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Resumo

O pré-condicionamento em células tem sido estudados extensivamente nos tltimos anos,
tanto em nivel de 6rgao ou tecido muscular, em particular, em trabalhos que abordam
temas ligados ao cancer e tratamentos quimioterdpicos. No presente trabalho foram es-
tudados os efeitos de pré-condicionamento em células cardiacas ou cardiomibcitos através
de Metabolomica, uma ciéncia 6mica que tém ganhado maior importancia e interesse nos
ultimos anos por ser uma técnica interdisciplinar, onde convergem trés grandes ciéncias
basicas: Fisica, Estatistica e Biologia. Cardiomiécitos de rato neonatal foram usados para
realizar as experiéncias para este estudo. Além disso, foi fundamental desenhar, construir
e testar uma incubadora que foi capaz de realizar ciclos normoéxicos e hipoxicos (pré-
condicionamento) controlados pelo microcontrolador Arduino. Uma das ferramentas da
Metabolémica, a ressonancia magnética nuclear foi utilizada para conseguir os diferentes
espectros de ressonancia nas diferentes amostras coletadas das diferentes experiencias com
cardiomiocitos pré-condicionadas e controle. Os cardiomiocitos foram pré-condicionados
com ciclos de normoxia-hipoxia de 135min por ciclo, aproximadamente 96h no total, 45min
de norméxia e 90 de hipoxia. Outra das ferramentas da Metabolémica foi a teoria de Es-
tatistica multivariada e univariada para identificar metabdlitos relevantes nas diferentes
comparacoes de amostras coletadas em experiencias de pré-condicionamento e nao pré-
condicionadas que apresentem uma significancia estatistica (p<0.05). Esses metabolitos
informam uma determinada via metabolica que pode nos dizer quais sao as diferencas
biologicas existentes entre essas amostras comparadas. Foram analisadas as amostras de
ressonancia compostas por células e o meio de cultivo celular. Nossos resultados apontam
que é possivel que o metabolismo dos cardiomi6citos pré-condicionados estao se adap-
tando ao estresse induzido pelos ciclos de hipoxia e normoxia, aumentado a biossintese de
acetil-CoA. O processo de pré-condicionamento celular ativa mecanismos de degradacao

de cadeias carbonicas de origem proteica.

Palavras chave: Metabolomica; Cardiomiécitos; Pré-condicionamento; Hi-

poxia; Ressonancia Magnética Nuclear .






Abstract

Pre-conditioning in cells has been studied extensively in recent years, both in terms of
organ or muscle tissue. In the present work, the effects of preconditioning on cardiac cells
or cardiomyocytes through Metabolomics were studied, an omic science that has gained
greater importance and interest in recent years because it is an interdisciplinary technique,
where three major basic sciences converge: Physics, Statistics and Biology. Neonatal rat
cardiomyocytes were used to conduct the experiments for this study. In addition, it was
essential to design, build and test an incubator that is capable of performing normoxic
and hypoxic cycles (preconditioning) controlled by the Arduino microcontroller. One of
the tools of Metabolomics, nuclear magnetic resonance is necessary to achieve the diffe-
rent resonance spectra in the different samples collected from different experiments with
preconditioned and nonconditioned cardiomyocytes. Cardiomyocytes were preconditioned
with normoxia-hypoxia cycles of 135 minutes per cycle, approximately 96 hours in total,
45 minutes of normoxia and 90 of hypoxia. Another of the Metabolomics tools was the
theory of multivariate and univariate statistics to identify relevant metabolites in different
comparisons of samples collected in preconditioning and non-preconditioning experiments
that present statistical significance (p < 0.05). These metabolites carry a certain meta-
bolic pathway that can tell us what are the biological differences between these compared
samples. The cells and the cell culture medium were analyzed. Our results show that
it is possible that the metabolism of preconditioned cardiomyocytes adapt to the stress
induced by the hypoxia and normoxia cycles, increasing the acetyl-CoA biosynthesis. The
process of cellular preconditioning activates mechanisms of degradation of carbon chains

of protein origin.

Keywords: Metabolomics; Cardiomyocytes; Pre-conditioning; Hypoxia;

Nuclear Magnetic Resonance.
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Capitulo 1

Introducao

Segundo a Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) mais do 20% do total de mortalidade
no mundo a cada ano é causada pelo cancer. A OMS prevé que a incidéncia de cancer
aumentard 100% dentro dos primeiros 20 anos do Séc. XXI, principalmente nos paises

em desenvolvimento [1].

No Brasil, dados epidemiolégicos apresentados pelo Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA) apontam o cancer como a terceira maior causa de morte
no pais, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares, que apresentam 27% do total.

Em média o cancer é responsavel por mais de 100.000 6bitos por ano [2].

O crescimento celular anormal de todo e qualquer tecido humano e em qualquer faixa
etaria, definido como tumor [3], adquire heterogeneidade e instabilidade genética e quando
este é detectado clinicamente pelo médico, é possivel que amostras de células cancerigenas
sejam resistentes aos tratamentos ou medicamentos devido a propriedades fisicas e quimi-
cas adquiridas por seus genes, que dificultam uma acao eficaz e imediata de tratamentos

como a intervencao cirtrgica, quimioterapia e radioterapia.

A literatura médica reconhece que quanto mais avangado for o estigio em que se
encontra a doenca, menor é a probabilidade de se obter uma recuperacao completa do
paciente. As resisténcias a drogas quimioterapicas e os potencias efeitos colaterais associa-
dos ao coragao, sao algumas consequéncias, as quais reduzem as chances de sucesso de um
tratamento médico convencional. Tais efeitos sao denominados pela Cardiac Review and
FEvaluation Committee como "cardiomiopatias"(CMP, cardiomyopathy). Sintomas como

falha cardiaca (taquicardia), arritmias, isquemia corondria, hipertensdo ou hipotensao



costumam ser atribuidas a CMP. Por exemplo, a classe de medicamentos das antracicli-
nas (doxorrubicina) sdo agentes causadores de CMP em pacientes com cancer de mama,
causando danos celulares irreversiveis ao miisculo cardiaco relacionados a ministracao

cumulativa da droga [4].

O estudo de estratégias que possibilitem minimizar os efeitos que levam a CMP tém
despertado interesse na comunidade cientifica que desenvolve estudos clinicos, onde pes-
quisadores buscam constantemente formas otimizadas para tratamentos com quimiote-
rapicos combinados |4] efetivos para o combate do cancer. O pré-condicionamento (PC)
celular é uma das alternativas, segundo pesquisadores do Instituto do Cancer do Estado de
Sao Paulo (ICESP), como sendo um modo potencial para minimizagado da CMP induzida

pela doxorrubicina.

Conhecer os efeitos sobre o metabolismo, em uma primeira etapa a nivel celular, devido
ao PC pode produzir informagoes importantes para entender a dinamica da resposta de
recuperacao das células quando estas sao submetidas as condigoes toxicas causadas pela
doxorrubicina. Tais informagoes podem, por exemplo, fornecer pistas que permitam iden-
tificar e caracterizar partes especificas do metabolismo ("vias metabolicas") modificadas

durante o PC celular.

Podemos encontrar diversas outras pesquisas relacionadas ao PC que, como sera dis-
cutido em maiores detalhes mais adiante, resume-se em ciclos de hipéxia-normoxia. Por
exemplo, o estudo sobre a eficiéncia terapéutica das células-tronco mesenquimais, do in-
glés Mesenchymal Stem Cells (MSC), na fibroses renal em ratos. Resultados mostram
que as MSC com precondicionamento hipoxico de 1% de O, diminuiu a fibroses renal e a
inflamagao de forma significativa, em comparacao das MSC de 21% de Os [5]. As MSC se
utilizam com fins regenerativos, a hipoxia pode ser 1til para melhorar as propriedades das
MSC para a tratamento de transtornos neurodegenerativos e nos casos que se necessite
neuro-regeneracao [6]. Existem estudos sobre células neuronais que demostram que o PC
pode atenuar a perda neuronal no cortex cerebral depois de um traumatismo craniano |[7].
Em outro estudo, demonstrou-se que o PC pode ajudar a reduzir a sobrecarga hospitalar
nos centros de saiide, atenuando a lesao pulmonar apos uma lobectomia toracoscopica em
pacientes com cancer de pulmao, melhorando a oxigenacao pos-operatoria, recuperacao

da funcao pulmonar e reduzindo a necessidade de internagao dos pacientes [8].

A hipoéxia pode-se combinar com outros parametros fisicos ou quimicos, tais como:



pressao, temperatura, acidez, etc. Como demostra um estudo realizado com PC hipéxico
e acidez (pH), a exposicao direta da linhagem celular do ganglio da raiz dorsal (DRG), a
hipéxia e acidose aumentam a resposta do céalcio espontanea e estimulada por bradiqui-
nina, em comparagao com cultivos em pH neutro e em normoxia [9]. Outro estudo do
PC hipdéxico hipobarico mostra que o processo regula o metabolismo do ferro em ratos
através da eritropoiese que extrai ferro sistematicamente do tecido hematopoiético através
da diminuigao dos niveis de hepzidina [10].

Dentre as diversas formas de estudar o metabolismo celular, as ciéncias 6micas se
apresentam com grande capacidade de gerar resultados que decifrem o comportamento
do metabolismo, sendo a Genoémica, Tanscriptomica, Proteémica e a Metabolomica as
principais, que serao brevemente descritas no proximo capitulo. A Metabolémica corres-
ponde a uma metodologia de pesquisa bem estabelecida e utilizada [11]. A Metabolomica,
tem como objetivo detectar, quantificar e elucidar o perfil dos metabolitos os quais se
caracterizam por uma grande diversidade fisico-quimico nas suas composicoes molecula-
res. O método engloba uma analise compreensiva e sistematica do perfil dos niveis de
metabolitos provocadas por efeitos tais como dieta, estilo de vida, ambiente, genética e
farmaceéutica [11|. A grande quantidade de dados que se gera ao analisar as moléculas por
meio da Metabolémica é obtida por meio de ferramentas de analise espectroscopica como
a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ou Espectroscopia de Massas (MS) cada uma
com suas vantagens e desvantagens, Por exemplo, a RMN gera resultados altamente repro-
dutiveis, exige minima preparacao de amostra, nao é do tipo destrutiva, e apresenta curtos
tempos de aquisi¢do de sinais, porém apresenta baixa sensibilidade (da ordem 100uM).
A MS apresenta alta sensibilidade e informagao estrutural, porém, aplicavel apenas a

compostos termicamente estaveis.

Neste projeto sera utilizada a 1H-ERM (Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de protons) com alta resolugdo (400 MHz) em estado liquido, para gerar linhas
espectrais que refletem os niveis dos metabolitos alem de ferramentas estatisticas de ana-
lise multivariada para reconhecimento de padrdes (PCA, Principal Components Analysis;
PLS-DA, Partial Least Square-Discriminant Analysis) e analise univariada para a selegao

de resultados estatisticamente significantes (ANOVA, Analysis of Variance).



1.1 Objetivos

Como primeiro objetivo deste projeto, foi construir uma incubadora encarregada de
fazer o pré-condicionamento celular, porém também pode funcionar como incubadora
normal (Normoxia) ou Nao Pré-Condicionado (NPC). A incubadora é capaz de reproduzir
condigbes analogas a uma incubadora comercial (reprodugao de células) e a outros tipos
de incubadoras mais especializadas e, consequentemente, mais caras, mas que Sao capazes
de efetuar o Pré-condicionamento (ciclos de hipoxia e normoxia). Desta forma, atuando
entre os modos de pré-condicionamento e normal, foi possivel (1) medir a eficiéncia da
incubadora, realizando provas ou testes de reprodutibilidade e (2) obter um produto final,
construido a baixo custo, que pode ser utilizado em laboratorios para o cultivo regular
de células ou mesmo em pesquisas onde hi necessidade de aplicar o pré-condicionamento

celular. Estes procedimentos serao explicados no capitulo de métodos e materiais.

O segundo objetivo, foi estudar as alteracoes nos processos desencadeadas pelo pré-
condicionamento nas células cardiacas ou cardiomiocitos (CMs) de rato neonato WT (wild
type) utilizando metabolomica e ITH-ERM. Com respeito ao processo de pré-condicionamento
celular, inicialmente foram realizados testes com outras células (RASM, Rabit Aorta Smo-
oth Muscle) a fim de calibrar e controlar o funcionamento adequado da incubadora (es-
tabilidade da temperatura, controle de injecao dos gases CO2 e N2, niveis adequados de
pH, vazamentos e esterilizacao de gases internos, entre outros fatores), avaliando a viabili-
dade destas células ja que estas apresentam boa resisténcia a ambientes menos adequados
a sobrevivéncia uma vez que cardiomiécitos sao células frageis e que nao se proliferam
em cultura. Apods os testes com as células RASM, foi obtido um conjunto de parame-
tros experimentais tomados como ponto inicial para induzir o pré-condicionamento nos

cardiomio6citos.



Capitulo 2

Ciéncias Omicas e Ressonancia

Magnética Nuclear

2.1 Ciéncilas Omicas

O termo "Omica" ¢ um neologismo que provem do inglés Omics que em biologia
molecular utiliza-se como sufixo para referir-se ao estudo da totalidade ou subconjunto
de algo, como genes, organismos de um ecossistema, proteinas ou a relacao entre eles.

"émica" foi utilizado para referir-se ao estudo de um conjunto

Nos anos 1980 o termo
de moléculas, por exemplo, Genémica se refere ao estudo de muitos genes no ADN;
Transcriptdémica, é o estudo de muitos transcritos ou ARNm; Proteémica, é o estudo
de muitas proteinas; Metabolomica, é o estudo de muitos metabolitos [12]|. Estas sao as
principais 6micas desenvolvidas nos dltimos anos, porém, cada uma delas foi ramificando-
se a medida que vao obtendo-se um maior numero de dados. Todas elas aportam grandes
avancos no conhecimento basico dos temas biologicos, além, de trazer consigo um enorme

desenvolvimento no campo de analises da funcionalidade celular e na suas aplicacoes

biotecnologicas [13].

2.1.1 Gendmica

A primeira das dmicas a criar-se, esta ciéncia estd baseada no estudo do genoma ou
ADN. Anteriormente a limitagao tecnolégica s6 permitia estudar poucos genes assim como

suas mudancas ou mutacoes. No principio do século XXI se deu a conhecer a sequéncia



completa do genoma humano [14| com o qual decifrou-se a ordem de todos os nucledtidos

contidos no ADN do ser humano.

A gendmica tem dois campos de estudo principais: a gendmica estrutural orientada
a caracterizacao e localizacao das sequéncias que conformam o ADN, que permite ter a
obtencao de mapas genéticos dos organismos, e a gendmica funcional orientada a coleta
sistematica de informacao acerca das funcoes desempenhadas pelos genes. Ambos os
ramos permitem ir mais além da simples descricao de um s6 gene, ja que permitem
conhecer as variagoes do genoma a diferentes niveis: expressao de ARNs mensageiros,
funcao de proteinas, producao de metabolitos bem como as interacoes fisicas que cada
um destes componentes celulares estabelecem para formar as redes que compoem um
sistema biologico [15].

Em termos gerais, a genomica tende a explicar a origem de um fenétipo determinado

a partir dos cambios gerados em quaisquer niveis.

2.1.2 Transcriptomica

Omica que encarrega-se de estudar a expressao dos transcritos provenientes de diferen-
tes genes (ARNr, ARNt, ARNm, ARNi, miARN) que existem na célula, tecido ou 6rgao.
O ARNm é especifico em cada célula e das condicoes fisiopatologicas em determinado
momento, por exemplo, 0o ARNm extraido de células do musculo sera diferente as células

do figado antes e depois de comer.

As metodologias que se utilizam para analisar o ARNm sdo: microarranjos e se-
quenciacao do ARN (ARNseq). Microarranjos consistem em hibridizar o ARNm de
um determinado tecido a sequéncias de genes previamente conhecidos que encontram-se
unidos a um microarranjo, e dessa forma poder fazer comparacoes entre casos controles ou
simplesmente ver que genes se expressam majoritariamente em algumas condigoes,porem,
o ARNseq consiste em sequenciar todos os transcritos presentes nessas condicoes, tendo
como consequéncia encontrar novos transcritos que nao se conheciam anteriormente e

novos genes envolvidos, por exemplo, em uma enfermidade [16].

Atualmente, uma das aplicagoes da transcriptomica é a andlise da expressao de genes
implicados em diferentes tipos de canceres. uma destas aplicacoes tem lugar no México

onde utiliza-se o microarranjo Oncotype RX, que mede a expressao de 21 genes envolvidos



no cancer de mama, melhorando desta forma na tomada de decisdes do tratamento por

parte profissional da area médica [17].

2.1.3 Protedmica

Encarrega-se de estudar as proteinas presentes em uma amostra. Estas sao partes
importantes dos seres vivos porque sao as componentes principais dos mecanismos meta-

bolicos das células.

Proteinas existem em maior quantidade que os genes que a determinam, ja que um
sO gene pode codificar diferentes versoes de uma proteina, que inclusive podem ter uma
funcao diferente. Por exemplo, o genoma humano tem uns 25000 genes, sua expressao
gera ao menos umas 500000 proteinas diferentes devido a mecanismos como o splicing e

a modificacoes pos-traducionais.

A metodologia para estudar proteémica consiste em: 1. separar as proteinas por
técnicas cromatograficas; 2. digerir as proteinas; 3. detectar os fragmentos peptideos por

espectroscopia de massas e 4. identificar as proteinas [16]

Na area clinica, atualmente utiliza-se a protedmica para: a. identificacao de uma
proteina em uma amostra biologica; b. identificacao de um perfil de proteinas comparando
amostras entre casos e controles; c¢. determinacao da a interacao entre diversas proteinas
e sua rede funcional; e d. identificacdo das modificagoes pos-transcripcionais [18|. Desta,
forma pode-se encontrar biomarcadores (proteinas) que possam servir para diagnosticar

doencas, com o fim de dar um tratamento melhor para o paciente.

Com o esfor¢co e uniao de muitos cientistas foi elaborado o Projeto de Proteoma Hu-
mano, que fornece uma lista de proteinas que encontram-se em diferentes tipos celulares
e orgaos de adultos ou de fetos. Estes dados aportam umas 30000 proteinas identificadas

no humano [19].

A protedmica pode ser utilizada para o estudo de doencas como cancer, diabetes, obe-
sidade entre outros, por exemplo, dentro do ambito da reproducgao assistida a proteémica
¢ de grande interesse para analisar os gametos (6vulos e espermatozoides) e identificar pro-
tefnas que possam ser utilizadas como biomarcadores para poder selecionar e aumentar a

taxa de éxito da reproducao assistida [18].



2.1.4 Metabolomica

Os metabolitos sao aquelas moléculas que participam como substratos intermediérios
ou produtos nas reacoes quimicas do metabolismo. O metabolismo é o conjunto de reacoes
quimicas, organizadas em vias metabolicas que sao sequéncias de reacoes enzimaticas,
Estes complexos processos inter-relacionados sao a base da vida na escala molecular que
permitem as diversas atividades na célula: crescer, reproduzir, manter suas estruturas
e responder a estimulos. Na antiguidade a ideia que os fluidos biolégicos refletiam a
satde das pessoas existiu durante muito tempo; na idade media, utilizava-se "tabelas de
urina'para associar as cores, sabores e cheiros da urina a diferentes condicées médicas, que
sao de origem metabdlica [20]. Ao final da década 40 foi Roger Williams que introduziu
o conceito de "perfil metabdlico" que poderia estar conectado com a constituicao de seus
fluidos biologicos [21].

Horning e seus colaboradores com o trabalho sobre a cromatografia de gases-espectrometria
de massa (CG-EM) introduziram o termo "perfil metabélico"no ano 1971, quando de-
mostraram que a técnica poderia ser utilizada para medir compostos presentes na urina
e tecidos humanos [22]. Ao longo dos anos 70 o grupo de Horning foi encarregado para o

desenvolvimento do método CG-EM para monitorar os metabolitos presentes na urina.

A metabolémica esta fortemente ligada ao desenvolvimento da espectroscopia de Res-
sonancia Magnética Nuclear (RMN) que é uma técnica nao destrutiva, descoberta nos
anos 40 e que foi se desenvolvendo rapidamente. Em 1974 Seeley, et al, demostraram a
utilidade de utilizar a espectroscopia RMN para detectar metabolitos em amostras biolo-
gicas inalteradas |23|.Atualmente o uso da técnica é importante para as investigacoes no

campo da metabolomica.

No ano 2005, a primeira base de dados de metabolomica para a caracterizacao de
metabolitos humanos, METLIN: A Metabolite Mass Spectral Database [24], desenvolvido
no laboratorio Siuzdak Scripps Research Institute, continha mais de 10,000 metabolitos e
dados de espectros de masa. Na atualidade conta com mais de 60,000 metabolitos, sendo

o maior repositério de dados de espectros de massa no campo da metabolomica.

Estudos de metabolémica em obesidade e diabetes tem logrado avancos no conheci-
mento da concentracao de certos metabolitos em soro e urina que podem ter um maior

risco de desenvolver as referidas doencas. Estes metabolitos incluem vérios aminoécidos,



lipidos, hidratos de carbono e acidos nucleicos. Em condi¢oes de obesidade a concentra-
¢ao de alguns aminoécidos, especialmente os de cadeias ramificadas (isoleucina, leucina
e valina) estd elevada [25]. A obesidade também caracterizada pela presenca elevada de
acidos graxos livres em soro. Conforme demonstrado pelos estudos de metabolomica,
apresenta a concentracao de acido oleico, palmitico, palmitoleico e estearico elevada, en-
quanto, a concentracao de etanolamina e lisofosfatidiletanolamina encontra-se diminuida
em organismos obesos [25]. Em resumo, o conjunto de metabolitos associados & obesidade
e diabetes podem fornecer informacgao valiosa sobre as vias metabolicas alteradas durante

o desenvolvimento destas doengas.

2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) descrita pela primeira
vez no ano 1938 por Rabi,et al e 8 anos depois estudada também por Bloch, et al [26] em

liquidos e Purcell, et al em solidos [27].

A RMN representa uma técnica com grande capacidade de anéalise estrutural dindmica
e analitica. A principio na década de 1950, se comercializaram os primeiros espectrome-
tros para a obtencao de espectros de prétons, apos descobrimento em 1945 do fendémeno
da ressonancia. Esse fen6meno sugere que os nicleos atomicos submetidos a um campo
magnético externo podem absorber radiacao eletromagnética na ordem de radiofrequén-
cias, como a frequéncia exata dessa absorcao depende do entorno quimico dos nicleos, o

espectro de sinais de absorcao revela uma valiosa informacao de natureza analitica.

Em 1970, Seeley, et al [23]. demostraram a utilidade da ressonancia magnética nuclear
para detectar metabolitos em amostras bioldgicas inalteradas. Esse primeiro estudo em
musculo destacou o valor dessa técnica, ao revelar que 90% de trifosfato de adenosina

(ATP) celular estd complementado com magnésio.

Jeremy K. Nicholson e Elaine Holmes no Birkbeck College e Imperial College London
lideraram esfor¢os no uso de RMN para aplicacoes em Metabolomica. Em 1984, Nicholson
mostrou que a espectroscopia de RMN podia ser usada para o diagnostico da diabetes

28].

Além de existir a RMN do proton, existem diversas aplicacoes de RMN como espectros-
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copia RMN de 13C, 19F, 7Li, 29Si, 13C, 31P, 15N, espectroscopia RMN bi-dimensional,
RMN de tempos de relaxagao e formas de linha em baixa ou alta resolucao, dentre outras.
Na década dos anos 1990 se obteve campos magnéticos mais altos, obtendo progressiva-
mente os 600, 700, 800 e 900MHz como frequéncias de ressonancia de proton utilizadas
como referéncias dos campos magnéticos obtidos. Porém a baixa sensibilidade inerente na
espectroscopia de RMN segue constituindo sua principal limitagao [29] e, por essa razao o
desenvolvimento de campos mais altos prossegue com dificuldade, entretanto, apés de uma
década cientistas conseguiram a instalacao do primeiro espectrémetro comercial de 1GHz
em Lyon, Franga [29]. A procura de outros caminhos para incrementar a sensibilidade ou

para reduzir o tempo de medida ainda esta em progresso.



Capitulo 3

Bases Fisicas da Espectroscopia de

RMN

3.1 Spin Nuclear

Propriedade fisica das particulas elementares que associa momento angular intrinseco
de valor quantizado. Um dos postulados da Mecanica Quantica estabelece que o momento
angular de uma particula nao pode assumir qualquer valor, principio este conhecido como
a quantizagao do momento angular, que conduz que os valores de energia também sejam
quantizados [30]. A grandeza do momento angular pode ser expressa em termos de um
numero quantico: ndmero qudntico de momento angular representa-se pela letra I, valores

que s6 podem ser miltiplos de £ (I = 2;n=1,2,3,...).

3.1.1 Estados de spin nuclear

O momento angular de spin nuclear ¢ uma propriedade vectorial que pode ser definida

em termos de do nimero quantico de spin 1.
a=+/I(I+1)h

h: constante reduzida de planck
a: tem unidades de Jrad='s
Nao s6 a grandeza do momento angular de spin esta quantizada. No eixo z, s6 determi-

nadas componentes a, sao permitidas de acordo com os principios da mecanica quantica

11



12

[30].

a, =mrh
Onde: m;=—1I,—1+1,...,4+1. Por exemplo para um valor de [ = % o nimero quantico
direcional m; pode ser —% e +%, para I =1, é m; = —1;0;+1, a representacao grafica

para esse exemplo é mostrado na seguinte figura.

Figura 3.1: Quantizagdo da componente z, momento angular de spin nuclear para I =1 [30].

A cada um dos 21 + 1 valores m; corresponde uma funcao de onda de spin . Estas

fungoes de onda sao proprias do operador quantico a, [30].
a:[¥;) = mrhliy)

O valor esperado ou expectancia, da componente a, é dado por

a, = <wz|dz‘wz>
= mrh{ili)

= m]h

Se o valor de 1; estiver normalizada ((¢;]¢;) = 1), para I = % temos duas func¢oes de spin

aef

(aa,|a) = —i—%h
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e graficamente

Figura 3.2: Quantizac¢do da componente z, projecoes dos estados a e 5 para I = % [30].

3.2 Momento magnético nuclear

Na auséncia de campo magnético os estados de spin magnético estao desorientados,
porém quando é aplicado um campo magnético de alta intensidade e homogéneo esses
estados tendem a orientar-se paralelamente e anti-paralelamente ao campo magnético
aplicado |31]. O momento magnético nuclear p é proporcional ao momento angular de

spin a
n="a
Hz = Y0y

v: razao giromagnética, constante que depende do ntucleo, que pode ser expressa em

eh

237> chamado

termos de gy, uma constante adimensional positiva ou negativa e uy =

magnetao nuclear onde e é a carga e M, é a massa de préton respectivamente.

Nessas condigoes sao criados diferentes estados ou niveis de energia que dependem do

campo magnético By aplicado na direcao z. O hamiltoniano H para a interacao do
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campo com o momento magnético é descrito através da equagao

H = _,uzBO
(3.1)
aplicando o hamiltoniano aos estados de spin (I,m)
H|I,m) = —yhl,By|I,m)
(3.2)
= —yhBym|I,m)
conseguindo assim o valor de energia dependente do autovalores m
E,, = —m~vyhB, (3.3)
considerando niicleo com [ = % obtemos m = +% em = —%, entao a energia do estado «
E, = L hB
a — 27 0
a energia do estado
1
Es = —vhB,
2
a diferenca de energia AE para estes dois niveis serd Eg — E,
AE =~hBy (3.4)

Eg e I, sao autovalores do operador H na equagao

H|)) = El)

tem-se, entao, o seguinte diagrama de energias
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ou]
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Figura 3.3: Quando o campo magnético By = 0 os estados a e § nao tem uma diferenca de energia,
porem quando o campo magnético By # 0 observamos o desdobramento de energia.

A configuracao de campo magnético e momento magnético de spin produz uma pre-
cessdo entorno ao eixo z, chamada precessao de larmor[31], O vetor que representa o

momento magnético do préton descreve uma figura conica

V4

G

xy

Figura 3.4: Precessao ao redor do eixo z, com frequéncia angular wy.

a frequéncia de precessao depende do campo magnético

Wo = 730
- (3.5)
Vv = —Bo
2

o valor de v é conhecido como a frequéncia de larmor.
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3.3 Magnetizacao em Equilibrio

Quando um sistema de spins se encontra na presenca do campo magnético estatico By
todos os nicleos precessionam em torno de esse campo. Com um sistema de spins de N
nucleos, com I = 1/2 existem dois possiveis estados, a ou 3, onde a soma das populacoes
entre esses estados N, + Ng = N, e a diferenca das populagoes determina um momento
magnético total ou Magnetizacio resultante M = S [32], descrita por uma distribuicao

de Boltzmann no equilibrio térmico a temperatura 7T na forma da equagao

N,

2 = exp(—hyBy)/kT

N, p(—hyBo)/ a5)
= exp(—AE/KT)

esse resultado conduz a que o vetor magnetizacao total M no estado de equilibrio estara
ao longo do eixo z ja que os movimentos de precessao dos spins no plano transversal ao

campo sao independentes (M, = 0).

3.4 Pulso ou campo de radiofrequéncia (RF)

Em estado de repouso, e na presenca de um campo magnético uniforme na dire¢ao do

eixo-z, as componentes x e y do vetor magnetizacao nao podem ser detectadas.

Para conseguir levar o vetor magnetizacao M ao plano xy, é necessario incidir um
segundo campo magnético na forma pulsada ou simplesmente o campo de RF (B;) sobre
campo magnético aplicado (By), porém, o campo de RF deve cumprir algumas condi-
coes: Pulso na direcao transversal do campo aplicado e deve ter a mesma frequéncia
que a frequéncia de larmor |32|, quando nesta situacao especifica, chamada condicao de

ressonancia, o vetor de magnetizacao M tendera a precessar ao redor do campo By
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Figura 3.5: Precessdo do vetor M em presenga do campo de RF (Bj).

se o campo de RF ¢é aplicado durante um tempo t,, o angulo 3 que o vetor M forma

com o campo estatico sera

ﬂ = wltp

3.5 Tempos de Relaxacao

Quando o pulso de RF é desligado o vetor M tende a retornar a situacao original de
equilibrio. Este retorno é conhecido por relaxacao, que faz com que os nticleos percam o
excesso de energia recebida através da RE aplicada. O decaimento da magnetizacao em x
e y que ocorre quando M retorna & sua posi¢ao de equilibrio de forma exponencial, origina

o sinal de RMN. Este sinal recebe o nome de FID (Free Induction Decay).

O decaimento da magnetizacao nos eixos x e y denomina-se relaxagao transversal
enquanto o retorno da magnetizacao ao longo do campo magnético By relaxacao longitu-

dinal.

3.5.1 Relaxacao Transversal

Como observamos, um nicleo precessiona com uma frequéncia proporcional ao campo
magnético aplicado sobre ele, e no caso de um ntimero grande de nucleos (10%*) nas
amostras em estudo, cada nicleo isolado devera sentir um campo magnético ligeiramente
diferente dos outros devido ao campo magnético gerado pelos niicleos vizinhos, deste modo
cada ntcleo deve precessionar com uma frequéncia também ligeiramente diferente de seus

vizinhos.

Logo apés um pulso de RF todos os niicleos estarao com a mesma orientacao no plano
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transversal (pulso de 90°), porém devido ao fato de que cada um tem uma velocidade
angular ligeiramente diferente, eles comegam a separar-se, e a soma vetorial dos momentos
magnéticos diminuird. Apo6s um certo intervalo de tempo caracteristico 75 os nucleos terao
espalhado totalmente no plano transversal e teremos uma magnetizacao resultante nula.

Deste modo a sinal de RMN decai exponencialmente[33| na forma

S(t) = My cos(wot)exp(—t/T5)

My magnetizacao de equilibrio
T, tempo caracteristico de decaimento transversal, denominado tempo de relaxacao

transversal. Este decaimento é intrinseco do sistema de spins nucleares e sua determinagao

é importante para que nao ocorram distor¢oes nas formas dos sinais adquiridos.

3.5.2 Relaxacao longitudinal

O retorno completo ao equilibrio exige que a componente longitudinal M, volte ao
valor My. Os spins devem se livrar da energia recebida pelo pulso de RF cedendo-a a

rede. Este retorno também ocorre na forma exponencial

M. (t) = Mo[1 — exp(—t/T1)]

T1 tempo de relaxagao longitudinal (ou spin rede); T} e Ty sdo diferentes para cada tipo de
nucleo (1H, 13C, 19F, 7Li, 31P, etc). Apesar deste processo de relaxagio nao induzir sinal
nos detectores, ele pode ser caracterizado através de algumas experiéncias especificas de
RMN. Sua determinacgao ¢ importante para que nao ocorram distor¢oes nas amplitudes

dos sinais adquiridos |33].

3.6 Transformada de Fourier

A transformada de Fourier (TF) é um conceito matematico usado na RMN que permite
levar o sinal FID do dominio de tempo ao dominio de frequéncia |34]. Esta técnica é
atualmente usada nos espectrémetros permite diminuir drasticamente o tempo que se

requere adquirir uma acumulacao (scan) do espectro completo de RMN na forma pulsada
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comparativamente a forma de onda continua.

Em termos matematicos a transformada de fourier se define como a integral

fw) = [ " (e dt (3.7)

Observamos que a equacao 3.7 possibilita ir do espago de tempo t para o espaco de frequén-
cia w, tornando possivel obter o espectro de RMN composto por diferentes frequéncias

que podem ser analisadas isoladamente.

Pode-se demostrar que a fungao f(w) tem inversa, isto é, que dada uma f(w) podemos

calcular f(t). A expressdo de dita transformada é

f(t) = /Oof(w)e_m dw (3.8)

essas duas fungoes f(w) e f(t) sdo denominadas par de transformadas de fourier [34].

E importante indicar que as funcées que definem o espectro de RMN sdo funcoes
complexas com parte real e parte imaginaria, assim pois f(w) podera ser expressa de
forma geral como f(w) = R(w) + iS(w), onde R(w) denota a parte real e I(w) a parte
imagindria, entretanto, costuma-se a analisar somente a componente real por se tratar da
parte absortiva do espectro onde a area é diferente de zero, proporcional a quantidade de

spins nucleares que compoem a magnetizacao.

Como qualquer ntimero complexo para cada valor de w, f(w) pode-se expressar em

termos de seu modulo e angulo de fase, ou seja, f(w) também pode ser expressa como

F(w) = | f(w)|e?*™), onde |f(w)[* = R2(w) +iS*(w) e ¢p(w) = tan~! {3, Entdo 4 fungdo
|f(w)| denomina-se espectro de fourier do sinal f(t), e o quadrado da fungao |f(w)|?

denomina-se espectro de poténcias de f(¢) [34].
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Figura 3.6: Exemplo (a) simples de uma funcgio f(t) no espago de tempo (t) e (b) sua respetiva transfor-
mada de fourier no espago de frequéncia (w)

Para extrair a informagao dos sinais FIDs, é necessério utilizar o método da TF. Se a
amostra for composta por diferentes moléculas, cada uma tera uma resposta em frequéncia

e obteremos FIDs também diferentes, conforme ilustrado na figura abaixo.

TF
—

g - |
V"

TF
—

Figura 3.7: Diferentes FIDs com a sua respetiva TF.
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3.7 Interacoes em RMN

Estudos de ressonancia magnética nuclear apresentam resultados diretamente relacio-
nados com as propriedades fisicas dos sistemas estudados. A maneira de medir as energias
presentes no sistema de interesse baseia-se no conceito fisico de Hamiltoniano (H') o qual

diz-nos os diferentes tipos de interagoes no sistema [35].

Para o nosso caso de estudo onde temos muitos nucleos que interatuam com o sistema,

nosso hamiltoniano sera:

Hsis :Hz+ﬁRF+HDQ+ﬁJC+I:ID+ﬁQ (3.9)

Sendo flz, fIRF, I:[DQ, I:[JC, Hp e fIQ os hamiltonianos de efeito Zeeman nuclear, spins
com campos de RF, deslocamento quimico, acoplamento spin-spin, dipolar magnética e
quadripolar elétrica. Devido a natureza deste estudo s6 analisaremos RMN em estado
liquido e o hamiltoniano mostrado na equacao 3.9, pode ser reduzido como H,, = H, +
]:IRF+]:]DQ + H,c. A contribuicao dipolar magnética (I:ID) ¢ anulada, devido a constante
movimentacao dos niicleos, e a contribuicao quadripolar elétrica (ﬁfQ), nao existe fato de

trabalhar com ntcleos de Hidrogénio os quais tem spin igual a %

3.7.1 Interacao Zeeman Nuclear

Chamado assim em homenagem ao fisico holandés Pieter Zeeman premiado com o
prémio nobel de fisica em 1902 por suas pesquisas sobre o efeito dos campos magnéticos
sobre a radiacao luminosa.

O hamiltoniano representa o acoplamento do momento magnético nuclear p; = ~v;hl;

com o0 campo magnético estatico By = Byz, isto é:

ﬁz = - Zﬂzgo

1 (3.10)

onde ~; é razao giromagnético do i-esimo nicleo sob acdo da interagdo Zeeman [36], sendo

esta uma equacao fundamental de RMN.
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3.7.2 Interacao dos sistemas de spins com os campos de RF

As transicoes entre niveis de energia de um sistema de spins podem ser realizadas
exitando os niicleos de um sistema por meio da aplicagao de um pulso de RF, sendo w; a
frequéncia de oscila¢ao do campo Bgp, a forma de Brp sera Brp = 2B1(t) cos(wrpt+¢)z,

o hamiltoniano
[:[RF = — ZM-ERF
= —ZHVi]i-éRF (3.11)
= —hcos(wgrpt — @) Z i B (1)1,

onde Bj(t), w e ¢(t) sdo amplitude, frequéncia e fase do campo de RF respectivamente.

O efeito de Hpp é induzir transicoes entre os estados o« — 3, com probabilidades por

unidade de tempo dada pela "regra de ouro de fermi"|37]

Pa%,@ = Pﬁ%a
= v’ Bil{a|L|B)[*o(w — wr)

a funcao ¢, garante que o campo B; deve oscilar exatamente igual & frequéncia de larmor

para que ocorra a absorcao de energia pelo sistema de spins.

3.7.3 Interacao spin - spin

Representa a interacao dipolo-dipolo entre os momentos magnéticos de ntcleos vizi-
nhos que ocorre por meio dos momentos magnéticos de spin dos elétrons. O momento
magnético do nicleo polariza os spins dos elétrons, sendo essa interacao independente
do campo externo By. Esse fenémeno produz sinais mais complexos, denominados de

multipletos (dupleto, tripleto, quadrupleto e multipleto).

O hamiltoniano que representa este fenomenos é dado por:

onde j;, ¢ o tensor de J-acoplamento e I?, I*¥ sdo os spins nucleares dos diferentes nicleos.
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3.7.4 Interacao de deslocamento quimico

A movimentacao dos elétrons dentro da nuvem eletronica expostos ao campo mag-
nético By produz um campo magnético induzido By, [38]. O hamiltoniano pode ser

representado como
I:]DQ = - Z Mzwgmd
= —> pi(0:.By) (3.13)

onde o; representa um tensor simétrico de segunda ordem, denominado tensor de des-
locamento quimico que caracteriza o i-ésimo sitio nuclear por sua nuvem eletréonica. As
constantes I, By e vy representam, operador de spin nuclear, o vetor de campo magnético

e razao giromagnético respectivamente.

maiori mpo magnéti ind 0 ¢ proporcion m
Na maioria de casos, esse campo magnético Bj,q se opoe e ¢ proporcional ao campo
By através de uma constante o chamada fator de blindagem|39]| e pode-se expressar

como

Bing = —0 D

Podemos inferir que se produz uma diferenca entre By e B;,4. Denominamos como campo

efetivo B,y ao campo total sentido pelos nicleos, entao teremos

Bef = BO - Bind
= Bo - O'BO (314)

Bef = B()(l — O')

agora a frequéncia de ressonancia w pode ser definida como

w = lBef
27” (3.15)
= —DBy(1 —
Y o o(1 o)

da equacao (3.15) se deduz que a frequéncia de ressonancia depende da constante o,
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essa propriedade importante faz que a espectroscopia tenha a possibilidade de detetar os

diferentes compostos que existe em uma determinada amostra.

Surge aqui um problema de medicao devido ao fato da frequéncia de larmor de cada
nicleo, depender da intensidade dos campos magnéticos aplicados que podem ser dife-
rentes, isto ¢, ela depende do equipamento utilizado na experiencia, o problema surge ao
querer comparar espectros provenientes de diferentes equipamentos com diferentes campos

magnéticos.

Para eliminar esta dependéncia e lograr que os espectros sejam comparaveis, se definem
as posicoes das distintas ressonancias através de uma escala relativa de valores a um valor

de referéncia [40], posteriormente normalizado.

Se define a posicao da frequéncia de ressonancia do radical A respeito ao radical B
pelo cociente entre a diferenca das frequéncias dos dois radicais, pela do radical B tomado

como referéncia.

(wa —wp)
wp

substituindo na equacao (3.15) para diferentes amostras

(UJA —U)B) - %Bo(l —O'A) - %Bo(l —O'B)
wp %30(1—03)
_ (=04 = (-0p) (3.16)
1—0'3
o OB — 04
N 1—0'3

observamos que o cociente relativo da diferenca de frequéncias resulta somente depen-
der do fator de blindagem. Este importante resultado ¢ conhecido como deslocamento
quimico, identificado com a letra grega ¢. Esse valor é adimensional e pequeno, sendo

expresso em partes por milhdao (ppm).

Em resumo os niicleos presentes em diferentes radicais quimicos podem-se expressar
respeito a um valor de referéncia correspondente a um determinado radical (wg ~ w,),

desta forma, qualquer nicleo de um radical A identifica-se através de seu deslocamento
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quimico 4 definido por

onde w, é a frequéncia de referéncia para o niicleo estudado. Desta forma identificamos os
diferentes compostos presentes na amostra analisada independente do campo magnético

utilizado para obter o espectro RMN.



Capitulo 4

Analise Estatistica

Uma ferramenta utilizada em varias disciplinas cientificas é a Estatistica. As andli-
ses univariada e multivariada sao um conjunto de métodos estatisticos e matematicos,
destinados a descrever e interpretar os dados que vem da observacao de uma ou muitas
variaveis estatisticas, conjuntamente estudadas. Nesta dissertacao sera utilizada a anéalise
multivariada e andlise univariada, a fim de abordar os desafios da Metabolémica, princi-
palmente para a anélise estatistica dos resultados obtidos dos espectros de ressonancia.
E importante dizer que os métodos estudados nesse capitulo sdo apenas alguns de varios

métodos com o qual os dados estatisticos podem ser estudados e analisados.

As anélises estatisticas dos dados estudados constitui uma etapa importante deste
trabalho uma vez que esta estuda, analisa, representa e interpreta informacoes de um
conjunto de variaveis simultaneamente ("multivariada") ou individualmente ("univari-
ada") de uma amostra de n elementos, sumarizada na forma de uma matriz de dados.
Em anélise multivariada, a informacao de entrada consiste, geralmente, em matrizes de

distancias, que medem o grau de discrepéancia entre os individuos [41].

4.1 Partial Least Squares - Discriminant Analysis

O método dos minimos quadrados parciais (Partial Least Squares - Discriminant
Analysis) ou PLS-DA, é um método de classificacdo supervisionado que usa a técnica
de regressao multivariada que relaciona a matriz multivariada X com o vetor Y que é

chamado funcao de resposta, na forma

26
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hn T11 X122 v Ty by f
Y2 Ta1 T2 - T2y by fa
= +
Yn Tnl Tp2 *°° Tpj bj fj

Em notagao matricial compacta é da forma

Y =XB+F (4.1)

Onde: Y é vetor de n x 1, X matriz de dados de n x J, B é a matriz de coeficiente de
regressao ou vetor de parametros de J x 1, e F' ¢ o vetor de residuos de J x 1. Entao a

solucao pelo método de minimos quadrados é dado por

B = (X'X)"'X'y (4.2)

Porém, devemos ter em conta que em muitos casos existe o problema de singularidade
da matriz (X'X). PLS-DA resolve esse problema decompondo a matriz de dados X |,
na matriz de scores ortogonais T' (n X P) e a matriz de carga P(J x P), e o vetor de
fungao resposta Y também em scores ortogonais U (n x P) e a matriz de carga Q(1 x P).
Portanto, teremos duas equacoes no modelo PLS-DA:

X=TP'+E

(4.3)
Y =UQ'+R

Podemos definir uma matriz de pesos (weights) W (J x P), assim escrever a matriz

de scores T', como

T=XW(PW)! (4.4)

substituindo 4.4 na equacao 4.1, obtemos o vetor de funcao resposta Y

Y = XW(P'W)'Q' + F (4.5)
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tendo em conta que o vetor de coeficiente de regressao B sera dado por

B =wW(P'W) Q! (4.6)

Entao, qualquer valor desconhecido da amostra Y pode ser descrito por Y = XE[42].

No método PLS-DA, os valores dos scores da matriz T sao modificados até que o me-
lThor modelo lineal seja determinado, para encontrar a maior covariancia entre X e Y [43],
existem diversos algoritmos propostos: NIPALS(Non-Linear Iterative PLS)|44], SIMPLS
(Statistically Inspired Modification of Partial Least Squares) [45], Kernel [46], Wide Ker-
nel [47], etc. No presente trabalho sera utilizado O software online MetaboAnalyst [48]
para a andlise dos graficos de scores e VIP score, no qual nao tem-se a necessidade de

encontrar ou mostrar os algoritmos utilizados.

4.2 Test-t ou Test de Student

Em probabilidade e estatistica, a distribuicao ¢ ou distribuicao ¢ de Student é uma
distribuicao de probabilidade que surge no problema de estimar a media de uma populacao

normalmente distribuida e quando o tamanho da amostra é pequena.

Seja X1, Xo, X3, ..., X,, e X, n+ 1 varidveis aleatoérias normais com media zero e desvio

padrao ¢ independente entre eles. Entao a variavel

PR S (47)

NEOSaRT

recebe o nome de t de Student com n graus de liberdade. Podemos reduzir a equacao

4.7 dividindo o numerador e denominador pela desvio padrao o

alx

ty = __Z (4.8)

DI EIC Y

Z & uma varidvel que segue uma distribuigao normal estandar N(0,1) e x2 ¢ uma distri-

buigao Chi (x?) com n graus de liberdade, sendo as duas independentes.

Existe uma func¢ao de densidade associada, chamada distribuigcao t de Student [19]
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expressada como

1 2
flz) = f(t) = m(l + E> (4.9)

Onde o campo de variabilidade da variavel ¢ de Student serd de —oo a oo e 3 é a funcao

beta, definida como
I'(p)L'(q)

B(p,q) = Trtq)

notemos que a equacao 4.9 depende dos graus de liberdade, n e t?, ao ser uma equacao

quadratica esta serd simétrica ao redor de t = 0.

f(t)

I

r—s.-b-g

04

s BB

03 |

02 |

0.1

Figura 4.1: Distribuicdo t de Student. quando n — oo a distribuigéo t tende a distribui¢do normal

A media e a varianca da distribuicao t vem dadas por g = 0 e 0% = —5,n > 2. Quando

n é grande observamos que o — 1 e, portanto, a distribuigao ¢ tende a distribuigao normal

estandar.

Para calcular areas sob a fungao t é recomendéavel o uso de tabelas, denotadas por ¢, ,,
que outorgam valores de areas (probabilidade) sob a fun¢ao de densidade de certo valor

a, chamado nivel de significacdo [49], isto é,

P(t, >tan) =«

P(t, <tan)=1—a

Para valores de t negativos, por ser a distribuicao t simétrica, temos
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P(t, > —tan) =1—P(t, < —tan)
=1—P(t, > tan)
=1—-a

P(t, < —tan) =«

Além disso

ta,n = _tlfa,n)

£(t)

t t t

Figura 4.2: Distribuicdo t de Student. Simetria, P(t, > tan) = a € tan = —ti—an

A distribuicao t de Student é importante para a estimacao e o contraste de hipoteses
sobre a média de uma populacao, isto é, se existir uma populagao que segue uma distri-
bui¢ao normal com média p e desvio padrao o N(u, o), pode ser extraida uma amostra

aleatoria de tamanho n de media T e desvio padrao s, cuja variavel aleatoria dada por

_T—p
tn 1= T (4.10)

serd uma distribuigao ¢ de Student com (n — 1) graus de liberdade.



Capitulo 5

Métodos e Materiais

5.1 Construcao da Incubadora Hipoxia

O primeiro passo para a realizacao deste projeto foi desenhar e construir uma Incu-
badora celular denominada Incubadora Hipoxia (IH), que tem como objetivo realizar a
reprodugao e/ou o pré-condicionamento das células. TH foi construida de material acri-
lico de dimensoes: Altura, 35cm, largura, 35cm, comprimento, 35cm e uma espessura do
acrilico de 6mm, contendo aproximadamente 39L, permite conter ao redor de 4-5 garrafas
do tipo T25 (25cm? de area de adesao celular) de meio de cultura necessérias para a

reproducao das células. No interior da TH existe fluxo de gases constante.

31
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Figura 5.1: Vista frontal da IH

O controle da IH é realizado através de um painel LCD (display) interativo, o qual
pode ser programado para uso personalizado da pesquisa a realizar-se. A incubadora
tem a capacidade de cultivar células de forma normal (modo normoéxia) e modo de pré-
condicionamento (modo hipoxia). No modo normoxia o usuario apenas escolhe no menu
do painel LED, pois os parametros estabelecidos para este modo estao pré-programados
no codigo do software de Arduino. Para o modo hipdxia o usuario precisa inserir os
seguintes parametros: Tempo de hipoxia, Tempo de normoéxia e Numero total de ciclos

(normoxia + hipoxia).

Figura 5.2: Display LCD 16x2 interativo, o usuario é capaz de inserir os parametros da experiéncia.

Todos os componentes eletronicos utilizados na realizagao e desenvolvimento da IH
podem-se encontrar no mercado por precos acessiveis, e a maioria sao controlados pelo

microcontrolador Arduino Mega (AM), software de livre acesso.
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Dentro da IH é necessario um monitoramento do meio ambiente, isto é, necessitamos
conhecer os parametros cada instante para que a reproducao das células seja 6tima. Esses
parametros sao temperatura (T') e a quantidade de CO3(%). Podemos conseguir isso

através do painel LCD que mostrara os parametros requeridos.

@
o1
@ Q@
© Fi UX0g
1 ® ] :
®

=09

Figura 5.3: Vista lateral da IH. Componentes: 1. Aquecedor; 2. Coolers; 3. Sensores de temperatura;
4. Eletrovélvulas (ingresso de gases COs ou N»); 5. Lampada UV; 6. Garrafas de cultivo; 7. Lamina de
acrilico; 8. Filtro de ar; 9. Ingresso de ar.

O monitoramento da temperatura é realizado por sensores tipo termistor NTC de 2
pinos. O calor fornecido para obter a temperatura desejada é gerado através de um aque-
cedor de ar incubadora AC 500W, 140x50mm, o fluxo do ar quente é devido a coolers
colocados transversalmente nos tubos que permitem a circulagao do ar e gases, de ma-
neira continua. O aquecedor esta controlado por Arduino, AM que ajusta o tempo de
ligado e desligado, se a temperatura do aquecedor excede a uma temperatura maxima,
AM desliga, apos um intervalo de tempo voltara a ligar o aquecedor, dessa forma mantera
a temperatura adequada para a reproducao das células. O sensor de temperatura posici-
onado proximo as garrafas de cultivos celulares é o encarregado de fornecer o parametro

de temperatura dentro da IH.

Para o controle de ingresso do gis C'O,, foi necesséario colocar eletrovalvulas na TH,
essas valvulas estao conectadas nos tubos de circulacao de ar, e o controle delas ¢ feito
por AM. O ingresso do gas C'O, ocorre quando a IH é ligada, e o tempo determinado
de abertura da valvula desse gas foi de 5s, necessario para prencher aproximadamente
5% do volumen total de TH com CO,, ap6s Tm 30s, a véalvula reabrird para o ingresso

de CO,, sendo assim um ciclo (ligado e desligado) repetido varias vezes em intervalos
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de 7m 30s aproximadamente. KEsses parametros foram obtidos apods varias calibracoes
experimentais com células vivas para o modo normoéxia da IH e certificados posteriormente
por meio de uma aferi¢io comercial de gases (Inmetro, Technolab Solugbes) revelando
que a concentracao real média nesse periodo de tempo era de 3%. Também realizamos
o monitoramento de pH de meios de cultura puros incubados nas mesmas condigoes das
células, que mostrou um aumento de 5% no pH resultante em IH em relacao ao obtido

em uma incubadora comercial.

No modo Hipoxia, a IH deve ser preenchida com gas nitrogénio (/Vs), o que também é
conseguido com o controle das eletrovalvulas. Quando o modo Hipoéxia inicia, o ingresso

de N, é constante durante o tempo estabelecido para o pré-condicionamento das células.

Para evitar casos de contaminacao dentro da incubadora, existe uma lampada de
ultravioleta (UV) que esté posicionada na tubulagao externa da IH, permitindo esterilizar
o ambiente e dessa forma evitamos qualquer contaminacao. Como mostra a figura 5.3, o
fluxo de calor estd na direcao as garrafas de cultivo de células, e para aumentar o grau
de pureza dos gases circulantes (ar, CO2 ou N2) colocamos um filtro de ar (modelo RYX-
760175 HEPA ) e uma placa de acrilico entre as garrafas e aquecedor para que o fluxo ar

seja laminar e conseguir um ambiente homogéneo de aquecimento ao redor das garrafas.

Como toda as incubadoras comerciais, IH deve ter um tempo ligado para criar o
ambiente necessirio para a cultura de células, o tempo necessario para encontrar esses

parametros de T e C'O, é de aproximadamente duas horas.

Tudo isso nao seria possivel sem o controle automatizado que brinda o software de
programacao Arduino, o coédigo do controle e monitorizacao para todos esses componentes
esta baseado em Arduino Mega, esse codigo consta de aproximadamente mil linhas e ainda

estd aberto para qualquer mudanca que seja necessaria.
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e <LCD.h: A void temperatura() A
LiquidCrystal.h: | {
LiquidCrystal SR.h anal
LiquidCrystal SR2W.h: temp = 0;

LiquidCrystal SR3W.h: temp 2 = 0;

nce (DEFAULT) ;

#1 ire.h
Thermistor.h for (int i = 1; 1 <= 16; i++) {
e <LiquidCrystal_I2C.h: temp = temp + sensor_0.getTemp();
$1 e <MQ135.h temp_2 = temp 2 + sensor_l.getTemp();

}
LiquidCrystal I2C lcd(0x3F,2,1,0,4,5,6,7,3, POSITIVE);
MQ135 gasSensor=MQ135 (RAd4); temp = temp/16;

temp_2 = temp 2/16;

Tcorr=3+temp_2;

T2Target = 3*T1Target - 2'temp + 5.0;
dtemp = T2Target - temp 2;

Thermistor sensor_0(0);
Thermistor sensor_1(2);

if( dtemp > 0 && (temp_2-temp old2) 0 ) dtemp = 0;
v if( dtemp < 0 &5 (temp_2-temp old2) < 0 ) dtemp = 0; v

Arduino Mega or Mega 2560, ATmega2580 (Mega 2560)

(a) (b)

Arduino Mega or Mega 2560, ATmega2580 (Mega 2580)

Figura 5.4: Partes do codigo criado para o controle e manipulacdo da IH no Software Arduino Mega

5.2 Calibracao da Incubadora Hipédxia

Depois da construgao da incubadora encarregada de fazer o precondicionamento (PC)
das células, temos que garantir uma boa reprodutibilidade e/ou uma boa viabilidade para
o cultivo das mesmas, isto é, temos que conseguir que as células cultivadas na IH tenham
desenvolvimento normal dentro dela. Desta forma, podemos testar a eficiéncia da TH com-
parando as células cultivadas na IH com células cultivadas em uma Incubadora Comercial

(IC), destinada apenas para células nao pre-condicionadas (NPC).

Quando é colocado uma determinada quantidade de células em uma placa ou gar-
rafa de cultivo dentro da IC, esta mantém uma temperatura de 37°C e libera gas C'O,
para manter o ambiente em seu interior a 5% de concentracao em volume desse gas. A
temperatura dentro da IC é monitorada com um sensor, de igual forma para o gés CO,
e um sensor correspondente. Nossa [H reproduz também essas condicoes com sensores

usados em sua construcao, o objetivo entao ¢ ter um mesmo desenvolvimento das células
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em ambas incubadoras. Os experimentos realizados para este fim constam: colocar uma
mesma quantidade e mesma linhagem de células dentro das incubadoras com uma mesma
temperatura, um adequado ambiente de gases (C'O; e ar) e um mesmo intervalo de tempo
de funcionamento das incubadoras. As experiéncias foram feitas com dois tipos de células
RASM (do inglés, rabbit aortic smooth muscle cells) e fibroblastos humanos FN1, ambas

as linhagens fornecidas em colaboracao pelo Instituto Butantan.

Realizamos trés etapas de calibracao para chegar nas mesmas condi¢oes na IH da IC,
ajustando a abertura e fechamento da valvula do gas C'O, em intervalos de tempos iguais
durante todo o tempo de cultivo das células para conseguir um ambiente proximo a 5% de
COsy, além de monitorar a temperatura de cultivo das células de 37°C através dos sensores

em seu interior.

Para conhecer a quantidade de células vivas e células mortas durante a calibragao
da TH é necessario fazer contagem de células, por meio da "Camara de Neubauer" um

instrumento utilizado frequentemente nos laboratérios de Ciéncias Biologicas,

1.0 mm

—

0.25mm

0e

Neubauer

Profondeur IMPROVED

a.100mm

0.0025 mm?2

Figura 5.5: Camara Neubauer, instrumento tipico para uso em Ciéncias Bioldgicas.

O método para o contagem com essa camara é colocar ao redor de 0.1ul. de uma
mistura de 100ul. de cultivo celular com 100ul. de azul de tripano, corante azoico que
utiliza-se para ensaios de viabilidade que permitem diferenciar células vivas das mortas, ja
que o azul de tripano atravessa a membrana celular das células mortas mas nao das vivas
desta forma pode-se diferenciar as vivas das mortas por contraste de cor no microscopio

(células mortas tém aspecto azulado). A camara de Neubauer conta com duas partes reti-
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culadas, parte superior e parte inferior, as quais contam com 4 quadrantes cada, conforme
mostrado na figura 5.5. Depois de fazer o contagem dos quadrantes totais o nimero total

de células vivas numa amostra vem dada pela seguinte relagao

l)_C'elxResxDil
L’ 8

ce
m

Tot Cel( (5.1)

Tot Cel—Numero total de células
Cel = Células contadas
Res = Resolucao da camara = 1 x 10*

Dil = Diluigao da amostra

A viabilidade pode ser considerada como uma comparacao relativa entre células vivas

e mortas, resumida em uma simples relacao matemaética:

Cel,

Viab =
€lt

x 100% (5.2)

Viab = Viabilidade
Cel, = Células vivas

Cel, = Células totais (vivas e mortas)

Conhecendo estes conceitos estamos preparados para as calibracoes. Segue tabelas dos

dados obtidos na experiencia com essas células.

Primeira calibracao com tempos de abertura e fechamento da valvula de gas C'Oy em

IH em intervalos de 30 min:



Origem | Tipo de células | Total células vivas(x10°%) | Viabilidade(%)
IC RASM 3,8 95
IH RASM 1,9 o0
IC FIBRO 0,018 95
IH FIBRO 0,004 48

Tabela 5.1: Observamos que a viabilidade para as células RASM e Fibroblasto de origem IH é baixa em

comparacao com as células que vém da IC

Segunda calibracao com tempos de abertura e fechamento da vilvula de gas em inter-

valos de 15 min:

Origem | Tipo de células | Total células vivas(x10°%) | Viabilidade(%)
IC RASM 3,5 94
IH RASM 2,5 I6)
IC FIBRO 0,04 94
IH FIBRO 0,01 70

Tabela 5.2: Observamos uma viabilidade razoavel da IH con respeito a IC

Terceira Calibracao com tempos abertura e fechamento da valvula de gas em intervalos

de 7 min:
Origem | Tipo de células | Total células vivas(x10°%) | Viabilidade(%)
IC RASM 3,61 95
IH RASM 3,04 94
IC FIBRO 0,07 95
IH FIBRO 0,06 93

Tabela 5.3: Observa-se que a viabilidade na terceira calibragdo é adequada, atingindo quase 95%

Podemos calcular a eficiéncia da incubadora construida (IH) em relagao a Incubadora
Comercial (IC). A eficiéncia pode ser descrita através da comparagao da viabilidade, ja que
elas medem as células que ficam vivas depois do processo de cultivo. Podemos comparar as
trés calibracoes realizadas cada uma delas com tempos diferentes de abertura e fechamento

de valvulas.
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Figura 5.6: O gréafico mostra uma melhora que depende do tempo de abertura da valvula de gas COs.

Com os dados registrados, temos as condi¢coes necessarias para assumir que a [H pode

ser utilizada para realizar experiencias de cultivo e pré-condicionamento celular.

5.3 Experiéncia com cardiomiocitos

5.3.1 Condicao Normoéxia

Depois que as células foram descongeladas de acordo ao protocolo estabelecido, elas
estao prontas para a reproduc@o nas incubadoras, tanto na IC quanto na IH. Antes de
semear as células em placas de seis pogos, cada placa foi submetida a tratamento com
laminina para fazer o revestimento dos pogos de cultura (coating) facilitando a adesao
dos cardiomio6citos. Uma vez realizada este procedimento cada poco das placas foram

semeados com meio milhdo (500k) de células aproximadamente.

5.3.2 Condicao Hipoéxia

Nesse modo, a IH sofre uma mudanca nas condi¢oes ambientais, isto é, o ambiente
interno é saturado com gas N,, mas a temperatura fica ao redor de 37°C. Nesta condicao,
espera-se que as células sofram de estresse (Hipoxia), resultando em alguma alteracdo no

metabolismo para adaptar-se as novas condigoes.
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5.3.3 Condicao Normoéxia-Hipoxia

Alem da construcao da incubadora de hipdxia, o outro objetivo principal de nosso
projeto é realizar o pré-condicionamento das células cardiomio6citos na IH, procedimento
este que consta de duas partes. Primeiro, condi¢ao Normoxia. Segundo, condicao Hipoxia,
conseguindo dessa forma um ciclo Normoéxia-Hipoxia. O tempo nas diferentes condigoes é
importante para nao deixar as células morrerem: na condicao Normoxia as células terao
um tempo de 90 min, na condicao Hipdxia tempo de 45 min, sendo um tempo total de

135 min, isto é, um ciclo Normoéxia-Hipdxia tem uma duracao de 2h 15min.

Experiencia no Modo Normoéxia-Hipéxia

Primeiro Dia Terceiro Dia Quinto Dia

Semeado de Células | Substituicao e coleta de meio | Coleta de meio e Extracao celular

Apos o descongelamento e semeado das células nas placas, sao inseridas na IH para
iniciar o modo pré-condicionamento (Normoxia-Hipoxia), realizado por 96h, com apro-
ximadamente 50 ciclos de Normoéxia-Hipéxia. Depois de 48h e 96h de iniciado o pré-
condicionamento, as amostras sao coletadas conforme explicado na seccao apéndice A.
Paralelamente na IC foi semeado a mesma quantidade de células para obter amostras

controle sobre a eficiéncia de IH para o desenvolvimento das células.

5.3.4 Cultivo Celular realizado com Cardiomiécitos

Os cardiomiocitos foram fornecidas pelo InCor, em parceria com o Prof. Dr. José
Eduardo Krieger, Dr. Vinicius Bassaneze e a Dra. Elida Adalgisa Neri, e armazenadas

em um tanque com nitrogénio liquido.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas de conduta
ética utilizadas no cuidado de animais e aprovadas pelo conselho de revisao institucional
local: Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Brasil (#340/12). Os CMs
foram descongelados e semeados utilizando-se uma mistura de 4:1 na propor¢ao de meios
de cultura DMEM: M199 (Media 199, Gibco) suplementado com 1% (V / V) de soro
de cavalo (HRS, Gibco), 5% de soro de bezerro recém-nascido (NBCS, Gibco) e 1% de
bromodeoxiuridina (BrdU, Gibco), este tltimo para prevenir o desenvolvimento de nao

cardiomiécitos semeando 500 4+ 30k células por pocgo nas placas de multiplos pocos. A
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hipoxia foi estabelecida dentro da camara TH por injecao de gés N2 na pressao inicial de
20 p.s.i. por todo esse periodo, mantendo a injecao de CO2 usada na normoxia. Também
foi utilizada para incubacao de CMs de normoxia, uma incubadora comercial de CO2

(IC), Série IT Water Jacket - Thermo Scientific para avaliar o desempenho da TH.

As experiéncias de CMs em "normoxia" e "pré-condicionamento" foram repetidas qua-
tro vezes como segue: (experiéncia 1) normoxia-hipoxia em IH, (experiéncia 2) normoxia
em IC e IH, (experiéncia 3) normoéxia-hipoxia e (experiéncia 4) normoxia. Para agregar
significancia estatistica aos resultados, bem como contabilizar a variabilidade biologica
das células, foi utilizado um esquema especifico de repeticoes obedecendo aos procedi-
mentos a seguir. Em cada estagio da cultura, 2 frascos de CMs, denominados "A" e "B",
foram usados para semear uma placa de miiltiplos pocos onde 3 pocos foram semeados
com aproximadamente 500k de A e os outros 3 semeados com o mesmo de B, e transferi-
dos para IH para serem cultivados (normoéxia e normoxia-hipoxia). No mesmo momento,
2 placas individuais tratadas com cultura também foram semeadas cada uma com 500 +
30k de CMs, uma de A e outra de B, e transferidas para IC para serem cultivadas. No
final de todas as incubacoes, geralmente 3 dias, CMs de IH foram misturados dois a dois
de tal forma [A500 + A500] — A, [B500 + B500] — B, € [A500 + B500] = C para obter 3
réplicas de um pool de células usadas em experimentos de ressonancia, enquanto as cé-
lulas de IC permaneceram inalteradas para os experimentos, a fim de produzir 2 réplicas
extras também com 500k células cada, denominadas Ag), e Bf),. Em relacao aos meios
de cultura, utilizados como amostra de ressonancia na analise metabolomica, estes foram
coletados 2 vezes a cada 48 h de incubacao e combinados da mesma forma que o utilizado
para as células de TH, mantendo o meio inalterado do IC. A Figura 5.8 resume o esquema

de cultura de CMs apresentado neste paragrafo.

Posteriormente a fase de cultivo, células e meios sao coletados para produzir as amos-
tras de ressonancia. Na seguinte secao 5.3.5 é detalhado como o procedimento de coleta
do meio e células (extracao celular). Todos esses procedimentos para cultivo celular fo-
ram realizados utilizando-se o protocolo interno do LabM? (Apéndice A), baseado em
Cultivo Celular de Emanuele Amorim Alves e Anna Christina Rosa Guimaraes (2010),

estabelecidos para descongelamento, e repique ou passagem celular.
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5.3.5 Coleta de Células e meio de Cultura

O planejamento de todas as experiencias deste projeto resultou em um total de quatro
semanas, duas semanas de experiencia Normoxia e duas semanas de experiencia Hipoxia.
Em cada experiencia a coleta de meios e a extracdo metabolica (para as células) foi

planejada da seguinte maneira.

Experiencia no Modo Normoéxia

Primeiro Dia Terceiro Dia Quinto Dia

Semeado de Células | Substituicao e coleta de meio | Coleta de meio e Extragao celular

No terceiro dia, os meios de cultura sao coletados em tubos conicos de centrifuga
(falcons de 15mL de capacidade) e centrifugados 2 (duas) vezes a fim de precipitar células
que estao aderidas. Apods do centrifugado, separam-se as células do meio, colocando as
amostras de meio de cultura em tubos de micro-centrifuga de marca eppendorfes de 2mL
proprios para liofilizagdo e armazenados no ultra-freezer (-70°C). As células restantes sendo
incubadas até o quinto dia com um novo meio de cultura. A contagem de células dentro
da IH e IC serve para ter controle adequado na manutencao celular, e serao comparadas

posteriormente para obter o desempenho da IH nas experiencias.

Para o quinto dia foi realizada a contagem, coleta de meio e extragao celular. As células
resultantes sao entao tripsinizadas para serem removidas das placas de cultura lavadas
com PBS para depois passarem pela centrifuga a fim de remover resquicios do meio de
cultura. Este processo é executado 3 (trés) vezes para garantir que sejam retidas apenas
células. Apo6s o processo de purificacao por lavagens, adicionam-se 0.5mL de solucao 1 :
1 de metanol e dgua gelada homogenizando levemente. Apos, a suspensao de células e
fragmentos celulares na mistura de solventes (4gua e metanol), passarao pelo tratamento
com ultrassom que contribui para a lise das mesmas resultando no processo conhecido
como "extracao metabolica", onde o produto final é um composto de moléculas organicas
de baixo peso molecular (aproximadamente, 100Da), chamadas metabolitos, que foram
os objetos de analise por ressonancia magnética. Finalmente, esta solucao passou pela
centrifugacao a 4°C e 2200 r.p.m. durante 90 min, e se coletou os sobrenadantes resultantes

que sao acondicionados nos tubos de micro centrifuga e armazenados no ultra-freezer.
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Figura 5.7: Placa para cultivo celular de 6 pocos.

No final de cada experiéncia as amostras denominadas "A", "B" e "C"foram obtidas
e liofilizadas no laboratorio de Imunobiolégicos e Biofarmacos, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP. Apos a liofilizacao, os extratos resultantes das amostras de células

e meio de cultura, foram submetidos as experiencias de Ressonancia Magnética Nuclear.

(a) (b)

Figura 5.8: Esquema de placas e meio de cultivo celular. (a) Placa de 6 pogos inserido na IH, (b)placa
de 2 pocos inserido na IC, sdo as amostras controles das células.

5.3.6 Experiéncias de Ressonancia Magnética Nuclear

As experiéncias de RMN foram realizadas no Laboratorio de Analises Quimicas (LAC)
- Centro de Quimica e Manufaturados (CQuiM) do Instituto de Pesquisas Tecnologicas

(IPT), através de um espectrometro Varian (Varian Inc., Palo Alto, CA, EUA) de 400

MHz para amostras liquidas.

Finalizado o processo de liofilizacao, os extractos resultantes das amostras celulares
e meio de cultura, sdo misturados com solugoes TSP (Trimethylsilyl propionic 2,2,3,53-d4
acid sodium salt) em DyO (dgua deuterada)a concentragao de 0,5mM para as amostras

celulares e bmM para as amostras de meios de cultura. Apoés a diluicao em D20, as
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amostras sao transferidas para tubos de ressonancia (5mm) em um volume de 0.7mL.

Os experimentos de TH-RMN foram realizados utilizando-se uma sonda de ressonancia
tripla de bmm (1H, 13C, 15N) sintonizada em frequéncia constante de 399,7 MHz para
os niicleos de protons. Os espectros foram convenientemente adquiridos usando a combi-
nacao da sequéncia de pulso NOESY-1D e saturacao seletiva de agua residual, PRESAT
[11]. Algumas condigoes experimentais foram mantidas constantes entre as aquisi¢oes de
extratos celulares e meios de cultura: temperaturas de 25 °C, taxas de rotacao de 20 Hz,
tempo para repeticao de 1.0 s, pulsos de excitagao de 7.5 us de largura, tempo de mistura
de 150 ms e pulso de saturagao seletiva de dgua de 2.0 s de largura aplicado a aproxima-
damente 4.7 ppm em relacao ao DSS. Para as células foram utilizadas janela espectral de
10 ppm, namero de pontos total por aquisicao de 32 Kbytes e 3000 transientes por sinal
(aproximadamente trés horas de aquisi¢cdo). Para janela espectral de meio de cultura foi
utilizado 12 ppm de largura, 64 Kbytes e 192 transientes (aproximadamente vinte minutos
de aquisi¢ao). Uma transformacao de Fourier ponderada com alargamento de linha de 0.3
Hz foi aplicada para todos os espectros (células e meio de cultura), seguida de ajuste de
fase e correcao de linha de base através de curvas spline. A homogeneizacao do campo
magnético através de procedimentos de shimming foi realizada antes de cada aquisicao
para garantir uma resolucao espectral adequada, sendo alcancados valores para "largura
de linha a meia altura" (LWHH) do DSS que variaram de 0.5 a 1.5 Hz. As, "razodes sinal-
ruido" (SNRs) foram calculadas e usadas para determinar o nivel de incerteza de nossas
medicoes. Os espectros apresentaram valores que variaram de 40 a 200 para células e
800 a 5000 para meios de cultura resultando, em média, SNRs de 145.7 £92.9 e 2453.1
+1866.3 respectivamente para células e meios. Foram analisadas mais de 50 amostras no

total.

Os espectros de ressonancia gerados tiveram seus respectivos eixos de intensidade e de

deslocamento quimico referenciados internamente pelo TSP (o = Oppm).

Os arquivos (.fid) gerados no espectrometro foram processados no software Chenomz
(2011) de nosso laboratorio (LabMs). Em resumo todo o processo consistia em: (1) Line
Broadening, Aplicar filtro exponencial na transformada de Fourier, isto é, melhorar a
razdo sinal/ruido. (2) Phase Correction, Ajustar a fase. (3) Baseline Correction, corregao
de linha base. e (4) Chemical Shift Indicator (CSI), definir os parametros: posicao e area
CSL.
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A obtencao das matrizes multivariadas, também foi realizada através do software che-
nomz identificando os metabolitos e suas respectivas areas sob o espectro processado.
A extracao desses dados (concentracdes), é realizada através de ajustes dos sinais por
meio de fungoes do tipo lorentzianas obtendo, desta forma, o metabolito e sua respectiva

concentragao.

Espectro de ressonancia

Figura 5.9: A aréa sob as linhas representam as areas dos metabolitos identificados nos espectros de RMN

A figura 5.9 mostra um exemplo de como se obtém os dados para a matriz multivariada

no software Chenomx.

Metabdlitos
met a met b met n
) encontrados
Cada linha
representa
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Figura 5.10: Apos da obtencao das areas sob a linha dos espectros se pode construir a matriz multivariada.

A figura 5.10 representa a construcao da matriz multivariada apos se obter as areas

de um espectro de ressonancia de uma amostra.
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5.3.7 Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-

DA)

O tratamento multivariado dos espectros de RMN foi realizado através de MetaboA-
nalyst, software-online livre, desenvolvido por Wishart, et al [48]|. responsaveis também
pelo site The Human Metabolome Database (HMDB), uma base de dados online para a
consulta de metabolitos e moléculas presentes em espectros de RMN obtidos de amostras
biologicas. O principal objetivo de MetaboAnalyst é oferecer procedimentos comuns para

processar, normalizar e analisar dados em estatistica multivariada dirigida a metabolitos.

Este software é usado principalmente para: (1) Identificar caracteristicas diferentes ou
comuns entre dois o mais grupos de dados que buscam prever alguma correlagao existente

entre elas. (2) Identificagao dos caminhos ou mapeamento de metabolitos significativos.

Obtidas as matrizes multivariadas NPC e PC, estas foram inseridas no software Meta-
boAnalyst, obtendo os gréficos de scores e VIP scores que serao apresentados no capitulo

seguinte.

Os resultados da analise multivariada através de MetaboAnalyst, VIP scores ou meta-
bolitos classificadores de grupo, foram testados para estabelecer um parametro numérico
que comprove sua significancia estatistica (p < 0,05) utilizando o software Minitab 17
(analise univariada Test-t ou Kruskall-Wallis). Os metabolitos que foram encontrados
nessa analise multivariada sao testados para identificar as "vias metabolicas" nos quais
sao intermediérios, esse teste também foi realizado no MetaboAnalyst no moédulo Pathway

Analysis.



Capitulo 6

Resultados

6.1 Contagem de cardiomiocitos

Na primeira e terceira semana foram realizadas as experiéncias no modo Normoxia,
isto é, cultivo celular NPC enquanto na segunda e quarta semanas foram realizadas as
experiéncias no modo hipoxia, isto é, cultivo celular utilizando ciclos de normoxia-hipoxia.

A contagem de células para todas as experiéncias refletem as ultimas 48h de atividade

celular.
Semana 1: Experiéncia Normoxia (NPC)
Contagem de Células
Origem | Amostra | Cél. vivas (x10°) | Cél. mortas (x10°)

A 0.09 0.40

IH B 0.25 0.39

C 0.18 0.63

A 0.09 0.18

1C B 0.21 0.27

Tabela 6.1: Contagem das células NPC no dia final (dia 5).

Semana 3: Experiéncia Norméxia (NPC)
Contagem de Células
Origem | Amostra | Cél. vivas (x10°) | Cél. mortas (x10°)

A 0.07 0.39

IH B 0.07 0.42
C 0.11 0.55

A 0.20 0.20

IC B 0.13 0.16
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Tabela 6.2: Contagem das células PC no dia final (dia 5).
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Os resultados dessa contagem para as experiéncias NPC (Tabela 6.1 e 6.2) mostram
um desenvolvimento parecido entre as duas incubadoras para as células vivas, porém,
existem algumas diferencas entre a quantidade de células mortas, fato este que ocorre

porque a IH apresentar uma menor eficiéncia que a IC.

Semana 2: Experiéncia Hipéxia (PC)
Contagem de Células

Origem | Amostra | Cél. vivas (x10°) | Cél. mortas (x10°)
A 0.02 0.30
IH B 0.02 0.16
C 0.03 0.15
A 0.17 0.23
IC B 0.56 0.18

Tabela 6.3: Contagem das células PC no dia final (5to dia). As amostras de origem IC sdo amostras néo
pré-condicionadas (NPC).

Semana 4: Experiéncia Hipoéxia (PC)
Contagem de Células

Origem | Amostra | Cél. vivas (x10°) | Cél. mortas (x10°)
A 0.02 0.14
IH B 0.02 0.25
C 0.03 0.23
A 0.21 0.20
1C B 0.77 0.18

Tabela 6.4: Contagem das células PC no dia final (5to dia).As amostras de origem IC sdo amostras néo
pré-condicionadas (NPC).

Esses resultados de contagem para células PC (Tabela 6.3 e 6.4), mostram uma dimi-
nuicao de células vivas em grande quantidade, o que significa que o PC conseguiu reduzir
o nimero de células em comparacao das células NPC, porém, esse estresse provocado
ao longo do tempo pelo efeito de pré-condicionamento pode gerar certos mecanismos de

adaptacao a sobrevivéncia de algumas células que serao explorados em maior profundi-

dade através de RMN.

6.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Depois de obter as diferentes amostras do cultivo celular, dois grupos de meios de

culturas coletadas sempre ap6s 48h e um grupo de extrato de células coletadas apos 96h,
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estas estao prontas para as experiéncias de RMN.

Nessa seccao apresentaremos os espectros de ressonancia das experiencias NPC e PC

das células e meios de cultura, mostrando os resultados de cada uma delas por separado.

6.2.1 Espectros de ressonancia de Células - Experiéncia NPC e

PC

Para as amostras na experiéncia NPC, os espectros obtidos possuem a forma de linha

geral apresentada a seguir:

A ~
Methanol
m

Leu

Ileu
Formate ,_A_,Xfi’
T Glycerol) Acefate

- A_JMJ‘MLJM WJM__', ) \U«M
y 2‘5 IVH ],‘F ]‘U

r T T T T T T T T T T
ppm 80 75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0

Figura 6.1: Espectro de RMN das amostras nio pré-condicionados, metabélitos identificados no intervalo
de 0-8 ppm

Os picos no espectro de ressonancia representam os metabolitos presentes na amostras,

sendo a identificagdo dos mesmos realizada com o software Chenomax.

Seguindo as mesmas condi¢oes que a experiencia NPC, os espectros gerados para a

experiéncia PC, possuem a forma de linha geral:
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Figura 6.2: Espectro de RMN das amostras pré-condicionadas, metabolitos identificados no intervalo de
0-8 ppm

A primeira vista os graficos 6.1 e 6.2 parecem nao ter diferencas, porém, esses espectros
de ressonancia das amostras NPC e PC devem ser analisados para identificar e encontrar
as concentracoes desses metabdlitos e construir a matriz multivariada que seré analisada
pelo software MetaboAnalyst, quando tais diferencas podem ser observadas através da

analise estatistica PLS-DA.
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Figura 6.3: Comparacio dos diferentes espectros, NPC e PC, linhas de cor azul representam os espectros
de ressonincia das amostras PC e de cor preta sdo os espectros NPC.

Metabdélitos identificados nos espectros das amostras de células

Como observamos nos graficos anteriores foram identificados metabolitos apresentados

na seguinte tabela

Metabolito | Posicao/Intervalo (ppm)
1 Isoleucine 0,8
2 Leucine 0,83
3 Valine 0,96
4 Unknow 3 1,31-1,11
5 Lactate 1,31
6 Unknow 2 1,45-1,37
7 Acetate 1,90
8 Unknow 1 2,16-2,04
9 Acetone 2,21
10 Methanol 3,34
11 Glycerol 3,54
12 | Phenylananine 6,9
13 Formate 8,44

Tabela 6.5: Todos os metabdlitos presentes nos espectros das amostras NPC e PC e seus respectivos
intervalos ou posi¢oes de méxima intensidade. 4,6,8 foram metabolitos ndo encontrados na base de dados
do software Chenomzx

Esses metabolitos foram identificados nos espectros de RMN de NPC e PC. O software

Chenomz, também fornece uma ferramenta ttil para o calculo das concentragoes relativas
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de metabolitos presentes nas amostras, as areas abaixo de cada linha obtidas ou por regioes
de integracao ou por ajustes lorentzianos e gaussianos. A partir das areas de cada linha
de ressonéancia, é possivel construir a "Matriz Multivariada"contendo as concentracoes

relativas desses metabolitos conforme mostrado na tabela seguinte.

Formate | Phenylalanine | Glycerol | Methanol | Acetone | Acetate | Valine | Leucine | Isoleucine | Unknow 3 | Unknow 2 | Unknow 1 | Lactate
0.70 2.28 6.76 6.15 9.56 0.65 5.96 13.15 7.52 2.14 7.36 1.69 0.00
0.62 2.40 5.38 5.50 8.39 0.77 5.23 10.63 6.52 3.25 8.48 5.38 0.00
0.76 1.78 6.77 6.39 9.77 0.42 7.73 791 4.78 2.23 6.97 7.19 0.00
0.39 1.83 1.63 6.02 6.71 0.51 4.37 11.15 6.94 2.30 6.91 5.97 0.00
0.82 1.04 1.50 23.40 6.68 1.09 3.23 6.72 1.69 1.79 5.05 5.54 0.00
2.84 1.50 1.81 21.79 6.38 1.07 3.53 7.60 3.64 1.59 3.96 5.63 0.00
0.18 3.75 3.41 1.32 1.75 0.21 3.04 4.30 3.30 0.59 1.49 17.17 0.00
1.21 3.03 6.13 8.42 9.10 0.86 1.71 8.43 4.00 1.89 6.50 1.16 2.68
0.08 3.65 3.52 2.67 1.21 0.22 3.24 7.07 4.53 0.53 1.36 14.51 0.94
0.18 3.63 4.06 2.90 7.11 0.33 0.70 2.80 1.28 2.14 5.23 3.16 1.10
0.48 2.47 5.45 10.38 7.99 0.30 1.54 7.29 2.59 2.14 1.33 3.15 1.83
1.53 1.14 2.58 23.32 7.44 0.79 3.77 6.59 3.72 1.98 3.58 1.59 0.60
0.16 3.55 4.05 5.22 3.22 0.52 6.06 4.97 2.81 1.58 4.45 6.03 1.00
1.70 1.81 2.66 8.15 6.11 1.08 4.12 7.92 4.48 2.35 6.19 5.55 0.56
0.37 0.99 2.30 21.49 7.93 0.98 3.82 7.04 3.96 1.89 5.12 1.58 0.42
0.15 3.14 4.90 16.99 3.26 0.32 9.80 5.73 3.53 1.98 4.34 1.90 0.71

Tabela 6.6: Matriz multivariada para todos os metabolitos identificados nos espectros de ressonancia das
amostras de células NPC e PC

Logo apos obter a Tabela 6.6, o uso do software online MetaboAnalyst é necessario

para obter informagao sobre os metabolitos responsaveis pelas diferencas nas amostras

NPC vs PC.

6.2.2 Espectros de ressonancia de meios de cultura - Experiéncia

NPC e NP

Os espectros de ressonancia para o meio de cultura NPC e PC, estao representados

abaixo nas figuras nimero 6.4 e 6.5.
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Figura 6.4: Metabolitos identificados no espectro de RMN de meio de cultivo ndo pré-condicionado
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Figura 6.5: Metabolitos identificados no espectro de RMN de meio de cultivo pré-condicionado
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Podemos observar que as figuras 6.4 e 6.5 existem diferencas de intensidades dos picos

no espectro, porém os metabolitos presentes sao idénticos.
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1 Metabolito Posic¢ao (ppm)

2 leucine 0.9;1.0; 1.2 ;1.5 ;2 ;3.7
3 Isoleucine ¢ 0.9; 1.0; 1.7; 3.7

4 Valine < 1.0; 2.3; 3.6

5 Ethanol 1.2; 3.6

6 Threonine < 1.3; 3.6; 4.3

7 Lactate 1.3; 4.1

8 Alanine 1.5; 3.8

9 Cadaverine 1.5; 1.7, 3.0

10 Arginine 1.6; 1.7, 1.9; 3.2; 3.8, 6.7; 7.2
11 Acetate 1.9

12 Pyroglutamate 2.0; 2.4; 2.5, 4.2, 7.7
13 Methionine <> 2.1; 2.2; 2.6; 3.9

14 Acetone 2.2

15 Succinate 2.4

16 Pyruvate 2.4

17 | Dimethylamine 2.7

18 Tyrosine < 3.0; 3.2, 3.9, 6.9; 7.2
19 | t-Methylhistidine 3.1; 3.2; 3.7, 4.0; 7.0; 7.7
20 | Phenylalanine 3.1;3.3; 4.0; 7.3; 7.4
21 Glucose 3.2; 3.4; 3.5; 3.7; 3.8; 3.9; 4.6; 5.2
22 Nicotinurate 4.0; 7.6; 8.2; 8.7; 8.8; 8.9
23 Formate 8.4

Tabela 6.7: Todos os metabolitos identificados no espectros das amostras NPC e PC e seus respectivos
intervalos. {: Metabolitos presentes no meio de cultura.

Tendo os mesmos procedimentos dos espectros das amostras de células, a matriz Mul-

tivariada obtida para as amostras de meio de cultura é mostrada no Apéndice C.

6.3 Analise Estatistica PLS-DA

Nos estudos de metabolomica, todo o processamento estatistico deve realizar-se to-
mando em conta algumas acoes preventivas com respeito a normalizacao de dados es-
pectroscopicos para evitar erros nos resultados gerados. Nesse trabalho utilizou-se dois
métodos de normalizagao: primeiro, ajusta-se o eixo X dos deslocamentos quimicos, colo-
cando a sinal DSS a 0 ppm e reescalando o eixo Y, correlacionando a area do sinal de DSS
com a concentracao correspondente dessa molécula nas amostras, no caso das amostras
de células é 0.5mM e 5.0mM para meios de cultura. A segunda, normalizagao espectral
aplicada para células e meio de cultura, realizou-se com o calculo da area total de seus

respectivos espectros entre 0.7 a 8.6 ppm, sem ter em conta o intervalo de sinal de dgua
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residual (4.2 - 5.5ppm), e dividindo as intensidades pelas areas totais de cada espectro.

Essas acoes corrigem, respectivamente, problemas relativos a alteracoes no pH da
amostra que poderiam deslocar as linhas de alta resolucao e ligeiras alteragoes no espec-
trometro de ressonancia de ganho que poderiam distorceras intensidades de sinal (primeira
normalizag¢ao), e mudangas na massa liofilizada de células ou meios dos mesmos, que pode
afetar a composicao das areas de metabolitos no espectro (segunda normalizagao). Além
disso, uma terceira normalizacao dos dados também foi aplicada, desta vez, no método
estatistico multivariado utilizado por este trabalho, o "Partial Least Squares-Discriminant
Analysis"[50]. A normalizagao consistiu em redimensionar todas as variaveis de entrada
do método, correspondendo aos valores de area encontrados nos espectros atribuidos aos
metabolitos, centrando a média e dividindo pelo desvio padrao de seu correspondente
evitando que grandes diferengas entre suas magnitudes pudessem resultar em resultados

imprecisos.

6.3.1 Analise Multivariada PLS-DA Condicao Normoxia

Depois de obter as matrizes multivariadas de ambos casos (NPC e PC), o objetivo deste
trabalho é explicar as diferencas entre células PC e células NPC, fazendo comparacoes
do tipo NPC vs PC, analisando-as através da técnica estadistica PLS-DA, no software

MetaboAnalyst.

Para iniciar a discussao sobre os metabolitos gerados depois do processo de pré-
condicionamento, em primeiro lugar, devemos identificar os metabolitos "basais" no cul-
tivo "normal" (Normoxia) dos cardiomiocitos, isto €, devemos identificar quais metabolitos
nao sao gerados pela consequéncia do processo de pré-condicionamento celular (Hipoxia
- Normoxia). Para desenvolver essa anélise, tivemos que cultivar células no modo Nor-
moxia, cultivando-as nas mesmas condicoes nas duas incubadoras, isto é, colocamos nas
incubadoras uma placa de cultivo celular de seis pocos com uma quantidade de 5 x 10° de
células aproximadamente, tanto na IH como IC, apos de 96h essas células foram coletadas
para analisar e identificar esses metabolitos. Esses metabolitos gerados pela diferencia de

eficiéncia das incubadoras nao serdao tomadas em conta na analise de pré-condicionamento.

Para este caso foram avaliados dois grupos, as amostras de origem IC e de origem TH.

Apos da obtencao da matriz multivariada para esse caso, obtemos os graficos de scores
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plots e VIP score fornecidos pelo software online MetaboAnalyst.
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Figura 6.6: Avaliacdo de dois grupos de amostras de diferentes origens, as amostras de cor vermelha (A)
sao de origem IC e as amostras de cor preta (+) sdo de origem IH. Foram avaliadas 2 combinacoes de
componentes, comp. 1 vs. comp. 2 e comp. 1 vs. comp. 3. Os valores entre parénteses representam a
contribuicao de cada componente para explicar o modelo gerado.

E importante descrever os graficos mostrados acima, ja que esses resultados de scores
plots e também VIP score que serao mostrados daqui em diante nos fornecerao os mesmos
parametros da analise estatistica multivariada. Como ja foi mencionado, nesse trabalho
foi utilizado o método supervisionado PLS-DA que esta baseado na teoria de Principal
Components Analysis (PCA) ou Analise de Componentes Principais (ACP), que utiliza
as varidveis originais e transforma-las em outro conjunto de varidveis chamadas compo-
nentes principais que carregam a informacgao estatistica e reduzem a dimensionalidade
do problema de forma a facilitar a interpretacao dos resultados gerados. Cada uma das
componentes principais sao uma combinacao linear de todas as variaveis originais, alem
de ser independentes entre si. Por consequéncia o PLS-DA gera representacgoes graficas
em termos de 2 a 5 componentes que podem ser visualizadas num espaco bidimensional
ou tridimensional. Estes graficos sao denominamos score plot e mostram os novos eixos

que sao construidos pelas componentes principais.

Retomando o grafico 6.6, observamos nos eixos as duas principais componentes com
suas respectivas contribuicoes (%) para a explicagdo da covariancia total, componente 1

(33.1%) e componente 2 (25.3%), explicando no total um 58.4% da covariancia da matriz
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de dados. Além, temos basicamente uma leve tendéncia de agrupamento entre os grupos
apresentados, sugerindo uma similaridade entre os resultados obtidos nas duas incubado-
ras na condicao de normoxia. Porém, ainda tendo esse resultado nao se pode afirmar qual
é a lista de metabolitos que indique alguma diferenca entre os grupos avaliados, ¢ por essa

razao que devemos observar os resultados de VIP score resumidos nos graficos seguintes
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Figura 6.7: Metabdlitos identificados como possiveis classificadores de grupo. Os valores de 0 e 1,
representam os grupos avaliados, nesse caso 0 é IH e 1 IC, a escala de cores representa a concentracao
nos grupos.

Chamado VIP do inglés Variable Influence on Projection, como indica o nome, as
varidveis que apresentam um valor maior a 1 [51], em geral, representam uma maior
influéncia na separacao dos grupos e que as caixas coloridas indicam a concentracao
relativa do metabolito para cada um dos grupos avaliados ou estudados. Por exemplo
para o metabolito Glycerol, no grupo TH apresenta maior concentragdo comparado com

IC.

Existem mais dois parametros estatisticos, R? e Q2, que sao os coeficientes de determi-
nacao da analise de regressao relacionados a qualidade de ajuste e qualidade de predicao,
respectivamente. O parametro R? reflete a capacidade do modelo para explicar dados
brutos. R? varia entre 0 e 1, onde 1 indica modelo perfeito e 0 indica que o modelo nao é
confiavel ou ndo existe modelagem. Q% mede o poder preditivo do modelo, isto é, capaci-

dade do modelo de predicao de resultados em amostras desconhecidas. Esses parametros
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também foram fornecidos pelo MetaboAnalyst e serao apresentados nos diversos casos
daqui em adiante. Para esse caso R? e Q? foram 0.8 e 0.4 respectivamente. Finalmente,
nesse estudo foram utilizadas apenas as duas primeiras componentes principais ja que
nao existe um ganho significativo na precisao caso adicionassemos a terceira componente,
mantendo QQ? e R? proximos a 1. A utilizacdo de um nfimero maior ao necessario pode
resultar na inclusao de informagoes desnecessarias ao modelo, tornando-o superajustado

e comprometer sua capacidade preditiva [52].

Retomando o gréafico 6.7, os metabolitos que apresentam valor maior a 1 foram ana-
lisados através de analise univariada (Test-t) para garantir que esses metabolitos tém
significAncia estatistica (p < 0.05). A analise univariada estd resumida na Tabela 6.8,
tabela que oferece informacao sobre as area relativas e os valores entre paréntesis sao os
respectivos desvio padrao para dados de distribuicao normal. Daqui em adiante serao
apresentados apenas o grafico de VIP da componente 1 devido que os graficos VIP das di-
versas componentes apresentam basicamente os mesmos metabolitos com valores maiores

a 1, dessa forma evitamos apresentar informagao repetitiva.

Teste-t

IH IC
Glycerol | 4,52(1.21) | 3.30(1,12) | 0,142
Valine 2.05(1.07) | 5.51(2.57) | 0.039
Phenylalanine | 3.30(0.54) | 2.13(1.16) | 0.095
Methanol | 7.74(4.23) | 15.04(8.03) | 0.122
Acetate 0.39(0.27) | 0.74(0.31) | 0.101
Isoleucine 3.14(1.27) | 3.70(0.61) | 0.416
Acetone | 5.44(3.68) | 5.59(2.25) | 0.937
Lactate 1.31(1.01) | 0.65(0.21) | 0.228
D2 3.19(2.49) | 4.73(0.97) | 0.252
D1 1.84 1.94 0.602
T D3 4.16 4.09 0.602

Tabela 6.8: Os valores médios e seu respetivo desvio padrao dos metabolitos presentes em ambos grupos.
O metabolito destacado apresenta significancia estatistica. { foi utilizado o Kruskal-Wallis, indicado para
distribui¢bes de dados ndo-normais (ndo-gaussianas).

Observamos que apenas um desses metabolitos apresenta p < 0.05 com incremento de

168.7% no grupo de IC respeito a IH. Para encontrar a porcentagem de incremento ou di-

My— M, ; ~ .
=272 %100, onde M; € concentragao no primeiro grupo,

minuicao foi utilizada a formula: -

M, concentracao no segundo grupo. O metabolito encontrado é importante para descon-

tar a contribuicao da valine dos metabolitos que serao encontrados quando as células serao
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pré-condicionadas, isto é, se encontramos a valine dentro do grafico VIP na experiencia
de pré-condicionamento, nao sera tomado em conta devido a que esse metabolito é gerado

pela diferencia de eficiéncia entre as incubadoras.

6.3.2 Analise Multivariada PLS-DA Condicao Hipéxia-Normoéxia

Nessa seccao serao apresentadas as analises dos resultados das amostras que foram
pré-condicionadas. Os metabolitos que foram encontrados nessa experiencia serao deno-
minados metabolitos de pré-condicionamento cell’s Pre-Conditioning metabolites (¢cPCm),

tendo como graficos de scores plots e VIP os seguintes.
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Figura 6.8: Grafico de scores para os grupos pré-condicionados (grupo PC, 0) e nao pré-condicionados
(grupo NPC, 1).

No gréfico 6.8 pode-se observar, que existe uma tendencia de agrupamento para os
grupos PC e NPC, com uma explicacao da covarianca total de 59.2%, o grafico de VIP

score é mostrado na Figura 6.9.
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Figura 6.9: Metabolitos identificados como possiveis classificadores de grupo, grupo PC (0) e NPC (1).

O grafico 6.9 mostra os metabolitos a serem analisados e a concentracao relativa em
cada grupo de avaliagdo. Metabdlitos com valores maiores a 1, poderiam ser os classifi-
cadores de grupo e, por esse motivo, sao direcionados para a analise univariada (Test-t)

que resulto na seguinte tabela:

Anélise univariada Teste-t

PC NPC
Phenylalanine | 1.79(0.50) | 3.30(0.54) | 0.001
Valine 5.01(1.68) | 2.05(1.07) | 0.008
Leucine 9.53(2.50) | 5.98(2.34) | 0.041
Isoleucine 5.69(1.53) | 3.14(1.27) | 0.017
Acetate 0.75(0.28) | 0.38(0.27) | 0.059
D2 6.46(1.65) | 3.18(2.49) | 0.046
iLactate 0.001 1.10 0.011
TAcetone 7.55 7.11 0.830

Tabela 6.9: Valores médios e respetivos desvio padrao dos metabélitos presentes em ambos grupos.
Metabolito destacados apresentam significAncia estatistica. T foi utilizado o test Kruskal-Wallis.

A Tabela 6.9 mostra os diferentes metabolitos presentes nos diferentes grupos de ava-
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liagdo, com os metabdlitos destacados apresentando significancia estatistica (p < 0.05).
Observamos que Phenylalanine, Valine, Leucina, Isoleucina e D2, sao responsaveis pelo
agrupamento no grafico 6.8. Em termos percentuais, observa-se que na condicao de PC
comparado com NPC, apresentam um porcentagem de 45.7%, 144.3% 59.1%, 80.2% e
102.8%, respectivamente, com sinal negativo representando uma diminui¢do na concen-
tracao. Entao, podemos afirmar que os cinco de seis metabolitos encontrados nesse caso
sao metabolitos pré-condicionantes ou cPCm. Devido a que o metabolito Valine no caso
anterior foi identificado como classificador, devemos descarta-lo porque é gerado pela

diferencia de eficiéncia.

6.3.3 Analise Multivariada PLS-DA para Meios de Cultura

Para apresentar uma analise adequada nos meios de cultura de células, também, é ne-
cessario identificar os metabolitos "basais" que sao gerados pela diferenca de eficiéncia nas
incubadoras. Porém, devemos mencionar que, nas amostras de meio de cultura existem
amostras que foram coletadas em diferentes tempos (48h e 96h). E por essa razio que de-
vemos ter em conta o tempo na qual as amostras foram coletadas, afim de obtermos uma
boa comparacao entre essas amostras. No primeiro caso, foram identificados os metaboli-
tos gerados pela diferenca de eficiéncia entre IH e IC, e os metabdlitos gerados a partir do
desenvolvimento natural das células ao transcorrer o tempo (Normoxia), isto é, existem
metabolitos que sao gerados naturalmente quando se tem um tempo de cultivo grande,
em nosso caso de 96h. Identificaremos a esses metabolitos como "media’s Dynamic Ba-
sal metabolites" (mDBm). Segundo caso, serdo identificados os metabolitos gerados pelo
pré-condicionamento com diferentes tempos de coleta, sem ter em conta os metabolitos
do caso primeiro. Os metabolitos encontrados nesse caso serao denominados "media’s
Dynamic Pré-conditioning metabolites" (mDPm). Terceiro caso, alem de ter mDPm, ao
passar o tempo de cultivo celular, existiram metabélitos que persistiram no tempo na
comparacao PC com NPC, isto é, metabolitos que apresentam-se tanto em 48h como em
96h. Denominaremos a esses metabolitos como "media’s time Persistent Pré-conditioning
metabolites-hh", hh=48h ou 96h (mPPm-hh). Analisaremos cada um desses metabolitos

que causam o agrupamento nos diferentes casos.
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6.3.3.1 Primeiro Caso: Condi¢cao Normoéxia

Em primeiro lugar, serao comparados os grupos [C48h vs IH48h, e a seguir também
compararemos [IC96h vs TH96h. Essas comparacoes sao necessarias para isolar o efeito
relacionado com a diferenca de eficiéncia das incubadoras. Os graficos gerados pelo Me-
taboAnalyst de scores e VIP estao resumidos, respectivamente nas Figuras 6.10 e 6.11 e

Figuras 6.12 e 6.13
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Figura 6.10: Grupos comparados ap6s 48h, 0 representa ao grupo IC e 1 representa ao grupo IH.

No grafico da figura 6.10, pode ser observado que tendencia de agrupamento é quase
inexistente, o que seria um resultado até certa forma esperado e desejavel, mostrando que
nossa incubadora se aproxima muito das caracteristicas de uma incubadora comercial.
As componentes 1 e 2 representa 49.5% de covarianca total para 48h, com valores nos

parametros R? e Q? de 0.82 e 0.46 respectivamente
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Figura 6.11: Grupos comparados apds 96h de desenvolvimento celular, 0 representa ao grupo IC e 1
representa ao grupo IH.

No grafico da Figura 6.11, apos 96h de cultivo dos cardiomio6citos, também é observado
que quase nao existe tendencia de agrupamento, como no resultado anterior. As compo-

nentes 1 e 2 representa 54.9% de covarianca total para 96h, com valores nos parametros

R? e (92 0.81 e 0.47 respectivamente
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Figura 6.12: Metabolitos identificados como possiveis classificadores de grupo IH vs IC apés 48h. O e 1
representa IC e IH respectivamente.
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Figura 6.13: Metabolitos identificados como possiveis classificadores de grupo IH vs IC apés 96h. 0 e 1
representa IC e IH respectivamente.

O graficos 6.12 e 6.13 mostrados apresentam aqueles metabolitos que devem ser ana-

lisadas através de estatistica univariada que resultou na seguinte tabela de Test-t.
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Teste T - NPC(48h) IC vs IH

IC H P
Pyruvate 0.68(0.13) | 1.03(0.15) | 0.002
Phenylalanine | 0.66(0.09) | 0.56(0.08) | 0.057
t-methylhistidine | 0.66(0.08) | 0.73(0.05) | 0.087
Ethanol 0.77(0.24) | 0.59(0.19) | 0.143
Threonine 1.68(0.40) | 1.51(0.08) | 0.136
Arginine 9.52(0.61) | 2.24(0.29) | 0.266
Isoleucine 2.00(0.35) | 2.15(0.15) | 0.310
Leucine 2.39(0.39) | 2.56(0.22) | 0.324
Acetone 0.20(0.14) | 0.15(0.07) | 0.336
i Tyrosine 1.09 0.95 0.236
fFormate 0.13 0.12 0.141
TValine 2.25 2.24 0.517

Tabela 6.10: Grupos comparados IC vs TH apoés de 48h de desenvolvimento celular, apresentando um
metabolitos com significancia estatistica (p < 0.05).

Teste T - NPC (96h) IC vs ITH

IC IH p
Pyruvate 0.10(0.13) | 1.24(0.31) | 0.005
Phenylalanine | 0.78(0.11) | 0.60(0.08) | 0.005
Alanine 1.51(0.38) | 1.10(0.08) | 0.014
Acetone 0.22(0.10) | 0.11(0.07) | 0.031
Glucose 6.46(3.89) | 8.63(1.22) | 0.151
lactate 12.48 7.06 0.077
Nicotinurate 0.07 0.07 0.099
Tyrosine 1.21 1.02 0.157
Formate 0.27 0.14 0.022
t-methylhistidine 0.74 0.86 0.028

Tabela 6.11: Grupos comparados IC vs IH apos 96h de desenvolvimento celular, apresentando seis meta-
bolitos com significancia estatistica (p < 0.05).

Os metabolitos destacados apresentam significancia estatistica. Entao, Pyruvate,
Phenylalanine, Alanine, Acetone, formate e t-Methylhistidine serao excluidos quando for

analisado o caso de pré-condicionamento celular nos respectivos tempos de 48h e 96h.

Como ja foi descrito anteriormente, também devemos descontar os metabolitos que sao
gerados pela consequéncia do desenvolvimento natural das células. Entao, nessa situacao
foram comparados os grupos, IC48h vs IC96h e TH48h vs TH96h. Os graficos gerados pelo
MetaboAnalyst de scores e VIP estao resumidos, respectivamente, nas Figuras 6.14 e 6.15

e IMiguras 6.16 e 6.17
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Figura 6.14: Grupos comparados IC48h vs IC96h. 0 representa o grupo IC48h e 1 representa IC96h.

Na Figura 6.14, pode ser observado que o agrupamento nao é destacavel, porém deve-

mos analisar o grafico de VIP. As componentes 1 e 2 representam 63.9% da covariancia

total do problema. Os parametros R? e Q? com valores de 0.80 e 0.59 respectivamente.
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Figura 6.15: Grupos comparados TH48h vs TH96h. 0 representa o grupo IH48h e 1 representa TH96h.

O gréafico da Figura 6.15 mostra que existem uma tendencia de agrupamento, os com-

ponentes 1 e 2 representam 61% da covariancia total do problema. Os parametros R? e



Q? com valores de 0.92 e 0.54 respectivamente, e os graficos de VIP
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Figura 6.16: Metabolitos identificados como possiveis classificadores de grupo. 0 e 1 representam aos
grupos I1C48h e IC96h respectivamente.
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Figura 6.17: Metabolitos identificados como possiveis classificadores de grupo. 0 e 1 representam aos
grupos TH48h e TH96h respectivamente.

Nas Figuras 6.16 e 6.17, observamos a existéncia de diversos metabolitos classificadores



de grupo, analisados pela estatistica univariada, resultando nas seguintes tabelas.

Teste T - IC(NPC) 48 e 96h

48h 96h p
Alanine 0.98(0.39) | 1.51(0.38) | 0.004
Acetate 0.84(0.12) | 1.03(0.11) | 0.005
Phenylalanine | 0.66(0.09) | 0.78(0.11) | 0.034
t-Methylhistidine | 0.66(0.08) | 0.75(0.07) | 0.037
Tyrosine 1.05(0.13) | 1.21(0.17) | 0.048
Leucine 2.39(0.39) | 2.82(0.53) | 0.071
Valine 2.10(0.24) | 2.34(0.32) | 0.100
Pyroglutamate | 5.59(0.95) | 6.44(1.12) | 0.108
tDimethylamine 10.64 0.36 0.001
TLactate 5.56 12.48 0.012
tFormate 0.13 0.27 0.008
fNicotinurate 0.06 0.07 0.078

Teste T - IH(NPC) 48h e 96h

48h 96h P
Valine 2.24(0.05) | 2.48(0.10) | 0.002
Alanine 0.94(0.05) | 1.10(0.08) | 0.005
T-Methylhistidine | 0.73(0.05) | 0.84(0.05) | 0.006
Leucine 2.56(0.22) | 2.82(0.22) | 0.073
Pyruvate 1.03(0.15) | 1.24(0.31) | 0.188
Isoleucine 2.15(0.15) | 2.32(0.31) | 0.257
Dimethylamine 9.93 0.26 0.004
fLactate 4.93 7.06 0.055
T Tyrosine 0.95 1.02 0.013
tPyroglutamate 5.37 5.59 0.055
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Tabela 6.12: Diferentes metabolitos classificadores de grupo com significancia estatistica para o grupo
1C48h vs IC96h. 7 : utilizado test Kruskal-Wallis

Tabela 6.13: Diferentes metabdlitos classificadores de grupo com significAncia estatistica para o grupo
TH48h vs TH96h. t : utilizado test Kruskal-Wallis

As Tabelas 6.12 e 6.13 mostram os diferentes metabolitos classificadores de grupo,
sendo aqueles destacados apresentando significancia estatistica. Observamos que Valine,
Alanine, t-Methylhistidine, Dimethylamine e Tyrosine, apresentam 10.7%, 17.1%, 15.0%,
-97.3% e 7.3% respectivamente, quando comparamos 96h com 48h sobre os metabolitos
identificados na Tabela 6.13. Conforme mencionado anteriormente o sinal negativo sig-
nifica uma diminuicao na concentragao, os demais casos experimentam um aumento na
concentracao. Os metabolitos destacados em azul na Tabela 6.12 sao entao compara-

dos com os da Tabela 6.13 para serem descontados dos metabolitos do grupo mDBm.
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Esse processo de exclusao foi planejado uma vez que estamos utilizando a incubadora de
hip6xia no modo normal para gerar a condicao basal das células, condicao esta que foi

posteriormente comparada com a condicao de pré-condicionamento.

6.3.3.2 Segundo Caso: Condicao Pré-condicionamento Dinamico

Aqui teremos comparagao de dois grupos, ambos coletados com tempos diferentes de
pré-condicionamento. O primeiro grupo foi coletado apos 48h de pré-condicionamento, o
segundo grupo coletado 48h depois da primeira coleta. O grafico de scores estd resumido

pela Figura 6.18 abaixo
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Figura 6.18: Grupo PC 48h (0) e grupo PC 96h (1).

O grafico 6.18 mostra tendencia de dois agrupamentos separados, resultado esperado
por representar amostras coletadas em diferentes momentos do desenvolvimento celular,
66.5% da covariancia total explicada pelas duas primeiras componentes principais. Os
valores dos parametros Q? e R? foram 0.80 e 0.94 respectivamente. Gréfico VIP esta

resumido pela Figura 6.19 abaixo
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Figura 6.19: Metabolitos identificados como possiveis classificadores de grupo. 0 representa a PC48 e 1

representa a PC96.

O grafico 6.19 mostra esses possiveis metabolitos que representam

grupo. A estatistica univariada Test-t resultou na seguinte tabela

classificadores de

Teste T - IH(PC) 48h e 96h

PC48h | PC96h |
Tyrosine 0.75(0.03) | 0.96(0.08) | 0.001
Phenylalanine | 0.50(0.03) | 0.62(0.04) | 0.001
t-Methylhistidine | 0.58(0.05) | 0.70(0.03) | 0.002
Acetate 0.68(0.07) | 0.84(0.05) | 0.003
Methionine 0.37(0.03) | 0.48(0.05) | 0.002
Acetone 0.06(0.01) | 0.09(0.01) | 0.003
isoleucine 1.61(0.16) | 2.02(0.19) | 0.079
Pyroglutamate | 6.63(0.67) | 8.12(0.73) | 0.005
Leucine 2.05(0.31) | 2.53(0.17) | 0.013
Pyruvate 0.95(0.13) | 1.17(0.15) | 0.026
Threonine 1.11(0.08) | 1.29(0.15) | 0.038
fDimethylamine 15.85 0.37 0.004
fNicotinurate 0.05 0.07 0.020
tAlanine 0.65 0.87 0.010

Tabela 6.14: Diferentes metabolitos classificadores de grupo com significancia estatistica para o grupo
PC48h vs PC96h. T : utilizado test Kruskal-Wallis

A Tabela 6.14 mostra os metabélitos com significancia estatistica, porém, observamos

que existem metabodlitos mDBm que foram descritos no caso anterior, e por esta razao

nao iremos considera-los. Entao teremos os seguintes metabolitos: Pyruvate, Methionine,
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Acetone, Isoleucine, Pyroglutamate, Leucine, Threonine,e Nicotirunate que apresentam
um aumento de 28.0%, 29.7%, 50.0%, 25.4%, 22.4%, 23.4%, 16.3% e 40.0% respectiva-
mente, quando comparamos 96h com 48h. Obtemos dessa forma os metabolitos media’s

Dinamyc Pre-conditioning metabolites (mDPm).

6.3.3.3 Terceiro Caso: Condigao Pré-condicionamento Persistente

Nesse caso serao comparados os grupos principais de nosso estudo, o grupo NPC vs
PC apo6s 48h e NPC vs PC apds mais um ciclo de cultivo de 48h da primeira coleta. Os

graficos scores gerados pelo MetaboAnalyst estao resumidos pelas Figuras 6.20 e 6.21
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Figura 6.20: Grupos NPC vs PC nas primeiras 48 horas de atividade celular, 0 representa NPC e 1
representa PC, mais de 60% da covaridncia explicada pelas duas componentes 1 e 2.
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Figura 6.21: Grupos NPC vs PC nas ultimas 48 horas de atividade celular (96h no total), 0 representa
NPC e 1 representa PC, mais de 50% da covariancia explica pelas duas componentes 1 e 2.

Os gréficos das Figuras 6.20 e 6.21 mostram uma tendencia j& observada em amostras
de células, mas agora detectada em meios de cultura e por dois instantes de tempo dife-
rentes, 48h e 96h de metabolismo acumulado nos Cardiomiécitos. O pré-condicionamento
celular parece afetar a condicao basal dos CMs nas primeiras 48h de forma mais severa,
conforme revelado por uma tendencia bastante legivel de separacao de pontos para as pri-
meiras 48h que diminui ap6s mais um ciclo de 48h, conforme mostrado nas figuras acima.
O resultado mostrado na Figura 6.20 esta acompanhado por altos valores de R? = 0.98 e

Q? = 0.92.

No grafico da Figura 6.21 observa-se que a tendencia parece persistir, porém com
menor intensidade do que observado na figura anterior. Como pode ser observado nesta
figura, o centro de distribuicao dos pontos de ambos os grupos estao mais proximos que no
caso anterior. Alem disso, a previsibilidade Q? = 0.51 nesta comparacao é ligeiramente
menor do que a dltima, mas manter o valor R? = 0.87. Estes fatos sugerem que, ao
longo do tempo de pré-condicionamento, CMs tendem a regularizar seu metabolismo em
relacao aos nao pré-condicionados, sinalizando um possivel processo de homeostase que

sera tratado mais adiante.
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Figura 6.23: Metabolitos identificados como possiveis classificadores de grupo NPC (0) vs PC (1) nas

ultimas 48h de atividade celular.

Para completar esta anélise, os resultados VIP foram processados estatisticamente

pelo Test-t, obtendo a seguinte tabela
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Teste T 48h

(IH)NPC48h | (IH)PC48h |
Threonine 1.51(0.08) 1.11(0.08) | 0.001
Tyrosine 0.93(0.04) 0.75(0.03) | 0.001
Valine 2.24(0.05) 1.17(0.18) | 0.001
Methionine 0.49(0.02) 0.37(0.03) | 0.001
Isoleucine 9.15(0.15) 1.61(0.16) | 0.001
Succinate 0.61(0.03) 0.43(0.06) 0.001
t-Methylhistidine | 0.73(0.05) 0.58(0.05) | 0.001
Acetate 0.86(0.09) 0.68(0.07) | 0.005
Leucine 2.56(0.22) 2.05(0.31) | 0.010
Glucose 8.48(0.48) | 10.53(1.70) | 0.036
Acetone 0.15(0.07) 0.06(0.01) | 0.039
Dimethylamine | 9.83(3.56) | 15.18(3.13) | 0.022
TAlanine 0.91 0.65 0.004
tPyroglutamate 5.37 6.75 0.010

Tabela 6.15: Anélise univariada ou Test-t para os grupos NPC48h vs PC48h. {: foi utilizado test
Kruskal-Wallis

A Tabela 6.15, apresenta metabolitos destacados com significancia estatistica. Porém,
devemos descartar os metabolitos gerados ao comparar TH48h vs 1C48h, dessa forma evi-
tamos os metabolitos gerados pela diferencia de eficiéncia entre as incubadoras nesse
tempo (48h). Segundo a Tabela 6.10 o metabolito para desconsiderar-lo: Pyruvate.
Porem o pyruvate nao foi encontrado na Tabela6.15. Entao, obtemos os metabdlitos
mPPm-48h os quais sao: Threonine, tyrosine, Valine, Methionine, Isoleucine, succinate,
t-Mehtylhistidine, Acetate, Leucine, Glucose, Acetone, Dimethylamine, Alanine e Pyro-
glutamate, apresentando -26.4%, -19.3%, -47.7%, -24.4%, -34.2%, -29.5%, -20.5%, -20.9%,
-19.9%, 24.1%, -60.0%, 54.4%, -28.5% e 25.6% respectivamente, ao compararmos o grupo
PC com o grupo NPC. Lembrando que o sinal negativo representa uma diminui¢ao na

concentragao.



Teste T - 96h

(IH) NPC | (IH) PC |
t-Methylhistidine | 0.84(0.05) | 0.70(0.03) | 0.001
Pyroglutamate 6.06(1.12) | 8.12(0.73) | 0.005
Alanine 1.10(0.08) | 0.87(0.16) | 0.017
Glucose 8.63(1.22) | 11.32(1.77) | 0.015
Leucine 2.82(0.22) | 2.53(0.17) | 0.033
Arginine 2.14(0.47) | 2.78(0.42) | 0.037
Succinate 0.63(0.07) | 0.52(0.09) | 0.062
Isoleucine 2.32(0.31) | 2.02(0.19) | 0.074
Dimethylamine | 0.26(0.11) | 0.37(0.09) | 0.111
Acetate 0.92(0.11) | 0.84(0.05) | 0.163
1Valine 2.47 2.18 0.006
TEthanol 0.66 0.40 0.078
1Tyrosine 1.02 0.97 0.158
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Tabela 6.16: Anélise univariada para os grupos NPC vs PC - 96h. {: foi utilizado test Kruskal-Wallis

A Tabela 6.16, apresenta metabolitos destacados com significAncia estatistica. Po-
rém, devemos descartar os metabolitos gerados ao comparar IH96h vs IC96h, dessa forma
evitamos os metabolitos gerados pela diferencia de eficiéncia entre as incubadoras nesse
tempo (96h). Segundo a Tabela 6.11 os metabolitos para desconsiderar: Pyruvate, Pheny-
lalanine, Alanine, Acetone, Formate e t-Methylhistidine. Entao, obtemos os metabolitos
mPPm-96h os quais sdo: Valine, Leucine, Glucose, Arginine e Pyroglutamate, apresen-
tando -16.6%, -10.2%, -31.1%, -29.9% e 33.9% respectivamente, novamente ao comparar-
mos o grupo PC com o grupo NPC.

Para apresentar um resumo com todos os casos abordados nesta secao, envolvendo as
comparacoes com amostras de células e de meios de cultura, estamos propondo a seguinte

tabela:
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Grupos comparados Metabolitos com VIP > 1 | valor-p | Taxas percentuais (%)
AcOH 0.059 -
Val 0.008 144.3
Phe 0.001 45.7
PC vs NPC Acetone 0.830 -
Lac 0.011 -99.9
Avaliagao de CMs Leu 0.041 59.1
pré-condicionados (Células) Ileu 0.017 80.8
Unk2 0.046 102.8
Val 0.002 10.7
Ala 0.005 17.0
3-MHis 0.006 15.0
Leu 0.073 -
BTS 0.188 -
NPC96h vs NPC48h Tiou 0357 -
Avaliagao basal de CMs no meio DMA 0.004 -97.3
Lac 0.055 -
Tyr 0.013 7.3
Pyro 0.055 -
Tyr 0.001 28.0
Phe 0.001 24.0
3-MHis 0.001 20.6
AcOH 0.003 23.5
Met 0.002 29.7
Acetone 0.003 50.0
PC96h vs PC48h Tleu 0.004 25.4
Avaliacao dinamica dos CMs Pyro 0.005 22.4
pré-condicionados no meio Leu 0.0135 23.4
BTS 0.026 23.1
Thr 0.038 16.3
DMA 0.004 -97.9
Nicotirunate 0.020 40.0
Ala 0.010 33.8
Thr 0.005 -26.4
Tyr 0.039 -19.3
Val 0.001 -47.7
Met 0.022 -24.4
Ileu 0.036 -34.2
PC48h vs NPC48h e363 0.001 -29.5
Dois dias de Avaliacdo de CMs 3-Mhis 0.010 -20.5
pré-condicionados no meio AcOH 0.001 -20.9
Leu 0.001 -19.9
GLC 0.001 24.1
Acetone 0.001 -60.0
DMA 0.001 54.4
Ala 0.001 -28.5
Pyro 0.001 25.6
3-Mhis 0.001 -16.6
Pyro 0.005 33.9
Ala 0.017 -20.9
GLC 0.015 31.1
Leu 0.033 -10.2
PC96h vs NPC96h Arg 0.037 399
Quatro dias de Avaliacdo de CMs €363 0.062 -
pré-condicionados no meio Iso 0.074 -
DMA 0.111 -
AcOH 0.163 -
Val 0.006 -16.6
EtOH 0.078 -
Tyr 0.158 -

Tabela 6.17: Resumo da analise estatistica mostrando casos comparados (primeira coluna), VIPs obtidos
(segunda coluna), valores de p resultantes do Test-t (terceira coluna), taxas de incrementos percentuais
(quarta coluna). As taxas percentuais foram comparadas com respeito ao primeiro grupo.
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Para resumir a Tabela 6.17 e os casos explicados nos paragrafos anteriores, estamos
propondo a seguinte representagao esquematica por meio de conceitos topologicos de es-
paco (conjuntos de elementos, intersecgoes, etc) a fim de se obter uma melhor visualizagao

dos grupos de metabolitos cPCm, mDBm, mDPm, e mPPm-hh (hh=48h e 96h):

IH vs IC PC vs NPC
D2
Lac
Extragao
Celular Val Leu — cPCm
Phe
Ileu

Figura 6.24: Classificagdo resultante de metabolitos gerados apos da andlise estatistica, ilustrada por
meio de conceitos de espago topolégico.

A figura 6.24, resume os casos de analise multivariada e univariada, encontrando ao

final das analises os metabolitos pré-condicionantes, denominados como cPCm.

A) ©)

| IH48 vs 1C48 | | PC48 vs NPC48 |
Met  Thr Tyr

IC48 s IC96 | | NPCA48 vs NPC96 |

lleu Val €363
GLc Leu 3-Mhis mPPm-48h
Acetone AcOH
o Ala DMA
= Pyro
=
3 D)
@
©
2
T Thr Leu Acetone’\ |mDPm R
2 H
Met BTS { IH6Vs1C%6
lleu
Acetone  Phe
mPPm-96h

Add-F BTS

Figura 6.25: Classificagdo resultante de metabolitos gerados apos da andlise estatistica, ilustrada por
meio de conceitos de espago topolégico.
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Figura 6.26: Gréafico de da variacdo de taxas porcentuais para uma melhor observac¢ao nos diferentes
metabolitos encontrados no meio de cultura apés do anéalise multivariada e univariada.

A figura 6.25 mostra os diferentes casos estudados com a analise multivariada e uni-
variada. A) Observamos um tnico metabolito: a valine que é gerado por consequéncia
da diferenca de eficiéncia entre as incubadoras. B) Os metabolitos gerados naturalmente
como consequéncia do desenvolvimento das células no transcorrer do tempo, denominados
cDPm. C) Aqueles metabdlitos gerados como consequéncia do pré-condicionamento das
células durante as primeiras 48h de desenvolvimento celular, denominados como mPPm-
48. D) Metabolitos que persistem nas ultimas 48h de desenvolvimento celular, denomina-
dos como mPPm-96. Nesse caso observamos uma consideravel diminuicao de metabolitos

comparados com as primeiras 48h, porém alguns metabolitos encontram-se presentes.



Capitulo 7

Discussoes

7.1 Discussoes de Resultados

Neste trabalho escolhemos a abordagem metabolomica utilizando 1H-RMN como fer-
ramenta exploratoria para investigar células cardiomiocitos obtidos de ratos neonatos
submetidos a terapias de pré-condicionamento celular por meio da analise de extratos
celulares e amostras de meios de cultura. Apesar de toda a sobreposicao de informacoes
gerados neste método, propusemos uma estratégia razoavel de estudos fundamentada em
isolar os efeitos metabolicos apresentados na secao anterior, abordando aspectos quali-
tativos dos perfis metabdlicos em cada caso analisado, além das tabelas mostradas que
abordam dados quantitativos. Uma vez que todo o metabolismo pode ser descrito em
termos de reacoes anabodlicas e catabdlicas caracterizadas através do contexto metabolito
obtido, esta sendo proposto aqui um panorama geral de como as células in vitro evoluem
ao longo do tempo para controlar o estresse induzido por ciclos de normoéxia-hipoxia, sua
relacao com os mecanismos homeostaticos celulares e com os efeitos protetores relatados
das terapias de pré-condicionamento. Além de fornecer um melhor entendimento sobre
os mecanismos regulatérios das células pré-condicionadas de forma qualitativa, por outro
lado os resultados quantitativos tém potencial de de determinar as escolhas dos parame-
tros de tempo da estratégia que melhor poderiam induzir a homeostases celular em CMs

humanos.

Inicialmente, discutiremos os resultados principais obtidos nas amostras de extratos

celulares baseando-se em conceitos simples de bioquimica sobre anabolismo celular [53].

79
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Esses resultados referem-se, basicamente, as informacoes geradas pelas anélises estatisti-
cas multivariadas e univariadas que resumem os agrupamentos gerados entre os diferentes
grupos analisados e os metabolitos classificadores de grupos, especialmente naqueles rela-

cionados ao efeito de pré-condicionamento celular (¢cPCm).

Devido ao método de preparacao destas amostras, assume-se que as moléculas produ-
zidas (metabolitos) tenham sido geradas a partir do processo de lise celular e dissolugao
ativa de macromoléculas biologicas, como aquelas provenientes das organelas e membranas
das células. No entanto, existem duas outras situagoes igualmente provaveis em que estes
metabolitos poderiam surgir no ambiente celular: (1) por hidrolise intracelular ativa de
proteinas (via endogena) ou (2) por internalizagao dos componentes dos meios de cultura
(via exdgena). Como o numero absoluto de células permanece aproximadamente cons-
tante em todos os experimentos para todos os grupos, da mesma forma o volume dos meios
de cultura utilizados, podemos argumentar que a origem dessas moléculas, aminoécidos
apolares e acidos carboxilicos, provém de vias metabolicas celulares internas (caso 1). Em-
bora seja um assunto bastante complexo tentar identificar sua origem exata, o software
MetaboAnalyst pode fornecer pistas importantes quando inserimos a lista dos metabo-
litos classificadores neste que gera, a seguir, uma outra lista com as vias metabolicas
das quais os metabolitos sao intermediarios quimicos. Cabe ao especialista em ciéncias
médicas ou biologicas auxiliar na confirmacao e interpretagao dessas informacoes. Por
exemplo, quando entramos com os metabolitos leucina e isoleucina, surgem algumas vias
metabolicas listadas em uma ordem de importancias, sendo a primeira a mais importante:
"hiossintese de valina, leucina e isoleucina", logo, relacionada a mecanismos anabdlicos

como sugerimos no inicio.

Como exemplo de um processo anabdlico envolvendo dois dos aminoacidos citados,
proteinas sao constantemente degradadas e sintetizadas em processos organicos com ne-
cessidades energéticas que sao atendidas a partir de elementos basicos dos meios de cul-
tura. No entanto, independentemente da origem destes elementos nutricionais bésicos
(endbdgena ou exdgena), poderiamos argumentar sobre seu destino dentro das células em
termos de processos de "sintese convergente" (ou direcionada) de alguns compostos impor-
tantes [53] que ocorre com os aminoacidos pela quebra de suas cadeias carbonicas através
de reacoes de oxidacao para produzir piruvato, acetil-CoA ou outros intermediarios do

"Ciclo do Acido Citrico"(CAC). A leucina, isoleucina e fenilalanina podem convergir para
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formar a coenzima acetil-CoA, um substrato de entrada no CAC, enquanto a fenilala-
nina também poderia convergir para fumarato. Nossos resultados mostraram que os CMs
pré-condicionados apresentavam excesso de leucina e isoleucina e falta de fenilalanina,
todas moléculas que poderiam ser utilizadas pelas células para sintetizar os substratos
utilizados em pontos especificos do CAC, como a coenzima acetil-CoA (fase anaerdbia)
e o fumarato (fase aerobia). E possivel que as células ao passarem pelo processo de pré-
condicionamento, estao adaptando seu metabolismo energético de maneira a tornarem-se
mais preparadas para lidar com o estresse induzido pelos repetidos ciclos de normoxia e
hipdxia do tratamento, aumentando a biossintese de acetil-CoA a partir do estoque de leu-
cina e isoleucina acumulado no ambiente intracelular. No CAC, essa coenzima sofre trans-
formacoes aerdbicas sucessivas até formar a molécula de fumarato. Porém, diferentemente
das células basais, as pré-condicionadas tinham, em média, menos oxigénio disponivel, o
que poderia influenciar na producao de fumarato. Valina e isoleucina também podem
ser utilizadas pelas células para sintetizar succinil-CoA, outra coenzima que é precursora
do fumarato, isto é, o fumarato é sintetizado a partir do succinato que, por sua vez, é
sintetizado a partir de succinil-CoA [53]. No entanto, como nao detectamos diferengas
nos niveis de valina entre células pré-condicionadas ou nao pré-condicionadas, poderiamos
dizer que o ponto mais provavel do CAC onde as diferencas induzidas pelo evento de pré-
condicionamento deixaram de ocorrer se refere ao processo de conversao de succinil-CoA
em fumarato, via succinato. Para sintetizar de maneira resumida a andalise das amostras
de células, nossa proposta é que cardiomiocitos pré-condicionados estao sinalizando um
provavel processo homeostatico celular, isto ¢, de manterem seu meio interno com certa
estabilidade em resposta ao estresse induzido pelo tratamento de pré-condicionamento.
A sequéncia de eventos metabodlicos a qual correlacionamos a esse processo se resume
ao aumento da biossintese de acetil-CoA a partir dos aminoacidos leucina e isoleucina
disponiveis no ambiente intracelular (evento anaerobico), seguida por uma diminuigao na

produgao de fumarato no CAC (evento aerébico).

Vamos analisar agora os resultados principais gerados pelas amostras de meio de cul-
tura baseando-se novamente em conceitos simples de bioquimica que, nesse caso especifico,
acreditamos se tratarem sobre catabolismo celular. O motivo para tal suposicao é que o
meio de cultura contém os nutrientes essenciais dos quais os cardiomiocitos se utilizam

(consomem) para gerar energia e assim se manterem vivos durante o tempo em que es-
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tdo em cultura. E de se esperar também que os cardiomiocitos estdo produzindo outros
elementos que nao fazem parte da composicao original do meio de cultura e, a estes,
denominamos de metabolitos excretados. A tabela 6.7 resume a lista dos metabolitos
consumidos pelas células que foram identificados nos espectros de ressonancia magnética.
A diferenciagao entre as duas classes de metabdlitos foi realizada verificando-se a composi-
cao de elementos do meio de cultura que pode ser facilmente encontrada em sua descricao

comercial.

Antes de iniciar a discussao sobre as modificacoes do metabolismo celular devido ao
efeito de pré-condicionamento "dindmico" (comparagoes entre os grupos de 48h e 96h)
e "persistente" (comparacoes isoladas entre os grupos de 48h ou de 96h), precisamos
avaliar os efeitos derivados da (1) diferenga de eficiéncia entre as incubadoras de hipoxia
e comercial e também aqueles relacionados ao (2) comportamento basal (ou natural) das
células. Desta forma, podemos discriminar os efeitos e obter uma argumentacao mais

realistica sobre o pré-condicionamento celular e os metaboélitos envolvidos nesse processo.

Iniciando pela anélise de eficiéncia das incubadoras (IH e IC) tomada em dois instantes
de tempo distintos, encontramos que o piruvato, um metabdlito produzido pelas células
no final do metabolismo glicolitico, persiste em se manter aumentado na IH em compa-
racao com a IC para os dois tempos pesquisado (ver Tabelas 6.10 e 6.11 os metabolitos
destacados em azul com p < 0.05), sendo dessa forma um metabolito que diferencia ambas
as incubadoras e que, portanto, nao serd considerado na andalise do pré-condicionamento.
Outros metabélitos também atuam para diferenciar as incubadoras, porém nao de forma
tao efetiva quanto o piruvato que se modificou persistentemente em ambos os tempos

analisados.

Passando para analise da situagao basal das células, desta vez analisando como ela se
modifica com a evolucao do tempo de 48h para 96h nas duas incubadoras (Tabela 6.12
para IC e Tabela 6.13 para IH), observamos agora um padrao interessante onde alguns
metabdlitos se repetem em ambas as incubadoras como alanina, dimetilamina e metil-
histidina, os quais poderiam ser considerados como basais, e outros que nao se repetem
como acetato, acido formico (formate), fenilalanina, lactato, metil-histidina, tirosina e va-
lina (ver respectivas tabelas). Para facilitar a interpretacio desse panorama metabdlico,
propusemos a Figura 6.25, letras A até D, sendo na letra A apresentado o resumo geral

desse panorama onde a valina, em destaque na cor azul, foi selecionada como metaboélito
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basal (mDBm) que evolui dinamicamente com o tempo, de 48h para 96h, sofrendo um
leve aumento nesse tltimo periodo (aproximadamente 11%). De maneira aniloga ao re-
sultado encontrado nas amostras de células esse metabolito, em conjunto com a leucina e
a isoleucina, pode ser utilizado pelas células no processo de biossintese celular para formar
a coenzima succinil-CoA no CAC aerdbico sob a condi¢ao basal com a diferenca de que
sua origem seria exogena, isto é, proveniente do meio de cultura. Em relacao aos metabo-
litos pré-condicionastes dinamicos (mDPm), estes podem ser facilmente identificados na
Figura 6.25 letra B em destaque na cor vermelha: Leu, Ile, Met, Pyro, Acetone, e Nico-
tinurate. Dentre esses, leucina, isoleucina, e metionina sao todos metabolitos consumidos
pelas células, isto é, estavam presentes na composicao original do meio de cultura. Sendo
assim, podemos constatar que houve um maior consumo destes nas primeiras 48h de cul-
tivo por se apresentarem menos concentrados nas amostras, seguido por uma diminui¢ao
para outro ciclo de 48h em cerca de 30%, fato este que poderia sugerir a ocorréncia de um
mecanismo de adaptacao celular ou homeostatico. Os metabolitos (aminoécidos) citados
também podem estar envolvidos em processos de biossintese celular de moléculas mais
complexas via degradagao de suas respectivas cadeias carbonicas como aquelas processa-
das na glicolise ou CAC. A Figura 7.1, extraida da referéncia [53], demonstra os possiveis
destinos destes metabolitos que se degradam para formar acetil-CoA (Figura 7.1, bloco
de aminoécidos 6) e succinil-CoA (Figura 7.1, bloco de aminoacidos 4). Podemos obser-
var novamente uma convergéncia entre os resultados obtidos nas amostras de extratos de
células, informacao direta, e de meios de cultura, informacao indireta, relacionada aos
metabolitos identificados ao efeito de pré-condicionamento que se equivalem e se comple-
mentam (caso da metionina nas amostras de meio de cultura). Cabe lembrar ainda que
no caso das células, as informacoes geradas sao resultantes do metabolismo acumulado em
96h, enquanto para os meios de cultura temos as informacoes em 96h, convergentes com
as das células, e também em 48h. Este é um "panorama metabolico" particularmente
interessante, pois demonstra que os cardiomio6citos estao regulando dinamicamente uma
parte de seu metabolismo que identificamos acima de maneira mais intensa nas primeiras
48h até se aproximarem de uma situacao metabdlica mais proxima a basal, reforcando
a ideia da ocorréncia de um processo homeostatico que se dd como resposta ao estresse

induzido pela terapia de pré-condicionamento.
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Figura 7.1: Destino da cadeia carbonica dos aminoacidos, que foram reunidos em seis grupos (1 a 6),
de acordo com o composto formado. Figura e legenda extraidas do livro Bioquimica Bésica de Anita
Marzzoco e Bayardo Baptista Torres.

Vamos abordar agora o caso mais interessante onde comparamos diretamente amos-
tras de meios de cultura com células pré-condicionadas e nao pré-condicionadas (basais)
em dois instantes de tempo distintos, 48h e 96h. De maneira andloga ao que fizemos
quando comparamos o caso basal e pré-condicionado isoladamente nos dois instantes de
tempo, precisamos avaliar o efeito da diferenca de desempenho entre as incubadoras a
fim de selecionar somente metabolitos relacionados com o efeito de pré-condicionamento
que persistem em se alterar nos tempos pesquisados, chamados neste trabalho de pré-
condicionantes persistentes nos tempos de 48 e 96h (mPPm-48 e mPPm-96). A Figura

6.25, letras C e D, resumem essa anélise.

Conforme podemos verificar para o tempo de 48h, letra C da referida figura, existem
14 metabodlitos desse tipo: Met, Thr, Tyr, Ile, Leu, Val, GLC, Ala, Pyro, Succinate, Ace-
tone, 3-MHis, DMA, e AcOH, sendo os 7 primeiros consumidos pelos CMs e os 7 ultimos
excretados. J& para o tempo de 96h, letra D da figura esse nimero é reduzido para 5 me-
tabolitos sendo leucina, arginina, valina e glicose (principal substrato energético utilizado
pelas células) aqueles consumidos, enquanto o acido piroglutamico (pyroglutamate) é o

tnico excretado. Constatamos novamente que o periodo de tempo onde ocorrem as mai-
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ores variagoes nas concentragoes dos metabolitos consumidos pelas células em resposta
ao efeito de pré-condicionamento se da durante o primeiro ciclo de 48h de cultivo quando
entao sucedesse uma diminuigao geral nesse ritmo durante o outro ciclo de 48h de cultivo,

tendéncia que sugere novamente um mecanismo homeostatico em desenvolvimento.

A anélise da Figura 7.1, que considera a degradacao das cadeias carbonicas de aminoa-
cidos para biossintese de outras moléculas mais complexas, pode ser novamente avaliada
para os dois periodos de tempo. Comecando em 48h, temos o piruvato (Figura 7.1,
bloco de aminoécidos 1) sendo formado a partir da treonina e também da alanina que é
um aminoacido nao existente na composicao original do meio de cultura. Esta provavel
conversao se da em meio anaerébico sendo gasto mais destes aminoacidos pelas células
pré-condicionadas do que aquelas basais. De forma semelhante, acetil-CoA (Figura 7.1,
bloco de aminoéacidos 6) é sintetizado a partir de isoleucina, leucina, treonina e tirosina
de forma anaerobica e gastando-se mais destes aminoacidos pelos meios das células pré-
condicionadas. Interessantemente, a coenzima succinil-CoA parece estar sendo sintetizada
aerobicamente a partir de todos os metabolitos que identificamos, isto é, isoleucina, me-
tionina, treonina e valina (Figura 7.1, bloco de aminoacidos 4), novamente, gastando-se
mais destes aminoacidos pelos meios das células pré-condicionadas. Cabe ressaltar que,
conforme deduzimos anteriormente para o caso dos metabolitos dinadmicos, a valina foi
identificada como sendo do tipo basal, isto é, durante o pré-condicionamento dinamico,
esta nao atua como metabolito classificador. Entretanto, tal observacao nao é valida no
caso dos metabolitos pré-condicionantes persistentes, pois a valina emerge como sendo um
diferenciador entre grupos de células basais e pré-condicionadas para ambos os tempos.
Se consultarmos os valores de variacao percentual acerca deste metabolito, verificamos
que para o tempo de 48h este é aproximadamente 20% maior que a média observada para
Ile, Met, e Thr (28.3 +- 4.2%), enquanto para o tempo de 96h, este também é cerca de
20% além de nao serem observadas variagoes estatisticamente significativas associadas aos
outros 3 aminoacidos (para maiores detalhes, consultar Tabela 6.17). Este excesso de 20%
nos niveis da valina encontrado nos CMs pré-condicionados nos dois instantes de tempo
investigados, indica um desequilibrio entre a proporcao destas moléculas precursoras da
coenzima succinil-CoA de ao menos 20%. Apresentando o dado numérico de outra forma,
para cada 5 coenzimas sintetizadas, sobra uma molécula de valina no meio de cultura que

nao é aproveitada pelas células, sendo esta uma tendéncia que se mantem para os dois
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tempos de cultivo. Este comportamento parece sinalizar que o metabolismo energético
dos CMs pré-condicionados tende a elevar a producao de seus respectivos intermediarios,
via degradacao das cadeias carbonicas de aminoacidos, até o ponto onde hé formacao de
succinil-CoA quando entdo se observa o desequilibrio na proporcao das moléculas envolvi-
das em sua sintese. Nao temos resultados ou argumentos suficientes para assumir que se
trata do ponto exato no CAC onde as diferencas ocorrem, mesmo porque a formacao do
fumarato a partir da tirosina (Figura 7.1, bloco de aminoacidos 3) pode de fato ocorrer
ja que esse aminoacido ¢ mais consumido pelas células pré-condicionadas, ao menos apos
48h em cultivo (ver Tabela 6.17, caso PC48 vs. NPC48). Faltaria para fechar o ciclo
(CACQ), a sintese de oxaloacetato, porém nao detectamos em nossos resultados os aminoa-
cidos que por degradacao de cadeias carbonicas, o formariam. Tal panorama bioquimico
pode sugerir, portanto, um mecanismo de adaptagao celular que nao nos parece prudente
pensar como sendo absoluto ou bem localizado, mas sim parcial ou superposto, no sentido
em que as células pré-condicionadas demandam tempo até se adaptarem a condicao de
estresse causada pelos ciclos seguidos de hipoxia, regulando de maneira sempre continua
sua produgao de energia pela alteracao nas proporgoes de sintese de intermediarios do
CAC. Entretanto, é importante lembrar que essa analise também concorda com a anélise
dos resultados de células referente a sintese de fumarato a partir da valina, que mos-
trou essa etapa como provavel ponto de diferenca do CAC que é induzida pelo evento de

pré-condicionamento.

As anélises acima, acerca das amostras de meio de cultura, estao relacionadas com
a producao de energia pelas células a partir da degradacao das cadeias carbonicas de
aminoacidos sejam estes provenientes de proteinas (endogena) ou meio de cultura (exo-
gena). Entretanto, as células também podem produzir sua energia a partir da degradagao
das cadeias carbonicas de carboidratos como, por exemplo, a glicose um monossacarideo
de funcao aldeido. De fato, a degradacao dos carboidratos na cadeia respiratoria celu-
lar costuma ser a primeira alternativa de producao de energia pelas células na condicao
basal. Entretanto, quando a demanda energética aumenta demasiadamente, as reservas
de carboidratos sao as primeiras a serem consumidas forcando as células a buscarem por
alternativas outras como é o caso da degradacgio de lipidios e de proteinas (ver Figura

7.2).
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Figura 7.2: Mapa simplificado de parte do metabolismo de carboidratos, lipidios, e proteinas. As setas
indicam, em alguns casos, reacoes e, em outros, etapas de vias metabolicas compostas por varias reacoes.
As reacOes ou etapas irreversiveis estdo assinaladas em vermelho. Figura e legenda extraidas do livro
Bioquimica Bésica de Anita Marzzoco e Bayardo Baptista Torres.

A partir dos resultados que encontramos nas amostras de células, nao é possivel afe-
rir claramente o consumo da molécula de glicose, muito embora a célula possa produzir
dois metabolitos que sao produtos de seu metabolismo energético: o piruvato, advindo
da glicolise anaerdbica, na proporcao de duas moléculas para cada molécula de glicose
e o lactato, advindo da fermentacao lactica, na mesma proporcao que o caso anterior.
Nossos resultados apenas apontam que CMs pré-condicionados parecem nao estarem pro-
duzindo moléculas de lactato uma vez que os sinais de ressonancia associados tém mediana
nula. Este resultado sugere que as células pré-condicionadas parecem nao estarem se uti-
lizando do metabolismo lactico para produzir sua energia (ATP) na mesma intensidade

que aquelas nao pré-condicionadas o que, de certa maneira, concorda com os resultados
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que encontramos nas amostras de meio de cultura que demonstraram um consumo mais
acentuado por aminoacidos de origens proteicas nas vias de degradagao de suas cadeias

carbonicas, sejam elas anaerobica ou aerobica.

Em relacao aos resultados que encontramos nas amostras de meio de cultura para a
molécula de glicose, ndo detectamos que esta tenha sido confirmada como classificadora
entre as comparagoes dindmicas (48h vs. 96h) dos grupos basais e pré-condicionados
conforme pode ser visto na Figura 6.25, letras A e B. Este resultado sugere que ambos os
grupos podem estar consumindo glicose na mesma proporcao durante todo o periodo de
tempo em que as células sao mantidas em cultivo, isto é, as 96h. Finalmente, em relagao
as comparacoes persistentes (basal vs. pré-condicionada em 48h e 96h), resumidas na
Figura 6.25, letras C e D, a glicose passa a figurar como classificadora entre os meios de
cultura dos grupos pré-condicionados e nao pré-condicionados, apresentando-se sempre em
excesso no primeiro caso. Uma vez que a glicose ¢ um elemento do meio de cultura que
estd sendo consumido pelas células, quando se detecta seu excesso nas amostras significa
que ela sendo menos consumida ou, em outras palavras, que esta sobrando no meio de
cultura. Logo, CMs pré-condicionados estao se utilizando menos deste recurso energético
que aqueles no estado basal, novamente, concordando com a premissa que o efeito do
pré-condicionamento celular ativa mecanismos de degradacao de cadeias carbonicas de
moléculas de origem proteica e que este é um fendomeno que persiste em acontecer nos

dois periodos de tempo pesquisado separadamente.

Para concluir esta secao de discussao, cabe ressaltar que devido ao carater deste traba-
lho estar focado no desenvolvimento do prototipo da incubadora de hipoxia, bem como na
aprendizagem da Metabolomica, da Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
protons e métodos estatisticos, claramente com enfoque nas ciéncias exatas, necessitamos
do amparo de colaboradores que trabalham nas ciéncias bioldgicas que nos auxiliam com
na interpretagao destes resultados. Por exemplo, sao eles que poderao argumentar com
propriedade se o contexto metabdlico que caracterizamos a partir de nossos resultados para
os CMs pré-condicionados sao de fato uma resposta homeostatica celular e como esta se
correlacionaria com as variadas propriedades protetivas reportadas na literatura. Entre-
tanto, ao buscarmos explicagoes acerca das modificagoes biologicas induzidas nas células
pré-condicionadas, baseando-se em conceitos relativamente simples de bioquimica bésica

como aqueles encontrados na referéncia [53], acreditamos estar cumprindo nosso papel
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como investigador interdisciplinar capaz de transitar por outras &reas de conhecimento,
porém cientes de nossa limitacao e da necessidade de buscarmos parcerias estratégicas.
Dessa forma, esperamos dar nossa parcela de contribuicao para a comunidade cientifica
fornecendo "pistas metabolicas" acerca das terapias envolvendo o pré-condicionamento a

nivel celular que possam resultar no avanco das terapias médicas em geral.



Capitulo 8

Conclusoes

Nesse trabalho, concretizamos os objetivos propostos ao iniciar este estudo. Dese-
nhar, construir e testar uma incubadora capaz de realizar cultivo e pré-condicionamento
celular, com materiais de baixo custo que sao controlados através de microcontrolador
Arduino Mega. Devido a caracteristica deste trabalho no que diz respeito a sua parte
instrumental, a incubadora pode ser atualizada ou melhorada com materiais de maior
precisao e robustez para uma maior eficiéncia com diferentes tipos de células. Durante
seu desenvolvimento, foi necessario estudar conceitos bésicos de programacao em Arduino
que esta baseado em linguagem C-++ para o controle da incubadora Hipoxia. No que diz
respeito a parte bioldgica, foi imprescindivel aprender técnicas sobre cultivo celular para
a realizagao desse projeto. Da mesma forma, compreender, consolidar e transferir a parte
teorica de Ressonancia Magnética Nuclear para a parte experimental foi fundamental
para compreender a natureza dos espectros de ressonancia magnética de alta-resolucao.
Entender os principios basicos por tras dos métodos de estatistica multivariada e univa-
riada também constituiu outro elemento importante do trabalho, pois forneceu subsidios
para saber como aplica-los corretamente e como interpretar todas as anélises e resultados

encontrados de células pré-condicionadas.

Por parte dos resultados, a IH apresentou um resultado esperado, ja que de fato existe
uma diferenca quando é comparada com a incubadora comercial devido as componentes
das mesmas. Na parte de cultivo celular, foi realizado segundo o plano experimental
descrito no cap 5. Apo6s, os resultados estatisticos que foram obtidos através de gra-

ficos de scores plots e VIP scores, pudemos concluir que existe uma diferencia entre
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grupos de células/meios ndo pré-condicionadas comparados com grupos de células/meios
pré-condicionadas, identificamos aqueles possiveis metabolitos que ocasionaram a dife-
renca entre esses grupos, e para confirmar a significancia estatistica desses metabolitos
foi utilizado a andlise univariada por meio do Teste-t, indicado as distribui¢oes normais,
e Kruskall-Wallis, indicado para distribuigoes nao-normais, levando-se em conta o valor
"p" em ambos os casos. (p<0.05). Ao identificar todos os metabolitos encontrados nessa

etapa, podemos identificar as vias metabolicas pelas quais sao gerados.

Para as amostras de células, ao comparar os grupos NPC vs PC, é possivel que as
células ao passarem pelo processo de pré-condicionamento adaptem seu metabolismo para
tornar-se mais preparada para confrontar o estresse induzido pelos ciclos de normoxia-
hipoxia. Para a discussao dos meios de cultura, é necessario e importante ter em conta
o parametro de tempo para realizar as diferentes comparagoes. Para amostras NPC vs
PC em tempos de 48h e 96h, observamos que existe uma diferencia em quantidade de
metabolitos encontrados, constatando dessa forma que no periodo de 48h ocorrem as
maiores variagoes de metabolitos consumidos, porém para o tempo de 96h acontece uma
diminuicao. As interpretacoes ainda estao abertas, é necesséario o apoio de um profissional

da saude para confirmar esses resultados e discussao.

Acreditamos que as metodologias empregadas nesse projeto poderiam ser replicadas
em diferentes laboratorios e, dessa forma, acrescentariam novas informacgoes para discus-
sao sobre pré-condicionamento realizado em células nao apenas para cardiomiocitos, mas
também extrapolar para outros tipos de células, por exemplo, para células que sao modi-
ficadas geneticamente ou células cancerigenas. Finalmente, acreditamos que esses estudos
e pesquisas acerca de pré-condicionamento celular podem ser o primeiro passo para aliviar

e descifrar o impacto de algumas doencas.
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Apéndice A

Protocolos de cultivo celular

A.l

Protocolo de descongelamento celular

Aquecer o meio (DMEM + 10% SFB), PBS e a tripsina no banho a 37° C;
Ligar o UV do fluxo laminar durante 20 min;
Limpar todo o fluxo laminar com gaze estéril e alcool 70%;

Colocar a ponteira de vidro no sugador de material bioldgico e abrir a valvula de
aspiragao;

Separar um tubo falcon de 15 ml estéril e adicionar 8 ml;

Retirar o vial do nitrogénio liquido (ver a localizacdo das células no mapa das
amostras crio-preservadas);

Levar o vial para o fluxo e descongelar as células na mao;
Adicionar 1 ml de meio no vial quando as células estiverem descongelando;

Inverter e verter o vial até as células estarem completamente descongeladas, verter
o conteudo do vial no falcon de 15 ml previamente separado;

Re-suspender o pool de células + meio (movimentos up/down);
Levar o tubo falcon 15 ml para a centrifuga por 3 min a 1300 rpm;
Voltar com o tubo falcon 15 ml cuidadosamente para o fluxo laminar;

Com o auxilio do sugador de material biologico, aspirar o sobrenadante cuidadosa-
mente para nao desmanchar o pellet;

Adicionar 2 ml de meio no tubo falcon 15 ml;

Com o auxilio de uma pipeta graduada, re-suspender o pellet e homogeneizar o pool
de células + meio (movimentos up/down);

Retirar 200 ul do pool de células + meio para fazer a contagem celular em camara
de Neubauer;
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e Apoés a contagem, adicionar meio no tubo falcon 15 ml até completar 5 ml e transferir
o pool de células + meio para uma garrafa de cultura T25 ou placas que utilizara-se
e colocar na incubadora a 37°C.

A.2 Protocolo de sub-cultivo celular

Limpeza do fluxo laminar:

e Ligar o UV do fluxo laminar durante 20 min;
e Limpar todo o fluxo laminar com gaze estéril e alcool 70%;

e Colocar a ponteira de vidro no sugador de material biologico e abrir a valvula de
aspiracao;

Separar os materiais de trabalho:

e Aquecer o meio (DMEM + 10% SFB), PBS e a tripsina no banho a 37° C;

Separar os materiais a serem utilizados no fluxo:

— Tubo falcon de 15 ml;

— Garrafa de cultura T25;

— Pipetas descartaveis de 5 ml;

— Ponteiras descartaveis de 1000 ul e 200 ul;

— Microtubo de 2 ml.
e Retirar a garrafa de cultura T25 da incubadora e levar para o fluxo laminar;
e Aspirar o meio da garrafa de cultura T25;
e Acrescentar 5 ml de PBS para lavar a garrafa;
e Com o auxilio do sugador de material biol6gico, aspirar o PBS;

e Adicionar 1 ml de Tripsina na garrafa de cultura T25 e levar a garrafa para a
incubadora a 37°C por aproximadamente 2 min;

e Observar no microscopio se as células se desprenderam do fundo da garrafa;

e Com o auxilio de uma pipeta, adicionar 4 ml de meio na garrafa e transferir o
contetido para o tubo falcon 15 ml;

e Re-suspender (movimentos up/down) o pool de células + meio;
e Levar o tubo falcon 15 ml para a centrifuga por 3 min a 1300 rpm;
e Voltar com o tubo falcon 15 ml cuidadosamente para o fluxo laminar;

e Com o auxilio do sugador de material biol6gico, aspirar o sobrenadante cuidadosa-
mente para nao desmanchar o pellet de células formado pela centrifugacao;

e Adicionar 2 ml de meio no tubo falcon 15 ml;
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e Com o auxilio de uma pipeta graduada, re-suspender o pellet e homogeneizar o pool
de células + meio (movimentos up/down);

e Retirar 200 ul do pool de células + meio para fazer a contagem celular em camara
de Neubauer;

e Apoés a contagem, adicionar meio no tubo falcon 15 ml até completar 5 ml e transferir
o pool de células + meio para uma garrafa de cultura T25 e colocar na incubadora
a 37°C.



Apéndice B

Matriz multivariada - melos de cultura

acetate | acetone | alanine | arginine | cadaverine | dimethylamine | ethanol | formate | glucose | isoleucine | lactate
0.97 0.43 1.22 3.21 1.11 10.33 1.01 0.15 5.67 2.31 8.35
0.87 0.45 1.04 3.63 0.85 9.55 1.21 0.39 6.78 2.47 4.59
1.11 0.04 1.28 2.21 1.53 11.31 0.75 0.34 8.23 2.37 7.44
0.78 0.26 1.02 1.83 1.14 6.48 0.94 0.12 8.11 2.26 5.56
0.76 0.24 1.02 1.72 0.98 5.72 0.71 0.13 8.23 2.02 4.94
0.77 0.11 0.84 2.34 0.89 16.79 0.57 0.13 9.47 1.59 6.67
0.74 0.11 0.81 2.55 0.81 10.63 0.68 0.12 12.03 1.78 3.84
0.83 0.12 0.92 2.47 0.71 15.52 0.38 0.16 9.33 1.62 6.73
0.73 0.11 0.74 2.78 0.82 19.19 0.71 0.09 10.31 1.66 4.26
1.07 0.36 2.01 3.44 1.56 0.36 0.38 0.27 0.62 2.61 16.81
0.91 0.27 1.31 1.67 1.11 0.33 0.78 0.16 5.71 2.53 6.07
1.11 0.37 1.77 2.06 1.02 0.41 0.28 0.23 2.49 2.79 12.48
0.95 0.21 1.91 1.92 1.16 0.17 0.77 0.27 3.39 241 13.89
0.86 0.28 1.72 2.22 1.13 0.16 0.91 0.25 5.89 2.28 9.74
1.21 0.13 1.43 2.09 0.85 0.41 1.17 2.67 8.51 1.77 12.51
1.04 0.12 1.05 2.94 0.76 0.23 1.23 2.42 11.82 1.91 6.28
1.17 0.13 1.52 1.78 0.76 0.42 0.89 2.88 8.29 1.78 13.31
0.97 0.11 0.87 3.25 0.82 0.41 1.17 2.02 11.45 1.79 6.18
0.93 0.21 1.01 1.93 1.05 12.64 0.51 0.12 7.71 1.87 7.47
1.01 0.01 0.91 2.61 1.05 13.83 0.71 0.13 9.12 2.29 4.71
0.88 0.14 1.02 2.12 0.88 12.66 0.93 0.13 8.21 2.25 6.15
0.77 0.17 0.91 2.49 0.91 7.21 0.41 0.08 8.67 2.27 4.78
0.81 0.18 0.92 2.42 1.04 6.16 0.53 0.13 8.43 2.12 5.08
0.78 0.19 0.89 1.92 0.95 6.49 0.48 0.09 8.75 2.11 4.32
0.98 0.03 1.12 2.45 1.11 0.35 1.08 0.12 10.04 2.74 5.79
0.88 0.17 1.01 2.53 0.81 0.34 0.78 0.11 9.65 2.22 5.71
1.13 0.02 1.24 2.23 0.97 0.42 1.99 0.18 8.84 2.61 8.33
0.79 0.15 1.01 1.27 0.74 0.14 0.51 0.11 8.31 2.31 5.54
0.86 0.18 1.15 1.95 1.16 0.15 0.55 0.16 6.58 2.23 8.78
0.91 0.11 1.11 2.44 0.81 0.19 0.33 2.37 8.34 1.86 12.9
0.68 0.06 0.71 2.11 0.83 16.96 0.29 0.11 9.62 1.48 7.33
0.77 0.06 0.66 2.75 0.91 11.71 0.38 0.09 13.13 1.66 3.83
0.73 0.05 0.64 2.64 0.96 14.74 0.65 0.09 11.25 1.72 5.23
0.55 0.08 0.63 2.07 0.83 11.41 0.34 0.09 8.11 1.37 5.66
0.66 0.07 0.62 2.61 0.59 19.15 0.42 0.07 11.01 1.65 3.81
0.71 0.08 0.69 2.38 0.91 17.09 0.68 0.09 10.09 1.82 5.76
0.76 0.09 1.07 2.29 0.81 0.45 0.42 0.15 9.58 1.98 13.43
0.85 0.11 0.71 3.02 1.07 0.22 0.41 0.08 12.93 2.27 4.27
0.87 0.09 0.92 2.99 1.01 0.35 0.35 0.14 11.66 2.02 9.24
0.91 0.09 1.03 2.61 0.81 0.37 0.54 0.13 10.45 2.02 10.31
0.84 0.11 0.69 3.41 0.88 0.48 0.36 0.09 13.76 2.14 3.53
0.82 0.08 0.83 2.39 1.04 0.37 0.39 1.39 9.53 1.69 9.57
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leucine | methionine | nicotinurate | phenylalanine | pyroglutamate | pyrovate | succinate | threonine | tyrosine | valine | T-methylhistidine
2.65 0.54 0.06 0.82 4.61 0.92 0.1 2.12 1.26 2.33 0.64
2,67 0.48 0.07 0.77 3.95 0.61 0.65 2.04 1.21 2.25 0.55
243 0.55 0.08 0.61 5.31 0.85 0.69 1.93 1.09 2.33 0.78
2.56 0.61 0.06 0.72 5.66 0.64 0.64 1.71 1.12 2.45 0.79
3.12 0.51 0.08 0.1 5.25 0.57 0.61 1.79 111 2.15 0.77
1.97 0.45 0.06 0.58 6.03 0.54 0.65 142 0.93 1.82 0.62
2.18 0.45 0.07 0.61 7.13 0.78 0.45 1.38 0.93 1.98 0.64
1.93 0.45 0.06 0.56 6.41 0.62 0.46 1.48 0.91 1.84 0.62
2.04 0.44 0.06 0.63 6.04 0.66 0.58 1.33 0.91 1.83 0.59
3.61 0.61 0.07 0.97 5.27 0.74 0.83 1.98 1.42 2.62 0.74
3.02 0.46 0.06 0.84 4.4 0.54 0.71 1.61 1.21 2.14 0.69
3.29 0.61 0.07 0.96 5.35 0.52 0.92 1.74 1.51 2.67 0.73
291 0.64 0.08 0.78 6.69 0.94 0.79 1.81 1.27 2.85 0.89
3.35 0.57 0.11 0.76 7.02 0.82 0.54 1.83 1.21 2.51 0.84
241 0.49 0.07 0.73 7.28 0.78 0.44 1.67 1.07 2.03 0.74
2.14 0.49 0.07 0.67 7.13 0.67 0.53 1.57 1.03 2.15 0.69
243 0.52 0.08 0.72 7.57 0.79 0.52 1.79 1.18 2.24 0.77
2.28 0.47 0.08 0.63 7.18 0.61 0.64 1.39 0.99 1.92 0.69
2.81 0.51 0.07 0.57 5.64 1.15 0.62 147 0.96 2.31 0.76
2.52 0.53 0.05 0.43 5.12 1.24 0.56 141 0.91 2.25 0.72
281 0.51 0.06 0.52 5.54 111 0.66 1.46 0.86 2.22 0.74
241 0.49 0.07 0.69 5.34 0.91 0.61 1.57 0.98 2.31 0.73
2.24 0.49 0.07 0.61 541 0.83 0.59 1.61 0.98 2.23 0.65
2.57 0.45 0.06 0.59 517 0.96 0.66 1.58 0.94 2.16 0.81
2.95 0.56 0.07 0.51 547 1.54 0.58 1.92 151 2.51 0.87
3.14 0.56 0.07 0.1 5.94 1.22 0.66 1.96 1.09 2.61 0.87
2.76 0.61 0.06 0.51 5.58 1.66 0.63 1.98 1.01 2.59 0.89
291 0.48 0.06 0.63 5.45 0.81 0.74 0.17 0.99 2.43 0.85
271 0.48 0.07 0.68 5.61 115 0.66 2.01 1.04 2.34 0.85
248 0.42 0.07 0.58 8.31 1.07 0.51 1.34 0.96 2.42 0.74
1.7 0.34 0.05 0.46 6.65 0.91 0.48 1.05 0.76 1.66 0.59
2.59 0.42 0.07 0.55 741 111 0.33 1.24 0.82 1.99 0.66
1.99 0.38 0.05 0.47 7.01 1.01 0.48 111 0.72 1.73 0.61
1.84 0.31 0.05 0.51 5.43 0.72 0.37 1.01 0.1 145 0.49
2.21 0.38 0.05 0.51 6.45 1.02 0.46 111 0.76 1.85 0.59
1.97 0.39 0.05 0.51 6.86 0.93 0.49 117 0.7 1.73 0.58
2,67 0.51 0.07 0.61 8.62 1.21 0.57 1.46 0.98 2.34 0.76
2.71 0.52 0.08 0.66 749 117 0.52 1.29 1.05 2.22 0.67
2.61 0.48 0.07 0.58 9.19 1.37 0.46 1.35 0.96 0.27 0.73
2.36 0.53 0.07 0.67 7.51 1.03 0.61 1.39 1.04 2.34 0.1
2.56 0.49 0.06 0.57 8.46 1.29 0.38 1.26 0.93 2.14 0.71
2.29 0.38 0.06 0.63 748 0.96 0.61 1.02 0.83 1.88 0.67

Tabela B.1: Matriz multivariada para todos os metabodlitos identificados nos espectros de ressonéncia das
amos de meio de cultura NPC e PC



Apéndice C
Equipamentos

Equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.

(a) Incubadora Hipoxia e circuito elétrico (b) Interfase para o controle da incubadora hipoxia
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(c) Interior da incubadora hipoxia (d) Maquina de ultrassom utilizado no processo de
extragdo metabolica

(e) Fluxos laminares utilizados para a manipulagiao(f) 1. Incubadora comercial para cultivo de células 2.

de células e meios de cultura Microscépio optico 3.Centrifuga citologica 4. Tanque
de nitrogeénio liquido utilizado para armazenar células
congeladas

Figura C.1: Diferentes equipamentos para a realizacao deste trabalho, os quais podem ser encontrados
no LabM?-IFUSP.
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