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RESUMO: A analise da composicdo de
célculos biliares é vital para a etiopatogenia
das litiases biliares, e pode ajudar na
prevencao da sua formagédo. Nesse estudo
uma amostra de calculo biliar in vivo foi
caracterizada ex vivo pela técnica de
ressonancia magnética nuclear de solidos
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de *C (RMNs) utilizando-se a sequéncia de
polarizada cruzada (CP) e rotagdo em torno
do angulo mégico (MAS), na prospeccao
dos constituintes majoritarios presentes,
com o0 minimo de manipulacdo do
material. As condicbes de aquisicdo foram
otimizadas, e a preparacdo da amostra
envolveu apenas sua pulverizacao em gral
de agata. Foi constatado que o célculo biliar
do presente estudo apresentou o colesterol
como principal constituinte. A comparagéao
dos deslocamentos quimicos de '"C
permitiu sugerir que a forma polimoérfica
predominante seria a do colesterol
monoidratado cristalino, observado em
pacientes portadores de colecistite cronica.
PALAVRAS-CHAVE: RMN de Soélidos de
8C, polimorfos do colesterol, colecistite,
depositos biliares in vivo; doengas da
vesicula.

3C SOLID NMR AS A TECHNIQUE
FOR PROSPECTING BILE DEPOSITS
EX VIVO

ABSTRACT: Analysis of the composition of
gallstones is vital for the etiopathogenesis of
gallstone disease and can help prevent its
formation. In this study, an in vivo gallstone
sample was characterized ex vivo using
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solid-state '*C nuclear magnetic resonance (NMR) magic angle spinning (CPMAS) sequence
in prospecting the majority constituents present, with minimal material manipulation. The
acquisition conditions were optimized, and the sample preparation involved only its grinding in
an agate mortar. It was found that the gallbladder stones in the present study had cholesterol
as the main constituent. A comparison of '*C chemical shifts suggested that the predominantly
polymorphic form would be crystalline cholesterol monohydrate, usually found in patients with
chronic cholecystitis.

KEYWORDS: °C solid-state NMR; cholesterol polymorphs, colecistite, in vivo gallstones;
gallbladder diseases.

INTRODUCAO

A presenca de célculos biliares, ou ‘pedras na vesicula’ (colelitiase) é uma das
principais causas de dores abdominais que necessitam de hospitaliza¢gdo e intervencéo
cirurgica. Trata-se de um sério problema de salude, que impacta milhGes de pessoas em
todo o mundo (Siddiqui et al., 2023). Célculos biliares e cancer de vesicula sao condigbes
patolégicas que frequentemente coexistem: pacientes com histérico de célculos biliares
que medem mais do que 3,0 cm de diametro sdo mais propensos a desenvolver cancer de
vesicula (Kapoor, 2006).

O figado produz e secreta bile, que € uma solugdo aquosa espessa de coloracdo
amarelo-esverdeada, necessaria para emulsificar os lipideos antes da digestéo. A bile &
composta por colesterol (Figura 1), sais biliares (bilirrubina), fosfolipideos (como a lecitina),
bilirrubina conjugada, CaCQO,, eletrélitos e agua, e € transferida para a vesicula via duto
hepatico, onde é armazenada e concentrada. Apos a ingestdo de alimentos, a vesicula
biliar transfere a bile para o intestino, de forma a dar continuidade ao processo de digestao.

Figura 1. Estrutura quimica do colesterol.

Fonte: os autores.

Quimica e bioguimica: fundamentos e aplicagdes Capitulo 7

84



O colesterol é um componente vital das membranas celulares e essencial para a
estrutura celular. Trata-se de uma molécula muito pouco solivel em agua. Em sistemas
biolégicos a solubilizagcdo ocorre através de sua incorporagdo nas membranas lipidicas,
por interacdo com 0s sais biliares ou com as lipoproteinas no sangue. Nas células, a
maior parte do colesterol encontra-se localizado na membrana plasmatica, onde a regiao
hidrofobica interage com as cadeias de acidos graxos dos lipideos, enquanto os grupos
hidroxila se posicionam em torno das moléculas de 4gua que envolvem a membrana celular
(Shepelenko et al., 2022).

Cristais de colesterol sédo formados a partir da cristalizacéo de moléculas de colesterol
com ou sem moléculas de agua incorporadas na estrutura cristalina final. Esses cristais séo
de grande interesse, ja que tem papel importante em algumas doengas, como a formacéo de
célculos biliares e a ateroesclerose (Kugukbenli et al., 2012). Altos niveis de colesterol séo
patologicos, pois podem resultar na formagéo de dominios cristalinos bidimensionais nas
membranas celulares e na precipitacdo de cristais de colesterol mono-hidratado. Por sua
vez, dominios cristalinos bidimensionais podem se transformar em cristais tridimensionais
do polimorfo monoclinico ou do polimorfo triclinico. O polimorfo monoclinico foi identificado
em modelos de cultura de células relacionadas com a ateroesclerose (Varsano, 2018),
assim como em solucgdes de bile, precursoras da formacgéao de célculos biliares.

A aglomeracao dos componentes da bile, por supersaturacédo de colesterol e reagdes
incompletas da bilirrubina ocasiona a formagéo dos calculos biliares, cuja composicao
apresenta concentragbes variaveis desses componentes: calculos de colesterol ‘puro’ (=
70% de colesterol, coloragdo branca, marrom claro ou esverdeada), calculos de colesterol
mistos (normalmente 30-70% de colesterol, coloracdo marrom ou marrom-amarelada) e
célculos altamente pigmentados (<30% de colesterol, coloragéo preta ou marrom).

Varias condi¢cbes patogénicas podem causar a hipersecrecédo de colesterol ou a
hiposecrecéo de acidos biliares, dando inicio aformacao de depositos. Com a supersaturacao
ocorre a formacdo de cristais que se combinam com os demais constituintes da bile.
Tanto a quantidade quanto a forma polimérfica do colesterol presente nesses depoésitos
pode ser correlacionada com algumas doengas, como a colecistite crénica, a colecistite
granulomatosa e o cancer de vesicula. Alguns outros constituintes da bile, como sais de
magnésio e célcio, também podem combinar-se com o colesterol e contribuir para formar os
célculos biliares (Rudling et al., 2019). Nao existem até o momento medicamentos eficazes
para tratar doencas que produzem esses depositos. O procedimento padréo € a cirurgia de
remocao da vesicula (Siddiqui et al., 2023).

Os célculos biliares podem ser amorfos ou cristalinos, com didmetros entre alguns
milimetros até em torno de seis centimetros, e com diferentes geometrias. Para uma
classificacdo acurada, € necessario proceder com a andlise dos componentes presentes
nesses depositos. Os constituintes quimicos devem ser identificados, de forma a elucidar
os fatores etiopatogénicos que podem entdo ser utilizados para implementacédo de
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tratamentos e planos de prevencéo.

Varias técnicas tem sido utilizadas nos ultimos anos para a caracterizagdo dos
calculos biliares: difracao de raios X (DRX), microscopia eletrénica de varredura (MEV),
imagens por ressonancia magnética nuclear (MRI) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear em solugéo (RMN) e a ressonancia magnética nuclear de sélidos (RMNSs).
Entretanto existem algumas limitacbes para o emprego de algumas dessas técnicas para
o estabelecimento da composicao dos célculos biliares. Por exemplo a DRX necessita que
a amostra esteja na forma de p6 cristalino, enquanto o 1V pode néo ser capaz de detectar
todos os componentes presentes sem ambiguidade (Jayalakshmi et al., 2009). Por outro
lado, a aplicabilidade da espectroscopia de RMN & ampla, por ser uma técnica ndo invasiva
e altamente reprodutivel, e no caso particular da RMN de solidos, ndo exige preparagéao
extensa da amostra e possibilita a caracterizacao dos diferentes componentes presentes,
soluveis ou insoltveis em um determinado meio, incluindo-se as estruturas cristalinas de um
mesmo componente, e as eventuais fases amorfas presentes. Um exemplo de aplicagéo é
o trabalho publicado por Bak et al. (2000), que utilizaram com sucesso a técnica de RMN de
solidos para a caracterizacdo de amostras de calculos renais. A observagao dos sinais de
8P e de ¥C possibilitou o estabelecimento da composi¢éo de seis amostras de depositos
produzidos in vivo, por comparagdo com espectros de padrées. Componentes cristalinos
e amorfos puderam ser facilmente identificados, através das medidas dos parametros
deslocamento quimico isotrépico, anisotropia e par&metro de assimetria, extraidos dos
espectros experimentais por programas de ajuste apropriados.

A compreenséo sobre a composi¢ao e microestrutura dos calculos biliares fornece
indicacbes sobre o mecanismo de sua formacéo e as doencas a ela associadas. Waterhous
et al. (1985) publicaram os deslocamentos quimicos de 'H e de *C de uma série de acidos
biliares. Nos espectros de RMN de '®C, além dos sinais na regido entre 10 e 45 ppm,
absor¢bes caracteristicas de carbonos do tipo HC-O na regido entre 68 e 75 ppm, e
dos grupos COOH e COO- entre 190 e 180 ppm foram apresentados. ljare et al. (2005)
obtiveram os espectros de RMN de 'H e de *C de varios acidos biliares em meio aquoso,
e assinalaram todos os sinais observados. Jayalakshmi et al. (2009) adquiriram espectros
de RMN em solugdo ('H e *C) e de RMN de sélidos de *C (sequéncia de polarizagéo
cruzada, CPMAS), de trés formas polimorficas do colesterol, a mono-hidratada e duas
formas anidras, presentes nos calculos biliares. A temperatura ambiente duas formas
cristalinas, uma forma monohidratada (Z’'=8) e um forma anidra (Z’ = 8) foram analisadas.
A presenca de multiplos sinais para um mesmo carbono, que representa as moléculas
cristalograficamente ndo equivalentes foi constatada para varios carbonos. Por exemplo,
no espectro de '*C do polimorfo anidro foram observados para o carbono C6 seis sinais
diferentes, cinco com mesma intensidade e o sexto com aproximadamente o triplo da
intensidade, o que confirma a presenga de 8 moléculas na célula unitaria, como indicado

pelos dados cristalograficos. Os autores sugeriram que a determinacéo de qual polimorfo
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especifico estaria associado com a patologia poderia fornecer informacoes Uteis sobre o
progndstico da doencga. Dessa forma o conhecimento dos perfis dos espectros de RMN de
soélidos das fases de cristais de colesterol € uma etapa essencial para o avango da pesquisa
nessa area. Kugukbenli et al. (2012) estabeleceram os deslocamentos quimicos de *C de
algumas estruturas do colesterol por calculos DFT. Os resultados foram comparados com
os obtidos experimentalmente. Foi possivel fazer o assinalamento de todos os sinais da
forma mono-hidrato e do polimorfo anidro obtido a baixa temperatura. Sharma et al. (2016)
publicaram espectros de RMN CPMAS de *C do colesterol recristalizado e de bilirrubina.
Shepelenko et al. (2022) estudaram o polimorfismo e os mecanismos de nucleagcéo de
colesterol mono-hidratado a partir de calculos DFT, e obtiveram dados sobre os polimorfos
monoclinico e o polimorfo triclinico.

Recentemente Siddiqui et al. (2023) analisaram a composicéo de calculos biliares de
pacientes de diferentes regides geograficas da india para investigar as possiveis variacdes
entre as populagdes nessas regides. Foram caracterizados célculos biliares de diferentes
condicdes patolégicas, ou seja, doengas benignas (colecistite cronica) e malignas (cancer
de vesicula biliar). O tipo de polimorfo das moléculas de colesterol também pode ser
determinado, o que forneceu informacbes sobre as estruturas presentes nos depositos
estudados. No caso dos calculos biliares estudados pelos autores, foi constatado que o
colesterol foi o principal constituinte nas populacdes ao norte da india, enquanto na regido
sul ele se encontrava presente como componente minoritario. Além disso, foi observado que
os célculos de vesiculas com cancer apresentaram teor de colesterol menor, comparado
com os calculos de individuos com colecistite crénica.

O objetivo desse trabalho foi utilizar a RMN de soélidos de *C (RMN-CPMAS) como
técnica de prospecc¢éo ex vivo de uma amostra de célculo biliar produzida in vivo, visando
estabelecer os principais constituintes presentes e investigar a presenca de polimorfos de
colesterol.

EXPERIMENTAL

Amostras de célculo biliar produzidos in vivo (Figura 2), e nomeados como DBI foram
inicialmente macerados em gral de agata e imediatamente transferidos para rotores de
ZrO, de 4mm. Os espectros de RMN-CPMAS de '*C foram adquiridos em um equipamento
Bruker, modelo Avance 11l 400WB (9,4T), a temperatura ambiente (T= 21°C), na frequéncia
de 100.6 MHz (v
velocidade de rotacdo de 10kHz. Foi utilizada a sequéncia de polarizagédo cruzada, com

Lamor 40 "°C), em uma sonda Bruker CPMAS de triplo canal de 4 mm, e
pulso de excitagdo de 4,5us (1/2), tempo de contato otimizado de 2000 ys e tempo de
reciclo entre 4 e 20s. Para garantir uma boa qualidade do espectro, o processamento foi
feito com correcdo manual da fase e correcdo automatica da linha base. Utilizou-se entre
512 e 1024 acumulagcdes em uma janela espectral de 80KHz, mantendo-se sinal/ruido
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maior do que 200. Os deslocamentos quimicos foram referenciados pelo sinal da glicina
(8. 176,03 ppm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os calculos biliares humanos ocorrem em variedades de forma e tamanho, e variam
de branco cremoso, amarelo, preto e marrom (Sharma et al., 2016; Siddiqui et al., 2023).
Os calculos biliares estudados apresentaram coloracdo marrom, com raias amarelas e
brancas (Figura 2).

NH[HH,IIII\H\\\\\'
1 2

Figura 2. Morfologia do deposito biliar estudado — amostra DBI.

Fonte: os autores.

A aparéncia morfolégica do calculo biliar sugere a possivel presenca de bilirrubina
ou de derivados de acidos biliares, porém como indicado na literatura, a caracterizacao de
célculos biliares deve ser realizada a nivel estrutural, para maior seguranga nos resultados.
Na Figura 3 estdo apresentados os espectros de RMN-CPMAS de ®C da amostra de
deposito DBI, assim como do padréo de colesterol (COL-R), para fins de comparagéo.

O espectro de RMN-CPMAS de ®C da amostra do calculo biliar DBI apresentou
perfil semelhante ao da amostra de colesterol padrdo Merck, com sinal na regido de 140
ppm desdobrado em dois sinais (=C5), além dos sinais em 120,6 ppm (=HC6), em torno de
70 ppm (HO-C3), e do sinal correspondente ao grupo metila desdobrado em dois, na regiéo
de 10 ppm (H,C18). Pode-se constatar a auséncia de sinais na regido de 190-180 ppm
(COOH; COO), e de mdltiplos sinais na regido de 78 a 70 ppm (HO-CH), caracteristicos de
acidos biliares (Waterhous et al., 1985). Também pode-se excluir a presenca de bilirrubina
ou de bilirrubina conjugada, pela auséncia de sinais na regido de 190-170 ppm, e na regido
de 138 a 100 ppm (Jayalakshmi et al., 2009; Sharma et al., 2016). Dessa forma pode-se
inferir que apesar da coloragdo marrom predominante no depésito biliar investigado (Figura
2), 0 componente organico majoritario € o colesterol (Tabela 1).
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Figura 3. Espectros de RMN-CPMAS de '*C das amostras: colesterol padrdo Merck (COL-R) e calculo
biliar in vivo, analisado ex vivo (DBI).

Fonte: os autores.

9, ppm Assinalamento
DBI COL-R CcoL
sélido solido solugéao? proposto?
142,2/141,2 141,4;139,6 141,2 C=C(5)
120,6 1225 121,3 C=CH(6)
71,8 71,6; 70,9 71,3 C-0(3)
59,7/57,7 57,9; 54,7 56,9; 56,5 CH(14,17)
51,4/50,2 51,1 50,5 CH(9)
43,2/41,7 42,7 42,4 CH(4)
40,1 40,8 40,0 CH,(24,12)
38,2 - 39,6; 37,5 CH_+CH
36,8 37,1 36,5; 36,4; 35,8 CH,+CH
31,9 32,6 32,3; 31,6 CH,(2)/CH(8)
29,5/27,4 29,6 28,3; 28,0 CH,(12)/CH(25)
- 24,8 24,3; 24,1 CH,(15)(23)
23,5 23,2 22,8;22,5 CH,(26)(27)
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21,1 20,4 21,2 C(10)
19,7 - 19,4; 18,8 CH,(19)(21)
13,1/12,0 13,8, 12,2 12,0 CH,(18)

Tabela 1 — Deslocamentos quimicos (ppm) de '*C.

aGuo et al. (1996)

A identificacdo das estruturas cristalinas do colesterol presentes na amostra DPI

foi feita por comparagdo com os deslocamentos quimicos publicados na literatura por
Guo e Hamilton (1996), Jayalakshmi et al. (2009), Sharma et al. (2016) e Siddiqui et al.
(2023). Na Tabela 2 estéo listados os deslocamentos quimicos de *C publicados para

a forma monoidrato, assim como para duas formas anidras de colesterol. Os perfis nas
regides: 138-145 ppm (C5), 120-125 ppm (C6), 60-75 ppm (C3) e 10-16 ppm (C18) foram
comparados com o observado na amostra DPI.

Estrutura carbono Ref.
cristalina C5 C6 C3 Cci8
Monoidrato 142,4;140,9 120,8; 120,3 71,8 12,0; 11,0 bed
Anidro, 141,7;141,2; 122,9;122,7; 71,4;70,6;70,3 13,8; 13,0; be
Temp. ambiente 141,0; 140,8; 122,5; 122,2; 12,7; 11,7
139,2; 138,5 121,8;121,5;
121,1
Anidro, 141,7; 141 ,4; 123,4;122,9; 72,1-69,8 a ®
Temp. >32 °C 141,1; 140,7,; 122,1;121,6;
139,9; 139,3; 121,2
138,8; 138,6
Mistura fases 141,7 — 140,9; 123 - 121 71,4;70,3 13,6 - 10,9 e
139,3; 138,5 6 sinais 4 sinais
Amostra DBI 142,2;141,2 120,6 71,8 Este
(monoidrato) trabalho

@ndo indicado.
®Guo e Hamilton (1996).
¢Sharma et al. (2016).
9Siddiqui et al. (2023).
dJayalakshmi et al. (2009).

Tabela 2. Deslocamentos quimicos (ppm) dos sinais dos carbonos C3, C5, C6 e C18 do colesterol em
varias formas cristalinas, e os observados para o célculo biliar DBI investigado.
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Os dois polimorfos anidros apresentaram os sinais dos carbonos C5 e C6
desdobrados em varios sinais, coerente com o indicado por estudos cristalograficos
(Kugukbenli et al., 2012). Por outro lado, os deslocamentos quimicos publicados para o
polimorfo monoidratado foram comparaveis aos observados para a amostra de depoésito
biliar investigada. Os resultados sugerem que na amostra DBI a forma predominante seria
a do colesterol mono-hidratado cristalino, observado em portadores de colecistite cronica
(Siddiqui et al., 2023).

CONCLUSAO

A RMN de sélidos permitiu caracterizar de forma rapida o componente majoritario
presente em uma amostra de célculo biliar produzido in vivo como sendo o colesterol. A
possivel presenca de bilirrubina ndo foi constatada, assim como de fosfolipideos como a
lecitinaFoi possivel estabelecer o polimorfo presente, por comparacao dos deslocamentos
quimicos indicados na literatura, como sendo a forma monoidratada do colesterol,

comumente presente em pacientes portadores de colecistite cronica.
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