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RESUMO

SARTORI, L. R. Avaliacao do metabolismo in vitro da budleina A e correlatos.
2013. 111p. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo

Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, 2013.

A busca por novos farmacos inspirados em substancias de origem natural é
uma estratégia conhecida e ha tempos utilizada. As lactonas sesquiterpénicas (LST)
sdo um grupo de substancias amplo e diverso com varias atividades farmacologicas
descritas, e cuja caracteristica estrutural determinante é a de um esqueleto principal
contendo 15 atomos de carbono e um anel lactbnico. O mecanismo de acao das
LST esta intrinsicamente relacionado com reacdes de adicao do tipo Michael frente a
biomoléculas, provocando alquilacées. Ha na literatura estudos aprofundados sobre
a quimica medicinal das LST, entretanto pouco ha sobre o metabolismo desse grupo
de substancias em ambientes fisioldgicos. Neste sentido, este trabalho é focado no
estudo do metabolismo e também das vias de fragmentacao por eletrospray da
budleina A, que possui estrutura quimica do tipo furanoeliangolido, e pertence a
classe dos germacranolidos. Foram realizados ensaios in vitro utilizando-se os
modelos de oxidacao biomimética com metaloporfirina, microssomas hepaticos e
metabolismo pela microbiota intestinal de ceco de porco (pig cecum model), sendo
nos dois ultimos testado também o correlato 43,5-dihidro-2’,3’-epoxi-15-desoxi-
goyazensolido. O estudo de fragmentacao também abordou a comparacao entre
budleina A e a centraterina - um estereoisbmero que se diferencia apenas pela
orientacdo a da cadeia lateral ligada ao C-8 - em espectrOmetros distintos e com
suporte de métodos computacionais para calculos de energia (Gaussian 03 em base
B3LYP/6-31G(d)). Nos estudos de fragmentagdo observou-se a diferenca de
intensidade dos sinais para ions fragmento comuns as duas LST (m/z 275, 257 e
83), além da presenca do ion fragmento de m/z 293 apenas para a budleina A,
permitindo a diferenciagdo destes isdbmeros por meio de espectrometria de massas
com ionizagao por eletrospray, sem a necessidade de ressonancia de magnética
nuclear. Os produtos de oxidacdo detectados na reacdo com metaloporfirinas
acusaram a epoxidacao na cadeia lateral envolvendo C-2' e C-3’ com a formacao de
diastereoisdbmeros. No ensaio com microssomas ndo foram detectados produtos
para a budleina A, enquanto que para a substancia correlata observou-se a abertura
do epo6xido na cadeia lateral e adicao de uma hidroxila, formando um diol vicinal. No
modelo de ceco de porco observaram-se a formacdo de adutos de LST com o
aminoacido cisteina, os quais foram posteriormente degradados pela acdo da
microbiota intenstinal, dando origem a diversos metabdlitos compostos pela LST e
partes de cisteina. Sendo assim, este trabalho lanca bases para a maior
compreensao do metabolismo de LST do tipo furanoeliangolido em modelos distintos
e também contribui para os estudos de espectrometria de massas para este tipo de
substéancia, além de descrever uma ferramenta analitica util na diferenciacao de dois
estereoisébmeros.

Palavras-chave: Lactona sesquiterpénica, budleina A, modelo do ceco de porco,

estereoisbmeros, microssomas, metaloporfirinas, metabolismo biomimético



ABSTRACT

SARTORI, L. R. Evaluation of the in vitro metabolism of budlein A and
correlates. 2013. 111p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2013.

The search for new drugs inspired on compounds from natural products is a well-
known strategy with several successful cases. Sesquiterpene lactones (STL) are a
wide and diversified group of compounds which has already many pharmacological
activities reported. Their fundamental moiety includes a skeleton containing 15
carbons and a lactone ring and the mechanism of action is related to Michael
addition type reactions with biomolecules, promoting alkylation. There are a high
amount of studies regarding the medicinal chemistry of the STL, however there are
few information about the metabolism of these compounds under physiological
environments. On this way, the aims of this work are focused on the study of the
metabolism as well as the fragmentation pathways of budlein A, which is a
furanoheliangolide and belongs to the germacranolides class. On this work the
following experiments were carried out: in vitro oxidative metabolism with
metalloporphyrin and microsomes; intestinal metabolism by using the pig cecum
model (microbiota). For microsomes and intestinal metabolism the compound 48,5-
dihydro-2’,3’-epoxy-15-deoxy-goyazensolide was also applied. Fragmentation studies
compared the fragmentation patterns of budlein A and centratherin — which is a
stereoisomer with a-orientation for the side chain bonded at C-8 — by using different
spectrometers being supported by computational methods for energies calculations
(Gaussian 03 at level B3LYP/6-31G(d)). For the fragmentation studies it was
observed the difference of signal intensities for fragment ions which are common for
both STL (m/z 275, 257 e 83), moreover the ion m/z 293 was detected only for
budlein A, allowing the differentiation between these isomers by electrospray
ionization mass spectrometry instead nuclear magnetic resonance. The reactions
with metalloporphyrin yielded two diastereoisomers of the STL with an epoxide at the
side chain between C-2’and C-3’. On the microsome assay any product was detected
for budlein A, while for the correlated compound the epoxide ring was opened and a
hydroxyl was added at C-3’, forming a vicinal diol. On the pig cecum model it was
observed the formation of adducts due to the reaction of the STL and the amino acid
cysteine. These adducts were later degraded by the action of the microbiota yielding
different metabolites composed by STL and residues of cysteine. Thus, this work
may contribute to the improvement of the knowledge about the metabolism of STL
furanoheliangolide type in different models as well as for the studies regarding the
mass spectrometry of this type of compound. The development of a useful analytical
tool for the differentiation of two isomers was also an important achievement.

Keywords: sesquiterpene lactone, budlein A, pig cecum model, sterecisomers,

microsome, metalloporphyrin, biomimetic metabolism
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O emprego de produtos naturais na medicina popular remonta os ancestrais
da espécie humana (Viegas, Bolzani e Barreiro, 2006), obviamente pela auséncia de
outros recursos mais sofisticados para o tratamento de enfermidades, restando-lhes
apenas empirismo’ e fé? (De Luca et al., 2012). O primeiro compéndio que aborda
de forma mais detalhada e sistematica o uso racional de plantas e outros elementos
de origem natural na medicina data do século |, sendo concebido pelo entdo médico
militar grego Pedianos Dioscorides (40 d.C. — 90 d.C.), é conhecido atualmente
como “De Materia Medica” (Dioscorides, 2000). Nesta obra estdo contidos os
registros feitos pelo autor sobre seus estudos e experiéncias praticas obtidas ao
longo dos anos em que serviu ao exército em regides diversas da Europa e Asia,
onde teve a possibilidade de avaliar os resultados obtidos frente as terapias por ele
utilizadas. Podemos considerar o trabalho de Dioscorides como pioneiro na area de
plantas medicinais, sendo durante muitos séculos adotado como referéncia.
Entretanto, apenas em meados do século XVIII, a luz da quimica moderna, percebe-
se o0 aprofundamento dos conhecimentos em quimica, fisica e biologia de tal modo a
permitir, mesmo que primordialmente, a compreensdo dos mecanismos de acao
farmacolégica ao nivel molecular (Heinrich e Gibbons, 2001). Desde entao, observa-
se uma evolucdo exponencial das tecnologias que possibilitam o estudo dos
produtos naturais. Dentre as técnicas de maior utilidade nessas pesquisas temos
aquelas relacionadas com a quimica analitica, como métodos de separacao de alta
eficiéncia e identificacdo por espectroscopia na regido do ultravioleta (UV),
espectrometria de massas (EM) (Lisec et al., 2006; De Vos et al.,, 2007) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) (Kim, Choi e Verpoorte, 2010; 2011), que
atualmente proporcionam alto grau de confiabilidade nos resultados, mesmo que por
vezes a concentracao dos analitos seja baixa.

Utilizando-se destes recursos, grandes avangos sao atualmente alcancados
diariamente em varias areas das ciéncias farmacéuticas. No caso dos produtos
naturais, a fitoquimica moderna tem possibilitado a realizacdo de grandes estudos
metabolédmicos (Zhao et al., 2013) e de classificagdes quimiotaxondmicas (Reynolds,

! Medicina que se orienta pela experiéncia, com desprezo por qualquer metodologia cientifica.
gDicionério Houaiss Eletronico, 2009)
Sistema de crengas religiosas. (Dicionario Houaiss Eletrénico, 2009)
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2007), que por sua vez exercem influéncia determinante na racionalizagdo dos
processos de busca e desenvolvimento de novos farmacos ou protétipos de origem
natural.

Considerando-se estas classificacdes baseadas na distribuicdo (ocorréncia)
dos metabdlitos secundarios em diversas familias botanicas podemos destacar o
grupo dos terpendides, amplamente encontrados na familia Asteraceae (Heinrich et
al., 1998; Dewick, 2009). A rota biosintética deste tipo de substancia é baseada
majoritariamente nas vias do mevalonato e da desoxixilulose fosfato (Eisenreich,
Rohdich e Bacher, 2001), que utiliza como precursores duas unidades Cs
(hemiterpenos) denominadas dimetilalil difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato
(IPP) (Figura 1), as quais se combinam para formar uma unidade Cip, também
conhecidos como monoterpenos. Deste ponto em diante novas unidades Cs podem
ser adicionadas, dando origem aos sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cz) €
sesterterpenos (Cos). A combinacdo de cadeias maiores podem também originar os

triterpenos (2 x C15= Cgp) e tetraterpenos (2 x Cop = Cap).

Figura 1. Formula estrutural das substancias dimetilalil difosfato (A) e isopentenil difosfato (B).

Contudo, a grande variabilidade estrutural observada para os terpendides
advém da acdo de enzimas capazes de realizar modificacbes diversas, como
ciclizagcdes, oxidagdes, alquilacées entre outras (Sacchettini e Poulter, 1997). Estas
reacdes proporcionam a formacdo de novos subgrupos de substancias, e em
especial as lactonas sesquiterpénicas (LST), que apresentam um ndmero superior a
5000 estruturas dentro de um universo de aproximadamente 11000 sesquiterpenos,
ou seja, aproximadamente metade das substancias com esse esqueleto basico
possuem ao menos um anel lacténico (Schmidt, 2006).

A importancia das LST é de elevado destaque, pois além de se distribuirem
amplamente pela natureza (especialmente na familia Asteraceae) e possuirem
grande diversidade estrutural, apresentam também atividades farmacoldgicas
significativas em enfermidades distintas, embora a toxicidade seja um efeito colateral
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que nao deve ser negligenciado. A ocorréncia em plantas utilizadas com finalidades
alimenticias também é outro fator que justifica o interesse. Em suma, somando-se a
alta ocorréncia, a variabilidade estrutural, o potencial farmacoldgico, a presenga na
dieta humana e o desafio de superar o obstaculo da toxicidade, tém-se o porque em
se aprofundar os conhecimentos sobre as LST.

Os fatores ecologicos aos quais as plantas estdo submetidas em seus
respectivos habitats sdo os principais responsaveis pela evolugdo genética das
espécies (Baxter e Dilkes, 2012; Hines e Zahn, 2012), que é expressa pela
complexidade dos sistemas enzimaticos que regulam a biossintese das LST (e
consequentemente ampliam o espectro de substancias), as quais sao uteis no
aspecto ecolégico ou ambiental, principalmente para a protecdo frente aos
predadores. Esta capacidade deterrente e por vezes inseticida é devida ao sabor
amargo e também a toxicidade deste tipo de substancia. Embora mais de 100
grupos distintos de sesquiterpenos sejam conhecidos, Schmidt (2006) demonstra em
um levantamento realizado junto ao Dictionary of Natural Products (DNP, 2013) que
apenas 7 destes grupos (Figura 2 e Figura 3) sao os precursores de

aproximadamente 87% de todas as LST cadastradas nesta mesma base de dados.

Eudesmanos Elemanos Eremofilanos
Guaianos Xantanas Pseudoguaianos

Figura 2. Terpenos precursores das LST.

Um ponto a se destacar € que todos os grupos apresentados na Figura 2 sao
derivados do esqueleto germacrano (Figura 3A), e podem ser biotransformados em
LST por meio da lactonizacdo da cadeia lateral isopropil, a qual pode envolver os
atomos C-7 e C-8 ou C-6 e C-7 dando origem a uma y-lactona (Figura 3A). Esta
caracteristica, associada a presenca de uma dupla exociclica em C-11 proveniente
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do cation germacril (Figura 3B) dao origem ao grupo a-metileno-y-lactona,
reconhecidamente um aceptor de Michael com alta afinidade para grupos tidis
(Avonto et al., 2011). Este passa a ser entao o principal grupo reativo responsavel
tanto pela atividade bioldgica quanto téxica das LST, embora a presenga de
carbonila a,B-insaturada também forneca um sitio reativo em alguns casos (Schmidt
et al., 1999; Schmidt, 1999; Avonto et al., 2011).

Germacrano 6

Figura 3. (A) Lactonizag¢io da cadeia lateral isopropil a partir do esqueleto germacrano e (B) formagéo do grupo a-
metileno-y-lactona.

O mecanismo da reacdo de adicdo de Michael envolvendo o grupo a-
metileno-y-lactona pode ser exemplificado pela interacdo deste sitio com o
aminoacido cisteina (Figura 4), a qual propicia dois acontecimentos
concomitantemente, sendo: (1) aproximagdo do grupo amino protonado e da
carbonila, retirando elétrons do sistema conjugado, o que leva ao (2) aumento da
reatividade do carbono B, o qual fica vulneravel ao ataque nucleofilico do grupo tiol

do aminoacido.
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Figura 4. Mecanismo de reagdo da adi¢do de Michael.

A distancia medida ap6s a minimizacao de energia por MM2 entre os atomos
de enxofre e nitrogénio (3,2 A, angulo diedro 68,2°) na cisteina e o carbono B e a
carbonila do anel lacténico (2,8 A, angulo diedro 0,69 nas LST (Figura 5) (Chem3D
Pro®) sdo um forte indicio de que a estereoquimica destes grupamentos é favoravel

a aproximacao necessaria para que a reacao se inicie (Schmidt, 2006).
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ng 8 A }‘0

Figura 5. Disposi¢do tridimensional da budleina A (esquerda) e do aminoacido cisteina (direita).

Portanto, esta caracteristica inerente as LST lhes proporciona um importante
potencial alquilante, especialmente frente a grupos tidis presentes em residuos de
cisteina em macromoléculas. Esta interacdo em proteinas especificas e em sitios
especificos sdo os alvos explorados na busca de farmacos derivados de LST. Um
grande numero de estudos sugere que este mecanismo é capaz de inibir o processo
de sinalizacdo celular que culminaria na ativacdo de cascatas bioquimicas pré-
inflamatérias (Merfort, 2011). Acredita-se que a influéncia sobre o NF-kB, impedindo
sua ativacao no nucleo celular ou sua ligagcdo ao DNA (Garcia-Pineres et al., 2001;
Siedle et al. 2004; Garcia-Pifieres, et al., 2004) seja a responsavel pela efetividade
do mecanismo de ag&o das LST. Por outro lado, a toxicidade observada para as LST
também é resultado deste mecanismo, quando ocorre indiscriminadamente, sem a
devida seletividade pelos tecidos, érgaos ou células alvo.

Neste contexto, a substancia budleina A (BDL) apresenta potencial promissor
devido as suas propriedades farmacoldgicas, como: analgésica (Valério et al., 2007),
antiinflamatéria (Valério et al., 2007; Arakawa et al., 2008; Nicolete et al., 2009),
antimicrobiana (Da Costa et al., 1998), citotdéxica (Arakawa, 2007), relaxante de
musculatura lisa (Van Calsteren et al., 2008) e inibicdo da motilidade de
espermatozoides (Huacuja et al., 1993). A atividade antiinflamatéria desta
substancia, no entanto, mostra-se como uma das mais promissoras, o que tem

motivado recentemente a elucidacédo da relacdo estrutura atividade existente, bem
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como 0s mecanismos de acdo envolvidos e sua relacdo com a sinalizagao celular
destacada no processo inflamatério (Siedle, et al. 2004; Garcia-Pineres, et al., 2004;
Lindenmeyer et al., 2006; Valerio et al., 2007; Nicolete, R. et al., 2009).

A BDL foi pioneiramente isolada e identificada a partir da espécie Viguiera
buddleiaeformis, pertencente a familia Asteraceae (De Vivar et al.,, 1976). Ocorre
também em outras espécies do género Viguiera (Delgado, Devivar e Herz, 1982;
Delgado, Alvarez e De Vivar, 1984; Delgado et al., 1984; Schmeda-Hirschmann et
al., 1985; Spring et al., 2000), em espécies do género Helianthus (Ohno et al., 1981;
Gershenzon e Mabry, 1984; Herz e Kulanthaivel, 1984; Spring, 1991; Spring e
Schilling, 1991; Buschmann e Spring, 1995), Calea villosa (Bohlmann et al., 1982) e
Calea divaricata (Ober, Fronczek e Fischer, 1985), espécies do género Heliomeris
(Buschmann e Spring, 1997), Ayapana elata (Jakupovic, Castro e Bohimann, 1987),
Tithonia longiradiata (Perez, Lara e Devivar, 1992) e Pappobolus sp. (Spring, Vargas
e Fischer, 1991).

O esqueleto principal da BDL (3,10-Epoxy-8,15-dihydroxy-1-oxo-2,4,11(13)-
germacratrien-12,6-olide; (4E,6a,8B,10B)-form, 8-Angeloyl, nimero CAS 59481-48-0)
é classificado como um heliangolido (Seaman, 1982), que apds a formacdo de uma
ponte por um atomo de oxigénio entre os carbonos C-3 e C-10 do esqueleto
sesquiterpénico, apresenta um anel furano, formando assim um furanoeliangolido.
Possui também uma cadeia lateral do tipo angelato ligada ao C-8 em B-orientagcéo
(Figura 6). Apresenta férmula molecular CooH22O7, peso molecular 374,14 u, ponto
de fusdo entre 106 e 108 °C € Anaxem 225 e 266 nm.

Figura 6. Estrutura quimica da Budleina A (BDL).
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A determinacao estrutural da BDL foi obtida por meio de RMN (De Vivar et al.,
1976; Van Calsteren et al.,, 2008) e EM com ionizacado por elétrons (IE), a qual
destaca principalmente os ions de m/z 274, 83 e 55, caracteristicos do éster do tipo
angelato (De Vivar et al., 1976), que compde a cadeia lateral da BDL. Em relacédo a
sua fragmentagdo quando submetida a ionizacao por eletrospray (IES) e posterior
dissociacao induzida por colisdo (CID — Dissociacao Induzida por Colisao) é possivel
encontrar na literatura apenas um trabalho discorrendo sobre os mecanismos de
reacao envolvidos (Crotti, Lopes e Lopes, 2005). Entretanto, os dados apresentados
neste estudo, embora possuam grande valia, ndo sdo suficientes e acurados o
bastante para a elucidagao das vias de fragmentagédo da BDL.

O primeiro passo para a interpretacao de espectros de massas de moléculas
organicas ionizadas por eletrospray (IES-EM) deve ser relacionado a busca pelo sitio
de reatividade desses compostos frente a protonacao/desprotonacao (Crotti et al.,
2006; Vessecchi et al., 2008). Neste sentido, o grupo de pesquisa do Prof. Norberto
Peporine Lopes, juntamente com o Prof. Dr. Ricardo Vessecchi tem demonstrado
que a aplicacdo de modelos computacionais sdo de extrema valia para a obtencao
desses dados. Além disso, o emprego da quimica computacional fornece detalhes
sobre modificagdes estruturais e energéticas apds o evento quimico da ionizacao,
sendo esses dados importantes para se elaborar os possiveis mecanismos de
dissociacdo em fase gasosa (Vessecchi et al., 2008; Vessecchi et al., 2010).

Em recentes estudos, 0 uso da quimica computacional em combinacdo com
os dados obtidos a partir das analises de espectrometria de massas tem fornecido
mapas de fragmentagdo mais consolidados, facilitando assim, a caracterizagdo de
novos compostos obtidos a partir de reagdes de oxidacao, que € um dos objetivos
deste estudo (Pigatto et al., 2011; Andreo et al., 2012).

Embora a BDL tenha comprovada atividade biolégica, ndo ha relatos na
literatura quanto a sua metabolizagdo em modelos in vitro, bem como a
determinacao in vivo dos parametros farmacocinéticos de absorcao, distribuicao,
metabolizacdo e excrecdo (ADME).

O estudo do metabolismo de farmacos visa principalmente a determinacao da
estrutura quimica dos compostos gerados ap6s a sua administracdo. O organismo

vivo, através de reacdes quimicas diversas, pode conduzir a transformacédo do
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farmaco no trato gastrintestinal (antes de sua absorcao) ou na passagem pelo figado
(fase 1) ou por reacdes de condensacao (fase 2) de tal modo a torna-lo mais
susceptivel aos processos de eliminacdo do organismo por vias distintas de
excrecdo, em especial pelo aumento da polaridade e consequentemente da
solubilidade em agua (Goodman et al.,, 2001). As principais reacdes quimicas
conhecidas sao classificadas em dois tipos conforme descreve a Tabela 1.

Tabela 1. Tipos de reagdes envolvidas na biotransformagao de farmacos (Gibson e Skett, 2001).

Fase 1 Fase 2
Hidrdlise Glicuronidacao
Reducao Sulfatagao
Oxidacao Metilagao

Isomerizacao Acetilacao
Hidratagdo Conjugagao com aminodcidos,

glutationa ou acidos graxos

Entretanto, a ocorréncia destas reacoes esta diretamente relacionada com as
caracteristicas do farmaco (substrato) e as modificacdes necessarias para torna-lo
mais polar. As reacOes de fase 1 e fase 2 podem ocorrer tanto sequencialmente
como simultaneamente. No primeiro caso, a molécula sofre inicialmente uma reagéo
de fase 1 seguida de uma reacao de fase 2, e, no segundo caso, 0 composto pode
sofrer tanto reacdes de fase 1 como também de fase 2 diretamente, de forma
competitiva. Deve-se ressaltar também que a biotransformacao de farmacos pelo
organismo em muito se assemelha aos processos bioquimicos fisioldgicos, que
ocorrem a todo o momento e, em geral, mediados por enzimas. Tal similaridade
entre os processos deve-se a semelhanca existente entre o farmaco e compostos
endogenos (Gibson e Skett, 2001).

As reacdes de oxidacao sdo as que despertam maior interesse na pesquisa
de produtos de biotransformacédo de farmacos, visto que a grande maioria destes
possui grupos funcionais expostos e altamente susceptiveis a este tipo de reacao.
Os produtos destas reacoes podem também, em muitos casos, produzir metabdlitos
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téxicos ou com maior atividade terapéutica, alterando assim os parametros de
seguranca e eficacia inicialmente previstos para um farmaco (Oesch, 2009). Estes
fatos corroboram a necessidade de conhecimento das vias e produtos de
metabolismo de cada nova molécula com potencial para atingir estagios de ensaio
clinico (Bernadou e Meunier, 2004), o que é o caso da BDL.

Diante das necessidades citadas, varias metodologias experimentais tém sido
empregadas na busca das respostas desejadas, com grande destaque para as
técnicas in vivo, que utilizam animais (ensaios pré-clinicos) ou seres humanos
(ensaios clinicos) (Blech et al., 2010), e in vitro, que podem ser realizadas tanto com
enzimas naturais (microssomas hepaticas animais ou humanas) (Shu et al., 2010) ou
por meio de catalisadores biomiméticos, como por exemplo as metaloporfirinas
(Figura 7) (Chorghade et al., 1996; Bernadou e Meunier, 2004; Mansuy, 2007;
Lohmann e Karst, 2008).

R

Figura 7. Estrutura central das metaloporfirinas.

Os meétodos biomiméticos utilizando metaloporfirinas s&o inspirados na
existéncia de grupos heme em sua estrutura (Gunter e Turner, 1991), similar ao
observado nas enzimas produzidas por proteinas do tipo citocromo P450 (Nelson et
al., 1996) que atuam como grupos prostéticos na catalise de reacdes de oxidacao de
farmacos em processos de biotransformacédo. Os avancos recentes em sintese
guimica também favorecem o desenvolvimento de metaloporfirinas mais apropriadas
para cada tipo de estudo, elevando assim a eficiéncia do sistema. Entretanto, a
regioseletividade (lupac, 1997) reduzida das metaloporfirinas configura um potencial
revés na extrapolagdo dos resultados para comparacao com técnicas in vitro que
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utilizam enzimas naturais ou in vivo, visto que ha a possibilidade de formacao de
produtos distintos entre elas conforme a posicdo da molécula onde ocorrera a
reacdo. Porém, ainda assim sdo capazes de direcionar a pesquisa sobre os
principais possiveis metabdlitos que podem ser encontrados para uma determinada
substancia (Akagah et al.,, 2008; Mac Leod et al., 2008). Outra possibilidade
viabilizada por essa estratégia € a sintese em grande escala de metabdlitos de um
candidato a farmaco para utilizacdo em testes farmacoldgicos e toxicol6gicos
(Akagah et al., 2008).

O estudo de metabolismo intestinal in vitro apresenta-se como um desafio,
visto a dificuldade em correlacionar os resultados com as condi¢des in vivo devido a
quase impossibilidade em se obter o material fecal contendo a microbiota intestinal
em condi¢cées anaerdbicas. A utilizacao de linhagens bacterianas isoladas também
nao apresentam resultados que possam ser extrapolados para o todo, pois a alta
complexidade da microbiota intestinal com todas as interagdes simbidticas existentes
provém a este meio reacional comportamento Unico, variando inclusive entre animais
da mesma espécie criados simultaneamente sob o0 mesmo regime.

Desta forma, uma alternativa possivel é a utilizagdo da microbiota intestinal
de porcos, que apresentam caracteristicas tais como tamanho, tipo de dieta, volume
e frequéncia de alimentagdo semelhantes aos humanos, o que torna-os os animais
mais adequados a serem utilizados em modelos que simulem o metabolismo
intestinal humano. Em relagdo a composicdo da microbiota de porcos quando
comparada a de humanos, é possivel verificar alguma similaridade considerando-se
alguns géneros, como por exemplo Bifidobacterium, Enterococcus, Bacteroides,
Eubacterium e Clostridium. Entretanto, em testes realizados com o objetivo de
quantificar estes microorganismos, foi verificada variacdo estatistica consideravel
mesmo entre os individuos da mesma espécie e obviamente maior ainda quando se
comparando porcos € humanos. A Unica distingao confirmada entre as espécies é a
presenca em porcos e auséncia em humanos de espécies do género Lactobacillus,
0 que pode ser explicado pela diferenca de pH estomacal entre ambos (Van't Slot et
al., 2012).

Outro fator de grande valia quando da utilizagdo de porcos é a possibilidade
de se utilizar o material fresco mantido em atmosfera anaerdbia desde o abate do
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animal e durante todo o processo de preparo e incubagao das amostras. Para tanto,
utiliza-se a parte do intestino do animal denominada ceco, a qual pode ser obstruida
em ambos orificios por meio de ligadura antes da remocgao cirurgica do restante do
intestino. Este modelo é portanto denominado “Modelo do Ceco de Porco” ou “Pig
Cecum Model” (Van't Slot et al., 2012).
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2. OBJETIVOS
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Isolar em grande quantidade a lactona sesquiterpénica budleina A utilizando
como fonte a espécie vegetal Viguiera robusta.

Estudar os mecanismos de fragmentacdo da budleina A e da centraterina por
espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray (IES-EM/EM).

Realizar os estudos de oxidacao biomimética da budleina A e correlatos e
determinar os possiveis produtos formados;

Realizar os ensaios de metabolizacao in vitro com microssomas hepaticas da
budleina A e correlatos e determinar os possiveis produtos formados;

Realizar os ensaios de metabolizacdo in vitro no modelo de ceco de porco
(pig cecum model) da budleina A e correlatos e determinar os possiveis produtos

formados.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Materiais

Nos processos de extragdo, isolamento e andlise foram utilizados os
solventes: acetona comercial (CHEMCO), acetato de etila PA e hexano PA
(QHEMIS), metanol e acetonitrila (J.T. BAKER), CDCl; (SIGMA-ALDRICH) e éter
dietilico (VETEC). Para as técnicas cromatogréaficas (CLV e CCD) utilizou-se como
fase estacionéria a silica gel 60H e silica gel 60 GFzs4 (MERCK) respectivamente.
Nas reagbes oxidativas utilizou-se acido m-cloroperbenzdico (mCPBA),
iodosilbenzeno  (PhlO) e a metaloporfirina cloreto de 5,10,15,20-
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina de ferro Ill (FeTFPP). Tampéao fosfato (PBS —
MERCK) foi utilizado no modelo de ceco de porco.

Para as andlises das reacdes biomiméticas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram utilizadas as colunas (analitica e preparativa) marca
Phenomenex (modelo Luna C-18, 250 x 4,6 mm, 5 pm). Nas analises de
cromatografia em fase gasosa foi utilizada a coluna capilar Phenomenex Zebron™
ZB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e hélio como gas de arraste. Nas analises de
CLAE realizadas com as amostras do modelo de ceco de porco foram utilizadas as
colunas Nucleodur C18 ISIS, 5 um, 150 x 2 mm (Macherey-Nagel) (para analises de
quantificagdo) e Gemini C18, 5 pm, 150 x 2 mm, 110 A (Phenomenex) (para as

analises acopladas em espectrometria de massas).

3.2. Coleta da espécie vegetal Viguiera robusta

Previamente a realizagédo das coletas foi realizado o cadastro junto ao IBAMA-
SISBIO (n° 26468-1) para obtencado de registro para coleta de material vegetal
(Anexo 1) e também a solicitagdo de acesso ao patrimodnio genético junto ao CNPq
n° 010174/2011-7 (Anexo 2). O local da coleta situa-se no municipio de Altinopolis,
rodovia Batatais-Altinépolis (SP-351 — Rodovia Altino Arantes) na altura do km 36,
onde encontram-se algumas populacbes da espécie V. robusta distribuidas as
margens da rodovia, ao longo de uma extensao de aproximadamente 1,5 km. Foram
realizadas duas coletas nos meses de abril e maio de 2011, com intervalo de

aproximadamente 25 dias, atentando-se para o fato de que este é o Unico periodo
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do ano em que a espécie apresenta folhas em grande quantidade (Figura 8). Foram
coletados aproximadamente 5,0 kg de material vegetal fresco (folhas, flores e caule)

somando-se as duas etapas.

Figura 8. Coleta da espécie vegetal Viguiera robusta.

Apéds a coleta (Figura 8) o material vegetal foi trazido para a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto e imediatamente submetido ao processo
de estabilizacdo em estufa de ar circulante, mantida a temperatura constante de
30°C por aproximadamente 72 horas, realizando-se aleatoriamente a movimentagéao
do material para que a secagem ocorresse de maneira uniforme. ApGs esse periodo
o material foi retirado da estufa e preparado para a extragédo, que € feita somente
utilizando-se as folhas. O restante do material (caules e flores) foi separado e
descartado. Vale ressaltar que uma exsicata foi preparada com o material ainda
fresco e foi posteriormente depositada no herbario da UNICAMP sob o cédigo FBC #
94.
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3.3. Extracao da budleina A

Para a extracdo foi utilizada a técnica de lavagem foliar, pois sabe-se que a
BDL é o componente majoritario das estruturas denominadas tricomas glandulares,
que estdo posicionados na superficie das folhas. Estas estruturas podem ser
facilmente rompidas quando em contato com solventes de média polaridade, como
acetona e diclorometano. Devido aos impactos ambientais causados por solventes
clorados, optou-se por realizar a extracdo em acetona comercial.

As folhas devidamente secas e limpas ap6s remocao de residuos de terra
foram colocadas em porgdes em um percolador contendo aproximadamente 5,0
litros de acetona, sendo mantidas em contato e agitacdo manual por
aproximadamente 60 segundos. Em seguida o solvente foi esgotado do percolador
através da valvula na base do recipiente e as folhas retiradas manualmente. Na
sequencia o0 mesmo solvente utilizado foi recolocado no percolador e repetiu-se o
procedimento com uma nova porcao de folhas e assim sucessivamente com todo o
material.

Ao final desta etapa o extrato de lavagem foliar (ELF) obtido foi filtrado em
papel filtro e levado ao rota-evaporador para remocao da acetona. Foram obtidos
respectivamente 4,9 e 12,7 g de extrato seco para cada coleta.

3.4. Isolamento da budleina A

As porcdes de extrato seco obtidas foram submetidas ao processo de
isolamento separadamente. Para tanto, o extrato foi ressuspenso em uma solucéo
MeOH:H,O (8:2) e em seguida particionado com hexano (3x) e diclorometano (3x)
(Fluxograma 1). A fracdo diclorometano, apdés a evaporacdao do solvente foi
incorporada em silica gel 60 H e submetida a separacao por CLV (Coll e Bowden,
1986; Pelletier, Chokshi e Desai, 1986). A eluicdao da CLV (Figura 9) foi realizada
aumentando-se a polaridade da mistura eluente (Hex:AcOEt), conforme

demonstrado no fluxograma 1.
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Figura 9. Isolamento da BDL por cromatografia liquida a vacuo.

ApoOs a realizacdo da CLV as porgdes com fases moéveis de diferentes
polaridades foram submetidas a secagem para completa evaporacédo dos solventes.
Apés esta etapa, as fracoes E e F (Fluxograma 1) apresentaram a maior massa de

residuo (analise visual) e também indicios da formagao de cristais brancos, que
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poderiam sugerir a presenca de BDL, conforme indica o trabalho de Valério et al.,

2007. Logo, o trabalho de isolamento ficou restrito a estas fragdes.

5 Hex (A)
Hex:AcOEt |

9:1(B)
—_—

Hexano

. Hex:AcOEt |
Ressuspensao . 41(C)
MeOH:H20 ——

(8:2)

. Hex:AcOEt
. 7:3(D)
—

o ) ,"
Diclorometano

. Hex:AcOEt ;

 37(G) |

Fluxograma 1. Processo extrativo utilizado para obteng¢do de BDL.

Apbs completamente secas, as fracoes E e F foram solubilizadas em MeOH,
obtendo-se uma solucédo limpida e de cor amarelo-esverdeada. Em seguida os
frascos foram devidamente acomodados em capela com exaustdo até a completa
volatilizacdo do solvente. Este procedimento foi realizado a temperatura ambiente e
sem nenhum tipo de auxilio que forcasse a secagem, para que a possivel
cristalizacdo dos compostos presentes em solucdo pudesse ocorrer de forma lenta.
Esta medida também evita a condensacado de agua na amostra, que pode ocorrer
devido ao resfriamento do solvente caso seja utilizado um fluxo de ar na secagem.

Conforme o esperado, apdés a completa secagem do solvente foi possivel
observar a formagéo de cristais brancos no fundo do frasco, recobertos por uma
camada de cor amarelo-esverdeada. Optou-se nesse momento por realizar a
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lavagem destes solidos com éter dietilico gelado (VETEC), no qual a solubilidade da
BDL é baixa. Foram realizadas varias lavagens sucessivas com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur de vidro, sendo possivel obter o produto final na forma de cristais
brancos (Figura 10).

Figura 10. Material cristalizado obtido apés CLV.

Entretanto, durante o procedimento de lavagem os cristais sdo fragmentados,
e aqueles de menor tamanho, muitas vezes microscépicos, sdo levados em
suspensdo com o éter, forcando-nos a repetir o procedimento nos frascos
subsequentes, entretanto a maior quantidade permanece no frasco inicial. Como
resultado deste procedimento, apds diversas lavagens e agrupamento dos residuos
de cristais brancos presentes nos demais frascos, foi possivel obter
aproximadamente 1,5 g (0,5 + 1,0) do material que supostamente seria BDL.

3.5. Identificacao da budleina A

3.5.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)
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A primeira iniciativa no sentido de identificar o composto isolado nas etapas
anteriores, bem como verificar a sua pureza, foi a realizagdo de cromatografia em
camada delgada. Foram utilizadas placas cromatograficas analiticas preparadas no
préprio laboratério com silica gel 60 GF2s4 (Merck) e solventes grau PA destilados
(hexano e acetato de etila). Para revelacdo da placa foi empregada luz ultra-violeta
(UV) ou solucao de vanilina:acido sulfurico em metanol seguida por aquecimento em

chapa quente.

3.5.2. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

As analises de CG-EM foram realizadas em um equipamento da marca
Shimadzu modelo CG-2010, acoplado a um espectrobmetro de massas do mesmo
fabricante, modelo GCMS-QP2010. Foi utilizada coluna capilar, marca Phenomenex
Zebron™ ZB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25um). O método analitico utilizado
encontra-se no Anexo 3. A amostra foi diluida em metanol na concentracdo

aproximada de 1,0 mg.mL™.

3.5.3. Espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (IES-EM)

Dando continuidade a identificacdo da composto isolado e considerando-se o
forte indicio observado pela anédlise de CG-EM de que trata-se da budleina A, foram
realizados os testes de espectrometria de massas em meio liquido com ionizagao
por eletrospray.

Foi utilizado nesse experimento um espectrémetro de massa marca Bruker
Daltonics, modelo microTOFIl — ESI-TOF, em modo positivo. A amostra foi inserida
por infusdo direta e utilizou-se como solvente a mistura MeOH:H,O (1:1). Os
parametros do equipamento foram: voltagem do capilar em 4kV, gas nebulizador N,
a pressao de 0,4 bar e a temperatura de 180 °C. O gas de sacagem foi ajustado ao

fluxo de 4,0 L.min™".
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3.5.4. Ressonancia magnética nuclear de proton ('H RMN)

Os espectros de RMN foram adquiridos no Departamento de Quimica da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto — USP, utilizando-se um
espectrébmetro Bruker-Advance DRX 500. O solvente utilizado foi cloroférmio
deuterado (CDCls, Sigma-Aldrich®) e tubos de 175 x 5 mm Sigma-Aldrich®.

3.6. Estudo das vias de fragmentacao de furanoeliangolidos por IES-EM/EM

Neste estudo foram utilizadas as substancias budleina A (obtida conforme
descrito nas etapas anteriores) e centraterina (Sakamoto et al., 2003) (Figura 11),
obtida junto ao banco de padrdes do Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e
Sintéticos (NPPNS). As solucdes contendo estas substancias foram preparadas na
concentragdo de 1,0 mg.mL™" utilizando-se como solvente a mistura MeOH:H,0O
(1:1). Estas solugdes foram entdo diluidas até a concentragéo final de 10 pg.mL™ em
MeOH contendo 1% de acido férmico.

Budleina A Centraterina

Figura 11. Estrutura quimica da BDL e centraterina. Entre parénteses a numeragdo adotada para os atomos de oxigénio.

3.6.1. Espectrémetros utilizados e condicoes experimentais

Para os estudos de espectrometria de massas e elucidacdo das vias de
fragmentacdo da budleina A e centraterina foram utilizados quatro espectrometros
distintos, sendo eles: (A) Waters ACQUITY® TQD triplo quadrupolo (QqQ, CID,
argonio); (B) AB Sciex APl 4000 QTrap®QqQ, CID, Ny); (C) Bruker Daltonics
micrOTOF™-Q Il (QTOF, CID, N); e (D) Thermo Scientific Linear lon Trap Orbitrap
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(LTQ Orbitrap XL) — FTMS (Espectrometria de Massas por Transformada de Fourier)
(Orbitrap-HCD, hélio). As informacdes entre parénteses descrevem respectivamente
o tipo de analisador, tipo de ativacdo (CID ou Dissociacao Induzida por Colisdo de
Alta Energia — HCD) e gas de colisao empregado.

As condicoes experimentais utilizadas para cada espectrémetro foram: (a)
voltagem da fonte de 3.5 kV, temperatura da fonte em 150 °C e temperatura de
dessolvatagao de 350 °C; (b) voltagem da fonte de 4.2 kV, temperatura da fonte de
350 °C; (c) voltagem do capilar de 3.5 kV, temperatura da fonte e de dessolvatacéao
de 180 °C; (d) voltagem da fonte em 3.5 kV e temperatura do capilar em 275 °C.

Foram construidos gréaficos de energia resolvida com os resultados obtidos no
espectrémetro (d) variando-se a energia entre 0 e 35 eV com incrementos de 5 eV.

Visando a obtencédo de dados acurados, foi realizada a calibracdo externa do
espectrometro (c) utilizando-se o padrao de [TFA+Na]*, enquanto que para o
espectrébmetro (d) foi utilizada a solugdo padrdo marca Thermo Scientific
denominada LTQ ESI Positive lon Calibration Solution, que consite numa mistura de
N-butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) e Ultramark 1621. Todas as analises

foram realizadas em modo positivo.

3.6.2. Méetodos computacionais

Estudos computacionais para a obtencao dos possiveis sitios de protonacao
da BDL e da centraterina foram conduzidos sob a coordenagéo do Prof. Dr. Ricardo
Vessecchi (FFCLRP-USP), nos quais foram obtidas as energias relativas para as
possiveis formas protonadas, a fim de se interpretar os resultados obtidos pelas
analises IES-EM/EM nos diferentes equipamentos.

Inicialmente, realizou-se uma busca conformacional no programa Chem3D e
as estruturas com menor energia tiveram suas geometrias, energias relativa e vias
de fragmentagdo obtidas empregando o modelo computacional B3LYP/6-
31G(d)(Dewar et al., 1985; Lee, Yang e Parr, 1988; Becke, 1993) utilizando o
programa Gaussian 03 (Frisch, 2006) . Estudos prévios com lactonas e outros

produtos naturais por espectrometria de massas em combinacdo com a quimica
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computacional tem demonstrado que tal modelo é o mais indicado para a avaliagao
da reatividade e vias de fragmentacao desses compostos (Vessecchi e Galembeck,
2008; Vessecchi et al., 2008).

3.7. Ensaios de oxidacao biomimética

As reacdes de oxidacdo foram realizadas utilizando-se a metaloporfirina
FeTFPP (Cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina de ferro Ill)
(Figura 12a) como catalisador na concentracdo de 3,0 x 10® M. Foram testados
como oxidantes o iodosilbenzeno (PhlO) e o acido m-cloroperbenzdéico (mCPBA)
(Figura 12b) nas concentragbes descritas na Tabela 2. Para todas as reagdes

empregou-se acetonitrila como solvente do meio reacional no volume final de 1,5

mL.
R (@) (b)
OH
—Fs 0.0
R R R= \ /
R Cl

Figura 12. (a) FeTFPP e (b) mCPBA.

Para a definicdo do comportamento das reacbes realizou-se um estudo de
otimizacao variando-se as proporcoes de catalisador:substrato:oxidante (Tabela 2) e
verificou-se via CG-MS a formacdo de possiveis produtos de reagdo e seus
respectivos rendimentos. O sistema R3 foi selecionado como o mais adequado para

a realizacao do experimento.

Tabela 2. Otimizagdo do sistema reacional biomimético da BDL (volume de reagdo de 1,5 mL em acetonitrila, nimero de
mols de FeTFPP =3 x 10°, tempo de rea¢do de 24 horas e temperatura ambiente).

ID SISTEMA PROPOR(}AO
R1 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:30
mCPBA R2 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:40

R3 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:60
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R4 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:200
R5 FeTFPP:BDL:PhIO 1:40:30
PhIO R6 FeTFPP:BDL:PhIO 1:40:40
R7 FeTFPP:BDL:PhIO 1:40:60
R8 FeTFPP:BDL:PhlO 1:40:200
R9 FeTFPP + mCPBA 1:40
R10 FeTFPP + PhlO 1:40
BRANCOS R11 FeTFPP + BDL_sem oxidante 1:40
R12 BDL + mCPBA _sem FeTFPP 1:40
R13 BDL + PhlO_sem FeTFPP 1:40

3.7.1. Isolamento dos produtos de oxidacao biomimética

Utilizou-se a técnica de cromatografia em camada delgada preparativa em
modo normal, ou seja, utilizando-se silica gel como fase estacionaria e solventes
com caracteristica apolares (HEX e acetato de etila) como fase moével. Foram
utilizadas placas com dimensdes de 20 x 20 cm e luz ultravioleta (UV em 254 nm)
como revelador. As amostras foram diluidas em acetato de etila e aplicadas com o
auxilio de capilar de vidro. Utilizou-se como fase moével a mistura de solventes
hexano (HEX):acetato de etila (AcOEt) (7:3) em cuba de vidro com tampa e
previamente saturada. A eluicdo completa da(s) placa(s) cromatografica(s) (15 cm)
ocorreu em aproximadamente 50 minutos, sendo imediatamente removida(s) da
cuba de eluicdo (Figura 13). As bandas separadas foram raspadas, coletadas,
extraidas com AcOEt e filtradas a vacuo em funil de Buchner com placa porosa. O
filtrado, agora contendo o composto presente na cromatoplaca, foi levado a
evaporacao do solvente para posterior analises de identificacao.
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Figura 13. Placa de CCD preparativa utilizada no isolamento dos produtos de reagdo biomimética. (a) Amostra aplicada
na placa e (b) ap6s eluigdo.

3.7.2. Identificacao dos produtos de reacao biomimética

Foram empregadas na identificacdo dos produtos de reacdo biomimética da
BDL as técnicas IES-EM (infusdo direta), CLAE-IES-EM e 'H-RMN (CDCls). A
calibragdo do espectrémetro de massas marca Bruker Daltonics modelo microTOFII
— ESI-TOF foi realizada utilizando-se [TFA+Na]" para a obtencdo de massas
acuradas (Vessecchi et al., 2011). Foi utilizado como solvente na técnica de EM a
mistura MeOH:Agua (1:1).para todas as amostras. Os parametros do equipamento
aplicados na analise de CLAE-IES-EM foram: voltagem do capilar em 4kV, gas
nebulizador N a pressao de 4,5 bar e a temperatura de 220 °C. O gas de sacagem
foi ajustado ao fluxo de 7,0 L.min™.

Foi verificado na andlise de RMN que a amostra ainda possuia algumas
impurezas, provenientes dos reagentes empregados na reagao. Portanto, realizou-
se a purificacao desta amostra utilizando-se para este fim um HPLC Shimadzu e um
kit de colunas cromatograficas (analitica e preparativa) marca Phenomenex (modelo
Luna C-18 de dimensdes 250 x 4,6 mm, 5 pym e 250 x 20 mm, 5 pym
respectivamente). Utilizou-se como fase moével MeOH:agua (1:1) em fluxos de 1,0 e
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9,0 mL.min"', respectivamente para a coluna analitica (desenvolvimento do método

analitico) e preparativa (isolamento).

3.8. Ensaios de metabolizacao in vitro com microssomas hepaticos

Os ensaios de metabolizacdo com microssomas hepaticos foram realizados no
Instituto de Quimica de Alimentos (Institut fir Lebensmittelchemie) da Universidade
de Munster, Alemanha, seguindo protocolo descrito na literatura (Sohl, Cheng e
Guengerich, 2009) com algumas modificacées. Foram empregados microsomas de
porco e rato obtidos conforme descrito na literatura (Omura e Sato, 1964).

Foram utilizadas as seguintes solugdes: (A) glicose-6-fosfato (0,1 M em agua),
(B) glicose-6-fosfato desidrogenase 10° IU mL™ (1 mg.mL™" em tampao Tris-acetato
(pH7,4) contendo 1 mM EDTA e 20% glicerol (v/v)), (C) NADP* (10 mg.mL™" em
agua), (D) fosfato de potassio monobasico (KH>.PO,) e dibasico (K:HPO,4) 0.1 M (pH
7,4, 2,59 g de KH.PO4 e 14,1 g de KoHPO4 em 1000 mL de agua purificada) e
solucdes estoque de LST a 5 mM. O sistema regenerador NADPH foi preparado no
momento do uso seguindo as seguintes proporcoes: 50 (A):25 (C):1 (B). As solucdes
tampao (D) (320 L), sistema regenerador NADPH (recém preparado, 100 L) e
estoque de LST (5 pL) foram adicionadas em vial de 5 mL com tampa e pré-
incubadas em plataforma aquecida a 37°C por 3 minutos. A suspensao contendo 0s
microssomas foi incubada em paralelo sob as mesmas condicbes, sendo em
seguida adicionada (75 pL) ao vial contendo as demais solugdes. O tempo de
incubacdo a partir deste momento foi de 30 minutos e em seguida adicionou-se
diclorometano (CH-Cl,) para precipitar as proteinas e encerrar as reacoes. Levou-se
a mistura ao vortex por 10 segundos e em seguida, apds a separagao de fases,
coletou-se a fracdo organica com o auxilio de uma micropipeta. A fracao coletada foi
submetida ao fluxo de N, para remog¢ao do solvente organico. O residuo seco foi
posteriormente dissolvido em mistura de MeOH:Agua (1:1) e analisado por CLAE-
IES-EM/EM.

Nas analises de identificacdo dos produtos de metabolismo utilizou-se um
CLAE (Accela 1250, Thermo Scientific) acoplado a um espectrobmetro de massas

(EM) marca Thermo Scientific modelo LTQ Orbitrap XL. Foi utilizada coluna
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cromatografica de fase reversa Gemini C18, 5 pm, 150 x 2 mm, 110 A
(Phenomenex) e fluxo de 0,25 mL.min"'. Utilizou-se fase mével composta por dgua
(A):metanol (B) (ambos contendo acido férmico na concentracdo de 0.1%) e o
seguinte gradiente de eluicdo: 0 — 2 min (10% B), 2 — 12 min (10 > 100 % B), 12 —
14 min (100 % B), 14 — 17 min (100 = 10% B), sempre mantendo um tempo de

equilibrio de 3 minutos entre as analises.

3.9. Ensaios de metabolizacao in vitro pelo modelo de ceco de porco (pig
cecum model)

Estes experimentos foram realizados no Instituto de Quimica de Alimentos
(Institut fir Lebensmittelchemie) da Universidade de Mdinster, Alemanha. Foram
analisadas a BDL e a substancia correlata 48,5-dihidro-2’,3’-epoxi-15-desoxi-
goyazensolido (EPOXI) (Figura 14).

Figura 14. Estrutura quimica das LST testadas no modelo de ceco de porco.

3.9.1. Animais utilizados e coleta do ceco de porco

Os animais utilizados (tipo German Landrace ou Angler Sattel x Pietrain, 10-
12 meses, 120-150 kg) foram criados sob o modelo de fazenda biodinamica, nao
havendo adicdo de antibidticos na dieta dos mesmos. A fim de garantir que o
material fecal permanecesse em condicdes anaerdbicas, apdés o abate do animal,
realizou-se a ligadura dos orificios de entrada e saida do ceco antes de sua
completa remogao. Para o transporte do material até o laboratério utilizou-se uma
jarra hermeticamente lacrada contendo Anaerocult A® (Merck).
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3.9.2. Preparacao do inéculo

Todos os procedimentos de preparacdao do indculo foram realizados no
interior de uma camara hermeticamente lacrada saturada com CO, (Figura 15).
Todos os frascos e solugbes utilizados foram previamente purgados com uma
mistura de N> e CO» (5:1, v/v). Para a remocao do material fecal do interior do ceco
realizou-se uma incisdo com o auxilio de um bisturi e em seguida o material foi
coletado em um béquer de 500 mL. O conteudo obtido foi fracionado em porgdes de
20 g (1.0 g) em tubos tipo BD Falcon™ (n=6). Metade destes tubos (n=3) foi entdo
submetida a autoclavagem (121 °C por 15 min a 1.1 bar utilizando uma autoclave
AMB240, Astell, Kent, U.K.) para esterilizacdo e posterior utilizagdo como grupo
controle negativo (inativado). Para a preparacao do indculo adicionou-se 20 mL de
solugdo tampéo fosfato(PBS) 0,15 M pH 6,4 contendo uma solugado de elementos
traco na concentracao final de 0,0125% (13.2 g CaCl, x 2 H>O, 10.0 g MnCl, x 4
H20, 1.0 g CoCl, x 6 H,O e 8.0 g FeCls x 6 H20, todos eles dissolvidos em 100 mL
de agua deionizada autoclavada). A suspensado obtida foi entdo filtrada para
remocao de grandes particulas solidas.

Figura 15. Camara hermeticamente lacrada utilizada nos procedimentos do modelo de ceco de porco. Foto: Lucas R.
Sartori
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3.9.3. Incubacao das amostras — curvas de degradacao

Em tubos do tipo Eppendorf® com capacidade de 2 mL adicionou-se 100 uL
da solucao teste (contendo a lactona sesquiterpénica) a 1,0 mM em metanol e 900
UL do inéculo. As amostras foram preparadas sempre em duplicata e incubadas nos
tempos de 20, 40, 60, 120, 240 e 480 minutos a 37°C sob agitacao. Utilizou-se como
controle negativo o in6culo desativado (autoclavado) e como controle positivo
utilizou-se solucdo de quercetina 1,0 mM incubado com in6culo ativo (nao
autoclavado). Foram utilizados nestes experimentos 4 cecos provenientes de
animais distintos de modo a considerar as possiveis diferencas entre a microbiota

dos animais.

3.9.4. Inativacao do inoculo, preparo da amostra e analise cromatografica

Ap6s atingir o tempo de incubacdo determinado as amostras foram
imediatamente armazenadas em freezer a temperatura de -80 °C, paralisando assim
as possiveis reagdes em andamento. Para o preparo das amostras, procedeu-se 0
descongelamento do material em banho-maria a 37 °C e adicionou-se
imediatamente 1,0 mL de solugdo de acido cloridrico em metanol (1% v/v). Os
frascos foram entdo submetidos ao banho de ultrassom por 15 minutos e logo em
seguida centrifugados a 20 °C e 12000 r.p.m. por 10 minutos. O liquido
sobrenadante foi coletado com o auxilio de uma micropipeta e submetido as analises
cromatograficas pertinentes. Para as analises de quantificacdo utilizou-se um
cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) marca Jasco XLC™ equipado com
detector de arranjo de diodos (DAD), coluna cromatografica de fase reversa
Nucleodur C18 ISIS, 5 um, 150 x 2 mm (Macherey-Nagel) e fluxo de 0,4 mL.min
' Para a realizagdo dos calculos de concentracdo utilizou-se os valores de
absorbancia obtidos no comprimento de onda de 254 nm. Foram obtidas curvas de
calibragdo na faixa entre 10 e 200 uM para a budleina A (r=0,9998) (Figura 16) e
EPOXI (r=0,9999) (Figura 17).
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Calibration Report :
File : Budlein

Calibration curve: Budlein - Budlein

1,5

11

. 10,5 /

Component : Budlein 10 /
Polynom :y =b x +a 95 //
a= -0,08717 /’
b= 0,05812 85
Correlation Coef. : 0,9998 5
Weighting : None 5 /
Force zero : No 6.5 /

o yd

45

a5 /.//

2; //
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1
o,5—~l/
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UM
Calibration table : Budlein

# | Used| Name uM | Area RF | Chromatogram Date Area (recalc) |Res %
111 Ave. Level 6 205,30 | 11.89 [ 17,27 | average of 1 points 21.11.2012 17:18:25 11.84]| 0.35
2 [1 Ave. Level 5[102,70| 5.84[17.60 | average of 2 points 21.11.2012 17:18:25 588| 0.78
3 [1 Ave. level 4| 77.00| 4.36 17,67 | average of 2 points 21.11.2012 17:18:25 439 0.66
4 11 Ave. Level 3| 51.33| 2.84(18.09| average of 2 points 21.11.2012 17:18:25 290| 204
5 {1 Ave. Level 2| 2567 | 1.42(18,03 | average of 2 points 21.11.2012 17:18:25 1.40{ 133
6 [1 Ave. Level 1| 10,27 0.58(17,68]| average of 2 points 21.11.2012 17:18:25 051] 1224

Figura 16. Curva de calibragdo obtida para a BDL por CLAE-UV.

Calibration Report :

Calibration curve: epoxyde - 2',3-epoxyde-15-desoxygoyazensolide

- 1
File : epoxyde e //!‘
11 /
Component : 2',3"-epoxide 108 yd
Polynom :y =b x +a 95
a= -0,06913
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Correlation Coef. : 0,9999 8 i
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. 7 i
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Calibration table : 2',3'-epoxyde-15-desoxygoyazensolide
# | Used| Name uM| Area RF | Chromatogram Date Area (recalc) |
111 Ave. Level 6 |1200.00| 11.91 | 16.79 | average of 2 points 21.11.2012 16:58:28 11.89
2 1 Ave. Level 5]100.00| 5.92] 16.89 | average of 2 points 21.11.2012 16:58:28 591
3 {1 Ave. level 4| 75.00| 4.33]17.34| average of 2 points 21.11.2012 16:58:28 4.41
4 (1 Ave. Level 3| 50.00{ 2.90|17.25 ]| average of 2 points 21.11.2012 16:58:28 292
5 |1 Ave. Level 2| 25.00| 1.45|17.21 | average of 2 points 21.11.2012 16:58:28 1.43
6 [1 Ave. level 1] 10.00] 0.57]17.50 /| average of 2 points 21.11.2012 16:58:28 0.53

Figura 17. Curva de calibragao obtida para a EPOXI por CLAE-UV.
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Nas analises de identificacdo dos produtos de metabolismo utilizou-se um
CLAE (Accela 1250, Thermo Scientific) acoplado a um espectrobmetro de massas
(EM) marca Thermo Scientific modelo LTQ Orbitrap XL. Foi utilizada coluna
cromatografica de fase reversa Gemini C18, 5 pm, 150 x 2 mm, 110 A
(Phenomenex) e fluxo de 0,25 mL.min"". Em ambos os equipamentos utilizou-se fase
moével composta por agua (A):metanol (B) (ambos contendo &acido férmico na
concentracdo de 0.1%) e o seguinte gradiente de eluicdo: 0 — 2 min (10% B), 2 — 12
min (10 > 100 % B), 12 — 14 min (100 % B), 14 — 17 min (100 > 10% B), sempre

mantendo um tempo de equilibrio de 3 minutos entre as analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. ldentificacao da budleina A

Visando identificar quimicamente os cristais que foram isolados na etapa
anterior, foram realizados testes cromatograficos, espectrofotométricos,
espectrométricos e espectroscopicos. Dentre eles: cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), espectrometria de massas com ionizacao por electrospray em modo negativo e

positivo (IES-EM/EM) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ("H RMN).

4.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

O resultado desta andlise na identificagdo do composto foi em parte
prejudicado pela auséncia de um padrdo de comparagao, pois nao dispunhamos do
mesmo. Entretanto, foi Util no sentido de agruparmos os residuos dos frascos
utilizados na lavagem do material, conforme pode ser observado na Figura 18.
Apesar do baixo valor de Rf obtido, foi observado perfil semelhante para todos os
frascos. Péde-se observar também que as manchas estao bastante intensas, o que
€ devido a alta concentracdo da amostra. Optou-se por fazer desta forma, no intuito
de observarmos possiveis impurezas presentes em baixa concentragdo na amostra,
o que nao foi verificado de forma expressiva em ambas as revelacdes. Apenas
manchas de pouca intensidade foram observadas para possiveis impurezas. Sendo
assim, partiu-se para a analise de CG-EM.
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Figura 18. Placa de CCD utilizada no agrupamento de fragdes contendo BDL.

4.1.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

O cromatograma obtido apresentou como sinal majoritario em 23,1 min a m/z

de 374, ou seja, compativel com a m/zda BDL (Figura 19).
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Figura 19. Espectro de CG-EM obtido para a BDL.
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A pureza do material, considerando-se a somatéria das areas dos sinais
integrados no cromatograma equivale a aproximadamente 97 % (Tabela 3) do total
para o sinal em 23,1 min. Vale ressaltar que os parametros utilizados para deteccao
e integracdo dos sinais foram mantidos nos valores mais permissivos possiveis, ou
seja, s6 nao foram detectados os sinais que realmente nao foram diferenciados do
ruido.

Tabela 3. Resultado obtido por CG-EM para o material isolado por CLV.

Tempo de retencio (TR) Area Area%
19,950 264058 0,24
21,692 688171 0,63
22,709 1707498 1,56
23,161 106844594 97,3
23,393 298897 0,27

Em relacdo ao espectro de massas referente ao sinal em 23,1 min (Figura
19), apresentou M™ de m/z 374 e pico base de m/z 83, o que é compativel com a
descricao da literatura para a budleina A, que também destaca a presenca dos
fragmentos de m/z 274 (eliminacdo do éster da cadeia lateral, M™*-100) e de m/z 55
(De Vivar et al, 1976). Os demais sinais observados no cromatograma
apresentaram espectros de massas com relativa semelhanga aquele em 23,1 min,
principalmente com a presenca dos ions de m/z 83 (pico base) e 55, porém em
nenhum dos casos foi observado M* proximo a 374. Esses dados podem sugerir
que as impurezas presentes possuem estrutura molecular semelhante a budleina A,
havendo apenas pequenas variacdes nas cadeias laterais, que podem ser do tipo
tiglato, angelato ou metacrilato (Da Costa et al., 2001). Ha também de se considerar
que a co-existéncia de outras lactonas sesquiterpénicas de estrutura similar a
budleina A ¢é perfeitamente aceitavel, pois considerando-se que as rotas
biosintéticas estdo em fases distintas na formacao das lactonas sesquiterpénicas, ou
seja, no momento em que a planta foi estabilizada existiam no tricoma glandular

varios precursores das moléculas mais complexas.
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Em sintese, os dados obtidos por CG-EM apontaram uma grande
possibilidade de se confirmar o produto isolado como sendo o composto budleina A
com elevado grau de pureza, considerando-se tratar de um produto natural, e que é

compativel com o valor encontrado na literatura (Nicolete et al., 2009).

4.1.3. Espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray (IES-EM)

No estudo realizado em modo positivo foi possivel verificar a presenca da
molécula protonada [M+H]" em m/z 375,1436, que é coerente com a massa
molecular da budleina A protonada (Figura 20). No espectro de EM obtido é possivel
observar também alguns fragmentos caracteristicos da BDL gerados por dissociacio
induzida por colisdo na fonte de ionizagao.

Intens
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Figura 20. Espectro IES-EM da BDL.

Finalizadas as analises de CCD, CG-EM e IES-EM pb6de-se sugerir que a
substancia em andlise é realmente a budleina A com pureza elevada. A confirmacéao
desta concluséo veio a seguir com a andlise de ressonancia magnética nuclear ('H
RMN).

4.1.4. Ressonancia magnética nuclear de préton ('H-RMN)
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Os dados obtidos (Tabela 4) foram comparados com a literatura
(Romodevivar et al., 1976; Van Calsteren et al., 2008), sendo confirmada a férmula e

estrutura quimica do composto isolado como sendo budleina A.

Tabela 4. Dados de *H-RMN obtidos para a BDL em 500 MHz e CDCl;.

Dados experimentais Van Calsteren, 2008

Prot Deslocamento Constante de Deslocamento Constante de
roton
(5 ppm) acoplamento (Hz) (d ppm) acoplamento (Hz)

Ha 5,69 (s) 5,68 (s)

Hs 6,22 (m) 6,22 (di) 3Use = 4,2
He 5,38 (1) 3Js7 = 4,15 5,38 (m) 37 = 4,4
H 3,76 (dd) %) g =2,08 3,76 (m) Shg=2.2
Hs 5,26 (m) %Js.9a = 3,5 5,27 (m) %Js.ga = 3,5
Hoq 2,33 (da) ®Joagp = 15,31 2,32 (dd) ®Joagp = 15,2
Hog 2,55 (da) %Js.0p = 5,45 2,55 (dd) “Js9p = 5,6
Hiza 6,37 (d) 6,37 (d) 2 J13a13p = <1
H1so 5,71 (d) 5,71 (d) ‘130 = 2,4
His (3H) 1,50 (s) 1,50 (s)

His (2H) 4,41 (sl) 4,41 (B ®Js.15 = 1,9
Hs 6,12 (qd) Sy 4 =722 6,12(qq) Sy s =73
Ha (3H) 1,94 (dd) *Jys =1,30 1,94 (dq) *dps =15
Hs (3H) 1,80 (m) 1,80 (quinteto) ‘Jys =15

4.2. Estudo das vias de fragmentacao de furanoeliangolidos por IES-EM/EM

Na fragmentagcdo de LST em analisadores do tipo triplo-quadrupolares foi
observada uma diferenca na intensidade dos ions fragmento da BDL e da
centraterina (Crotti, Lopes e Lopes, 2005), entretanto neste trabalho ndo foram
abordados os aspectos intrinsecos responsaveis por esta variacao.

No decorrer do desenvolvimento dos trabalhos desta tese diferentes
espectrdmetros foram utilizados nas andlises da BDL. A analise conjunta tornou
envidente que os diferentes equipamentos, dotados de analisadores distintos,
forneciam espectros ligeiramente distintos para a mesma substancia. Este fato,
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associado aos dados documentados por Crotti et al. (2005), motivaram a busca por
detalhamentos que fundamentassem o fenébmeno observado na fragmentacao
destes furanoeliangolidos em diferentes espectrometros de massas.

Para tanto, foi realizado um estudo no qual verificaram-se as vias de
fragmentacao da BDL e de seu isébmero centraterina (Figura 11), as quais diferem
apenas na orientagdo da cadeia lateral (angelato) no C-8, sendo esta a na
centraterina e § na BDL. A comparacao dos resultados adquiridos em equipamentos
que possuem analisadores baseados em principios distintos de deteccao e
fragmentacao, associados aqueles obtidos por métodos computacionais, forneceram
resultados conclusivos que permitem distinguir estes isébmeros utilizando apenas

dados provenientes da EM.
4.2.1. Resultados obtidos por IES-EM/EM

Os resultados da andlise sequiencial por espectrometria de massas obtidos
em analisadores triplo-quadrupolares (QgQ) (A e B) foram compativeis entre si e
também com os resultados anteriormente publicados por Crotti et al. (2005) em
relagao a intensidade dos sinais observados para ambos os isémeros (Figura 21A e
21B). Porém um fato novo foi observado, pois foi possivel detectar um ion-fragmento
de m/z 293 para a BDL, o qual ndo havia sido relatado anteriormente. Em suma, os
resultados obtidos por QqQ em 15 eV (Ar) foram:

- BDL: presenca do ion de m/z 293, sinal muito intenso para o ion de m/z 83 e sinal
pouco intenso para o ion de m/z 375 [M+H]";

- Centraterina: auséncia do ion m/z 293, sinal com intensidades similares para os
ions de m/z83 e m/z 375 [M+H]".

Vale ressaltar que os espectrédmetros utilizados nestes experimentos, embora
utilizando gases de colisdo distintos, forneceram resultados semelhantes, o que
permite concluir que a quantidade de energia transferida ndo é o fator de influéncia
determinante no balanco das reacdes de fragmentacao destes isdmeros.
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Nos espectros obtidos no espectrometro do tipo QTOF (C) observou-se de
forma pronunciada a presenca do ion fragmento de m/z 293,1028 (C1sH170¢") para a

BDL, enquanto que para a centraterina este néo foi detectado (Figura 21C e 21D).
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Figura 21. Espectros EM/EM da BDL (A:QqQ; C:QTOF) e centraterina (B:QqQ; D:QTOF). A Elab empregada foi de 10 eV em
QqQ e 15 eV em QTOF. Os gases de colisdo foram Ar em QqQ e N, em QTOF respectivamente.
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Nas analises realizadas no espectrometro do tipo Orbitrap-HCD a diferenca
mais significativa entre os isébmeros foi a presencga do ion fragmento de m/z 83,0487
nos espectros da BDL (Figura 22A), mesmo empregando-se energia de colisao
muito baixa, e cuja intesidade de sinal é incrementada com o aumento da energia de
colisdo, como observado na Figura 22C. Por outro lado, o espectro de EM/EM da
centraterina ndo apresentou o ion fragmento de m/z 83,0487 em nenhuma das

energias de colisdo empregadas (figuras 22B e 22D).

257.
o A 57.0809 - B 375.1436
9 9!
8. 8
5 = 257.0807
EN 375.1438 =k
> 7 3 7
O o
<. <*® 275.0913
(0] o8
= 5 > s
h 3. 229.0858
© O 4
4] 83.0487 229.0859 o,
3 3
N P75.0915 3
2 2!
: ‘ : 211.0f%2
1 1
: ‘ i I il ‘ ‘ ‘ o l ||| :
100 150 200 250 300 350 400 450 100 150 200 250 , 300 350 400 450
m/z m/z
120 ~| 120 .|
100 _ 100 e e
83 e 83
g 80 - - | 80 - —--229
g / —=229 g
3 %] /—/ 257 3 607 27
& 2 =275
8 40 - =275 2 40 -
= = 375
20 \\ . 20
0#® —_—C——— 0 % - - _—————
10 20 30 40 10 20 30 40
-20 - Energia de Colisdo (eV) -20 - Energia de Colisdo (eV)

Figura 22. Perfil de fragmentagdo da BDL (A) e da centraterina (B) obtidos no Orbitrap XL a 15 eV no modo HCD. (C) e (D)
apresentam as intensidades dos ions em fungao da variacdo de energia colisional para a BDL e a centraterina
respectivamente.

Frente aos resultados obtidos duas questdes surgiram: (a) Os sitios de
protonacdo da BDL e da centraterina influenciam no perfil da fragmentacao? (b) A
estereoquimica é a responsavel por governar as vias de fragmentacao e o balanco
das intensidades dos ions? Para responder tais questbes, a termoquimica
computacional foi empregada no presente estudo, possibilitando calcular com

precisdo elevada a reatividade das substancias em questéo.
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4.2.2. Sitios de protonacdo e reatividade em fase gasosa

Os valores de basicidade em fase gasosa (GB) calculados utilizando-se o
modelo B3LYP/6-31G(d) sugeriram que os sitios de maior basicidade, em ordem
decrescente, foram: O1>04>06 (BDL) e O4>01>06 (centraterina) (verificar Figura
11). A Figura 23 apresenta os valores obtidos, podendo-se observar que para a
centraterina estes valores sao bastante proximos entre si e também compativeis
com os valores experimentais registrados na base de dados do NIST webbook para
a butirolactona (193,1 kcal.mol”) e metil-metacrilato (191,4 kcal.mol”). Portanto,
considerando-se que a probabilidade em se ocorrer a protonacdo em um
determinado sitio é diretamente proporcional ao seu valor de GB, pode-se afirmar
que a BDL apresenta uma maior tendéncia de protonacado no O1, seguida por O4,
enquanto que para a centraterina a tendéncia € de homogeneidade na distribuicdo
das probabilidades de protonacdo em cada sitio. Estas diferencas de GB,
proporcionadas pelas particularidades estéricas de cada isébmero, sdo portanto
suficientes para gerar estruturas com reatividades distintas, o0 que por sua vez
influencia de forma determinante nas vias de fragmentagéo por IES-EM/EM.

Budleina A Centraterina
207.89 (O1) 203.93 (O1)
182.06 177.59 O
OH

196.76 (06) ' 203.63 (06)

(0] (@]
~ O)ﬁ/ ~ '/,O)ﬁ/
: 189.71 : 198.30
183.65 O 185.210

202.99 (04) 204.51 (04)

Figura 23. Valores calculados de basicidade em fase gasosa para os atomos de oxigénio da BDL e centraterina utilizando-
se a base B3LYP/6-31G(d).

Considerando-se a geometria das estruturas foi possivel verificar a distancia
entre os sitios de protonacdo, o que revelou a possibilidade de interacao entre O1 e
06 na BDL por meio do compartilhamento do préton devido a proximidade da ordem
de 1,7 A entre O1-[H]*--O6. Esta possibilidade, entretanto, ndo foi observada para a

centraterina. Tal modelo tem sido utilizado na literatura para explicar a migracéao
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(transferéncia) do préton entre diferentes sitios de protonagdo, em uma mesma

molécula (Maclennan, Sutherland e Orlova, 2007).

4.2.3. Vias de fragmentacao

Dentre os ions observados nos espectros de IES-EM/EM da BDL e da
centraterina protonadas, especial atencédo deve ser voltada para os de m/z 293, 275,
257, 247, 229 e 83, além da intensidade das molécula protonadas (m/z 375 [M+H]").

O ion de m/z 293 foi observado apenas para a BDL e em todos os
espectrémetros testados, como descrito na secao 4.2.1. A justificativa plausivel para
a formacao deste ion fragmento esta relacionada com a interacdo do préton com os
sitios O1 e O6 descrita, a qual proporcionaria a eliminagéo de parte da cadeia lateral
como um fragmento neutro, por meio de um rearranjo sigmatrépico através da
formacao de um anel de seis membros (Sykes, 1985), envolvendo os atomos O5-
C1’-C2’-C3’-C4’-H (Figura 24).

m/z 375 [M+H]* m/z 293

Figura 24. Mecanismo de reagdo sugerido para a formagdo do ion fragmento de m/z 293.

Em relacdo ao ion fragmento de m/z 275, observado tanto para a BDL quanto
para a centraterina, este é formado pela eliminacdo de 100 u, que pode ser atribuida
a cadeia lateral como fragmento neutro. O mecanismo desta reacdao envolve o0s
hidrogénios ligados ao C9, os quais apresentam carater acido aumentado apos a
protonacao adjacente em O1, favorecendo desta forma a migragao 1,2-H (Figura 25)
(Bouchoux, 2013). No caso da BDL o ion m/z 275 pode também ser gerado por meio
da desidratacao do ion m/z 293.
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Budleina A

®
C OH

m/z 375 m/z 375 m/z 275
(0.0) (0.0) (7.26)
' (20.48)
Centraterina

®OH
m/z 375
(0.0)

Figura 25. Mecanismo de reagdo proposto para a formagcdo do ion fragmento de m/z 275 a partir da BDL e da
centraterina por IES-EM/EM. Os valores em italico indicam a entalpia relativa a 298 K obtida por B3LYP/6-31G(d). Em
negrito sdo apresentadas as energias relativas de Gibbs.

A formagéao dos ions fragmento de m/z 257, 247 e 229 em ambas substancias
sado devidas a eliminagdo consecutiva de H,O e CO a partir do ion de m/z 275,
sendo estas reagdes caracteristicas quando da protonacdo no anel lacténico
(Bouchoux et al., 1997; Crotti et al., 2004).

O ion fragmento de m/z 83 pode ser gerado por meio da protonacao direta em
06 ou pela protonacdo em O1, a qual pode proporcionar o compartilhamento do
préton com O6, conforme descrito anteriormente. Independente da origem do préton,
este pode migrar e resultar na formacao de um ion acilio, neste caso com m/z 83.
Estes mecanismos justificam a maior intensidade relativa deste ion na fragmentacéao
da BDL em comparacdo com a centraterina, pois ela é favorecida principalmente
pela sinergia dos dois mecanismos na BDL (protonacdo em O1 e O6), enquanto que
na centraterina ela € viavel apenas quando a protonagao ocorre diretamente em O6

(Figura 26). Um esquema geral, para a interpretacdo dos principais ions fragmentos
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formados durante as analises de espectrometria de massas da BDL e centraterina é

apresentado na Figura 26, sendo de extrema importancia para usuarios de EM.

m/z 229 <—— m/z 247 <——
-H,0 -CO

m/z 275

e

m/z 257

J o

m/z 229

H+

-
-CsHgO,

_H
|
-C15H180¢
40
m/z 375

O@
Il
NS
m/z 83

QqQ
Orbitrap-HCD

m/z 275

Figura 26. Vias de fragmentacdo em IES-EM/EM para a BDL e centraterina. Os ions destacados em caixas sdo observados
nos espectrometros descritos e podem ser utilizados como diagndsticos entre os isdmeros.
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4.3. Ensaios de oxidacao biomimética

Dentre os sistemas testados o R3 (Tabela 2) apresentou-se como o mais
promissor, uma vez que pdde-se observar o consumo do material de partida (BDL) e
a presenca de pelo menos dois novos sinais importantes no cromatograma, que
indicariam a formacéo de produtos, embora nao tenha sido possivel identifica-los por
CG-EM. Deve-se ressaltar que a sugestao de formacao de produtos € embasada na
comparacao com os sistemas R9-R13, nos quais ndo foram observados os sinais
para os possiveis produtos.

Optou-se assim por repetir a reacdo R3 monitorando-a nos intervalos de 1, 3,
5, 7 e 24 h de reacao via CG-EM. Observou-se neste experimento que a formacéao
dos possiveis produtos sofreu variagdes significativas até a sétima hora de reacéo,
permanecendo praticamente estavel até a finalizagdo da reagao (24h). A Figura 27
apresenta os resultados obtidos.

12 4 =@—Produto A
==e=Produto B
10 - -9
8 -
X
5 6
<L
4 .
2 _‘/Q—-#
0 I T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tempo de reagdo (h)

Figura 27. Avaliacdo do perfil cinético da reagao de oxida¢do da BDL utilizando-se mCPBA e FeTFPP.

Uma alternativa para obter um maior rendimento seria o aumento na
concentragdo de reagentes oxidante e catalisador, conforme R4, por exemplo.
Entretanto, este recurso foi descartado, pois neste caso a concetracado de substrato
torna-se muito baixa em relacdo aos demais reagentes, o que praticamente
inviabiliza o isolamento e identificacdo dos possiveis produtos de reacédo. Pdde-se
concluir neste caso que apesar de se utilizar a condicdo reacional otimizada o

rendimento da reacao € baixo.
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Em posse destes dados foi possivel ampliar a escala da reacao de tal modo a
possibilitar, embora com grau de dificuldade elevado, o isolamento e identificacao
dos possiveis produtos de reacdo formados. Utilizou-se neste procedimento uma
quantidade aproximada de 100 mg (aproximadamente 10 mg por frasco) de BDL sob
as mesmas condicdes do sistema R3 por um periodo de 7 horas, sob agitacdo
magnética e protegido da luz. Apds este periodo procedeu-se a remogao do solvente

do meio reacional por evaporacdo em atmosfera de nitrogénio.

4.3.1. Isolamento dos produtos de oxidacao biomimética

Ap6s a secagem, em uma camara reveladora e com o auxilio de luz UV foi
possivel visualizar quatro manchas de Rf distintos (Figura 28), que foram designadas
respectivamente, em ordem crescente de valor, como Rf1, Rf2, Rf3 e Rf4. Realizou-
se em paralelo uma TLC analitica com a amostra de reacéo e o padrao de BDL, no
intuito de verificar a presenca de material de partida, bem como o seu valor de Rf.
Constatou-se deste modo que o Rf2 é devido a presenca de BDL nao consumida
durante a reagao, fato confirmado pela andlise de CG-EM (m/z 374).

Rf2(BDL)

Figura 28. Placa de CCD preparativa utilizada no isolamento dos produtos de reacdo biomimética, exposta a luz UV.

4.3.2. Identificacdo dos produtos de reacdo biomimética
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Utilizando-se a técnica de IES-EM (infusdo direta) foram analisadas as
amostras referentes ao Rf1, Rf3 e Rf4. Apds esta analise constatou-se que apenas a
amostra Rf1 apresentava caracteristicas semelhantes a BDL, como a presencga do
ion-fragmento de m/z 275,09 gerado por fragmentacdo na fonte, o que indicaria se
tratar de um produto da mesma. As demais amostras (Rf3 e Rf4) ndo forneceram
informacdes suficientes que justificassem o aprofundamento dos estudos sobre elas.
Sugere-se que tais compostos sejam derivados da decomposicao da FeTFPP e/ou
do mCPBA.

Apresentando-se a amostra Rf1 como promissora na busca por produtos de
reacdo da BDL, esta foi submetida & analise de "H-NMR em CDCls.

O espectro obtido nesta andlise demonstrou que apesar do processo de
isolamento ter sido cuidadosamente conduzido e aparentemente bem sucedido, a
amostra Rf1 ainda apresentou-se como uma mistura. Entretanto, mesmo nessas
condigdes, foi possivel verificar uma grande semelhangca com os deslocamentos
quimicos da BDL. Uma diferenca significativa foi a presenca de um sinal com
deslocamento (6) de 3,02 ppm (1H) e a drastica redugéao do sinal em 66,12, relativo
ao H-3' (Figuras 29 e 30). Este comportamento indica, conforme a literatura (Torres-
Valencia et al., 1998; Torres-Valencia, Cerda-Garcia-Rojas e Joseph-Nathan, 1999),

a presenca de um epoxiangelato na cadeia lateral.
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Para a comprovacdo deste dado, optou-se pela purificagdo da amostra
submetida a analise de NMR por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia em
escala preparativa (CLAE-Prep) em modo reverso. Apds esta etapa, a fracédo
coletada foi concentrada e submetida a analise de CLAE-IES-EM, para confirmacéao
tanto da pureza como da identidade do composto isolado. No cromatograma obtido
neste experimento foram observados dois sinais com boa resolucdo de separacao
(tempos de retencdo em 5,7 e 6,6 min), porém apresentando oS mesmos ions
(Tabela 5).

Tabela 5. Sinais obtidos por CLAE-EM para o produto de oxidagdo biomimética.

Tempo de retencao Erro o
‘L A%
Teorico desvio)
5,7 6,6 (ppm)*  (des
[M+H]* 391,13791 391,13707 391,138744 2,1 0,00021

[M+Na]* 413,12029 413,11935 413,120689 1,0 0,00023
[M+K]* 429,09446 429,09357 429,094626 0,4 0,00021

O resultado apresentado na Tabela 5 demonstra que foi possivel isolar os
produtos da reacao por CLAE-prep e também corroborar o resultado observado no
espectro de 'H-NMR, de que este trata-se da BDL-epoxiangelato, pois todos os ions
apresentam alta acuracia das massas em relacdo ao valor teérico para a formula
molecular CzoH220s.

A presenca de dois sinais idénticos no cromatograma sugere que houve a
formacao de diastereoisdbmeros (Figura 31), o que ¢é totalmente aceitavel
considerando-se 0 mecanismo da reacao de epoxidacao do grupo angelato, passivel
da formacao dos isébmeros (2R,3R) e (25,3S) devido aos mecanismos sin e anti
(Torres-Valencia et al.,, 1998; Torres-Valencia, Cerda-Garcia-Rojas e Joseph-
Nathan, 1999; Tada et al.,, 2010). Sabe-se também que a separacao de
diastereoisdbmeros por cromatografia em fase reversa € possivel, pois eles possuem
propriedades fisicas distintas, como polaridade, por exemplo (Bombarda et al., 1996;
Bombarda et al., 2001).
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Figura 32. Diastereoisomeros formados por meio de rea¢oes biomiméticas.

Entretanto, a comprovacao das configuracdes absolutas das substancias de
cada sinal apresentam-se como um desafio, uma vez que a recuperacao destes
produtos na matriz reacional é laboriosa e de baixo rendimento. Conforme os dados
reportados a determinacdo da configuracdo absoluta destes isbmeros pode ser
realizada apenas com a avaliacdo detalhada dos dados de deslocamento dos
grupos metila Me-4’ e Me-5’, que possui Ads.4 = 0,22 para a configuracado 2’R,3’'R e
Ads.4 = 0,28 para a configuracdo 2'S,3’S (Torres-Valencia et al., 1998; Torres-
Valencia et al., 1999).

4.4. Ensaios de metabolizacao in vitro com microssomas hepaticos

Nao foram detectados neste modelo produtos de metabolismo oxidativo para
a BDL para ambos os tipos de microssoma utilizados. Estes resultados corroboram
aqueles obtidos no modelo de oxidacdo biomimética, no qual foi necessaria a
utilizagdo de grande concentragdo de agente oxidante e também de catalisador
(metaloporfirina), além de um periodo de incubagéao bastante prolongado (7 h) para
que fossem gerados produtos. Pode-se concluir que o esqueleto da BDL é bastante
estavel em modelos de metabolismo oxidativo.

Por outro lado, a substancia EPOXI apresentou um produto de metabolismo
de myz 381,15 [M+H]" (Figura 33) para ambos os tipos de microssoma, o qual
corresponde a abertura do epdxido com posterior adicdo de uma hidroxila ao C-3’,

formando um diol vicinal (Figura 34).
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Figura 33. EM obtido para o produto de metabolismo da EPOXI com microssomas hepaticos de porco.
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Figura 34. Produto de metabolismo da EPOXI com microssomas hepaticos de porco e rato.

4.5. Ensaios de metabolizacao in vitro pelo modelo de ceco de porco (pig

cecum model)
4.5.1. Curvas de degradacao

Os resultados quantitativos obtidos apds a incubacdo das LST com o inéculo
sao apresentados em forma de curvas de degradacédo (Figura 35) e representam o
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consumo dos compostos devido a reagdes quimicas e/ou enzimaticas provocadas

pela microbiota intestinal.
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Figura 35. Curvas de degradacdo da BDL e da EPOXI obtidas apds a incubagdao com indéculo.
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Nos experimentos realizados (n=4) com o in6culo ativo (CA) observou-se o
consumo de praticamente todo o conteudo de ambas as LST apoés 8 horas de
incubacgéo, enquanto que nas amostras de controle negativo (CD) a concentragcéao
permaneceu praticamente constante apdés 8 horas de incubacdao com o material
autoclavado. O desvio padrao relativo (DPR) para todas as amostras foi < 5%, o que
demonstra a repetitividade do sistema reacional e também da metodologia analitica
utilizada. O perfil da curva demonstrou um perfil semelhante para os quatro
experimentos realizados (grupos CD e CA), o que comprova a reprodutibilidade do
procedimento. Vale ressaltar que devido a impossibilidade de preparo e também a
indisponibilidade (nimero de animais abatidos por dia) de mais de dois cecos por dia
de experimento, as curvas de degradacao apresentadas na Figura 35 foram obtidas
em dias distintos (Dia 1: CD1, CA1 e CA2; Dia 2: CD2, CA3 e CA4). Os resultados
obtidos com quercetina (controle positivo) comportaram-se conforme o previsto para
CD e CA e validaram os experimentos.

Em um primeiro momento acreditou-se que a degradacdo das LST havia
ocorrido devido a reacbes enzimaticas e/ou pela atividade dos microorganismos
presentes no indculo, uma vez que a degradacao nao fora observada para o grupo
controle negativo. Entretanto, ficou comprovado que a reacdo de adicdo do
aminoacido cisteina nas LST (Figura 36), gerando adutos, foi a responsavel pelo
consumo da LST.

A cisteina é um aminoacido presente na dieta dos animais, portanto
permanece nas fezes. O motivo pelo qual esta reacéo nao foi observada no controle
negativo se deve a transformacao da cisteina em cistina por processos oxidativos na
etapa de autoclavagem, conforme observado em outro estudo (Bao et al., 2007).
Portanto, no intuito de comprovar esta teoria, foram realizados testes nos quais
incubou-se as LST com o material desativado (CD) enriquecido com cisteina
(concentragao final de 100 pM), sendo observado nestas amostras o consumo das
LST com perfil similar ao obtido nas amostras com material ativado (CA).

Apesar da constatagdo de que a formacdo de adutos com cisteina € a
responsavel pelo consumo das LST quando incubadas juntamente com a microbiota
intestinal, as analises acuradas de CLAE-EM acusaram a formacdo de outros
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produtos, estes sim gerados por meio da agao enzimatica e/ou dos microorganismos
sobre os adutos com cisteina formados na primeira etapa.

BUDLEINA A
o)

0]

)5/ + Cisteina
> o ]
o

EPOXI
0

496,16 [M+H]* (1 Cys)

617,18 [M+H]* (2 Cys)

o) Isbmero 1
: © 0 Isbmero 3
6 Isbmero 4

0 v

4 perfis de fragmentagao EM/EM

Figura 36. Adutos formados pela reagao entre a LST e cisteina.

4.5.2. Metabdlitos gerados

Para ambas as LST incubadas com o in6culo foram observados produtos de
metabolismo gerados em duas etapas distintas. A primeira delas é a reacdo de
adicdo de Michael, na qual as substancias em teste formam adutos com o
aminoacido cisteina. Na segunda etapa foi observada a degradacdo destes adutos
pela atividade da microbiota, gerando produtos contendo partes distintas do
aminoacido em posi¢des diferentes.

A eliminacao de CO. dos adutos pela atividade microbiana foi comum para
ambas substancias e €& condizente com estudos realizados com linhagens de
bactérias isoladas de intestino de porco, sendo inclusive a quantidade de CO.
produzida utilizada para quantificar o metabolismo das diferentes culturas (Dai et al.,
2012).
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A baixa concentracdo destes produtos de metabolismo na amostra, bem
como a complexidade da matriz do inéculo, ndo permitiram o isolamento destas
substancias, ndo sendo desta forma possivel a obtengdo de dados por RMN para a
identificagdo dos mesmos. Entretanto, a elevada acuracia dos resultados obtidos
com o sistema Thermo Scientific modelo LTQ Orbitrap permitiram sugerir as
férmulas moleculares de todos os produtos de metabolismo detectados. Os dados
de EM/EM obtidos nestas andlises também foram fundamentais na identificacdo das

provaveis posi¢des as quais foram adicionadas moléculas de cisteina.

4.5.2.1. Budleina A

Foram detectados dois adutos distintos formados pela adicado do aminoacido
cisteina a BDL, sendo estes identificados pelas respectivas massas acuradas de m/z
496,1633 [M+H]" (BDL+Cys) e m/z 617,1835 [M+H]" (BDL + 2 Cys) (Figura 37). Os
tempos de retencao relativa (TRR) destes ions em 0,86 e 0,71, respectivamente,
também corroboram a polaridade aumentada dos adutos em relagéo a BDL, pois em
se tratando de cromatografia liquida em modo reverso, o tempo de retencao de uma

determinada substancia é inversamente proporcional a sua polaridade.
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Figura 37. Cromatograma obtido para os adutos de BDL e cisteina.
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Os espectros de IES-EM/EM dos ions de m/z 496,1633 [M+H]* (Figura 38A) e
m/z 617,1835 [M+H]" (Figura 38B) auxiliaram na confirmacdo dos resultados, pois
apresentam os ions fragmento de m/z 375,14, m/z 275,09 e m/z 257,08,
caracteristicos da fragmentacdo da BDL conforme descrito no tépico 4.2. Embora
estes sinais sejam pouco intensos na Figura 38B — pois ndo ha energia colisional
suficiente para forma-los por EM/EM, é possivel observar a presenga do ion
fragmento de m/z 496,16 (BDL+Cys), originado pela eliminacdo de uma molécula de

cisteina.
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Figura 38. Espectros IES-EM/EM obtidos para os ions (A) 496,16 [M+H]" e (B) 617,18 [M+H]".

A atividade da microbiota intestinal sobre os dois adutos pdde ser observada
com a deteccédo de ions contendo o esqueleto da BDL e residuos da molécula de
cisteina apenas nos grupos incubados com material ativado (CA) (Figura 39), o que
indica que a degradacao dos adutos ocorreu somente na porcao adicionada a LST,
ou seja, 0 aminoacido. Pode-se afirmar também que esta atividade é dependente da
viabilidade biolégica do indculo, visto que os grupos controle negativo (CD) néo
apresentaram tais ions, mesmo quando enriquecidos com cisteina (100 yM) (Figura
40).
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m/z 452,17; (C) ion de m/z 423,14; (D) ion de m/z 409,13.
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Os principais produtos da degradacao dos adutos de BDL com cisteina sao
apresentados na Figuras 41 (BDL + Cys) e na Figura 42 (BDL + 2 Cys). Os
respectivos EM para cada um dos produtos detectados estao dispostos nas Tabelas
6e’7.

Budleina A + Cys

C23H29N098
496,1636 [M+H]"
COoO
YT H
NH;*

C2oHpgNO7S C21H2607S C2oH2407S
452,1737 [M+H]* 4231472 [M+H]* 409,1315 [M+H]*

Figura 41. Produtos de degradacdo da BDL + Cys detectados no modelo de ceco de porco.
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Tabela 6. Espectros EM dos produtos de degradagao do aduto BDL + Cys.

Substéancia Espectro EM
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C25H36N209S,
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Budleina A + Cys,
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j>\::\ /. wiH
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C24H33NOgS,
544,1669 [M+H]*

CaoH2407S;

441,1036 [M+H]*

Figura 42. Produtos de degradacdo da BDL + 2 Cys detectados no modelo de ceco de porco.

Tabela 7. Espectros EM dos produtos de degradagdo do aduto BDL + 2 Cys.

~ .
Substancia Espectro EM
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A posicao de adicdo das cisteinas na BDL (C13 e C5) sdo sugeridas pela

fragmentacdo dos produtos, nos quais foi possivel verificar, em alguns casos, a
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perda da cadeia lateral (CsHgO2) na forma neutra (100,05 u) e a permanéncia dos
atomos de enxofre no ion fragmento, conforme pode ser observado no EM do
produto CooH2407S2 (m/z 441,1048 [M+H]") (Tabela 7), o qual sofre dissociacao
induzida por colisdo na fonte de ionizacado gerando o ion fragmento de m/z 341,05
(1,5 ppm), cuja formula molecular é C15H1605S,. Este fragmento foi confirmado pela
analise de EM/EM, conforme demonstrado na Figura 43. Esta perda correspondente
a cadeia lateral (100,05 u) é também observada para os outros produtos nos quais o
grupo NH> ja fora removido pelas reacdes de degradacao, o que € o caso dos ions
de m/z423,14 (= 323,09) e m/z 409,13 (= 309,08).

Nao foi observado para nenhum ion a perda da cadeia lateral adicionada de
uma cisteina (221,07 u), o que levaria a formacao do ion fragmento de m/z 275,09,
caracteristico do esqueleto sesquiterpénico da BDL. Esta dado indica que a cisteina

nao reagiu com a cadeia lateral.
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Figura 43. Espectro EM/EM do ion de m/z 441,10 [M+H]".

A distribuicao isotépica dos ions observados para os produtos formados foi
outro fator considerado na confirmacao das féormulas moleculares das substancias,
pois apresentaram grande similaridade de perfil. Como exemplo, a Figura 44 mostra
a comparacgao entre a distribuicdo obtida experimentalmente e a tebrica simulada
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pelo software Xcalibur 2.0.7 para o ion de m/z 441,1048 [M+H]", sendo observada

grande semelhanca nas intensidades dos isétopos.
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Figura 44. Distribuicdo isot6pica experimental (A) e tedrica (B) para o ion de m/z 441,10 [M+H]".

A Tabela 8 apresenta um resumo de todos os metabdlitos encontrados e

também os valores de TRR, que demonstra a diferenca de polaridade entre as

substancias detectadas.

Tabela 8. Produtos de degradag¢do obtidos no modelo de ceco de porco para a BDL.

Aduto Metabolito
LST FM TRR
[M+H]* [M+H]*
409,1315  CpoH240,S 0,964
496,16
0,855 423,1472  CoHx0;S 1,091
(1 Cys)
4521737  CooHosO,NS 0,773
Budleina A CQOH2207 11,0 441,1048 CZOH2407SZ 1,027
617,18 0710 544,1669  Ca4H330oNS, 0,991
(2 Cys) 558,1825  CasHasOsNS, 0,773
573,1935 CasH3s09NoS, 0,673
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4.5.2.2. 4B,5-diidro-2’,3*-epoxi-15-desoxigoyazensolido (EPOXI)

O espectro de massas da substancia 4p,5-dihidro-2’,3’-epoxi-15-desoxi-
goyazensolido (Figura 14) apresenta como ion mais intenso o m/z 261,11. Este é
formado por meio da eliminacdo da cadeia lateral composta por um éster com
orientacdo a na posicao C-8. Esta reacdo ndo demanda grande elevacao da energia
interna do composto, visto que é bastante favorecida na fonte de ionizacao,
conforme mostra o espectro em Full Scan (EM) (Figura 45). Na etapa seguinte
provavelmente ocorre a abertura do anel lacténico e a perda de CO,, gerando o ion
de m/z 215,10. Seu ion protonado é o de m/z 363,14 [M+H]" e também apresenta o
ion sodiado com grande intensidade (m/z 385,12 [M+Na]").
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Figura 45. Espectro obtido por IES-EM para a substancia EPOXI.

Quando da incubagdo da substancia EPOXI com o inéculo, observou-se
também a formacdo de adutos com cisteina, sendo detectados os adutos de m/z
484,16 [M+H]" (EPOXI + Cys) e m/z 605,18 [M+H]".

No caso do aduto composto por EPOXI + Cys, a adicao ocorreu em posicoes
e/ou orientacbes distintas da molécula, visto que ao menos quatro isdmeros foram

detectados para o aduto contendo uma molécula de cisteina. Estes apresentaram-se
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com a mesma massa molecular porém com TR e espectros IES-EM/EM distintos,
conforme apresentado nas Figuras 46 e 47.

A grande variagcdo nos TR de cada isébmero é um indicativo de que a simples
modificacdo da posicado e/ou orientagdo a qual a cisteina é adicionada é capaz de

influenciar fortemente na polaridade do aduto formado.
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Figura 46. Cromatograma obtido com os isomeros do aduto de EPOXI + Cys.

Embora ndo seja um dado quantitativo com significAncia estatistica, o grafico
inserido na Figura 46 mostra a intensidade absoluta dos ions relativos a cada
isbmero em funcdo do tempo de incubacéo, sendo nitida a maior tendéncia de
formacao do isbmero 4 em relacdo aos demais, o que indica que a adicdao do
aminoacido a cadeia lateral (C-3’) por meio de ataque nucleofilico € o mecanismo de
maior probabilidade.
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Levando-se em consideragdo que o0 mecanismo de reacdo de adicao do
aminoacido nesta LST é do tipo Michael na formagédo dos quatro adutos, & possivel
afirmar que existem nesta substéncia sitios reativos distintos e todos com potencial
para interagir com biomoléculas que possuam residuos de cisteina, havendo
também a possibilidade de que estas interagbes ocorram em ambientes
estericamente distintos. Em estudo realizado por Schmidt é relatada a formacéao de
adutos da LST helenalina com cisteina e glutationa (GSH) (Schmidt, 1997),
entretanto ndo foram encontrados isbmeros

As fragmentacdes obtidas por IES-EM/EM fornecem indicios sobre a posicao
na molécula onde ocorreu a adicdo em cada isdmero, e sugerem que: (i) para 0s
isbmeros 1 a 3 (Figuras 47A, 47B e 47C) a reacao ocorreu no esqueleto principal da
LST, provavelmente na ligacao dupla exociclica (C13), que é o sitio mais vulneravel
neste caso; e (ii) que para o isdmero 4 (Figura 47D) a adigdo ocorreu na cadeia
lateral, provavelmente em C-3’ apds a abertura do epdxido.
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Figura 47. Espectros IES-EM/EM obtidos para os quatro isdmeros do aduto de EPOXI + Cys de m/z 484,16 [M+H]". (A)
Isbmero 1, (B) Isdmero 2, (C) Isdmero 3 e (D) Isdmero 4.

Estas deducdes sao feitas principalmente pela presenca ou nao do ion de m/z

261,11 nos espectros de EM/EM, o qual indica e perda na forma neutra da cadeia

lateral adicionada da cisteina. Nos espectros os quais este ion é ausente ou de

intensidade muito baixa observa-se um perfil de fragmentacao mais complexo, e que

€ devido a fragmentacao da cisteina ligada a LST. Nos casos em que o aminoacido

esta ligado ao esqueleto proncipal da LST observa-se que a energia colisional é

direcionada de tal modo a favorecer a via de dissociagdo do aminoacido e nao para

a eliminacao da cadeia lateral, que € o principal mecanismo de fragmentacao tanto
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da BDL (m/z 375 - 275) quanto da EPOXI (m/z 363 - 261). Péde-se observar
também que uma vez eliminados os grupos —COO" e —NHj3" dos adutos (por acao da
microbiota) a via de dissociagdo preferencial para estas substancias volta a ser a
eliminacéo da cadeia lateral, mesmo que ainda permane¢cam na molécula atomos de
enxofre ou o grupo —SCHs.

Os provaveis produtos de metabolismo derivados da acdo da microbiota
sobre os adutos de EPOXI com uma cisteina estdo dispostos na Figura 48. Os
respectivos espectros EM sao mostrados nas Figuras 49, 50 e 51. Vale lembrar que

estas substancias nao foram detectadas nas amostras controle negativo (CD).

4R,5-dihydro-2',3'-epoxy-15-deoxy-goyazensolide + Cys

484,1636 [M+H]* /wH

or

C19H2407S CooH2607S C2oH2607S
397,1316 [M+H]* 411,1472 [M+H]* 411,1472
[M‘f(l)'\]_l+

jf\/
o S

379,12 [M+H]* 393,13 [M+H]* 433,13 [M+H]*

Figura 48. Produtos de degradacgdo obtidos para a substancia EPOXI no modelo de ceco de porco a partir do aduto de m/z
484,16 [M+H]"
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Figura 49. Espectro obtido por IES-EM/EM para o produto de m/z 397,13 [M+H]".
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Figura 51. Espectro obtido por IES-EM/EM para o produto de m/z 411,14 [M+H]+ com TR de 11,4 min.

O metabolismo do aduto de EPOXI com duas unidades de cisteina gerou

duas substancias cujas formulas moleculares estao apresentadas na Figura 52.

Ca25H36N2011S2 . Dissociag&o induzida por coliséo
m/z 605,18 [M+H] na fonte de ionizacao
COoO
cH C22H29NOgS;
OH S NH,* m/z 516,14 [M+H]+
C,1HygNO;S
. 440,17 [M+H]*
NH;
C24H35NOgS,
H m/z 546,18 [M+H]*
COoO

Figura 52. Produtos de metabolismo obtidos pelo modelo de ceco de porco para o aduto de m/z 605,18 [M+H]"

Estes adutos por sua vez sofrem dissociacao induzida por colisdo na fonte de
ionizacao, tendo ambos como ion fragmento o de m/z 440,17 (Figura 53). Pode-se
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concluir que tratam-se de dois metabdlitos distintos devido a diferenca de TR entre
eles, indicativa da diferenga de polaridades.
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Figura 53. Cromatograma obtido para os produtos de degradagio de m/z 546,18 [M+H]* e m/z 516, 13 [M+H]"
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5. CONCLUSOES
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A etapa de extracdo e isolamento foi realizada com sucesso, obtendo-se
rendimento superior a escala de grama para a budleina A com alto grau de pureza, a
qual foi devidamente identificada por meio de técnicas espectrométricas e
espectroscopicas.

Nos estudos realizados por espectrometria de massas foram otidos resultados
importantes sobre as vias de fragmentagcdo da budleina A, bem como de seu
estereoisbmero centraterina. A comparacdo de resultados obtidos em
espectrémetros que utilizam fundamentos distintos, aliada aos dados obtidos por
métodos computacionais proporcionaram o maior entendimento sobre o0s
mecanismos que governam algumas vias caracteristicas de lactonas
sesquiterpénicas do tipo furanoeliangolido. Vale ressaltar que por meio destes
resultados foi possivel sugerir uma alternativa a identificacdo destes isbmeros
utilizando apenas espectrometria de massas, sem a necessidade de outras técnicas
espectroscopicas.

Os ensaios de oxidacdo biomimética da budleina utilizando metaloporfirina
como catalisador promoveram a epoxidacdo envolvendo os carbonos C-2’ e C-3’,
sendo possivel a deteccao de dois diasterecisdmeros. Entretanto, esta reacao
mostrou-se lenta, embora a concentracdo de agente oxidante e catalisador fossem
elevadas. Este resultado demonstra a baixa susceptibilidade da budleina A frente a
este tipo de reacéo.

Nao foi detectado nenhum produto de metabolizacdo fase 1 da budleina A
utilizado-se microssomas hepaticos de ratos e porcos, 0 que corrobora os resultados
obtidos por oxidacdo biomimética e a indicacao de estabilidade da budleina A. Por
outro lado, os resultados obtidos neste ensaio para a substancia 43,5-dihidro-2’,3’-
epoxi-15-desoxi-goyazensolido demonstraram a formacdo de um diol vicinal na
cadeia lateral devido a abertura do anel epdxido.

Para os experimentos de metabolizacdo intestinal obteve-se resultados
interessantes, pois além de se observar claramente a formagéo de adutos entre as
lactonas sesquiterpénicas utilizadas e o aminoacido cisteina, constatou-se que a
microbiota intestinal foi capaz de degradar estes adutos eliminando partes distintas
do aminoacido conjugado a molécula de lactona sesquiterpénica, dando origem a
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varios produtos de metabolismo, os quais foram detectados por espectrometria de
massas.

Desta forma, pode-se afirmar que os objetivos propostos foram atingidos, e
que os resultados obtidos poderao contribuir de forma significativa tanto nos estudos
relacionados a espectrometria de massas quanto do metabolismo de lactonas

sesquiterpénicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Registro junto ao IBAMA para coleta de material botanico.

y  Ministério do Meio Ambiente - MMA
.+ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizagéo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fingico e microbioldgico

’ Numero: 26468-1 Data da Emisséao: 01/12/2010 15:44 ‘
Dados do titular
’ Registro no Ibama: 5153734 Nome: LUCAS ROSSI SARTORI CPF: 048.524.476-40 ‘

Ressalvas
1 | As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusao ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

2 | A autorizagdo ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades
forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizacéo fundiaria encontra-se em curso;
1) da comunidade indigena envolvida, ouvido o érgéo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; lll) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em &area indispensavel a seguranga nacional; 1V) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem executadas em &guas jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Producédo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragcdo de
depositos fossiliferos ou a extragdo de espécimes fésseis; VI) do 6rgao gestor da unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

3 | O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

4 | E necessario a obtengéo de anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como de consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera
realizada a atividade

5 | Este documento ndo abrange a coleta de vegetais hidrébios, tendo em vista que o Decreto-Lei n® 221/1967 e o Art. 36 da Lei n® 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtencao de autorizacéo para coleta de vegetais hidrébios para fins cientificos..

6 | A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importagdo ou exportagdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacéo.

7 | Este documento ndo é vélido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingdo; b) recebimento ou envio

de material biolégico ao exterior; e ¢) realizagdo de pesquisa em unidade de conservacéo federal ou em caverna.

8 | Este documento nédo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico.

9 | As atividades contempladas nesta autorizagao NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameagadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagéo.

Téxons registrados
Nivel taxondmico Téaxon(s)
FAMILIA Compositae

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fingico e microbiolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa
n?154/2007. Através do codigo de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio
da péagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacido: 52869529 “l““ |”|“|‘|”| “ ||’
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Anexo 2. Autorizagdo de acesso ao patrimonio genético (CNPq).

2770134586466519

Q CNPq TN

Facmakigien

AUTORIZAGAO DE ACESSO E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO
PATRIMONIO GENETICO n2 010174/2011-7

O CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CNPq, credenciado pelo
Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN/MMA), por meio da Deliberagdo CGEN n° 246, de 27 de agosto de
2009, para autorizar instituicdes nacionais, publicas ou privadas, que exergam atividades de pesquisa e desenvolvimento
nas areas biolégicas e afins, a acessar e remeter amostras de componente do patriménio genético para fins de pesquisa
cientifica sem potencial de uso econdémico, neste ato representado pelo seu Diretor de Ciéncias Agrarias, Biolégicas e da
Saulde, nos termos da Portaria CNPq n® 161/2010, autoriza a instituicdo abaixo qualificada a acessar e remeter amostras
de componentes do patriménio genético.

Instituicdo: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP
CNPJ: 630.255.300/0001-04

Representante Legal: MARCO ANTONIO ZAGO
Cargo/Funcao: Pro-Reitor de Pesquisa

CPF: 348.967.088-49 RG: 3579713

Projeto: Desenvolvimento de uma plataforma para o estudo do metabolismo in vivo e in vitro de produtos naturais

Coordenador do Projeto: Norberto Peporine Lopes

CPF: 099.034.918-75 RG: 173554180 - SSP / SP

Finalidade do projeto: Estudo do metabolismo de produtos naturais: ferramenta para auxiliar na compreenséo e
definicdo de efeitos benéficos e toxicos.

Amostras a serem acessadas:

Espécie(s): Actinocephalus aggregates, Actinocephalus bongardii, Actinocephalus, cabralensis, Actinocephalus ciliatus,
Actinocephalus denudatus, Actinocephalus divaricatus, Acritopappus longifolius, Actinocephalus herzogii, Actinocephalus
polyanthus, Actinocephalus ramosus, Ageratum fastigiatum, Bidens sp, Blastocaulon prostratum, Blastocaulon scirpeum,
Crotalaria micans, Crotalaria pallida, , Eremanthus sp, Eupatorium sp, Eythrina mulungu, Ipomoea chiliantha, Indigofera
truxillensis, Leiothrix schlechtendalii, Lychnophora sp, Mikania sp, Orquidaceae sp, Piper sp, Paepalanthus ater,
Paepalanthus bromelioides, Paepalanthus distichophylus, Paepalanthus graomogolensis, Paepalanthus leucocephalus,
Paepalanthus rigidulus, Paepalanthus scleranthus, Peterocaulon sp., Picrolemma sprucei. Philodice offmannseggii,
Riedeliella graciliflora, Syngonanthus dealbatus, Syngonanthus elegantulus, Syngonanthus vernonioides, Senna sp,
Solidago chilensis, Trichilia catigua, Tabebuia sp, Wedelia sp, Vernonia sp, Viguera Robusta, Virola surinamensis.

Tipo de material/quantidade de amostras: Espécies comercialmente cultivadas serdo adquiridas diretamente dos
produtores como por exemplo ou compra-las de produtores, como por exemplo espécies de Piper, Mikania, Trichilia
catigua e Eythrina mulungu. Quando nao houver essa possibilidade as coletas serdo em torno de meio quilo de material.

Local de depoésito de subamostra: DEPARTAMENTO DE BOTANICA

Equipe do projeto: NORBERTO PEPORINE LOPES / CPF 099.034.918-75
JOAO LUIS CALLEGARI LOPES / CPF 242.694.688-15
LEONARDO GOBBO NETO / CPF 260.985.118-96
JOAO SEMIR / CPF 416.569.038-49
DIONEIA CAMILO RODRIGUES DE OLIVEIRA / CPF 244.653.721-91
JOSE NORBERTO CALLEGARI LOPES / CPF 015.379.628-68
THAIS GUARATINI / CPF 278.586.568-56
ADRIAN MARTIN POHLIT / CPF 148.079.648-44
LUIZ ELIDIO GREGORIO / CPF 267.891.418-63
CARLOS ALEXANDRE CAROLLO / CPF 931.181.121-15
DANIEL ROBERTO CALLEJON / CPF 276.102.618-74
GISELE BARALDI MESSIANO / CPF 289.234.958-32
DAYANA RUBIO GOUVEA / CPF 326.851.028-09
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MICHAEL NIEHUES / CPF 234.471.638-60

LUCAS ROSSI SARTORI / CPF 048.524.476-40
DENISE BRENTAN DA SILVA / CPF 936.622.971-91
FERNANDA PERES FERREIRA / CPF 060.873.946-48

Validade da Autorizacao: 26/04/2011 a 15/04/2015

A instituicdo acima qualificada devera enviar ao CNPq, por meio da Plataforma Carlos Chagas, relatério anual sobre o
andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto n®. 4.946/2003.

Esta autorizagdo esta vinculada as informagdes, declaragdes e termos de compromisso firmados pelo coordenador do
projeto e pelo representante legal, constantes do Processo n° 010174/2011-7. Atividades de acesso aos conhecimentos
tradicionais associados, de acesso e de remessa de componente do patriménio genético com finalidade comercial,
aplicagdo industrial, bioprospecgéo ou desenvolvimento tecnolégico ndo estao autorizadas.

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou ndo de protegdo intelectual, originado das
amostras de componente do patriménio genético acessado no ambito desta autorizacéo, a instituicdo beneficiada se
compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legislagéo vigente, junto ao CGEN/MMA.

A remessa de amostra de componente do patrimdnio genético deverd ser precedida da assinatura do Termo de
Transferéncia de Material (TTM) ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patrim6nio Genético (TRM). Para a remessa de componente do patriménio genético para instituicdo sediada no exterior,
devera ser solicitada ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, por meio de
formulario especifico e mediante a apresentagdo de TTM ou TRTM, licenga de exportagdo complementar a autorizagio de
remessa, mormente quando se tratar de remessa de espécies constantes nos Anexos da Convengao sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingao (Cites).

Brasilia, 26 de Abril de 2011

Paulo Sergio Lacerda Beirao
Diretor de Ciéncias Agrarias, Bioldgicas e da Salde

Para visualizar a versdo digital da Autorizagdo de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patriménio
Genético, V.Sa. podera utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para esse fim na pdgina
http://servicosweb.cnpq.br/visualizador/ e informar o ndmero do protocolo 2770134586466519 para recupera-la do banco
de dados do CNPq, ou podera selecionar o arquivo salvo em seu computador (em formato PKCS7). V.Sa. pode também
usar outro aplicativo disponivel no mercado capaz de reconhecer arquivos no padrdo PKCS7 para fazer a visualizagado e
extragdo do documento.
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NPPNS - Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais e Sintéticos
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - FCFRP/US P

Anexo 3. Método analitico utilzado em CG-MS.

Method

[Comment]
===== Analytical Line 1 =====
[GC-2010]
Column Oven Temp. :120.0 °C
Injection Temp. :250.00 °C
Injection Mode :Split
Flow Control Mode :Linear Velocity
Pressure :91.8 kPa
Total Flow :15.4 mL/min
Column Flow :1.12 mL/min
Linear Velocity :39.8 cm/sec
Purge Flow :3.0 mL/min
Split Ratio :10.0
High Pressure Injection :OFF
Carrier Gas Saver :ON
Carrier Gas Saver Split Ratio :5.0
Carrier Gas Saver Time :1.00 min
Splitter Hold :OFF
Oven Temp. Program
Rate Temperature(°C)
- 120.0
10.0 300.0
< Ready Check Heat Unit >
Column Oven : Yes
SPL1 : Yes
MS : Yes

< Ready Check Detector(FTD) >
< Ready Check Baseline Drift >
< Ready Check Injection Flow >

SPL1 Carrier
SPL1 Purge

: Yes
: Yes

< Ready Check APC Flow >
< Ready Check Detector APC Flow >

External Wait :No
Equilibrium Time :2.0 min
[GCMS-QP2010]

IonSourceTemp :250.00 °C
Interface Temp. :290.00 °C
Solvent Cut Time :3.00 min
Detector Gain Mode :Relative
Detector Gain :0.00 kV
Threshold :1000

[MS Table]

Group 01

Start Time :3.50min
End Time :48.00min
ACQ Mode :Scan
Interval :0.30sec
Scan Speed 11250
Start m/z :50.00
End m/z :400.00
Sample Inlet UnitX :GC

Hold Time(min)
5.00
25.00

NnppNs %

Nicleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos




