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INTRODUÇÃO: 

A Diabetes é um grupo de doenças causadas por uma desordem metabólica caracterizada por 

hiperglicemia, que pode ser resultante de múltiplas etiologias, como defeitos na secreção de insulina, 

ação da insulina ou ambos, resultando na resistência insulínica.1,2 Existe uma associação da obesidade 

ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) devido seu estabelecimento gerar resistência à ação da insulina. Os 

adipócitos apresentam receptores para insulina, que regulam o funcionamento da célula, como a 

diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos e, em adipócitos maduros, estimulando o transporte de 

glicose e a síntese de triglicerídeos (lipogênese), além de inibir a lipólise.3 Na DM2 ocorre um grau 

de hiperglicemia suficiente para causar alterações patológicas e funcionais em vários tecidos-alvo, no 

entanto, a doença pode estar presente por um longo período de tempo sem apresentar sintomas 

clínicos.2 

A DM pode ser diagnosticada com base nos testes de hemoglobina glicada (Hb A1c), critérios de 

glicose plasmática, glicose plasmática em jejum, ou no valor de glicose plasmática de 2 h (2 h PG) 

após um teste de tolerância oral à glicose de 75 g. Estes testes podem ser usados para diagnóstico e 

rastreamento, sendo possível identificar indivíduos pré-diabéticos, pacientes assintomáticos, 

pacientes sintomáticos e indivíduos de alto risco.4  

Os ácidos biliares (BA) são secretados como moléculas conjugadas com glicina ou taurina, 

formando os sais biliares, como por exemplo o ácido tauroursodeoxicólico (TUDCA), que é formado 

pela conjugação do ácido biliar ursodeoxicólico (UDCA) com a taurina. A epimerização de grupos 

hidroxila de CDCA pelas desidrogenases hidroxisteróides de bactérias intestinais leva à formação de 

UDCA.5 

Os BAs UDCA e TUDCA são classificados como chaperonas químicas, pois ajudam a estabilizar 

as proteínas em suas conformações, apresentam efeito citoprotetor por reduzir a formação de espécies 

reativas de oxigênio, prevenir a disfunção mitocondrial e inibir a apoptose. Eles podem ativar 

receptores nucleares específicos e receptores acoplados à proteína G, influenciando a expressão de 

genes que codificam proteínas envolvidas na regulação da glicose, ácidos graxos, síntese de 

lipoproteínas, metabolismo energético e regulação de sua própria síntese.6  

O estresse do retículo endoplasmático (ERS) é um dos gatilhos moleculares da disfunção 

adipocitária em indivíduos obesos resistentes à insulina e na baixa inflamação crônica que acompanha 

a obesidade. Um estudo de análise de estrutura-função revelou que o UDCA, é responsável pela 

inibição da indução de GRP78 e que o UDCA é 10 vezes mais eficaz do que seu conjugado de taurina, 
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o TUDCA. Este efeito inibidor foi confirmado em um ensaio sem células, onde TUDCA e UDCA, 

com exceção da taurina, inibiram efetivamente a agregação de BSA (albumina de soro bovino) 

desnaturada termicamente.7 Sendo assim, o ERS pode ser aliviado pelo uso das chaperonas químicas 

UDCA e TUDCA, podendo potencialmente diminuir os efeitos metabólicos adversos da obesidade, 

através da regulação das funções dos adipócitos por meio da ativação dos receptores FXR e TGR5.8  

A hiperinsulinemia causada pela obesidade potencializa a resistência à insulina, podendo 

desencadear a DM2. A depuração da insulina ocorre principalmente no fígado pela ação da enzima 

degradadora de insulina (IDE), que degrada aproximadamente 50% da insulina em sua primeira 

passagem pelo sistema portal hepático. Assim o mal funcionamento da enzima está relacionado com 

a DM2. O TUDCA melhora a depuração de insulina através do aumento da expressão de IDE 

recuperando a sensibilidade à insulina.9  

O potencial do TUDCA no tratamento do DM2, bem como regulador da homeostase glicêmica e 

da secreção de insulina, motivou o estudo deste BA como um possível marcador biológico para o 

DM2. Ainda, a escolha de células hepáticas da linhagem HepG2 como matriz de análise combinada 

ao estudo metabolômico do TUDCA permite a investigação da enzima de degradação de insulina, 

cuja expressão pode ser modulada por este BA. 

METODOLOGIA: 

Preparo das soluções padrão de TUDCA e Derivatização: Foram preparadas soluções do 

padrão TUDCA em metanol (grau HPLC), na concentração de 1,0 g/L. Foram secados 50 μL de 

amostra utilizando um speed vacuum a temperatura ambiente. Posteriormente, 20,0 μL de 

metoxiamina em piridina foram adicionados nas concentrações 20,0 g/L, e em seguida, 40,0 μL de 

BSTFA + 1% TCMS (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com trimetilclorosilano), cada uma 

individualmente por 3 h a 70 °C. Ao final, foram adicionados 100 μL de heptano em cada vial para 

injeção no GC-MS. 

Análise por GC-MS: As análises por GC-MS foram feitas no equipamento Agilent 7595 com um 

analisador de massas quadrupolo instalado no Laboratório Institucional de Espectrometria de Massas. 

Será usada uma coluna HP-5MS (30 m × 0,25 mm × 0,25 μm), com fase estacionária de baixa 

polaridade composta por 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano (Agilent Technologies). A temperatura 

do injetor foi de 280°C, a temperatura de fonte foi de 200°C e a temperatura de interface 250°C. O 

gás de arraste utilizado na separação foi o Hélio. A temperatura de forno para a coluna foi inicial de 

120°C por 1 min, seguindo aquecimento 15°C/min ate 250°C, seguido de aquecimento a 5°C/min até 

atingir 300°C, mantendo por 4 min.10 Os íons foram monitorados no modo scan (50 a 900 Da) a uma 

taxa de 30 espectros/s. 
 

Análise por RMN: foram analisados 10 mg do padrão de TUDCA derivatizado para GC-MS e 

seco em fluxo de N2, e 7 mg do mesmo padrão sem a etapa de derivatização. Ambos foram 

solubilizados em 750 μL de DMSO-d6. As análises foram realizadas em um Espectrômetro de RMN 

de 400 MHz Bruker Avance, operando a 400,13 MHz para hidrogênio a 25 °C. As taxas de 

relaxamento de spin foram medidas usando a sequência (180 ° –s – 90 ° –t). Os valores de s usados 

para os experimentos seletivos e não seletivos foram 0,01, 0,2, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 1, 1,2, 

1,5, 2, 3 e 5,0 s. O tempo de atraso t, neste caso, foi de 5 s.11  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

GC-MS 

Os ácidos biliares são ácidos esteroidais produzidos durante o metabolismo hepático do colesterol, 

apresentando um grupamento carboxila na cadeia lateral. Para a separação e análise do TUDCA por 

GC-MS se faz necessário tornar o composto volátil e com estabilidade térmica, através da reação de 
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derivatização.10 A Figura 1 mostra o composto inicial TUDCA e o composto esperado após a reação 

de derivatização. 

Com a análise das amostras derivatizadas de TUDCA 

por GC-MS, não foi possível detectar picos do TUDCA 

no cromatograma, conforme mostra a Figura 2. Foram 

detectados apenas os compostos: 4-Methyl-2,4-bis(4'-

trimethylsilyloxyphenyl)pentene-1 (tr 8,5914 min) e 2-

Hydrazinoethanol (tr 6,7013 min). 

A derivatização de ácidos biliares, incluindo o 

TUDCA, já foi reportada na literatura científica, no 

entanto, o TUDCA não foi encontrado, mostrando que a 

derivatização foi ineficiente.12-16 Sendo assim, após 

descartar possíveis erros experimentais, de equipamento 

e de reagentes, foram realizados análises por RMN para 

verificar se a reação de derivatização estava de fato 

ocorrendo na molécula de TUDCA. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Cromatograma obtido por GC-MS com a análise da amostra de TUDCA derivatizada. 

RMN 

Para verificar se a reação de sililação foi efetiva, foram comparados espectros de RMN de 1H 

em DMSO-d6 do padrão de TUDCA antes e depois da reação de derivatização. Contudo, apesar da 

presença de sinais referentes aos grupos trimetilsilil aparecerem na região esperada (0.0-1.0 ppm), 

não foi possível concluir que esses grupos estão quimicamente ligados ao TUDCA. Assim, foram 

obtidos os coeficientes de difusão através da sequência de pulsos oneshot. 17 

O coeficiente de difusão é uma medida da mobilidade molecular no meio e é inversamente 

proporcional ao tamanho da molécula. Tornando possível, através do experimento oneshot, 

diferenciar moléculas através de seus raios hidrodinâmicos. O mapa de contorno de difusão (DOSY, 

Figura  3) obtido, permitiu identificar que os sinais do grupo trimetilsilil não estão ligados ao TUDCA, 

pois enquanto o TUDCA apresenta coeficiente de difusão 4.9x10-10 m2 s- 1, os grupos trimetilsilil 

apresentam coeficiente de difusão 1.9x10-10 m2 s-1. Os sinais que não foram destacados referem-se a 

hidrogênios de troca química (ex. –OH, sinais em aprox. 8-9 ppm) ou que apresentam sobreposição. 

Figura 1 – Representação da reação de Sililação dos reagentes 

BSTFA + 1% TCMS com a molécula de TUDCA. Ao final é 

exibido o produto derivatizado esperado ao final da reação. 
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Em ambos os casos, o coeficiente de difusão obtido não é confiável, pois é um valor intermediário 

entre as espécies envolvidas na troca ou na sobreposição. Dessa forma, conclui-se que a reação de 

sililação não ocorreu e que a metodologia adotada não é eficaz para a derivatização do TUDCA para 

posterior análise por cromatografia gasosa (CG). 

 

Figura 3 – Mapa de contorno de difusão de 1H (DOSY) em DMSO-d6 para o bruto da reação de derivatização do TUDCA, 

medido através da sequência de pulsos oneshot no espectrômetro operando a 400 MHz para o 1H. 

CONCLUSÕES: 

O projeto original possuía como objetivo desenvolver, validar e aplicar uma metodologia para 

quantificação do TUDCA empregando a técnica de GC-MS, podendo assim avaliar as alterações na 

produção do TUDCA pelas células hepáticas e caracterizar o ácido como um potencial biomarcador 

para diabetes mellitus. No entanto, na etapa de validação do método foi observado que a molécula de 

interesse não era detectada por GC-MS. A análise por RMN confirmou a hipótese levantada de que 

o TUDCA não estava sendo derivatizado. Sendo assim, para análises futuras é preciso considerar 

técnicas que não necessitem deste tipo de reação ou avaliar diferentes estratégias de derivatização. 
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