coletados em tubo
Vacutainer®, pela manha (entre 7:00 e 9:00 hs) e apds jejum de 12 horas. Para o estudo foi
coletado um tubo contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA 1,0 mg/mL sangue). As
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos para separagdo dos componentes
sanguineos, de onde foram retiradas aliquotas de plasma e armazenadas em freezer a -80°C

até o momento das analises.

4.4 Determinacao do perfil lipidémico

4.4.1 Determinacéo do perfil de acidos graxos por cromatografia a gas

Os lipidios totais do plasma foram levados para a reacdo de transesterificagdo onde os
AG foram convertidos em ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) usando BF; metanol
como reagente esterificante (AOCS, 1993). A cada tubo contendo os lipidios totais e as fracbes
lipidicas foram adicionados 2 mL de NaOH 5N em metanol, para banho Maria a 100°C por 5
minutos e, apoés, resfriado com agua corrente. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de
reagente esterificante BF; metanol, levado novamente ao banho Maria a 100°C por 5 minutos e,
posteriormente, resfriado com agua corrente. Foram adicionados 2 mL de solucéo saturada de
NaCl e agitado em vértex por 30 segundos. Acrescentou-se 1,5 mL de hexano, agitou-o em
vortex e em seguida foi centrifugado a 2000rpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo os
ésteres metilicos em hexano foram analisados por cromatografia a gas usando cromatégrafo
CHROMPACK® (modelo CP 9001) com o detector de ionizacdo e a coluna capilar CP-Sil 88
(WCOT Fused Silica 59 m x 0.25 mm), com detector a 280°C e injetor a 250°C. A temperatura
inicial foi de 180°C por 2 minutos, programado para aumentar 10°C por minuto até 210°C por 30
minutos. O carregador a gas usado foi o hidrogénio na frequéncia de fluxo de 2,0 mL/ minuto. A
identificacao dos AG foi realizada por comparagéo do tempo de retencdo dos componentes das
amostras com padrbées auténticos de ésteres de AG injetados sob as mesmas condicoes
(Supelco Chemical Co). A composicdo dos AG foi expressa em relacdo ao percentual dos AG
totais (andlise qualitativa), calculada segundo o valor de area de cada pico usando o software
Chromatostation N2000.
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4.4.2 |dentificacdo das classes de lipidios por ESI-Q-TOF

Este experimento foi realizado em parceria com o laboratorio ThoMSon de Espectrometria
de Massas do Instituto de Quimica (1Q) da UNICAMP.

Os lipidios totais do plasma de pacientes com cancer de reto e voluntarios saudaveis
foram extraidos pelo método de Folch et al. (1957). A fase inferior resultante contendo os
lipidios totais foi coletada e seca em nitrogénio. Na analise no ESI, o extrato bruto foi diluido em
300puL de uma solucédo de metanol:cloroférmio (2:1) e 100uL desta foi re-diluida em 400uL de
ACN:cloroférmio (3:1), em seguida, 1uL foi injetado num espectrdbmetro de massa usando LC
(Agilent 1290), sem coluna e com um fluxo de 0,5 mL min™ de ACN:H,O (1:1). Os experimentos
no espectrébmetro de massa foram realizados em 6550 iFunnel Q-TOF (Agilent Technologies),
juntamente acoplado a uma fonte Dual Agilent Jet Stream ESI (Dual-AJS-ESI). O modo de ion
positivo foi selecionado para a coleta dos espectros de massa utilizando as seguintes
condi¢Bes: gas temp a 290°C, drying gas flow em 11 Lmin™, nebulizer a 45 psi, sheath gas temp
a 350°C, sheat gas flow 12 Lmin™, Vcap 3000, nozzle voltage 320 V, fragmentor 100V e OCT 1
RFVpp 750 V.

4.5 Quantificacdo de biomarcadores de oxidagédo

4.5.1 Medida das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

O MDA, considerado um dos principais metabdlitos secundarios da lipoperoxidacao, é
capaz de reagir com duas moléculas de TBA, formando assim um complexo de coloracao rosa
que é lido em um comprimento de onda especifico no espectrofotbmetro (532-535 nm). Para
avaliar a lipoperoxidacdo foi utilizada a medida de TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico) de acordo com o método desenvolvido por Ohkawa et al. (1979). A aliquota de
250uL de amostra de plasma foram misturados com 25uL BHT 4% em metanol, 1mL de acido
tricloroacético a 12%, 1mL de &cido tiobarbitarico 0,73% e 750uL 0,1 mol/L tamp&o Tris-HCI
contendo 0,21mmol/L EDTA pH 7,4. Apds 60 minutos de incubag¢do em banho-maria fervente, as
amostras foram rapidamente resfriadas em banho de gelo e adicionado 1,5mL de n-butanol. As
amostras foram homogeneizadas por 30 segundos em vortex e centrifugada a 3.000 rpm por 10
minutos. As absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 532nm. A

guantificacéo foi realizada utilizando uma curva de calibragcdo com tetrametoxipropano (TMP).
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4.5.2 Dosagem de Fp-isoprostano (8-epi-prostaglandina 2,8-epi-PGF,)

A dosagem de F,-isoprostano foi realizada no plasma dos pacientes, conforme instrucdes
do fabricante, utilizando-se o kit 8-isoprostane EIA (Cayman Chemical, MI, EUA). Este kit € um
imunoensaio competitivo entre o 8-isoprostano da amostra e o 8-isoprostano conjugado com
acetilcolinesterase (8-isoprostano Tracer), em um numero limitado de sitios de ligacdo de
anticorpos especificos para 8-isoprostano. A concentra¢éo de 8-isoprostano Tracer mantém-se
constante enquanto a de 8-isoprostano varia. Portanto, a quantidade de 8-Isoprostano Tracer
capaz de se ligar ao anticorpo sera inversamente proporcional a concentracao de 8-isoprostano
no poco. Os anticorpos 8-isoprostano (livre ou Tracer) ligam-se a anti-imunoglobulina G (IgG)
rabbit, previamente aderida ao pogo. A placa é lavada para remover reagentes ndo ligados.
Entdo, o reagente de Ellman, o qual contém o substrato para acetilcolinesterase, é adicionado
ao poco. O produto desta reacdo enzimatica tem uma coloracdo amarela, medida em 412 nm. A
intensidade da coloragéo é proporcional a quantidade de 8- Isoprostano Tracer ligado ao pogo,
o qual é inversamente proporcional a quantidade de 8-lsoprostano livre no poco durante a
incubacdo (CORREA, 2012).

4.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas de forma comparativa entre 0s grupos
experimentais. Para as médias e desvio padrdao dos AG, TBARS e Isoprostano, foi aplicado o
teste de Tukey, considerando o nivel de significAncia do p<0,05 (5%). Os dados estatisticos
foram avaliados no software InStat (GraphPad Software, versao 2.0) e os gréficos elaborados
com o auxilio do software Prism (GraphPad Software, versao 5.0).

Na avaliacdo das classes de lipidios foi utilizado o software Agilent Mass Hunter
Qualitative Analysis (versdo B.07.00) para controle e aquisicdo dos dados. Para o ESI (+)-MS
foi realizada a exportagdo dos arquivos em CSV. Para a andlise dos conjuntos de dados foi
utilizado o website MetaboAnalyst (versdo 2.0). Primeiramente foram feitos trés métodos de
analise multifatorial: PCA, PLS-DA e OPLS-DA e de acordo com os resultados obtidos por
essas trés primeiras andlises, foram feitos testes de analise de varidncia (ANOVA) e
posteriormente, quando necessario, o teste t ou teste de Fisher. A Importancia da Variavel na
Projecao (VIP) foi utilizada para identificar os ions que tiveram maior efeito discriminatério entre

0S grupos em cada comparacao.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao lipiddmica do plasma

5.1.1 Perfil das classes de lipidios

Na avaliagdo lipiddmica no plasma de pacientes com cancer de reto e voluntarios
saudaveis, foi utilizada a técnica de ESI-Q-TOF e a analise de dados multivariados para

diferenciar os grupos estudados.

Para o estudo dos dados foram realizados trés métodos de analises multivariadas:
Andlise de Componente Principal (PCA, do inglés Principal Component Analysis) (Figura 15),
Andlise Discriminatéria Parcial dos Quadrados Minimos (PLS-DA, do inglés Partial Least
Squares Discriminant Analysis) (Figura 16) e a Analise Discriminatéria Ortogonal Parcial dos
Quadrados Minimos (OPLS-DA, do inglés Orthogonal Partial Least Squares Discriminant
Analysis) (Figura 17), onde os individuos do estudo foram agrupados com o propésito de reter o
méximo de informagéo dos dados através do escore de pontuagéo (score splot) e assim obter
uma maior separacdo entre os grupos. Como pode ser observado, nas figuras 15, 16 e 17
houve uma separacdo satisfatéria entre os grupos, mostrando que foram identificadas
moléculas diferenciais entre eles. A validacdo cruzada interna mostrou valores de Q* de 0,97 e
o teste de permutacdo mostra valores de p<5e™.

As amostras de cancer retal revelaram 15 ions importantes (possiveis biomarcadores)
para a PLS-DA (Figura 18). As caixas coloridas laterais relacionam as concentragées dos
metabdlitos selecionados em cada grupo, ou seja, a cor vermelha representa uma tendéncia

relativa mais alta e a verde uma tendéncia mais baixa para este possivel biomarcador.

De todos os ions detectados, o primeiro de m/z de 478, identificado como um metabdlito
reduzido de lisofosfatidilcolina (LFC) esterificada ao acido palmitoleico (16:1) apresentou um
VIP score de maior importancia com uma tendéncia baixa em pacientes com cancer de reto e
alta em voluntarios saudaveis (Figura 19). Trata-se de uma molécula de LFC (P-16:1) ou 1Z-
alguenilglicerofosfocolina que contém uma cadeia de plasmalogénio (P) na posi¢cdo sn-1 do

glicerol (éter alquil) (Figura 20).
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As diferencas nos perfis lipidicos entre os grupos avaliados foram observadas somente
na classe das glicerofosfocolinas. A abundancia relativa dos ions de m/z 478, 496, 506, 504 e
524, identificados como moléculas de LFC, em pacientes com cancer de reto esta
significamente diminuida, enquanto que a dos ions fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina esta

aumentada neste grupo de pacientes (Tabela 12).

Os dados foram analisados e identificados usando o agrupamento HeatMap (Figura 21).
A identificagdo dos lipidios distingue claramente o perfil metabdlico dos pacientes com cancer
de reto. As colunas representam diferentes lipidios (m/z) detectados pelo equipamento, as

linhas as amostras e as cores as intensidades alta (vermelho) e baixa (azul).

Tabela 12: Principais classes de lipidios identificadas no plasma de pacientes com céncer de reto

m/z Lipidio Massa Classe Lipidio Tendéncia
molecular
734.5685 FC(12:0/20:0) FC(14:0/18:0) CaoHgoNOgP Glicerofosfocolina Alta
FC(16:0/16:0) FC(O-16:0/0-18:0)
FE (20:0/15:0) Glicerofosfoetanolamina
756.554 FE(14:0/20:3) Ca2H7sNOgP Glicerofosfoetanolamina Alta

FE(16:0/18:3)
FE (16:1/18:2)

792.5868 FC(0-16:0/22:6) CasHg2NO7P Glicerofosfocolina Alta
FC(20:4/P-18:1)

820.5975 FC(0-18:0/22:6 CasHgsNO7P Glicerofosfocolina Alta
FC(22:4/P-18:1)

478.3285 LFC (P16:1) C24H4gNOsP Glicerofosfocolina Baixa

496.3395 LFC(16:0) C24H50NO7P Glicerofosfocolina Baixa

506.3602 LFC(P18:1) C26Hs52NO6P Glicerofosfocolina Baixa

504.3447 LFC(P18:2) C26Hs50NO6P Glicerofosfocolina Baixa

524.371 LFC(18:0) C26Hs4sNO7P Glicerofosfocolina Baixa

369.351 Desconhecido Baixa
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5.1.2 Perfil dos acidos graxos

O perfil de AG do plasma determinado por cromatografia gasosa foi expresso em
porcentagem relativa (%) de cada AG em relagéo ao total.

A Tabela 13 expressa os resultados das porcentagens dos principais AG do plasma de
voluntérios saudaveis e de pacientes com cancer de reto, separados segundo o estadiamento
do cancer em dois grupos (Estadio | e Il e Estadio Ill e IV). Os principais AG encontrados do
plasma humano sédo os AGS (acido palmitico, C16:0) seguido dos AGPI da familia n-6 (acido
linoleico, C18:2 n-6) e dos AGMI (&cido oléico, C18:1 n-9). Quando comparado com voluntarios
saudaveis, os resultados evidenciaram uma reducdo dos é&cidos palmitoleico (C16:1) e dos
AGPI, araquiddnico (C20:4) da familia n-6 e dos &cidos docosapentaenocico (C22:5) e
docosahexaendico (C22:6) da familia n-3 no grupo com estadio | e Il, do AGPI n-3 C22:5 no
grupo com estadio Ill e IV e dos AGPI n-3 C22:5 e C22:6 no grupo de pacientes com cancer.
Quanto a somatoria dos AG separados por classes (AGS, AGMI e AGPI) ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos de pacientes com cancer de reto comparado ao controle saudavel
(Figura 22).
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FIGURA 22: Porcentagem relativa das classes de AG do grupo controle e dos pacientes
com céancer de reto, segundo o estadio.



Tabela 13: Composigédo de acidos graxos (% relativa) dos lipidios totais do plasma de voluntarios saudaveis (n=18) e pacientes com cancer de reto (n=19), segundo

64

eAS:Zd;Z graxos Voluntério_s saudaveis i Pacientes conl Estaciio 0* Estadi_o lell Estadii) elv
(n=18) cancer de reto (n=19) (n=4) (n=9) (n=10)
Acidos graxos
16:0 27,33+4,37 28,83+ 2,62 26,27 £ 4,14 28,67 £ 2,75 28,96+ 2,64
18:0 7,68+1,44 7,44 + 1,02 8,11+ 0,89 7,39 £ 0,96 7,48 + 1,12
> AGs saturados 35,01 +5,81 36,26 + 3,64 34,37 £5,03 36,07 + 3,71 36,44 + 3,76
. + +
16:1 n-7 5,08 + 0,79 4,22 1,70 4,21+1,20 ‘251:80,0111%455) 4.25+1,97
18:1 n-9 20,06 = 3,36 20,79 = 3,27 19,73 £ 4,28 20,25+ 4,38 21,29+1,92
> AGs monoinsaturados 25,14 + 4,15 25,01 + 4,96 23,93+5,48 24,23 £5,83 25,54 + 3,90
18:2 n-6 28,35 £ 5,66 27,27 £5,79 27,08 +5,20 28,89 £ 5,97 25,82 £ 551
4 n- 6,26 £ 2,42 4,33+0,72
20:4 n-6 (ARA) 512 +1,01 5,23+2,03 o 0.0472) 6,04 + 2,50
> AGPI n-6 33,47 £ 6,67 32,50+7,82 33,33+ 7,62 33,22 £ 6,69 31,85+£8,01
18:3 n-3 1,35+ 1,38 0,94 £ 0,60 191+1,36 0,97 £ 0,64 0,91 £ 0,59
20:5n-3 (EPA) 0,54 +£0,42 0,33+0,18 0,60 + 0,55 0,37 £ 0,23 0,30 £ 0,13
22:5n-3 (DPA) 0,33+0,19 0,18 + 0,08 0,49+0,43 0,17 +0,10° 0,19 + 0,06
(p=0,0032) (p=0,0268) (p=0,0330)
22:6 n-3 (DHA) 0,63 +0,28 0,42 +0,17 0,79+0,75 0,35+ 0,12° 0,49 +0,18
(p=0,0088) (p=0,0086)
> AGPI n-3 2,85+2727 1,87 +£1,03 3,79 = 3,08 1,86 + 1,09 1,88 + 0,97
Relagdao > AGPI n-6/Y AGPI n-3 11,7+ 8,4 17,4 £8,7 115+ 7,4 17,8+9,2 16,9+9,5

*p<0,05 comparados ao grupo voluntarios saudaveis (média + desvio padrdo, teste Tukey entre trés ou mais grupos). *Foram excluidos os pacientes do grupo com estadio O.
AGS: &cidos graxos saturados, AGMI: acidos graxos mono-insaturados, AGPI: acidos graxos poli-insaturados.
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5.2 Biomarcadores de oxidacao

Os niveis de malondialdeido (nmol/mL) e de F,-isoprostano (pg/mL) no plasma dos
voluntarios saudaveis e dos pacientes com cancer retal, separados segundo o estadiamento do

cancer estao expressos nas Figuras 23 e 24 respectivamente.

Os niveis plasmaticos de malondialdeido nos pacientes com cancer de reto no estadio
e IV foram superiores aos valores observados nos pacientes com cancer no estddioOelell, e
também aos valores encontrados no grupo de pacientes saudaveis (p<0,05). N&do foram
observadas diferengas nos niveis de malondialdeido encontrados nos grupos de pacientes com
cancer e daqueles no estadio 0 e | e Il em relagdo ao controle (saudaveis) (Figura 23). Quanto
aos niveis de Fy-isoprostano ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de pacientes com

cancer de reto comparado ao controle (Figura 24).

Saudaveis (n=18) | |

Cancer (n=23) / :

Estadio 0 (n=4) o

Estadio | e Il (n=9) ; |

Estadio lll e IV (n=10) *#

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
malondialdeido (nmol/mL)

FIGURA 23: Concentracdo plasmatica de MDA (nmol/mL) do grupo controle e dos pacientes
com cancer de reto, segundo o estadio. *p<0.05 comparado ao grupo controle. #p<0.05 comparado
ao grupo estadio 0.
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FIGURA 24: Concentracdo plasmética de F,-isoprostano do grupo controle e dos pacientes com
cancer de reto, segundo o estadio. N&o houve diferengas significativas entre os grupos (p=0,224).
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6. DISCUSSAO

6.1. Biomarcadores de perfil lipiddmico

Nossos resultados mostraram que o perfil lipiddmico sérico dos pacientes com CCR
apresentou diferencas significativas quando comparado ao dos saudaveis. Os niveis séricos de
FC estavam aumentados e de LFC estavam significativamente reduzidos nos pacientes com
cancer de reto, sugerindo que os fosfolipidios podem ser utilizados como possiveis
biomarcadores da doenga. O aumento dos fosfolipidios na membrana celular pode ser
observado em céanceres, mas isso depende de algumas caracteristicas como a natureza da

célula, o crescimento celular e a malignitude. (DOBRZYNSKA et al., 2005).

Denota-se uma reducgdo dos niveis séricos dos metabolitos de fosfolipidios que podem ser
provenientes da acdo das fosfolipases. As fosfolipases sdo uma familia de enzimas que
hidrolizam ligacdes éster em fosfolipidios e sdo encontradas em muitos seres vivos incluindo
procariotos e organismo superiores. Estas enzimas podem ser divididas em dois grupos:
esterases alifaticas (Al, A2 e B) e fosfodiesterases (C e D) que liberam AG e diacilglicerol ou
acido fosfatidico, respectivamente, quando a fosfatidilcolina é hidrolisada. O papel destas ainda
€ controverso e parece depender do tipo de cancer, do microambiente local e da enzima
estudada (WINSTEAD et al., 2000; BRGLEZ et al., 2014).

Os resultados apontam para uma possivel reducdo na atividade da fosfolipase A2 (FLA2),
considerando que a principal molécula que sofreu significativa reducdo nos pacientes com
cancer de reto foi o LFC (P-16:1). A FLA2 hidroliza fosfolipidios na posi¢do sn-2 liberando
lisofosfolipidios e AG. O papel das sFLA2 no cancer tem sido tradicionalmente associado com a
sua atividade enzimatica e a sua capacidade de participar da liberacdo de potentes mediadores
lipidicos biologicamente ativos, em particular os eicosanoéides derivados do AA, que promovem
a tumorigénese por estimulacdo da proliferacdo celular, aumentando a inflamacéo local e a
angiogénese (BRGLEZ et al., 2014).

As FLA2 tém sido caracterizadas e subdivididas em quatro grandes grupos, o das FLA2
citosodlicas (cFLA2), o das secretérias (sFLA2), as independentes de calcio (iFLA2) e as FAF
acetil-hidrolases (FAF-AH). As isoformas de iFLA2 ou Grupo VI sdo enzimas expressas de
forma constitutiva, atuando principalmente no remodelamento da membrana, controlando o
contetdo de AA disponivel para liberacdo por outras FLA2 (WINSTEAD et al., 2000). Essas
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enzimas sdo ativadas apds fosforilagdo seguida por uma translocacdo para sitios onde
hidrolizam especificamente fosfolipidios contendo AA.

Varios indicios apontam para a participacdo de sFLA2 em cancer. Estudos clinicos
indicaram elevados niveis de sFLA2-IIA em soro e na mucosa do célon de pacientes com colite
ulcerativa e doenca de Crohn, que sdo pacientes de alto risco para cancer de coélon
(HAAPAMAKI et al.,, 1999). A expressdo de SFLA2-X é detectada em tumores de colon
humanos, o que se correlaciona com a expressao de cicloxigenase 2 (COX-2) nestes tecidos
(MORIOKA et al., 2000). H& fortes evidéncias de que a expressdo de algumas sFLA2s, em
especial as enzimas do grupo lIA, Ill e X, é desregulada em varios tecidos malignos e que

existem multiplos mecanismos de ag&o envolvidos.

Wei et al. (2013) relatam a reducédo da LFC em plasma, indicando-a como uma importante
molécula sinalizadora do cancer. Joo et al. (2014) avalia que a reducdo da LFC ocorre pelo alto

consumo desta no tecido tumoral.

Por outro lado, Li et al. (2012) utilizando a espectrometria de massas de ressonancia
ciclotrbnica de ions (FT-ICR-MS), observaram aumento de LFC (16:0), LFC (18:2), LFC (20:4),
LFC (22:6), LFA (16:0), LFA (18:0) e reducgéo das amidas graxas (16:0 e 18:1) e dos AG (16:2,
18:0 e 20:3) no soro de pacientes com CCR comparado ao controle.

Assim como as fosfolipases, a enzima lisofosfolipidio aciltransferase também pode estar
relacionada com a reducdo dos niveis séricos dos metabdlitos de fosfolipidios ja que esta é

acilada a acil-CoA durante a biossintese de fosfolipidios da membrana (RODWELL et al., 2016).

Conforme recentemente reportado por Kiuhn et al. (2016), a lisofosfatidilcolina
aciltransferase 1 (LFCAT1), que converte LFC em FC é superexpressa em VAarios canceres
aumentando a incorporacdo de FC em membranas celulares podendo facilitar a proliferacéo,
adesdo e motilidade de células cancerosas. Estudo semelhante foi relatado anteriormente por
Mansilla et al. (2009) em amostras de tecido de pacientes com adenocarcinoma colorretal. O
acumulo da FC (16:0/16:1) também foi observado em CCR por acdo da LFCAT1 (KURABE et
al., 2013).

Os dados sobre o perfil de AG séricos em pacientes com cancer e sua relagdo com o
risco de desenvolvimento da doenca ainda sdo bastante controversos. Sabe-se que AGMI sdo
importantes mediadores de transducdo de sinal e na diferenciagdo celular e que as
concentracdes desequilibradas desses mediadores tém implicagbes na carcinogénese

(MIYAZAKI et al., 2000). Em nossos resultados foi possivel observar uma diminuicdo dos AG
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16:1 n-7, 20:4 n-6, 22:5 n-3 e 22:6 n-3 nos estadios | e Il e também uma diminui¢cao de 22:5 n-3
nos estadios Ill e IV.

Alguns estudos mostraram associacao direta entre niveis séricos de AGPI n-6 com o
risco de CCR (KOH et al., 2004; POT et al., 2008), outros mostraram uma associa¢ao inversa
(KURIKI et al., 2006; ZHANG et al., 2015). Zhang et al. (2013) observaram uma diminuicdo
entre as razbes 16:1 n-7/16:0 e 18:1 n-9/18:0 no tecido de CCR sugerindo que alteracbes nos
AG podem estar envolvidas no mecanismo de progressao do CCR.

Baré et al. (1998) relataram concentracdes reduzidos de AG no plasma, além de maiores
porcentagens de acido oleico (18:1) e menores de acido linoléico (18:2) no plasma de pacientes
com CCR comparados aos saudaveis. Esta alteracdo também foi observada nas fracdes de
fosfolipidios, triacilglicerol e ésteres de colesterol. Os autores postularam que as alteragdes na
concentracéo e no perfil de acidos séo resultantes do efeito metabdlico da doencga, uma vez que
0s parametros bioquimicos, nutricionais e antropométricos eram semelhantes entre 0s grupos

de estudo.

Okuno et al. (2013) observaram aumento da somatoria de AGS e reducdo de AGPI n-3
nos fosfolipidios do plasma, reducé@o nos niveis de &cido linoleico e EPA nos fosfolipidios dos
eritrocitos, enquanto que no tecido adiposo foi observado niveis maiores de AA em pacientes
japoneses com CCR comparado aos saudaveis. Hodge et al (2015) mostraram que os AGS
total, AGMI total, palmitico, palmitoleico, estearico e oléico estdo associados com cancer de

reto.

Guo et al. (2014) também observaram upregulation (regulacdo ascendente ou positiva)
das enzimas FAS, SCD-1 e CKa, responsaveis pelo aumento da biossintese de fosfatidilcolina
com AGMI e supressao dos metabolitos com AGPI.

A expressdo de SCD-1, a principal isoforma de SCD em humanos, esta elevada em
alguns tumores induzidos quimicamente (KUMAR-SINHA et al., 2003). Em adenoma de célon,
0os niveis de acido palmitico nos fosfolipidios estavam reduzidos enquanto dos &cidos
palmitoleico (16:1) e elaidico (C18:1 trans) estavam aumentados no plasma de homens adultos
comparado aos saudaveis. Os autores estimaram uma maior atividade das enzimas SCD-1 e
elongase de AG de cadeia muito longa (ELOVL 6) com o maior risco de adenoma comparado

ao grupo com poélipos hiperplasicos (PICKENS et al., 2016).

Alguns relatos também mostram a hiperativacdo da enzima FAS, em certos tipos de
canceres, como colorretal (NOTARNICOLA et al., 2012), nasofaringeo (KAO et al., 2013) e de
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mama (JIN et al., 2010). Os AG de cadeia longa sdo construidos por uma sequéncia de reacdes
catalisadas por FAS. A FAS é um complexo multienzimético citosolico que catalisa a sintese de
AG de novo utilizando acetil-CoA como iniciador, malonil-CoA como doador de carbonos e
nicotinamida adenidadinucleotideo fosfato (NADPH) como agente redutor, dando origem ao
palmitato (MENENDEZ e LUPU, 2007). Na maioria dos tecidos humanos normais a FAS
apresenta baixos niveis de expressao, tanto de seu gene como de sua proteina, pois as células
usam preferencialmente os AG exdgenos em detrimento dos sintetizados endogenamente para
a sintese de novos lipidios estruturais (KUHAJDA, 2000). Entretanto, diversos tumores e suas
lesBes precursoras levam ao aumento da biossintese enddgena de AG, independentemente
dos niveis de lipideos extracelulares. A maior parte dos AG produzidos endogenamente nas
células cancerigenas é esterificada predominantemente a fosfolipidios e, portanto, incorporados
a lipidios de membrana durante a proliferacdo das células tumorais (MENENDEZ e LUPU,
2007).

6.2 Biomarcadores de oxidacéo de lipidios

Os biomarcadores relacionados a oxidacdo de lipidios (MDA e isoprostanos) vem
adquirindo relevancia significativa, uma vez que desempenham fundamental papel na génese
de enfermidades crbnicas degenerativas como o céncer. Evidéncias mostram que a
lipoperoxidacdo tem um papel importante na carcinogenética de diferentes canceres humanos,
incluindo o CCR. Os produtos finais da lipoperoxidagdo, MDA e F,-isoprostano, s&o
mutagénicos e apresentam uma grande probabilidade de estarem envolvidos no
desenvolvimento do cancer ja que participam da cascata de transducao de sinal, proliferacédo
celular e nas vias de apoptose (CAl, DUPERTUIS e PICHARD, 2012).

No presente estudo, o estadiamento do cancer também se associou positivamente ao
estresse oxidativo em relacdo aos niveis plasmaticos de MDA, mas nao aos niveis de F,-
isoprostano, os quais ndo mostraram alteracfes significativas entre os grupos. Nossos dados
mostraram que somente nos pacientes no estagio avancado da doenca, estadio Il e IV, os

niveis de MDA foram superiores aos observados nos demais grupos.

Recentemente, Mendonc¢a et al (2014) relataram que niveis elevados de MDA foram
associados positivamente ao grau de estadiamento do tumor e as concentracdes séricas foram
superiores no grupo CCR (4,1+2,9 uM/L) em relacdo ao grupo sem cancer (1,1+0,4 pM/L). A

média de MDA foi de 2,3+1,5 entre 0 grupo com estadiamento inicial (Il) e de 5,4+3,0 entre o
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grupo com estadiamento avancado (lll) (p< 0,001). Surinenaite et al. (2009), mostraram num
estudo realizado com soro de 65 pacientes em estadio Il e Ill que o MDA estava muito mais
elevado no estadio Il do que no estadio Il pré cirargico.

Por outro lado, Gopcevi¢ et al. (2013) mostraram que pacientes japoneses portadores de
CCR apresentaram um aumento nos niveis plasmaticos de MDA em todos o0s estagios quando
comparados com individuos saudaveis. No entanto, diferente do nosso estudo, néo
encontraram diferenca significativa entre os graus de estadiamento e as concentragdes de
MDA.

Em colite (lesdes pré-carcinogénicas do CCR) e nos estados inflamatérios e pré-
neoplasicos de modelos animais com CCR, o MDA esteve significativamente aumentado. Soro
de pacientes com CCR avancado e inoperavel apresentou concentracdo muito mais alta de
MDA do que em CCR primario (CAl, DUPERTUIS e PICHARD, 2012; KONG et al., 2014).

Niveis maiores de ERO, MDA e de 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE), um aldeido originado a
partir da oxidagdo de fosfolipidios, foram encontrados em pacientes com CCR em estagio
avancado da doenca com invasdo venosa do tumor (YUCEL et al., 2012). Também foi
verificada a relagéo entre os niveis de ERO, citocinas e de 6xido nitrico com a progressao do

cancer de célon e metastase (PADUCH et al., 2010).

Estudos apontam que, quanto maior o estadiamento do cancer menores serdo as
concentracdes de antioxidantes enzimaticos, como superédxido dismutase (SOD) e néao
enzimaticos, como a vitamina E (KOCOT et al., 2013). Menor capacidade antioxidante total e
atividade da SOD foi observada em tecidos de pacientes com CCR no estadio IV (KOCOT et
al., 2013) e também nos niveis séricos de pacientes com cancer comparado aos saudaveis
(OZGONUL et al., 2009).

Alguns autores ja sugerem o uso do MDA como um biomarcador de gravidade do cancer.
Farias et al. (2011) encontraram associagdo positiva entre os niveis de MDA e elevadas
concentracdes de antigeno carninoembriondrio (CEA) com o pior progndstico em pacientes com

CCR ap6és tratamento quimioterapico.
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7 CONCLUSOES

Mesmo com 0s avancgos recentes relacionados ao desenvolvimento do CCR, ao seu
diagndstico e ao tratamento, ainda ocorre, com alta frequéncia, o diagnéstico em uma fase
tardia da doenca. Assim, o rastreamento adequado e o diagndstico precoce sdo medidas
fundamentais para instituir a terapéutica precoce e reduzir os indices de mortalidade. Novos
exames, mais rapidos, menos invasivos e de alta sensibilidade vém sendo avaliados. A
estratégia metabolémica por dispor dessas qualidades vem ganhando espaco ha area
académica e mostrando que tem potencial para ser desenvolvida como ferramenta de
diagndstico na pratica clinica. Neste estudo foi possivel demonstrar que a analise lipidémica por
cromatografia e espectrometria de massas associada a técnicas de estatistica multivariada
permitiu identificar moléculas com tendéncias diferenciais no plasma de pacientes com cancer
de reto e os saudaveis de forma rapida e ndo invasiva. Também foi possivel observar redugéo
nos niveis plasmaticos de uma molécula de LFC reduzida e contendo &cido palmitoleico (LFC
P-16:1) em pacientes com cancer de reto. O trabalho mostra uma associagdo positiva entre 0s
niveis séricos de marcadores de estresse oxidativo, medido pelo TBARS e estagios mais
avancados da doenca (estadio Il e 1V).

O trabalho contribui para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvendo o
metabolismo de lipidios plasmaticos em cancer de reto e mostra potencial futuro para ser
desenvolvido como ferramenta para identificar novos metabdélitos mediadores na carcinogénese
e, portanto, auxiliar no diagnostico precoce da doenca e ampliar as possibilidades de terapia

adequada.
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tratamento em curso.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem escrito e esclarece a metodologia a ser seguida.

Atende as recomendagdes das Recolugdes 106/96 e 441/2011.

coleta de dados se iniciara a partir do mes 6/2013, conforme dados do cronograma.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

adequados.

Recomendacgobes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Aprovar.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao
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