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INTRODUGAO:

A Diabetes é um grupo de doencas causadas por uma desordem metabdlica caracterizada por
hiperglicemia, que pode ser resultante de maltiplas etiologias, como defeitos na secrecéo de insulina,
ac&o da insulina ou ambos, resultando na resisténcia insulinica.l? Existe uma associa¢ao da obesidade
ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) devido seu estabelecimento gerar resisténcia a agdo da insulina. Os
adipdcitos apresentam receptores para insulina, que regulam o funcionamento da célula, como a
diferenciacdo de pré-adipocitos em adipdcitos e, em adipdcitos maduros, estimulando o transporte de
glicose e a sintese de triglicerideos (lipogénese), além de inibir a lipolise.> Na DM2 ocorre um grau
de hiperglicemia suficiente para causar alterac6es patoldgicas e funcionais em varios tecidos-alvo, no
entanto, a doenca pode estar presente por um longo periodo de tempo sem apresentar sintomas
clinicos.?

A DM pode ser diagnosticada com base nos testes de hemoglobina glicada (Hb Alc), critérios de
glicose plasmatica, glicose plasmatica em jejum, ou no valor de glicose plasmatica de 2 h (2 h PG)
apos um teste de tolerancia oral a glicose de 75 g. Estes testes podem ser usados para diagnostico e
rastreamento, sendo possivel identificar individuos pré-diabéticos, pacientes assintomaticos,
pacientes sintomaticos e individuos de alto risco.*

Os acidos biliares (BA) sdo secretados como moléculas conjugadas com glicina ou taurina,
formando os sais biliares, como por exemplo o &cido tauroursodeoxicélico (TUDCA), que é formado
pela conjugacdo do acido biliar ursodeoxicélico (UDCA) com a taurina. A epimerizacdo de grupos
hidroxila de CDCA pelas desidrogenases hidroxisterdides de bactérias intestinais leva a formagéo de
UDCA.

Os BAs UDCA e TUDCA sdo classificados como chaperonas quimicas, pois ajudam a estabilizar
as proteinas em suas conformacdes, apresentam efeito citoprotetor por reduzir a formacéao de espécies
reativas de oxigénio, prevenir a disfuncdo mitocondrial e inibir a apoptose. Eles podem ativar
receptores nucleares especificos e receptores acoplados a proteina G, influenciando a expressao de
genes que codificam proteinas envolvidas na regulagdo da glicose, acidos graxos, sintese de
lipoproteinas, metabolismo energético e regulacdo de sua propria sintese.®

O estresse do reticulo endoplasméatico (ERS) é um dos gatilhos moleculares da disfuncéo
adipocitaria em individuos obesos resistentes a insulina e na baixa inflamagao crénica que acompanha
a obesidade. Um estudo de analise de estrutura-funcéo revelou que o UDCA, é responsavel pela
inibicdo da indugdo de GRP78 e que 0 UDCA é 10 vezes mais eficaz do que seu conjugado de taurina,
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0 TUDCA. Este efeito inibidor foi confirmado em um ensaio sem células, onde TUDCA e UDCA,
com excec¢do da taurina, inibiram efetivamente a agregacdo de BSA (albumina de soro bovino)
desnaturada termicamente.” Sendo assim, o ERS pode ser aliviado pelo uso das chaperonas quimicas
UDCA e TUDCA, podendo potencialmente diminuir os efeitos metabdlicos adversos da obesidade,
através da regulacdo das funcdes dos adip6citos por meio da ativagio dos receptores FXR e TGR5.8

A hiperinsulinemia causada pela obesidade potencializa a resisténcia a insulina, podendo
desencadear a DM2. A depuracdo da insulina ocorre principalmente no figado pela acdo da enzima
degradadora de insulina (IDE), que degrada aproximadamente 50% da insulina em sua primeira
passagem pelo sistema portal hepatico. Assim o mal funcionamento da enzima esta relacionado com
a DM2. O TUDCA melhora a depuracdo de insulina através do aumento da expressdao de IDE
recuperando a sensibilidade & insulina.®

O potencial do TUDCA no tratamento do DM2, bem como regulador da homeostase glicémica e
da secrecdo de insulina, motivou o estudo deste BA como um possivel marcador bioldgico para o
DM2. Ainda, a escolha de células hepéticas da linhagem HepG2 como matriz de anélise combinada
ao estudo metabolémico do TUDCA permite a investigacdo da enzima de degradacao de insulina,
cuja expresséo pode ser modulada por este BA.

METODOLOGIA:

Preparo das solucGes padrdo de TUDCA e Derivatizacdo: Foram preparadas solucbes do
padrdo TUDCA em metanol (grau HPLC), na concentracdo de 1,0 g/L. Foram secados 50 uL de
amostra utilizando um speed vacuum a temperatura ambiente. Posteriormente, 20,0 uL de
metoxiamina em piridina foram adicionados nas concentrac¢tes 20,0 g/L, e em seguida, 40,0 uL 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 uL de heptano em cada vial para
injecdo no GC-MS.

Analise por GC-MS: As analises por GC-MS foram feitas no equipamento Agilent 7595 com um
analisador de massas quadrupolo instalado no Laboratério Institucional de Espectrometria de Massas.
Serd usada uma coluna HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), com fase estacionaria 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
gas de arraste utilizado na separacédo 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.'® Os fons foram monitorados no modo scan (50 a 900 Da) a uma
taxa de 30 espectros/s.

Anélise por RMN: foram analisados 10 mg do padrdo de TUDCA derivatizado para GC-MS e
seco em fluxo de N2, e 7 mg do mesmo padrdo sem a etapa de derivatizagdo. Ambos foram
solubilizados em 750 uL de DMSO-d6. As analises foram realizadas em um Espectrémetro de RMN
de 400 MHz Bruker Avance, operando a 400,13 MHz para hidrogénio a 25 °C. As taxas de
relaxamento de spin foram medidas usando a sequéncia (180 ° —s — 90 ° —t). Os valores de s usados
para o0s experimentos seletivos e nédo seletivos foram 0,01, 0,2, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 1, 1,2,
1,5,2,3e5,0s. O tempo de atraso t, neste caso, foi de 5.1

RESULTADOS E DISCUSSAO:

GC-MS

Os &cidos biliares sdo acidos esteroidais produzidos durante o metabolismo hepatico do colesterol,
apresentando um grupamento carboxila na cadeia lateral. Para a separagéo e analise do TUDCA por
GC-MS se faz necessario tornar o composto volatil e com estabilidade térmica, através da reacdo de
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derivatizacd0.'° A Figura 1 mostra o composto inicial TUDCA e 0 composto esperado apds a reago
de derivatizacéo.

Com a andlise das amostras derivatizadas de TUDCA
por GC-MS, ndo foi possivel detectar picos do TUDCA
no cromatograma, conforme mostra a Figura 2. Foram ! \
detectados apenas 0s compostos: 4-Methyl-2,4-bis(4'- |
trimethylsilyloxyphenyl)pentene-1 (t- 8,5914 min) e 2- '
Hydrazinoethanol (t: 6,7013 min). ' o

A derivatizacdo de 4acidos biliares, incluindo o
TUDCA, ja foi reportada na literatura cientifica, no
entanto, 0 TUDCA néo foi encontrado, mostrando que a
derivatizacdo foi ineficiente.!?® Sendo assim, apds ! i
descartar possiveis erros experimentais, de equipamento
e de reagentes, foram realizados analises por RMN para
verificar se a reacdo de derivatizacdo estava de fato |
ocorrendo na molécula de TUDCA. p N

Figura 1 — Representa¢do da reagdo de Sililagcdo dos reagentes
BSTFA + 1% TCMS com a molécula de TUDCA. Ao final é
exibido o produto derivatizado esperado ao final da reacéo.
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Figura 2 — Cromatograma obtido por GC-MS com a andlise da amostra de TUDCA derivatizada.

RMN

Para verificar se a reacéo de sililagdo foi efetiva, foram comparados espectros de RMN de *H
em DMSO-des do padrédo de TUDCA antes e depois da reacdo de derivatizacdo. Contudo, apesar da
presenca de sinais referentes aos grupos trimetilsilil aparecerem na regido esperada (0.0-1.0 ppm),
nédo foi possivel concluir que esses grupos estdo quimicamente ligados ao TUDCA. Assim, foram
obtidos os coeficientes de difuséo através da sequéncia de pulsos oneshot. *’

O coeficiente de difusédo é uma medida da mobilidade molecular no meio e é inversamente
proporcional ao tamanho da molécula. Tornando possivel, através do experimento oneshot,
diferenciar moléculas atraves de seus raios hidrodindmicos. O mapa de contorno de difusdo (DOSY,
Figura 3) obtido, permitiu identificar que os sinais do grupo trimetilsilil ndo estéo ligados ao TUDCA,
pois enquanto o TUDCA apresenta coeficiente de difusio 4.9x10°° m?s 2, os grupos trimetilsilil
apresentam coeficiente de difusdo 1.9x101° m? s, Os sinais que n&o foram destacados referem-se a
hidrogénios de troca quimica (ex. —OH, sinais em aprox. 8-9 ppm) ou que apresentam sobreposicao.
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Em ambos os casos, o coeficiente de difusdo obtido ndo é confidvel, pois é um valor intermediario
entre as espécies envolvidas na troca ou na sobreposic¢do. Dessa forma, conclui-se que a reacdo de
sililacdo ndo ocorreu e que a metodologia adotada nédo é eficaz para a derivatizacdo do TUDCA para
posterior analise por cromatografia gasosa (CG).
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Figura 3 — Mapa de contorno de difusdo de *H (DOSY) em DMSO-dg para o bruto da reagéo de derivatizacdo do TUDCA,
medido através da sequéncia de pulsos oneshot no espectrdmetro operando a 400 MHz para o *H.

CONCLUSOES:

O projeto original possuia como objetivo desenvolver, validar e aplicar uma metodologia para
quantificacdo do TUDCA empregando a técnica de GC-MS, podendo assim avaliar as alteracdes na
producdo do TUDCA pelas células hepaticas e caracterizar o &cido como um potencial biomarcador
para diabetes mellitus. No entanto, na etapa de validacdo do método foi observado que a molécula de
interesse ndo era detectada por GC-MS. A analise por RMN confirmou a hip6tese levantada de que
0 TUDCA néo estava sendo derivatizado. Sendo assim, para analises futuras é preciso considerar
técnicas que ndo necessitem deste tipo de reacdo ou avaliar diferentes estratégias de derivatizacao.
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