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Abstract

Obesity is a growing problem worldwide and has many connections to other co-morbidities. New technological
developments such as Magic Angle Spinning (HR MAS) - NMR may help to accelerate our knowledge regarding
complex material such as the skin. In the present paper, the authors applied 1H HRMAS NMR to study obese skin
and define its metabolic profile. Skin samples from the breast and abdominal regions of 5 obese and 5 normal
patients were compared using this spectroscopic technique. Although preliminary, results suggest that differences
between normal and obese lipidic profiles exist. These differences particularly occur in the unsaturation level,
which in the present conditions seems to be notably reduced in obese abdominal samples. |H HRMAS appears to
provide helpful information to better characterize this pathology.
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Resumo

A Obesidade ¢ um problema em franco crescimento por todo o globo, com muitas relagdes com outras co-
morbilidades. Novos desenvolvimentos tecnologicos como a Ressonancia Magnética Espectroscopica de Rotagdo
do Angulo Magico (HRMAS) podem ajudar a acelerar o nosso conhecimento deste complexo e principal tecido - a
pele obesa. No presente trabalho os autores aplicaram a técnica de ressonancia designada por lH HRMAS NMR
para estudar a pele de doentes obesos e assim contribuir para definir o seu perfil metabdlico. Foram obtidas amostras
de pele das regides mamaria e abdominal de 5 doentes obesos e comparadas com idénticas amostras obtidas de 5
pacientes normais . Os resultados, embora preliminares, sugerem a existéncia de diferencas entre os perfis lipidicos
dos doentes obesos e dos pacientes normais, a nivel da insaturagdo, especialmente reduzida nas amostras de
abdomen da pele obesa. Assim, a |H HRMAS parece proporcionar um interessante meio adicional para melhor
caracterizar esta patologia.
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Introduction

Obesity is a serious growing problem all over the
world, with prevalence in Europe and the USA where
it reaches 20 - 30% in adulthood "'. This dramatic
global increase in obesity which began in the 80's, has
led to the disease being considered an epidemic and
therefore a genuine public health problem. Many
associations with other co-morbidities such as
hypertension, coronary disease, dyslipidemia,
diabetes and sleep apnea, are already known ™.

The impact of obesity on these patient's skin has been
an interesting issue for many research groups,
especially over the last few years. " This is because
obesity has been linked to many physiological
changes, including “barrier”, circulation and
appendices modification. “” . Obesity compromises
the lymphatic flow which alters collagen synthesis and
wound repair . In addition, the cytokines production
balance by adypocites seems to be altered even after
weight loss. ™", However, the process's
pathophysiology remains poorly known.

New technologies have allowed us new and different
insights into these questions. Such is the case with the
new Nuclear Magnetic Resonance (NMR) tool which
is proving to be valuable in the analysis and
characterization of biological materials. It can reveal
the composition spectra of tissue extracts / cells which
allows for a deeper look into some metabolic
processes """ Application of NMR to human skin is
still insufficient, being almost confined to the analysis
of skin water content "”. Despite this, NMR is
recgonised as having the potential to identify the the
skin's metababolic profile. "

Among several other related techniques, the one
known as Magic Angle Spinning (MAS) seems to be
particularly adequate in the study of heterogeneous
systems """ " So in the current work, the authors
explored the application of 'H-HRMAS high
resolution proton NMR spectra by magic angle
rotation to human skin samples obtained from obese
and normal patients, with the aim of contributing to
define skin's metabolic profile in obesity.

Materials and Methods

Ten female volunteers grouped as Group I, obese n=5
IMC >30, mean age 42 + 10 y.o., and Group II, non-
obese, n=5 IMC<24,9, mean age 36 + 5 y.o., were
accepted for the study after giving their informed
written consent. All Helsinki Declaration principles
were observed and experimental procedures were
submitted in advance to the respective institutional
commissions.

Full skin samples were obtained by punch biopsies
from the breast and abdomen regions during
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Introud¢ao

A obesidade é um problema crescente a nivel mundial,
com uma prevaléncia na Europa e Estados Unidos que
atinge 20 a 30% da populagdo adulta"’. Este aumento
dramatico e exponencial da doenga, registada
sobretudo a partir do ano 1980, e a sua extensao global,
leva a considerar a obesidade uma epidemia, e como
tal, um problema de satde publica, uma vez que se
reconhecem as associacdes com diversas co-
morbilidades, tais como a hipertensdo arterial, a
doenga coronaria, a dislipidémia, a diabetes melitus ¢ a
apneiadosono'™.

O impacto da obesidade na pele destes doentes tem
interessado diversos grupos, em especial nos Gltimos
anos' ", ja que esta condigio se relaciona com inimeras
alteracdes fisiologicas, incluindo altera¢des na fungao
“barreira”, da circulagdo e do funcionamento dos
anexos . A obesidade compromete o fluxo linfatico,
0 que altera a formagdo de colagéneo e a reparagdo
celular™. O proprio balango da produgio de citoquinas
por parte dos adipécitos parece estar alterado mesmo
nos obesos apos perda de peso””. Contudo, a sua
fisiopatologia € pouco conhecida.

As novas tecnologias tém proporcionado novos e
diferentes olhares sobre estas questdes. E o caso da
ressonancia magnética nuclear (NMR) uma ferramenta
que se vem revelando como valiosa, no que se refere as
analise ¢ caracterizagdo de amostras biologicas,
permitindo obter espectros de extractos de tecidos e/ou
células, que contribuem para melhor compreender
alguns processos metabélicos """ Apesar da aplicagio
do NMR a pele humana ser ainda muito insuficiente,
quase limitada a estudos do seu conteudo hidrico "*,
apresenta um interessante potencial de aplicabilidade
naidentificacio do seu perfil metabolico"”.

Dentro das diversas técnicas desenvolvidas, a
designada por Magic Angle Spinning (MAS) tem-se
revelado especialmente versatil no estudo de sistemas
heterogéneos "*'*'"'. Neste sentido, os autores
exploraram, no presente trabalho, a aplicacdo da
ressonancia magnética espectroscopica de rotagcdo do
angulo magico ('H-HRMAS high resolution proton NMR
spectra by magic angle rotation) a amostras de pele
humana obtidas em doentes obesos e em pacientes
normais, de forma a contribuir para a defini¢ao do perfil
metabdlico da pele na obesidade.

Materiais e Métodos

O estudo envolveu uma amostra de conveniéncia,
constituida por dez voluntarios do sexo feminino,
dividida em dois grupos - Grupo I, correspondendo a
doentes obesas, n=5, IMC >30 , idade média 42 + 10
anos, ¢ Grupo II, ndo obesas, n=5 IMC<24,9, idade
média 36 + 5 anos. Todas as voluntarias expressaram,



corrective plastic or aesthetic surgical procedures.
Non-obese samples were obtained during pre-
scheduled aesthetic surgeries not specifically related
to the present study. These two anatomical areas were
chosen because they suffer the most dramatic changes
during obesity and after weight loss. All samples were
obtained from the same anatomical areas in all
individuals.

Samples were preserved in a -80°C (liquid nitrogen)
atmosphere and properly prepared for 'H-HRMAS
analysis..

Imm tissue was obtained by biopsy procedure. Fat
was carefully removed. The tissue was weighed
(mean=0, 032 + 0,006mg) and then transferred into a
tarred 20ul leak-proof zirconium HR-MAS rotor
containing 3.0pL of deuterium oxide and 0,75 wt%
sodium-3-trimethylsilylpropionate-2,2,3,3-d,
(D,O+TSP). The rotor was then assembled and placed
into the spectrometer after a handling time of ~ 3-4
min. 'H HR-MAS spectroscopy was performed using
a Burker Avance III spectrometer (400MHz),
equipped witha TXI 5 mm probe.

Data was statistically described and a Principal
Component Analysis applied.

Results and Discussion

'H-HRMAS high resolution proton NMR spectra by
magic angle rotation seems to be particularly suitable
to be applied to solid systems such as ex vivo human
skin samples, without the usual conditioning factors
that limit its use """ It allows us to quantify
metabolites and metabolic processes in each tissue "
"I NMR sensitivity is limited by the typical non-
homogenicity of biological systems, which can be
anything from a cell suspension to a cell extract or a
tissue sample. This seems to be due to the magnetic
field and to anisotropic dipole-dipole interactions
31319 1 H nucleii are the most common and sensitive
and their spectra may be obtained in situ as in culture
mediums, cell extracts or tissue samples. However,
proton anisotropies evoked such wide 'H NMR
spectra that resolution was always compromised. The
problem was solved by eliminating the anisotropic
dipole interaction by the dample rotation over an axis,
oriented with 54,74° regarding the magnetic field. "
This technique, known as Magic Angle Spinning
(MAS), was shown to be particularly suitable in its
application to heterogeneous systems such as the
human skin """’

1H-HRMAS allows various resonances of lipids to be
observed. Figures 1 and 2 show a clear reduction in the
overall unsaturated lipid pool in the breast and
abdominal areas, two regions which particulary suffer
interference in obese patients. This reduction is
associated with amarked decrease in the levels of
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por escrito, o seu consentimento informado. Todos os
procedimentos e metodologias aplicadas foram
previamente submetidos e aprovados pelas Comissdes de
Etica das referidas institui¢des, garantindo assim os
principios gerais das boas praticas clinicas aplicaveis aos
estudos envolvendo voluntarios humanos, e o pleno
cumprimento de todas as normas éticas previstas na
Declaragdo de Helsinquia e emendas subsequentes

As amostras de pele total das doentes obesas foram
obtidas por biopsia de punch a partir das regides
anatomicas da mama e abdomen, durante procedimentos
cirargicos de cirurgia plastica e/ou estética para correcgao
do contorno corporal. As amostras das pacientes ndo
obesas foram obtidas durante procedimentos de cirurgia
estética, ndo directamente relacionadas com o presente
estudo. A escolha das areas anatomica foi efectuada tendo
em conta as alteragdes dramaticas observadas nestas
areas, durante a obesidade e, apds a perda de peso. Todas
as amostras foram obtidas nos mesmos locais anatomicos,
em todos os individuos.

As amostras foram preservadas a -80°C (nitrogénio
liquido) e preparadas de acordo com os procedimentos
necessarios para uma analise de ' H-HRMAS .

A partir da biopsia, foi obtido 1mm de pele, removendo
toda a gordura adjacente. A amostra foi entdo pesada
(média=0, 032 + 0,006mg) e transferida para uma célula
de zirconio do rotor HRMAS de 20uL contendo 3.0uL de
oxido de deuterium e 0,75 wt% de sodium-3-
trimethylsilylpropionate-2,2,3,3-d, (D,0+TSP). O rotor
foi entdo fechado e colocado no espectrometro apds um
tempo de manuseamento de aproximadamente 3-4 min. A
espectroscopia de 'H HRMAS foi realizada utilizando um
espectrometro Burker Avance III (400MHz), equipado
comuma sonda TXIde 5 mm.

A andlise estatistica foi baseada na analise de
componentes principais.

Resultados e Discussao

Uma das vantagens da ressondncia magnética
espectroscopica de rotagdo do angulo magico resulta
do facto de poder ser aplicada a amostras s6lidas, como
o caso de amostras de pele ex vivo, sem os habituais
interferentes que limitariam a sua utilizagao"*"""
permitindo quantificar os metabolitos e os processos
metabolicos préprios de cada tecido'. A
sensibilidade do NMR ¢ limitada pela inexisténcia de
homogeneidade nas amostras biologicas (que podem ir
desde uma suspensao de células, aum estrato celular ou
a uma amostra de tecido), pelas variacdes no campo
magnético e interac¢des anisotropicas dipolo-dipolo.
(31519 " Os nticleos 1H sdo os mais comuns e mais
sensiveis, e 0s seus espectros podem ser obtidos in situ,
por exemplo em meios de cultura, extractos celulares
ou amostras de tecidos. Contudo, as anisotropias dos
protdes originavam um espectro tio largo de 'H NMR
que nao era possivel obter uma boa resolucao em

nenhuma linha do mesmo. Esta situacao foi alterada
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other metabolites such as CH, (L1) , CH, (L2),
CH,CH,CO (L3) , CH,-CH=CH (L4) , CH,CO (L5),
CH=CH-CH,-CH=CH (L6) and CH=CH (L7).

Abdomen
Control

Abdomen
Obese

Figure 1 - Representative 1H-HRMAS profiles from
abdominal samples (control and obese).

Figura 1 - Representacdo dos perfis IH-HRMAS obtidas
das amostras daregido abdominal (controle e obesos)

From the Principal Component Analysis of 1H-
HRMAS, in the abdomen skin samples (control and
obese) it is shown that PC1 and PC2 comprises 99% of
the total variance, and a clear trend can be noticed on
the loadings plot, separating control from obese
(Figure 3A). A 3D representation of this PCA of 1H-
HRMAS from abdominal skin samples helps to
confirm a clear separation between groups, in spite of
some group proximity (Figure 3B).
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mais tarde quando se conseguiu demonstrar que as
interacgdes dipolares anisotropicas podiam ser
eliminadas introduzindo uma alteracdo que consistia
narotacdo da amostra sobre um eixo, orientada a 54,74°
em relagdo ao campo magnético'”. Esta técnica,
conhecida como Magic Angle Spinning(MAS) tornou-
se, dentro da NMR, extremamente versatil no estudo de
sistemas heterogéneos "“'*"! parecendo ser
particularmente adequada na defini¢do do perfil
metabolico dapele.

A 1H-HRMAS permitiu a visualizagdo de varias
frequéncias de lipidos. Nas figuras 1 e 2, podem ser
observadas duas das areas mais intervencionadas
nestes pacientes, a mama ¢ o abdomen, regides onde
existe uma clararedugdona quantidade total de lipidos
insaturados. Esta reducdo esta associada a uma
marcada reducao nos niveis de outros metabolitos , tais
como CH, (L1), CH, (L2), CH,CH,CO (L3) , CH,-
CH=CH (L4), CH,CO (L5), CH=CH-CH,-CH=CH
(L6) e CH=CH (L7).

= T
- iy |
= |
Tz -2 I il A M |I Breast
o et e S | el e Control
1
i
[ i | | Breast
. [ L S Obese
z = e 3 iC % = ko -z 1 n EE
A= T i 5 20 25 2D z o

Figure 2 - Representative 1H-HRMAS profiles from breast
samples (control and obese).

Figura 2 - Representagdo dos perfis IH-HRMAS obtidas
das amostras da regiao mamaria (controle e obesos)

A partir da Analise de Componentes Principais do 1H-
HRMAS, foi demonstrado que o PCl e o PC2
compreende, nas amostras de pele do abdomen
(controlo e obesas) 99% da variancia total, e uma clara
tendéncia na separacdo de cargas entre o grupo de
obesos e o controlo (Figura 3A). Uma representacao
tridimensional deste PCA 1H-HRMAS das amostras
de pele do abdomen, confirma a clara separacdo entre
os grupos, apesar de haver alguma proximidade entre
os mesmos. (Figura 3B).
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Scores Plot (PC1 vs PC2: 99,28 %)
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Figure 3A - Principal Component Analysis of lH-HRMAS from abdomen skin samples (control and obese). A trend can be

noticed on the loadings plot, separating control from obese.

Figura 3A - Analise de Componentes Principais de |[H-HRMAS de amostras da regido abdominal (control e obesos). Uma
tendéncia de separagdo entre os dados de controle e os dados dos doentes obesos € aparente.

The same analysis performed on the breast skin
samples from control and obese patients also shows
that PC1 and PC2 comprises 99% of the total variance,
and a clear separation between the control from an
obese groups due to higher levels of L3 and L4 and
lower L6 in the control group (Figure 4A). The
respective 3D representation of these samples also
helps to confirm the differences between the groups.
(Figure 4B)

Figure 3B - 3D representation of Principal Component
Analysis of IH-HRMAS from abdominal skin samples
(control in black and obese in grey).

Figura 3B - Representagdo 3D da Analise de

" Componentes Principais de 1H-HRMAS de amostras da

regido abdominal (control a preto e obesos a cinzento).

A mesma analise efectuada na pele da mama,
comparando os dois grupos, mostrou que o PC1 e o
PC2 abrangem 99% da varidncia, e uma clara
separagdo entre os grupos I e II, tendo obtido niveis
mais elevados de L3 e L4 e aniveis inferiores de L6 no
grupo controlo (Figura4A). A respectiva representacao
tridimensional das amostras permite confirmar estas
diferencas entre os grupos (Figura 4B)
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Scores Plot (PC1 vs PC2: 98,99 %)
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Figure 4A - Principal Component Analysis of IH-HRMAS from breast skin samples (control and obese. A clear separation

between control and obese is shown (see text)

Figura 4A- Analise de Componentes Principais de IH-HRMAS de amostras da regido mamaria (control e obesos). Uma
tendéncia de separagdo entre os dados de controle ¢ os dados dos doentes obesos ¢ aparente.

Fz

In conclusion, this NMR specific technique has been
successfully used to identify different tissue
metabolite indicators for obese patients in relation to
normal control samples in the present experimental

conditions. Several differences between normal and
obese lipidic profiles were detected, particularly in the
insaturation level, which was especially reduced in
obese abdominal samples.
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Figure 4B - 3D representation of Principal
Component Analysis of IH-HRMAS from breast
skin samples (control in black and obese in grey)
Figura 4B - Representagdo 3D da Analise de
Componentes Principais de 1H-HRMAS de
amostras da regido mamaria (control a preto e
obesos a cinzento).

Através deste estudo, podemos concluir que, nas
presentes condi¢des experimentais, esta técnica de
NMR tem demonstrado uma boa eficacia na
identificacdo de indicadores metabdlicos em pacientes
obesos, quando comparados com pacientes nao obesos.
Foram detectadas diferengas entre os perfis lipidicos
dos dois grupos, particularmente ao nivel dos lipidos
insaturados, os quais estao claramente diminuidos nos



1H-HRMAS seems to provide new insights into skin
metabolism including in obesity and may help to
understand the complex cutaneous pathophysiology
associated with this disease.
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