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RESUMO 
 

SARTORI, L. R. Avaliação do metabolismo in vitro da budleína A e correlatos. 

2013. 111p. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 

 

A busca por novos fármacos inspirados em substâncias de origem natural é 
uma estratégia conhecida e há tempos utilizada. As lactonas sesquiterpênicas (LST) 
são um grupo de substâncias amplo e diverso com várias atividades farmacológicas 
descritas, e cuja característica estrutural determinante é a de um esqueleto principal 
contendo 15 átomos de carbono e um anel lactônico. O mecanismo de ação das 
LST está intrinsicamente relacionado com reações de adição do tipo Michael frente a 
biomoléculas, provocando alquilações. Há na literatura estudos aprofundados sobre 
a química medicinal das LST, entretanto pouco há sobre o metabolismo desse grupo 
de substâncias em ambientes fisiológicos. Neste sentido, este trabalho é focado no 
estudo do metabolismo e também das vias de fragmentação por eletrospray da 
budleína A, que possui estrutura química do tipo furanoeliangolido, e pertence à 
classe dos germacranolidos. Foram realizados ensaios in vitro utilizando-se os 
modelos de oxidação biomimética com metaloporfirina, microssomas hepáticos e 
metabolismo pela microbiota intestinal de ceco de porco (pig cecum model), sendo 
nos dois últimos testado também o correlato 4β,5-dihidro-2’,3’-epoxi-15-desoxi-
goyazensolido. O estudo de fragmentação também abordou a comparação entre 
budleína A e a centraterina - um estereoisômero que se diferencia apenas pela 
orientação α da cadeia lateral ligada ao C-8 - em espectrômetros distintos e com 
suporte de métodos computacionais para cálculos de energia (Gaussian 03 em base 
B3LYP/6-31G(d)). Nos estudos de fragmentação observou-se a diferença de 
intensidade dos sinais para íons fragmento comuns às duas LST (m/z 275, 257 e 
83), além da presença do íon fragmento de m/z 293 apenas para a budleína A, 
permitindo a diferenciação destes isômeros por meio de espectrometria de massas 
com ionização por eletrospray, sem a necessidade de ressonância de magnética 
nuclear. Os produtos de oxidação detectados na reação com metaloporfirinas 
acusaram a epoxidação na cadeia lateral envolvendo C-2’ e C-3’ com a formação de 
diastereoisômeros. No ensaio com microssomas não foram detectados produtos 
para a budleína A, enquanto que para a substância correlata observou-se a abertura 
do epóxido na cadeia lateral e adição de uma hidroxila, formando um diol vicinal. No 
modelo de ceco de porco observaram-se a formação de adutos de LST com o 
aminoácido cisteína, os quais foram posteriormente degradados pela ação da 
microbiota intenstinal, dando origem a diversos metabólitos compostos pela LST e 
partes de cisteína. Sendo assim, este trabalho lança bases para a maior 
compreensão do metabolismo de LST do tipo furanoeliangolido em modelos distintos 
e também contribui para os estudos de espectrometria de massas para este tipo de 
substância, além de descrever uma ferramenta analítica útil na diferenciação de dois 
estereoisômeros. 
 

Palavras-chave: Lactona sesquiterpênica, budleína A, modelo do ceco de porco, 

estereoisômeros, microssomas, metaloporfirinas, metabolismo biomimético 
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ABSTRACT 
 

SARTORI, L. R. Evaluation of the in vitro metabolism of budlein A and 

correlates. 2013. 111p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 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 4β,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 α-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, stereoisomers, 

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 ausência de 

outros recursos mais sofisticados para o tratamento de enfermidades, restando-lhes 

apenas empirismo1 e fé2 (De Luca et al., 2012). O primeiro compêndio que aborda 

de forma mais detalhada e sistemática o uso racional de plantas e outros elementos 

de origem natural na medicina data do século I, sendo concebido pelo então médico 

militar grego Pedianos Dioscorides (40 d.C. – 90 d.C.), é conhecido atualmente 

como “De Materia Medica” (Dioscorides, 2000). Nesta obra estão contidos os 

registros feitos pelo autor sobre seus estudos e experiências práticas obtidas ao 

longo dos anos em que serviu ao exército em regiões diversas da Europa e Ásia, 

onde teve a possibilidade de avaliar os resultados obtidos frente às terapias por ele 

utilizadas. Podemos considerar o trabalho de Dioscorides como pioneiro na área de 

plantas medicinais, sendo durante muitos séculos adotado como referência. 

Entretanto, apenas em meados do século XVIII, à luz da química moderna, percebe-

se o aprofundamento dos conhecimentos em química, física e biologia de tal modo a 

permitir, mesmo que primordialmente, a compreensão dos mecanismos de ação 

farmacológica ao nível molecular (Heinrich e Gibbons, 2001). Desde então, observa-

se uma evolução exponencial das tecnologias que possibilitam o estudo dos 

produtos naturais. Dentre as técnicas de maior utilidade nessas pesquisas temos 

aquelas relacionadas com a química analítica, como métodos de separação de alta 

eficiência e identificação por espectroscopia na região do ultravioleta (UV), 

espectrometria de massas (EM) (Lisec et al., 2006; De Vos et al., 2007) e 

ressonância magnética nuclear (RMN) (Kim, Choi e Verpoorte, 2010; 2011), que 

atualmente proporcionam alto grau de confiabilidade nos resultados, mesmo que por 

vezes a concentração dos analitos seja baixa. 

Utilizando-se destes recursos, grandes avanços são atualmente alcançados 

diariamente em várias áreas das ciências farmacêuticas. No caso dos produtos 

naturais, a fitoquímica moderna tem possibilitado a realização de grandes estudos 

metabolômicos (Zhao et al., 2013) e de classificações quimiotaxonômicas (Reynolds, 

                                                           
1 Medicina que se orienta pela experiência, com desprezo por qualquer metodologia científica. 
(Dicionário Houaiss Eletrônico, 2009) 
2 Sistema de crenças religiosas. (Dicionário Houaiss Eletrônico, 2009) 
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2007), que por sua vez exercem influência determinante na racionalização dos 

processos de busca e desenvolvimento de novos fármacos ou protótipos de origem 

natural. 

Considerando-se estas classificações baseadas na distribuição (ocorrência) 

dos metabólitos secundários em diversas famílias botânicas podemos destacar o 

grupo dos terpenóides, amplamente encontrados na família Asteraceae (Heinrich et 

al., 1998; Dewick, 2009). A rota biosintética deste tipo de substância é baseada 

majoritariamente nas vias do mevalonato e da desoxixilulose fosfato (Eisenreich, 

Rohdich e Bacher, 2001), que utiliza como precursores duas unidades C5 

(hemiterpenos) denominadas dimetilalil difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato 

(IPP) (Figura 1), as quais se combinam para formar uma unidade C10, também 

conhecidos como monoterpenos. Deste ponto em diante novas unidades C5 podem 

ser adicionadas, dando origem aos sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e 

sesterterpenos (C25). A combinação de cadeias maiores podem também originar os 

triterpenos (2 x C15 = C30) e tetraterpenos (2 x C20 = C40). 

 

 

Figura 1. Fórmula estrutural das substâncias dimetilalil difosfato (A) e isopentenil difosfato (B). 

 Contudo, a grande variabilidade estrutural observada para os terpenóides 

advém da ação de enzimas capazes de realizar modificações diversas, como 

ciclizações, oxidações, alquilações entre outras (Sacchettini e Poulter, 1997). Estas 

reações proporcionam a formação de novos subgrupos de substâncias, e em 

especial as lactonas sesquiterpênicas (LST), que apresentam um número superior à 

5000 estruturas dentro de um universo de aproximadamente 11000 sesquiterpenos, 

ou seja, aproximadamente metade das substâncias com esse esqueleto básico 

possuem ao menos um anel lactônico (Schmidt, 2006). 

 A importância das LST é de elevado destaque, pois além de se distribuirem 

amplamente pela natureza (especialmente na família Asteraceae) e possuírem 

grande diversidade estrutural, apresentam também atividades farmacológicas 

significativas em enfermidades distintas, embora a toxicidade seja um efeito colateral 
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que não deve ser negligenciado. A ocorrência em plantas utilizadas com finalidades 

alimentícias também é outro fator que justifica o interesse. Em suma, somando-se a 

alta ocorrência, a variabilidade estrutural, o potencial farmacológico, a presença na 

dieta humana e o desafio de superar o obstáculo da toxicidade, têm-se o porque em 

se aprofundar os conhecimentos sobre as LST. 

Os fatores ecológicos aos quais as plantas estão submetidas em seus 

respectivos habitats são os principais responsáveis pela evolução genética das 

espécies (Baxter e Dilkes, 2012; Hines e Zahn, 2012), que é expressa pela 

complexidade dos sistemas enzimáticos que regulam a biossíntese das LST (e 

consequentemente ampliam o espectro de substâncias), as quais são úteis no 

aspecto ecológico ou ambiental, principalmente para a proteção frente aos 

predadores. Esta capacidade deterrente e por vezes inseticida é devida ao sabor 

amargo e também à toxicidade deste tipo de substância. 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) são os precursores de 

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

 

 

Figura 2. Terpenos precursores das LST. 

 Um ponto a se destacar é que todos os grupos apresentados na Figura 2 são 

derivados do esqueleto germacrano (Figura 3A), e podem ser biotransformados em 

LST por meio da lactonização da cadeia lateral isopropil, à qual pode envolver os 

átomos C-7 e C-8 ou C-6 e C-7 dando origem a uma γ-lactona (Figura 3A). Esta 

característica, associada à presença de uma dupla exocíclica em C-11 proveniente 



5 
Lucas Rossi Sartori – Metabolismo in vitro de lactonas sesquiterpênicas – FCFRP-USP 

 

 

 

do cátion germacril (Figura 3B) dão origem ao grupo α-metileno-γ-lactona, 

reconhecidamente um aceptor de Michael com alta afinidade para grupos tióis 

(Avonto et al., 2011). Este passa a ser então o principal grupo reativo responsável 

tanto pela atividade biológica quanto tóxica das LST, embora a presença de 

carbonila α,β-insaturada também forneça um sítio reativo em alguns casos (Schmidt 

et al., 1999; Schmidt, 1999; Avonto et al., 2011). 

 

 

Figura 3. (A) Lactonização da cadeia lateral isopropil à partir do esqueleto germacrano e (B) formação do grupo α-
metileno-γ-lactona. 

 

 O mecanismo da reação de adição de Michael envolvendo o grupo α-

metileno-γ-lactona pode ser exemplificado pela interação deste sítio com o 

aminoácido cisteína (Figura 4), a qual propicia dois acontecimentos 

concomitantemente, sendo: (1) aproximação do grupo amino protonado e da 

carbonila, retirando elétrons do sistema conjugado, o que leva ao (2) aumento da 

reatividade do carbono β, o qual fica vulnerável ao ataque nucleofílico do grupo tiol 

do aminoácido. 
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Figura 4. Mecanismo de reação da adição de Michael. 

A distância medida após a minimização de energia por MM2 entre os átomos 

de enxofre e nitrogênio (3,2 Å, ângulo diedro 68,2°) na cisteína e o carbono β e a 

carbonila do anel lactônico (2,8 Å, ângulo diedro 0,6°) nas LST (Figura 5) (Chem3D 

Pro®) são um forte indício de que a estereoquímica destes grupamentos é favorável 

à aproximação necessária para que a reação se inicie (Schmidt, 2006). 
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Figura 5. Disposição tridimensional da budleína A (esquerda) e do aminoácido cisteína (direita). 

Portanto, esta característica inerente às LST lhes proporciona um importante 

potencial alquilante, especialmente frente à grupos tióis presentes em resíduos de 

cisteína em macromoléculas. Esta interação em proteínas específicas e em sítios 

específicos são os alvos explorados na busca de fármacos derivados de LST. Um 

grande número de estudos sugere que este mecanismo é capaz de inibir o processo 

de sinalização celular que culminaria na ativação de cascatas bioquímicas pró-

inflamatórias (Merfort, 2011). Acredita-se que a influência sobre o NF-κB, impedindo 

sua ativação no núcleo celular ou sua ligação ao DNA (Garcia-Pineres et al., 2001; 

Siedle et al. 2004; García-Piñeres, et al., 2004) seja a responsável pela efetividade 

do mecanismo de ação 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, órgãos ou células alvo. 

Neste contexto, a substância budleína A (BDL) apresenta potencial promissor 

devido às suas propriedades farmacológicas, como: analgésica (Valério et al., 2007), 

antiinflamatória (Valério et al., 2007; Arakawa et al., 2008; Nicolete et al., 2009), 

antimicrobiana (Da Costa et al., 1998), citotóxica (Arakawa, 2007), relaxante de 

musculatura lisa (Van Calsteren et al., 2008) e inibição da motilidade de 

espermatozóides (Huacuja et al., 1993). A atividade antiinflamatória desta 

substância, no entanto, mostra-se como uma das mais promissoras, o que tem 

motivado recentemente a elucidação da relação estrutura atividade existente, bem 
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como os mecanismos de ação envolvidos e sua relação com a sinalização celular 

destacada no processo inflamatório (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 à partir da espécie Viguiera 

buddleiaeformis, pertencente à família Asteraceae (De Vivar et al., 1976). Ocorre 

também em outras espécies do gênero 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 gênero 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 gênero Heliomeris 

(Buschmann e Spring, 1997), Ayapana elata (Jakupovic, Castro e Bohlmann, 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,6α,8β,10β)-form, 8-Angeloyl, número CAS 59481-48-0)   

é classificado como um heliangolido (Seaman, 1982), que após a formação de uma 

ponte por um átomo de oxigênio entre os carbonos C-3 e C-10 do esqueleto 

sesquiterpênico, apresenta um anel furano, formando assim um furanoeliangolido. 

Possui também uma cadeia lateral do tipo angelato ligada ao C-8 em β-orientação 

(Figura 6). Apresenta fórmula molecular C20H22O7, peso molecular  374,14 u, ponto 

de fusão entre 106 e 108 ºC e λmax em 225 e 266 nm.  

 

Figura 6. Estrutura química da Budleína A (BDL). 
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A determinação estrutural da BDL foi obtida por meio de RMN (De Vivar et al., 

1976; Van Calsteren et al., 2008) e EM com ionização por elétrons (IE), a qual 

destaca principalmente os íons de m/z 274, 83 e 55, característicos do éster do tipo 

angelato (De Vivar et al., 1976), que compõe a cadeia lateral da BDL. Em relação à 

sua fragmentação quando submetida à ionização por eletrospray (IES) e posterior 

dissociação induzida por colisão (CID – Dissociação Induzida por Colisão) é possível 

encontrar na literatura apenas um trabalho discorrendo sobre os mecanismos de 

reação envolvidos (Crotti, Lopes e Lopes, 2005). Entretanto, os dados apresentados 

neste estudo, embora possuam grande valia, não são suficientes e acurados o 

bastante para a elucidação das vias de fragmentação da BDL. 

O primeiro passo para a interpretação de espectros de massas de moléculas 

orgânicas ionizadas por eletrospray (IES-EM) deve ser relacionado à busca pelo sítio 

de reatividade desses compostos frente à protonação/desprotonação (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 aplicação de modelos computacionais são de extrema valia para a obtenção 

desses dados. Além disso, o emprego da química computacional fornece detalhes 

sobre modificações estruturais e energéticas após o evento químico da ionização, 

sendo esses dados importantes para se elaborar os possíveis mecanismos de 

dissociação em fase gasosa (Vessecchi et al., 2008; Vessecchi et al., 2010). 

Em recentes estudos, o uso da química computacional em combinação com 

os dados obtidos a partir das análises de espectrometria de massas tem fornecido 

mapas de fragmentação mais consolidados, facilitando assim, a caracterização de 

novos compostos obtidos a partir de reações de oxidação, que é um dos objetivos 

deste estudo (Pigatto et al., 2011; Andreo et al., 2012). 

Embora a BDL tenha comprovada atividade biológica, não há relatos na 

literatura quanto à sua metabolização em modelos in vitro, bem como a 

determinação in vivo dos parâmetros farmacocinéticos de absorção, distribuição, 

metabolização e excreção (ADME). 

O estudo do metabolismo de fármacos visa principalmente a determinação da 

estrutura química dos compostos gerados após a sua administração. O organismo 

vivo, através de reações químicas diversas, pode conduzir a transformação do 
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fármaco no trato gastrintestinal (antes de sua absorção) ou na passagem pelo fígado 

(fase 1) ou por reações de condensação (fase 2) de tal modo a torná-lo mais 

susceptível aos processos de eliminação do organismo por vias distintas de 

excreção, em especial pelo aumento da polaridade e consequentemente da 

solubilidade em água (Goodman et al., 2001). As principais reações químicas 

conhecidas são classificadas em dois tipos conforme descreve a Tabela 1. 

Tabela 1. Tipos de reações envolvidas na biotransformação de fármacos (Gibson e Skett, 2001). 

Fase 1 Fase 2 

Hidrólise Glicuronidação 

Redução Sulfatação 

Oxidação Metilação 

Isomerização Acetilação 

Hidratação 
Conjugação com aminoácidos, 

glutationa ou ácidos graxos 

 

 Entretanto, a ocorrência destas reações está diretamente relacionada com as 

características do fármaco (substrato) e as modificações necessárias para torná-lo 

mais polar. As reações de fase 1 e fase 2 podem ocorrer tanto sequencialmente 

como simultaneamente. No primeiro caso, a molécula sofre inicialmente uma reação 

de fase 1 seguida de uma reação de fase 2, e, no segundo caso, o composto pode 

sofrer tanto reações de fase 1 como também de fase 2 diretamente, de forma 

competitiva. Deve-se ressaltar também que a biotransformação de fármacos pelo 

organismo em muito se assemelha aos processos bioquímicos fisiológicos, que 

ocorrem a todo o momento e, em geral, mediados por enzimas. Tal similaridade 

entre os processos deve-se à semelhança existente entre o fármaco e compostos 

endógenos (Gibson e Skett, 2001).  

 As reações de oxidação são as que despertam maior interesse na pesquisa 

de produtos de biotransformação de fármacos, visto que a grande maioria destes 

possui grupos funcionais expostos e altamente susceptíveis a este tipo de reação. 

Os produtos destas reações podem também, em muitos casos, produzir metabólitos 
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tóxicos ou com maior atividade terapêutica, alterando assim os parâmetros de 

segurança e eficácia inicialmente previstos para um fármaco (Oesch, 2009). Estes 

fatos corroboram a necessidade de conhecimento das vias e produtos de 

metabolismo de cada nova molécula com potencial para atingir estágios de ensaio 

clínico (Bernadou e Meunier, 2004), o que é o caso da BDL. 

 Diante das necessidades citadas, várias metodologias experimentais têm sido 

empregadas na busca das respostas desejadas, com grande destaque para as 

técnicas in vivo, que utilizam animais (ensaios pré-clínicos) ou seres humanos 

(ensaios clínicos) (Blech et al., 2010), e in vitro, que podem ser realizadas tanto com 

enzimas naturais (microssomas hepáticas 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). 

 

 

Figura 7. Estrutura central das metaloporfirinas. 

 Os métodos biomiméticos utilizando metaloporfirinas são inspirados na 

existência de grupos heme em sua estrutura (Gunter e Turner, 1991), similar ao 

observado nas enzimas produzidas por proteínas do tipo citocromo P450 (Nelson et 

al., 1996) que atuam como grupos prostéticos na catálise de reações de oxidação de 

fármacos em processos de biotransformação. Os avanços recentes em síntese 

química também favorecem o desenvolvimento de metaloporfirinas mais apropriadas 

para cada tipo de estudo, elevando assim a eficiência do sistema. Entretanto, a 

regioseletividade (Iupac, 1997) reduzida das metaloporfirinas configura um potencial 

revés na extrapolação dos resultados para comparação com técnicas in vitro que 
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utilizam enzimas naturais ou in vivo, visto que há a possibilidade de formação de 

produtos distintos entre elas conforme a posição da molécula onde ocorrerá a 

reação. Porém, ainda assim são capazes de direcionar a pesquisa sobre os 

principais possíveis metabólitos que podem ser encontrados para uma determinada 

substância (Akagah et al., 2008; Mac Leod et al., 2008). Outra possibilidade 

viabilizada por essa estratégia é a síntese em grande escala de metabólitos de um 

candidato a fármaco para utilização em testes farmacológicos e toxicológicos 

(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 condições in vivo devido à 

quase impossibilidade em se obter o material fecal contendo a microbiota intestinal 

em condições anaeróbicas. A utilização de linhagens bacterianas isoladas também 

não apresentam resultados que possam ser extrapolados para o todo, pois a alta 

complexidade da microbiota intestinal com todas as interações simbióticas existentes 

provém a este meio reacional comportamento único, variando inclusive entre animais 

da mesma espécie criados simultaneamente sob o mesmo regime. 

 Desta forma, uma alternativa possível é a utilização da microbiota intestinal 

de porcos, que apresentam características tais como tamanho, tipo de dieta, volume 

e frequência de alimentação semelhantes aos humanos, o que torna-os os animais 

mais adequados a serem utilizados em modelos que simulem o metabolismo 

intestinal humano. Em relação à composição da microbiota de porcos quando 

comparada a de humanos, é possível verificar alguma similaridade considerando-se 

alguns gêneros, como por exemplo Bifidobacterium, Enterococcus, Bacteroides, 

Eubacterium e Clostridium. Entretanto, em testes realizados com o objetivo de 

quantificar estes microorganismos, foi verificada variação estatística considerável 

mesmo entre os indivíduos da mesma espécie e obviamente maior ainda quando se 

comparando porcos e humanos. A única distinção confirmada entre as espécies é a 

presença em porcos e ausência em humanos de espécies do gênero Lactobacillus, 

o que pode ser explicado pela diferença de pH estomacal entre ambos (Van’t Slot et 

al., 2012). 

Outro fator de grande valia quando da utilização de porcos é a possibilidade 

de se utilizar o material fresco mantido em atmosfera anaeróbia desde o abate do 
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animal e durante todo o processo de preparo e incubação das amostras. Para tanto, 

utiliza-se a parte do intestino do animal denominada ceco, a qual pode ser obstruída 

em ambos orifícios por meio de ligadura antes da remoção cirúrgica 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 sesquiterpênica budleína A utilizando 

como fonte a espécie vegetal Viguiera robusta. 

Estudar os mecanismos de fragmentação da budleína A e da centraterina por 

espectrometria de massas com ionização por eletrospray (IES-EM/EM). 

Realizar os estudos de oxidação biomimética da budleína A e correlatos e 

determinar os possíveis produtos formados; 

Realizar os ensaios de metabolização in vitro com microssomas hepáticas da 

budleína A e correlatos e determinar os possíveis produtos formados; 

Realizar os ensaios de metabolização in vitro no modelo de ceco de porco 

(pig cecum model) da budleína A e correlatos e determinar os possíveis produtos 

formados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Materiais 

Nos processos de extração, isolamento e análise foram utilizados os 

solventes: acetona comercial (CHEMCO), acetato de etila PA e hexano PA 

(QHEMIS), metanol e acetonitrila (J.T. BAKER), CDCl3 (SIGMA-ALDRICH) e éter 

dietílico (VETEC). Para as técnicas cromatográficas (CLV e CCD) utilizou-se como 

fase estacionária a sílica gel 60H e sílica gel 60 GF254 (MERCK) respectivamente. 

Nas reações oxidativas utilizou-se ácido m-cloroperbenzóico (mCPBA), 

iodosilbenzeno (PhIO) e a metaloporfirina cloreto de 5,10,15,20-

tetraquis(pentafluorofenil)porfirina de ferro III (FeTFPP). Tampão fosfato (PBS – 

MERCK) foi utilizado no modelo de ceco de porco. 

Para as análises das reações biomiméticas por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) foram utilizadas as colunas (analítica e preparativa) marca 

Phenomenex (modelo Luna C-18, 250 x 4,6 mm, 5 µm). Nas análises de 

cromatografia em fase gasosa foi utilizada a coluna capilar Phenomenex Zebron™ 

ZB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) e hélio como gás de arraste. Nas análises de 

CLAE realizadas com as amostras do modelo de ceco de porco foram utilizadas as 

colunas Nucleodur C18 ISIS, 5 µm, 150 x 2 mm (Macherey-Nagel) (para análises de 

quantificação) e Gemini C18, 5 µm, 150 x 2 mm, 110 Å (Phenomenex) (para as 

análises acopladas em espectrometria de massas). 

 

3.2. Coleta da espécie vegetal Viguiera robusta 

Previamente à realização das coletas foi realizado o cadastro junto ao IBAMA-

SISBIO (n° 26468-1) para obtenção de registro para coleta de material vegetal 

(Anexo 1) e também a solicitação de acesso ao patrimônio genético junto ao CNPq 

n° 010174/2011-7 (Anexo 2). O local da coleta situa-se no município de Altinópolis, 

rodovia Batatais-Altinópolis (SP-351 – Rodovia Altino Arantes) na altura do km 36, 

onde encontram-se algumas populações da espécie V. robusta distribuídas às 

margens da rodovia, ao longo de uma extensão 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 único período 
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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. 

Após a coleta (Figura 8) o material vegetal foi trazido para a Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto e imediatamente submetido ao processo 

de estabilização em estufa de ar circulante, mantida à temperatura constante de 

30ºC por aproximadamente 72 horas, realizando-se aleatoriamente a movimentação 

do material para que a secagem ocorresse de maneira uniforme. Após esse período 

o material foi retirado da estufa e preparado para a extração, que é 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 herbário da UNICAMP sob o código FBC # 

94. 
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3.3. Extração da budleína A 

Para a extração foi utilizada a técnica de lavagem foliar, pois sabe-se que a 

BDL é o componente majoritário das estruturas denominadas tricomas glandulares, 

que estão posicionados na superfície 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 extração em acetona comercial. 

As folhas devidamente secas e limpas após remoção de resíduos de terra 

foram colocadas em porções em um percolador contendo aproximadamente 5,0 

litros de acetona, sendo mantidas em contato e agitação manual por 

aproximadamente 60 segundos. Em seguida o solvente foi esgotado do percolador 

através da válvula na base do recipiente e as folhas retiradas manualmente. Na 

sequencia o mesmo solvente utilizado foi recolocado no percolador e repetiu-se o 

procedimento com uma nova porção 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 remoção da acetona. Foram obtidos 

respectivamente 4,9 e 12,7 g de extrato seco para cada coleta. 

 

3.4. Isolamento da budleína A 

As porções de extrato seco obtidas foram submetidas ao processo de 

isolamento separadamente. Para tanto, o extrato foi ressuspenso em uma solução 

MeOH:H2O (8:2) e em seguida particionado com hexano (3x) e diclorometano (3x) 

(Fluxograma 1). A fração diclorometano, após a evaporação do solvente foi 

incorporada em silica gel 60 H e submetida à separação por CLV (Coll e Bowden, 

1986; Pelletier, Chokshi e Desai, 1986). A eluição 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 líquida à vácuo. 

Após a realização da CLV as porções com fases móveis de diferentes 

polaridades foram submetidas à secagem para completa evaporação dos solventes. 

Após esta etapa, as frações E e F (Fluxograma 1) apresentaram a maior massa de 

resíduo (análise visual) e também indícios da formação de cristais brancos, que 
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poderiam sugerir a presença de BDL, conforme indica o trabalho de Valério et al., 

2007. Logo, o trabalho de isolamento ficou restrito à estas frações. 

 

 

Fluxograma 1. Processo extrativo utilizado para obtenção de BDL. 

 Após completamente secas, as frações E e F foram solubilizadas em MeOH, 

obtendo-se uma solução límpida e de cor amarelo-esverdeada. Em seguida os 

frascos foram devidamente acomodados em capela com exaustão até a completa 

volatilização do solvente. Este procedimento foi realizado à temperatura ambiente e 

sem nenhum tipo de auxílio que forçasse a secagem, para que a possível 

cristalização dos compostos presentes em solução pudesse ocorrer de forma lenta. 

Esta medida também evita a condensação de água na amostra, que pode ocorrer 

devido ao resfriamento do solvente caso seja utilizado um fluxo de ar na secagem. 

 Conforme o esperado, após a completa secagem do solvente foi possível 

observar a formação de cristais brancos no fundo do frasco, recobertos por uma 

camada de cor amarelo-esverdeada. Optou-se nesse momento por realizar a 

Lavagem 
foliar

Acetona

Ressuspensão
MeOH:H2O 

(8:2)

Hexano
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Hex (A)
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lavagem destes sólidos com éter dietílico gelado (VETEC), no qual a solubilidade da 

BDL é baixa. Foram realizadas várias lavagens sucessivas com o auxílio de uma 

pipeta de Pasteur de vidro, sendo possível obter o produto final na forma de cristais 

brancos (Figura 10).  

 

Figura 10. Material cristalizado obtido após CLV. 

Entretanto, durante o procedimento de lavagem os cristais são fragmentados, 

e aqueles de menor tamanho, muitas vezes microscópicos, são levados em 

suspensão com o éter, forçando-nos a repetir o procedimento nos frascos 

subseqüentes, entretanto a maior quantidade permanece no frasco inicial. Como 

resultado deste procedimento, após diversas lavagens e agrupamento dos resíduos 

de cristais brancos presentes nos demais frascos, foi possível obter 

aproximadamente 1,5 g (0,5 + 1,0) do material que supostamente seria BDL.  

 

3.5. Identificação da budleína A 

3.5.1. Cromatografia em camada delgada (CCD) 



23 
Lucas Rossi Sartori – Metabolismo in vitro de lactonas sesquiterpênicas – FCFRP-USP 

 

 

 

A primeira iniciativa no sentido de identificar o composto isolado nas etapas 

anteriores, bem como verificar a sua pureza, foi a realização de cromatografia em 

camada delgada. Foram utilizadas placas cromatográficas analíticas preparadas no 

próprio laboratório com sílica gel 60 GF254 (Merck) e solventes grau PA destilados 

(hexano e acetato de etila). Para revelação da placa foi empregada luz ultra-violeta 

(UV) ou solução de vanilina:ácido sulfúrico em metanol seguida por aquecimento em 

chapa quente. 

 

3.5.2. Cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(CG-EM) 

As análises de CG-EM foram realizadas em um equipamento da marca 

Shimadzu modelo CG-2010, acoplado a um espectrômetro de massas do mesmo 

fabricante, modelo GCMS-QP2010. Foi utilizada coluna capilar, marca Phenomenex 

Zebron™ ZB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25µm). O método analítico utilizado 

encontra-se no Anexo 3. A amostra foi diluída em metanol na concentração 

aproximada de 1,0 mg.mL-1. 

 

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

Dando continuidade à identificação da composto isolado e considerando-se o 

forte indício observado pela análise de CG-EM de que trata-se da budleína A, foram 

realizados os testes de espectrometria de massas em meio líquido com ionização 

por eletrospray. 

Foi utilizado nesse experimento um espectrômetro de massa marca Bruker 

Daltonics, modelo microTOFII – ESI-TOF, em modo positivo. A amostra foi inserida 

por infusão direta e utilizou-se como solvente a mistura MeOH:H2O (1:1). Os 

parâmetros do equipamento foram: voltagem do capilar em 4kV, gás nebulizador N2 

à pressão de 0,4 bar e à temperatura de 180 °C. O gás de sacagem foi ajustado ao 

fluxo de 4,0 L.min-1. 
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3.5.4. Ressonância magnética nuclear de próton (1H RMN) 

Os espectros de RMN foram adquiridos no Departamento de Química da 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto – USP, utilizando-se um 

espectrômetro Bruker-Advance DRX 500. O solvente utilizado foi clorofórmio 

deuterado (CDCl3, Sigma-Aldrich®) e tubos de 175 x 5 mm Sigma-Aldrich®. 

 

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

Neste estudo foram utilizadas as substâncias budleína A (obtida conforme 

descrito nas etapas anteriores) e centraterina (Sakamoto et al., 2003) (Figura 11), 

obtida junto ao banco de padrões do Núcleo de Pesquisa em Produtos Naturais e 

Sintéticos (NPPNS). As soluções contendo estas substâncias foram preparadas na 

concentração de 1,0 mg.mL-1 utilizando-se como solvente a mistura MeOH:H2O 

(1:1). Estas soluções foram então diluídas até a concentração final de 10 µg.mL-1 em 

MeOH contendo 1% de ácido fórmico.  

 

 
Figura 11. Estrutura química da BDL e centraterina. Entre parênteses a numeração adotada para os átomos de oxigênio. 

 

3.6.1. Espectrômetros utilizados e condições experimentais 

Para os estudos de espectrometria de massas e elucidação das vias de 

fragmentação da budleina A e centraterina foram utilizados quatro espectrômetros 

distintos, sendo eles: (A) Waters ACQUITY® TQD triplo quadrupolo (QqQ, CID, 

argônio); (B) AB Sciex API 4000 QTrap®(QqQ, CID, N2); (C) Bruker Daltonics 

micrOTOF™-Q II (QTOF, CID, N2); e (D) Thermo Scientific Linear Ion Trap Orbitrap 
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(LTQ Orbitrap XL) – FTMS (Espectrometria de Massas por Transformada de Fourier) 

(Orbitrap-HCD, hélio). As informações entre parênteses descrevem respectivamente 

o tipo de analisador, tipo de ativação (CID ou Dissociação Induzida por Colisão de 

Alta Energia – HCD) e gás de colisão empregado. 

As condições experimentais utilizadas para cada espectrômetro foram: (a) 

voltagem da fonte de 3.5 kV, temperatura da fonte em 150 °C e temperatura de 

dessolvatação 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 dessolvatação 

de 180 °C; (d) voltagem da fonte em 3.5 kV e temperatura do capilar em 275 °C. 

Foram construídos gráficos de energia resolvida com os resultados obtidos no 

espectrômetro (d) variando-se a energia entre 0 e 35 eV com incrementos de 5 eV. 

Visando a obtenção de dados acurados, foi realizada a calibração externa do 

espectrômetro (c) utilizando-se o padrão de [TFA+Na]+, enquanto que para o 

espectrômetro (d) foi utilizada a solução padrão marca Thermo Scientific 

denominada LTQ ESI Positive Ion Calibration Solution, que consite numa mistura de 

N-butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) e Ultramark 1621. Todas as análises 

foram realizadas em modo positivo. 

 

3.6.2. Métodos computacionais 

Estudos computacionais para a obtenção dos possíveis sítios de protonação 

da BDL e da centraterina foram conduzidos sob a coordenação do Prof. Dr. Ricardo 

Vessecchi (FFCLRP-USP), nos quais foram obtidas as energias relativas para as 

possíveis formas protonadas, a fim de se interpretar os resultados obtidos pelas 

análises 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 fragmentação 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 combinação com a química 



26 
Lucas Rossi Sartori – Metabolismo in vitro de lactonas sesquiterpênicas – FCFRP-USP 

 

 

 

computacional tem demonstrado que tal modelo é o mais indicado para a avaliação 

da reatividade e vias de fragmentação desses compostos (Vessecchi e Galembeck, 

2008; Vessecchi et al., 2008). 

 

3.7. Ensaios de oxidação biomimética 

As reações de oxidação foram realizadas utilizando-se a metaloporfirina 

FeTFPP (Cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina de ferro III) 

(Figura 12a) como catalisador na concentração de 3,0 x 10-8 M. Foram testados 

como oxidantes o iodosilbenzeno (PhIO) e o ácido m-cloroperbenzóico (mCPBA) 

(Figura 12b) nas concentrações descritas na Tabela 2. Para todas as reações 

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

mL.  

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

 

Para a definição do comportamento das reações realizou-se um estudo de 

otimização variando-se as proporções de catalisador:substrato:oxidante (Tabela 2) e 

verificou-se via CG-MS a formação de possíveis produtos de reação e seus 

respectivos rendimentos. O sistema R3 foi selecionado como o mais adequado para 

a realização do experimento. 

Tabela 2. Otimização do sistema reacional biomimético da BDL (volume de reação de 1,5 mL em acetonitrila, número de 
mols de FeTFPP = 3 x 10

-8
, tempo de reação de 24 horas e temperatura ambiente). 

 ID SISTEMA PROPORÇÃO 

mCPBA 
R1 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:30 
R2 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:40 
R3 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:60 

(a) (b) 



27 
Lucas Rossi Sartori – Metabolismo in vitro de lactonas sesquiterpênicas – FCFRP-USP 

 

 

 

R4 FeTFPP:BDL:mCPBA 1:40:200 

PhIO 

R5 FeTFPP:BDL:PhIO 1:40:30 
R6 FeTFPP:BDL:PhIO 1:40:40 
R7 FeTFPP:BDL:PhIO 1:40:60 
R8 FeTFPP:BDL:PhIO 1:40:200 

BRANCOS 

R9 FeTFPP + mCPBA 1:40 
R10 FeTFPP + PhIO 1:40 
R11 FeTFPP + BDL_sem oxidante 1:40 
R12 BDL + mCPBA_sem FeTFPP 1:40 
R13 BDL + PhIO_sem FeTFPP 1:40 

 

3.7.1. Isolamento dos produtos de oxidação biomimética 

Utilizou-se a técnica de cromatografia em camada delgada preparativa em 

modo normal, ou seja, utilizando-se sílica gel como fase estacionária e solventes 

com característica apolares (HEX e acetato de etila) como fase móvel. Foram 

utilizadas placas com dimensões de 20 x 20 cm e luz ultravioleta (UV em 254 nm) 

como revelador. As amostras foram diluídas em acetato de etila e aplicadas com o 

auxílio de capilar de vidro. Utilizou-se como fase móvel a mistura de solventes 

hexano (HEX):acetato de etila (AcOEt) (7:3) em cuba de vidro com tampa e 

previamente saturada. A eluição completa da(s) placa(s) cromatográfica(s) (15 cm) 

ocorreu em aproximadamente 50 minutos, sendo imediatamente removida(s) da 

cuba de eluição (Figura 13). As bandas separadas foram raspadas, coletadas, 

extraídas com AcOEt e filtradas à vácuo em funil de Buchner com placa porosa. O 

filtrado, agora contendo o composto presente na cromatoplaca, foi levado à 

evaporação do solvente para posterior análises de identificação. 
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Figura 13. Placa de CCD preparativa utilizada no isolamento dos produtos de reação biomimética. (a) Amostra aplicada 
na placa e (b) após eluição. 

 

3.7.2. Identificação dos produtos de reação biomimética 

Foram empregadas na identificação dos produtos de reação biomimética da 

BDL as técnicas IES-EM (infusão direta), CLAE-IES-EM e 1H-RMN (CDCl3). A 

calibração do espectrômetro de massas marca Bruker Daltonics modelo microTOFII 

– ESI-TOF foi realizada utilizando-se [TFA+Na]+ para a obtenção de massas 

acuradas (Vessecchi et al., 2011). Foi utilizado como solvente na técnica de EM a 

mistura MeOH:Água (1:1).para todas as amostras. Os parâmetros do equipamento 

aplicados na análise de CLAE-IES-EM foram: voltagem do capilar em 4kV, gás 

nebulizador N2 à pressão de 4,5 bar e à temperatura de 220 °C. O gás de sacagem 

foi ajustado ao fluxo de 7,0 L.min-1. 

Foi verificado na análise de RMN que a amostra ainda possuía algumas 

impurezas, provenientes dos reagentes empregados na reação. Portanto, realizou-

se a purificação desta amostra utilizando-se para este fim um HPLC Shimadzu e um 

kit de colunas cromatográficas (analítica e preparativa) marca Phenomenex (modelo 

Luna C-18 de dimensões 250 x 4,6 mm, 5 µm e 250 x 20 mm, 5 µm 

respectivamente). Utilizou-se como fase móvel MeOH:água (1:1) em fluxos de 1,0 e 

(a) (b) 
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9,0 mL.min-1, respectivamente para a coluna analítica (desenvolvimento do método 

analítico) e preparativa (isolamento). 

 

3.8. Ensaios de metabolização in vitro com microssomas hepáticos 

Os ensaios de metabolização com microssomas hepáticos foram realizados no 

Instituto de Química de Alimentos (Institut für Lebensmittelchemie) da Universidade 

de Münster, Alemanha, seguindo protocolo descrito na literatura (Sohl, Cheng e 

Guengerich, 2009) com algumas modificações. Foram empregados microsomas de 

porco e rato obtidos conforme descrito na literatura (Omura e Sato, 1964).  

Foram utilizadas as seguintes soluções: (A) glicose-6-fosfato (0,1 M em água), 

(B) glicose-6-fosfato desidrogenase 103 IU mL-1 (1 mg.mL-1 em tampão Tris-acetato 

(pH7,4) contendo 1 mM EDTA e 20% glicerol (v/v)), (C) NADP+ (10 mg.mL-1 em 

água), (D) fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) e dibásico (K2HPO4) 0.1 M (pH 

7,4, 2,59 g de KH2PO4 e 14,1 g de K2HPO4 em 1000 mL de água purificada) e 

soluções estoque de LST a 5 mM. O sistema regenerador NADPH foi preparado no 

momento do uso seguindo as seguintes proporções: 50 (A):25 (C):1 (B). As soluções 

tampão (D) (320 µL), sistema regenerador NADPH (recém preparado, 100 µL) e 

estoque de LST (5 µL) foram adicionadas em vial de 5 mL com tampa e pré-

incubadas em plataforma aquecida à 37°C por 3 minutos. A suspensão contendo os 

microssomas foi incubada em paralelo sob as mesmas condições, sendo em 

seguida adicionada (75 µL) ao vial contendo as demais soluções. O tempo de 

incubação à partir deste momento foi de 30 minutos e em seguida adicionou-se 

diclorometano (CH2Cl2) para precipitar as proteínas e encerrar as reações. Levou-se 

a mistura ao vortex por 10 segundos e em seguida, após a separação de fases, 

coletou-se a fração orgânica com o auxílio de uma micropipeta. A fração coletada foi 

submetida ao fluxo de N2 para remoção do solvente orgânico. O resíduo seco foi 

posteriormente dissolvido em mistura de MeOH:Água (1:1) e analisado por CLAE-

IES-EM/EM. 

Nas análises de identificação dos produtos de metabolismo utilizou-se um 

CLAE (Accela 1250, Thermo Scientific) acoplado a um espectrômetro de massas 

(EM) marca Thermo Scientific modelo LTQ Orbitrap XL. Foi utilizada coluna 
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cromatográfica de fase reversa Gemini C18, 5 µm, 150 x 2 mm, 110 Å 

(Phenomenex) e fluxo de 0,25 mL.min-1. Utilizou-se fase móvel composta por água 

(A):metanol (B) (ambos contendo ácido fórmico na concentração de 0.1%) e o 

seguinte gradiente de eluição: 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 

equilíbrio de 3 minutos entre as análises. 

 

3.9. Ensaios de metabolização in vitro pelo modelo de ceco de porco (pig 

cecum model) 

Estes experimentos foram realizados no Instituto de Química de Alimentos 

(Institut für Lebensmittelchemie) da Universidade de Münster, Alemanha. Foram 

analisadas a BDL e a substância correlata 4β,5-dihidro-2’,3’-epoxi-15-desoxi-

goyazensolido (EPOXI) (Figura 14). 

 

Figura 14. Estrutura química 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 biodinâmica, não 

havendo adição de antibióticos na dieta dos mesmos. A fim de garantir que o 

material fecal permanecesse em condições anaeróbicas, após o abate do animal, 

realizou-se a ligadura dos orifícios de entrada e saída do ceco antes de sua 

completa remoção. Para o transporte do material até o laboratório utilizou-se uma 

jarra hermeticamente lacrada contendo Anaerocult  A® (Merck). 
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3.9.2. Preparação do inóculo 

Todos os procedimentos de preparação do inóculo foram realizados no 

interior de uma câmara hermeticamente lacrada saturada com CO2 (Figura 15). 

Todos os frascos e soluções utilizados foram previamente purgados com uma 

mistura de N2 e CO2 (5:1, v/v). Para a remoção do material fecal do interior do ceco 

realizou-se uma incisão com o auxílio de um bisturi e em seguida o material foi 

coletado em um béquer de 500 mL. O conteúdo obtido foi fracionado em porções de 

20 g (±1.0 g) em tubos tipo BD Falcon™ (n=6). Metade destes tubos (n=3) foi então 

submetida a autoclavagem (121 °C por 15 min a 1.1 bar utilizando uma autoclave 

AMB240, Astell, Kent, U.K.) para esterilização e posterior utilização como grupo 

controle negativo (inativado). Para a preparação do inóculo adicionou-se 20 mL de 

solução tampão fosfato(PBS) 0,15 M pH 6,4 contendo uma solução de elementos 

traço na concentração final de 0,0125% (13.2 g CaCl2 x 2 H2O, 10.0 g MnCl2 x 4 

H2O, 1.0 g CoCl2 x 6 H2O e 8.0 g FeCl3 x 6 H2O, todos eles dissolvidos em 100 mL 

de água deionizada autoclavada). A suspensão obtida foi então filtrada para 

remoção de grandes partículas sólidas. 

 

Figura 15. Câmara hermeticamente lacrada utilizada nos procedimentos do modelo de ceco de porco. Foto: Lucas R. 
Sartori 
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3.9.3. Incubação das amostras – curvas de degradação 

Em tubos do tipo Eppendorf® com capacidade de 2 mL adicionou-se 100 µL 

da solução teste (contendo a lactona sesquiterpênica) a 1,0 mM em metanol e 900 

µL do inóculo. As amostras foram preparadas sempre em duplicata e incubadas nos 

tempos de 20, 40, 60, 120, 240 e 480 minutos a 37°C sob agitação. Utilizou-se como 

controle negativo o inóculo desativado (autoclavado) e como controle positivo 

utilizou-se solução de quercetina 1,0 mM incubado com inóculo ativo (não 

autoclavado). Foram utilizados nestes experimentos 4 cecos provenientes de 

animais distintos de modo a considerar as possíveis diferenças entre a microbiota 

dos animais. 

 

3.9.4. Inativação do inóculo, preparo da amostra e análise cromatográfica 

Após atingir o tempo de incubação determinado as amostras foram 

imediatamente armazenadas em freezer à temperatura de -80 °C, paralisando assim 

as possíveis reações em andamento. Para o preparo das amostras, procedeu-se o 

descongelamento do material em banho-maria a 37 °C e adicionou-se 

imediatamente 1,0 mL de solução de ácido clorídrico em metanol (1% v/v). Os 

frascos foram então 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 líquido 

sobrenadante foi coletado com o auxílio de uma micropipeta e submetido as análises 

cromatográficas pertinentes. Para as análises de quantificação utilizou-se um 

cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) marca Jasco XLC™ equipado com 

detector de arranjo de diodos (DAD), coluna cromatográfica de fase reversa 

Nucleodur C18 ISIS, 5 µm, 150 x 2 mm (Macherey-Nagel) e fluxo de 0,4 mL.min-

1.Para a realização dos cálculos de concentração utilizou-se os valores de 

absorbância obtidos no comprimento de onda de 254 nm. Foram obtidas curvas de 

calibração na faixa entre 10 e 200 µM para a budleína A (r=0,9998) (Figura 16) e 

EPOXI (r=0,9999) (Figura 17).  
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Figura 16. Curva de calibração obtida para a BDL por CLAE-UV. 

 
Figura 17. Curva de calibração obtida para a EPOXI por CLAE-UV. 

Calibration Report :
File : Budlein

Component : Budlein
Polynom : y = b x +a
a = -0,08717

Calibration curve: Budlein - Budlein

µM
20018016014012010080604020

A
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a
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0,5

b = 0,05812
Correlation Coef. : 0,9998
Weighting : None
Force zero : No

Calibration table : Budlein

#
1
2
3
4
5
6

Used
1
1
1
1
1
1

Name
Ave. Level 6
Ave. Level 5
Ave. Level 4
Ave. Level 3
Ave. Level 2
Ave. Level 1

µM
205,30
102,70

77,00
51,33
25,67
10,27

Area
11,89
5,84
4,36
2,84
1,42
0,58

RF
17,27
17,60
17,67
18,09
18,03
17,68

Chromatogram
average of 1 points
average of 2 points
average of 2 points
average of 2 points
average of 2 points
average of 2 points

Date
21.11.2012 17:18:25
21.11.2012 17:18:25
21.11.2012 17:18:25
21.11.2012 17:18:25
21.11.2012 17:18:25
21.11.2012 17:18:25

Area (recalc)
11,84
5,88
4,39
2,90
1,40
0,51

Res %
0,35
0,78
0,66
2,04
1,33

12,24

Calibration Report :
File : epoxyde

Component : 2',3'-epoxide
Polynom : y = b x +a
a = -0,06913

Calibration curve: epoxyde - 2',3'-epoxyde-15-desoxygoyazensolide
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Correlation Coef. : 0,9999
Weighting : None
Force zero : No

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

#
1
2
3
4
5
6

Used
1
1
1
1
1
1

Name
Ave. Level 6
Ave. Level 5
Ave. Level 4
Ave. Level 3
Ave. Level 2
Ave. Level 1

µM
200,00
100,00

75,00
50,00
25,00
10,00

Area
11,91

5,92
4,33
2,90
1,45
0,57

RF
16,79
16,89
17,34
17,25
17,21
17,50

Chromatogram
average of 2 points
average of 2 points
average of 2 points
average of 2 points
average of 2 points
average of 2 points

Date
21.11.2012 16:58:28
21.11.2012 16:58:28
21.11.2012 16:58:28
21.11.2012 16:58:28
21.11.2012 16:58:28
21.11.2012 16:58:28

Area (recalc)
11,89

5,91
4,41
2,92
1,43
0,53
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Nas análises de identificação dos produtos de metabolismo utilizou-se um 

CLAE (Accela 1250, Thermo Scientific) acoplado a um espectrômetro de massas 

(EM) marca Thermo Scientific modelo LTQ Orbitrap XL. Foi utilizada coluna 

cromatográfica de fase reversa Gemini C18, 5 µm, 150 x 2 mm, 110 Å 

(Phenomenex) e fluxo de 0,25 mL.min-1. Em ambos os equipamentos utilizou-se fase 

móvel composta por água (A):metanol (B) (ambos contendo ácido fórmico na 

concentração de 0.1%) e o seguinte gradiente de eluição: 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 equilíbrio de 3 minutos entre as análises. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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4.1. Identificação da budleína A 

Visando identificar quimicamente os cristais que foram isolados na etapa 

anterior, foram realizados testes cromatográficos, espectrofotométricos, 

espectrométricos e espectroscópicos. Dentre eles: cromatografia em camada 

delgada (CCD), cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-

EM), espectrometria de massas com ionização por electrospray em modo negativo e 

positivo (IES-EM/EM) e ressonância magnética nuclear de hidrogênio (1H RMN). 

 

4.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD) 

O resultado desta análise na identificação do composto foi em parte 

prejudicado pela ausência de um padrão de comparação, pois não dispunhamos do 

mesmo. Entretanto, foi útil no sentido de agruparmos os resíduos 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. Pôde-se observar também que as manchas estão bastante intensas, o que 

é devido à alta concentração da amostra. Optou-se por fazer desta forma, no intuito 

de observarmos possíveis impurezas presentes em baixa concentração na amostra, 

o que não foi verificado de forma expressiva em ambas as revelações. Apenas 

manchas de pouca intensidade foram observadas para possíveis impurezas. Sendo 

assim, partiu-se para a análise de CG-EM. 
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Figura 18. Placa de CCD utilizada no agrupamento de frações contendo BDL. 

 

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

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

de 374, ou seja, compatível com a m/z da BDL (Figura 19).  

 

Figura 19. Espectro de CG-EM obtido para a BDL. 
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A pureza do material, considerando-se a somatória das áreas dos sinais 

integrados no cromatograma equivale a aproximadamente 97 % (Tabela 3) do total 

para o sinal em 23,1 min. Vale ressaltar que os parâmetros utilizados para detecção 

e integração dos sinais foram mantidos nos valores mais permissivos possíveis, ou 

seja, só não foram detectados os sinais que realmente não foram diferenciados do 

ruído. 

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

Tempo de retenção (TR) Área Área% 

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 relação 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 compatível com a 

descrição da literatura para a budleína A, que também destaca a presença dos 

fragmentos de m/z 274 (eliminação 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 semelhança àquele em 23,1 min, 

principalmente com a presença dos íons de m/z 83 (pico base) e 55, porém em 

nenhum dos casos foi observado M+● próximo a 374. Esses dados podem sugerir 

que as impurezas presentes possuem estrutura molecular semelhante à budleína A, 

havendo apenas pequenas variações nas cadeias laterais, que podem ser do tipo 

tiglato, angelato ou metacrilato (Da Costa et al., 2001). Há também de se considerar 

que a co-existência de outras lactonas sesquiterpênicas de estrutura similar à 

budleína A é perfeitamente aceitável, pois considerando-se que as rotas 

biosintéticas estão em fases distintas na formação das lactonas sesquiterpênicas, ou 

seja, no momento em que a planta foi estabilizada existiam no tricoma glandular 

vários precursores das moléculas mais complexas. 



39 
Lucas Rossi Sartori – Metabolismo in vitro de lactonas sesquiterpênicas – FCFRP-USP 

 

 

 

Em síntese, os dados obtidos por CG-EM apontaram uma grande 

possibilidade de se confirmar o produto isolado como sendo o composto budleína A 

com elevado grau de pureza, considerando-se tratar de um produto natural, e que é 

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

 

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

No estudo realizado em modo positivo foi possível verificar a presença da 

molécula protonada [M+H]+ em m/z 375,1436, que é coerente com a massa 

molecular da budleína A protonada (Figura 20). No espectro de EM obtido é possível 

observar também alguns fragmentos característicos da BDL gerados por dissociação 

induzida por colisão na fonte de ionização. 

 
Figura 20. Espectro IES-EM da BDL. 

Finalizadas as análises de CCD, CG-EM e IES-EM pôde-se sugerir que a 

substância em análise é realmente a budleína A com pureza elevada. A confirmação 

desta conclusão veio à seguir com a análise de ressonância magnética nuclear (1H 

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 fórmula e 

estrutura química do composto isolado como sendo budleína A. 

Tabela 4. Dados de 
1
H-RMN obtidos para a BDL em 500 MHz e CDCl3. 

 Dados experimentais Van Calsteren, 2008 

Próton 
Deslocamento 

(δ ppm) 

Constante de 

acoplamento (Hz) 

Deslocamento 

(δ ppm) 

Constante de 

acoplamento (Hz) 

H2 5,69 (s)  5,68 (s)  

H5 6,22 (m)  6,22 (dt) 3J5,6 = 4,2 

H6 5,38 (t) 3J6,7 = 4,15 5,38 (m) 3J6,7 = 4,4 

H7 3,76 (dd) 3J7,8 = 2,08 3,76 (m) 3J7,8 = 2,2 

H8 5,26 (m) 3J8,9α = 3,5 5,27 (m) 3J8,9α = 3,5 

H9α 2,33 (dd) 2J9α,9β = 15,31 2,32 (dd) 2J9α,9β = 15,2 

H9β 2,55 (dd) 3J8,9β = 5,45 2,55 (dd) 3J8,9β = 5,6 

H13a 6,37 (d)  6,37 (d) 2J13a,13b = <1 

H13b 5,71 (d)  5,71 (d) 4J7,13b = 2,4 

H14 (3H) 1,50 (s)  1,50 (s)  

H15 (2H) 4,41 (sl)  4,41 (t) 5J6,15 = 1,9 

H3’ 6,12 (qd) 3J3’,4’ = 7,22 6,12(qq) 3J3’,4’ = 7,3 

H4’ (3H) 1,94 (dd) 5J4’,5’ = 1,30 1,94 (dq) 5J4’,5’ = 1,5 

H5’ (3H) 1,80 (m)  1,80 (quinteto) 4J3’,5’ = 1,5 

 

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

Na fragmentação de LST em analisadores do tipo triplo-quadrupolares foi 

observada uma diferença na intensidade dos íons fragmento da BDL e da 

centraterina (Crotti, Lopes e Lopes, 2005), entretanto neste trabalho não foram 

abordados os aspectos intrínsecos responsáveis por esta variação. 

No decorrer do desenvolvimento dos trabalhos desta tese diferentes 

espectrômetros foram utilizados nas análises da BDL. A análise conjunta tornou 

envidente que os diferentes equipamentos, dotados de analisadores distintos, 

forneciam espectros ligeiramente distintos para a mesma substância. Este fato, 
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associado aos dados documentados por Crotti et al. (2005), motivaram a busca por 

detalhamentos que fundamentassem o fenômeno observado na fragmentação 

destes furanoeliangolidos em diferentes espectrometros de massas. 

Para tanto, foi realizado um estudo no qual verificaram-se as vias de 

fragmentação da BDL e de seu isômero centraterina (Figura 11), as quais diferem 

apenas na orientação da cadeia lateral (angelato) no C-8, sendo esta α na 

centraterina e β na BDL. A comparação dos resultados adquiridos em equipamentos 

que possuem analisadores baseados em princípios distintos de detecção e 

fragmentação, associados àqueles obtidos por métodos computacionais, forneceram 

resultados conclusivos que permitem distinguir estes isômeros utilizando apenas 

dados provenientes da EM. 

4.2.1. Resultados obtidos por IES-EM/EM 

Os resultados da análise seqüencial por espectrometria de massas obtidos 

em analisadores triplo-quadrupolares (QqQ) (A e B) foram compatíveis entre si e 

também com os resultados anteriormente publicados por Crotti et al. (2005) em 

relação a intensidade dos sinais observados para ambos os isômeros (Figura 21A e 

21B). Porém um fato novo foi observado, pois foi possível detectar um íon-fragmento 

de m/z 293 para a BDL, o qual não havia sido relatado anteriormente. Em suma, os 

resultados obtidos por QqQ em 15 eV (Ar) foram: 

- BDL: presença do íon de m/z 293, sinal muito intenso para o íon de m/z 83 e sinal 

pouco intenso para o íon de m/z 375 [M+H]+; 

- Centraterina: ausência do íon m/z 293, sinal com intensidades similares para os 

íons de m/z 83 e m/z 375 [M+H]+. 

Vale ressaltar que os espectrômetros utilizados nestes experimentos, embora 

utilizando gases de colisão distintos, forneceram resultados semelhantes, o que 

permite concluir que a quantidade de energia transferida não é o fator de influência 

determinante no balanço das reações de fragmentação destes isômeros. 
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Nos espectros obtidos no espectrômetro do tipo QTOF (C) observou-se de 

forma pronunciada a presença do íon fragmento de m/z 293,1028 (C15H17O6
+) para a 

BDL, enquanto que para a centraterina este não 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 colisão foram Ar em QqQ e N2 em QTOF respectivamente. 
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Nas análises realizadas no espectrômetro do tipo Orbitrap-HCD a diferença 

mais significativa entre os isômeros foi a presença do íon fragmento de m/z 83,0487 

nos espectros da BDL (Figura 22A), mesmo empregando-se energia de colisão 

muito baixa, e cuja intesidade de sinal é incrementada com o aumento da energia de 

colisão, como observado na Figura 22C. Por outro lado, o espectro de EM/EM da 

centraterina não apresentou o íon fragmento de m/z 83,0487 em nenhuma das 

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

 

Figura 22. Perfil de fragmentação da BDL (A) e da centraterina (B) obtidos no Orbitrap XL a 15 eV no modo HCD. (C) e (D) 
apresentam as intensidades dos íons em função da variação de energia colisional para a BDL e a centraterina 

respectivamente. 

Frente aos resultados obtidos duas questões surgiram: (a) Os sítios de 

protonação da BDL e da centraterina influenciam no perfil da fragmentação? (b) A 

estereoquímica é a responsável por governar as vias de fragmentação e o balanço 

das intensidades dos íons? Para responder tais questões, a termoquímica 

computacional foi empregada no presente estudo, possibilitando calcular com 

precisão elevada a reatividade das substâncias em questão. 
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4.2.2. Sítios de protonação 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 sítios de maior basicidade, em ordem 

decrescente, foram: O1>O4>O6 (BDL) e O4>O1>O6 (centraterina) (verificar Figura 

11). A Figura 23 apresenta os valores obtidos, podendo-se observar que para a 

centraterina estes valores são bastante próximos entre si e também compatíveis 

com os valores experimentais registrados na base de dados do NIST webbook para 

a butirolactona (193,1 kcal.mol-1) e metil-metacrilato (191,4 kcal.mol-1). Portanto, 

considerando-se que a probabilidade em se ocorrer a protonação em um 

determinado sítio é diretamente proporcional ao seu valor de GB, pode-se afirmar 

que a BDL apresenta uma maior tendência de protonação no O1, seguida por O4, 

enquanto que para a centraterina a tendência é de homogeneidade na distribuição 

das probabilidades de protonação em cada sítio. Estas diferenças de GB, 

proporcionadas pelas particularidades estéricas de cada isômero, são portanto 

suficientes para gerar estruturas com reatividades distintas, o que por sua vez 

influencia de forma determinante nas vias de fragmentação por IES-EM/EM. 

 

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

Considerando-se a geometria das estruturas foi possível verificar a distância 

entre os sítios de protonação, o que revelou a possibilidade de interação entre O1 e 

O6 na BDL por meio do compartilhamento do próton devido à proximidade da ordem 

de 1,7 Å entre O1-[H]+--O6. Esta possibilidade, entretanto, não foi observada para a 

centraterina. Tal modelo tem sido utilizado na literatura para explicar a migração 
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(transferência) do próton entre diferentes sítios de protonação, em uma mesma 

molécula (Maclennan, Sutherland e Orlova, 2007).  

 

4.2.3. Vias de fragmentação 

Dentre os íons observados nos espectros de IES-EM/EM da BDL e da 

centraterina protonadas, especial atenção 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 íon de m/z 293 foi observado apenas para a BDL e em todos os 

espectrômetros testados, como descrito na seção 4.2.1. A justificativa plausível para 

a formação deste íon fragmento está relacionada com a interação do próton com os 

sítios O1 e O6 descrita, a qual proporcionaria a eliminação de parte da cadeia lateral 

como um fragmento neutro, por meio de um rearranjo sigmatrópico através da 

formação de um anel de seis membros (Sykes, 1985), envolvendo os átomos O5-

C1’-C2’-C3’-C4’-H (Figura 24). 

 

Figura 24. Mecanismo de reação sugerido para a formação do íon fragmento de m/z 293. 

Em relação ao íon fragmento de m/z 275, observado tanto para a BDL quanto 

para a centraterina, este é formado pela eliminação de 100 u, que pode ser atribuida 

à cadeia lateral como fragmento neutro. O mecanismo desta reação envolve os 

hidrogênios ligados ao C9, os quais apresentam caráter ácido aumentado após a 

protonação adjacente em O1, favorecendo desta forma a migração 1,2-H (Figura 25) 

(Bouchoux, 2013). No caso da BDL o íon m/z 275 pode também ser gerado por meio 

da desidratação do íon m/z 293. 
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Figura 25. Mecanismo de reação proposto para a formação do íon fragmento de m/z 275 à partir da BDL e da 
centraterina por IES-EM/EM. Os valores em itálico indicam a entalpia relativa a 298 K obtida por B3LYP/6-31G(d). Em 

negrito são apresentadas as energias relativas de Gibbs. 

A formação dos íons fragmento de m/z 257, 247 e 229 em ambas substâncias 

são devidas à eliminação consecutiva de H2O e CO à partir do íon de m/z 275, 

sendo estas reações características quando da protonação no anel lactônico 

(Bouchoux et al., 1997; Crotti et al., 2004). 

O íon fragmento de m/z 83 pode ser gerado por meio da protonação direta em 

O6 ou pela protonação em O1, a qual pode proporcionar o compartilhamento do 

próton com O6, conforme descrito anteriormente. Independente da origem do próton, 

este pode migrar e resultar na formação de um íon acílio, neste caso com m/z 83. 

Estes mecanismos justificam a maior intensidade relativa deste íon na fragmentação 

da BDL em comparação com a centraterina, pois ela é favorecida principalmente 

pela sinergia dos dois mecanismos na BDL (protonação em O1 e O6), enquanto que 

na centraterina ela é viável apenas quando a protonação ocorre diretamente em O6 

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

apresentado na Figura 26, sendo de extrema importância para usuários de EM. 

 

Figura 26. Vias de fragmentação em IES-EM/EM para a BDL e centraterina. Os íons destacados em caixas são observados 
nos espectrômetros descritos e podem ser utilizados como diagnósticos entre os isômeros. 
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4.3. Ensaios de oxidação biomimética 

Dentre os sistemas testados o R3 (Tabela 2) apresentou-se como o mais 

promissor, uma vez que pôde-se observar o consumo do material de partida (BDL) e 

a presença de pelo menos dois novos sinais importantes no cromatograma, que 

indicariam a formação de produtos, embora não tenha sido possível identificá-los por 

CG-EM. Deve-se ressaltar que a sugestão de formação de produtos é embasada na 

comparação com os sistemas R9-R13, nos quais não foram observados os sinais 

para os possíveis produtos. 

Optou-se assim por repetir a reação R3 monitorando-a nos intervalos de 1, 3, 

5, 7 e 24 h de reação via CG-EM. Observou-se neste experimento que a formação 

dos possíveis produtos sofreu variações significativas até a sétima hora de reação, 

permanecendo praticamente estável até a finalização da reação (24h). A Figura 27 

apresenta os resultados obtidos. 

  
Figura 27. Avaliação do perfil cinético da reação de oxidação da BDL utilizando-se mCPBA e FeTFPP. 

Uma alternativa para obter um maior rendimento seria o aumento na 

concentração de reagentes oxidante e catalisador, conforme R4, por exemplo. 

Entretanto, este recurso foi descartado, pois neste caso a concetração de substrato 

torna-se muito baixa em relação aos demais reagentes, o que praticamente 

inviabiliza o isolamento e identificação dos possíveis produtos de reação. Pôde-se 

concluir neste caso que apesar de se utilizar a condição reacional otimizada o 

rendimento da reação é baixo. 
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Em posse destes dados foi possível ampliar a escala da reação de tal modo a 

possibilitar, embora com grau de dificuldade elevado, o isolamento e identificação 

dos possíveis produtos de reação formados. Utilizou-se neste procedimento uma 

quantidade aproximada de 100 mg (aproximadamente 10 mg por frasco) de BDL sob 

as mesmas condições do sistema R3 por um período de 7 horas, sob agitação 

magnética e protegido da luz. Após este período procedeu-se a remoção do solvente 

do meio reacional por evaporação em atmosfera de nitrogênio. 

 

4.3.1. Isolamento dos produtos de oxidação biomimética 

Após a secagem, em uma câmara reveladora e com o auxílio de luz UV foi 

possível 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 analítica com a amostra de reação e o padrão de BDL, no 

intuito de verificar a presença de material de partida, bem como o seu valor de Rf. 

Constatou-se deste modo que o Rf2 é devido à presença de BDL não consumida 

durante a reação, fato confirmado pela análise de CG-EM (m/z 374). 

 

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

 

4.3.2. Identificação dos produtos de reação biomimética 
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Utilizando-se a técnica de IES-EM (infusão direta) foram analisadas as 

amostras referentes ao Rf1, Rf3 e Rf4. Após esta análise constatou-se que apenas a 

amostra Rf1 apresentava características semelhantes à BDL, como a presença do 

íon-fragmento de m/z 275,09 gerado por fragmentação na fonte, o que indicaria se 

tratar de um produto da mesma. As demais amostras (Rf3 e Rf4) não forneceram 

informações suficientes que justificassem o aprofundamento dos estudos sobre elas. 

Sugere-se que tais compostos sejam derivados da decomposição da FeTFPP e/ou 

do mCPBA. 

Apresentando-se a amostra Rf1 como promissora na busca por produtos de 

reação da BDL, esta foi submetida à análise de 1H-NMR em CDCl3.  

O espectro obtido nesta análise 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 

condições, foi possível verificar uma grande semelhança com os deslocamentos 

químicos da BDL. Uma diferença significativa foi a presença de um sinal com 

deslocamento (δ) de 3,02 ppm (1H) e a drástica redução do sinal em δ6,12, 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 presença de um epoxiangelato na cadeia lateral. 
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Figura 29. Espectro de 

1
H-RMN (500 MHz) obtido para a BDL em CDCl3. 

 
Figura 30. Espectro de 

1
H-RMN (500 MHz) obtido para o produto de oxidação da BDL em CDCl3. 
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Para a comprovação deste dado, optou-se pela purificação da amostra 

submetida à análise de NMR por meio de cromatografia líquida de alta eficiência em 

escala preparativa (CLAE-Prep) em modo reverso. Após esta etapa, a fração 

coletada foi concentrada e submetida à análise de CLAE-IES-EM, para confirmação 

tanto da pureza como da identidade do composto isolado. No cromatograma obtido 

neste experimento foram observados dois sinais com boa resolução de separação 

(tempos de retenção em 5,7 e 6,6 min), porém apresentando os mesmos íons  

(Tabela 5). 

 

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

 Tempo de retenção 
Teórico 

Erro  

(ppm)* 

∆% 
(desvio)  5,7 6,6 

[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 possível isolar os 

produtos da reação por CLAE-prep e também corroborar o resultado observado no 

espectro de 1H-NMR, de que este trata-se da BDL-epoxiangelato, pois todos os íons 

apresentam alta acurácia das massas em relação ao valor teórico para a fórmula 

molecular C20H22O8. 

A presença de dois sinais idênticos no cromatograma sugere que houve a 

formação de diastereoisômeros (Figura 31), o que é totalmente aceitável 

considerando-se o mecanismo da reação de epoxidação do grupo angelato, passível 

da formação dos isômeros (2R,3R) e (2S,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 separação de 

diastereoisômeros por cromatografia em fase reversa é possível, pois eles possuem 

propriedades físicas distintas, como polaridade, por exemplo (Bombarda et al., 1996; 

Bombarda et al., 2001). 
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Figura 31. Cromatograma obtido por CLAE-EM para os produtos de oxidação biomimética. Abaixo os respectivos EM. 
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Figura 32. Diastereoisômeros formados por meio de reações biomiméticas. 

Entretanto, a comprovação das configurações absolutas das substâncias de 

cada sinal apresentam-se como um desafio, uma vez que a recuperação destes 

produtos na matriz reacional é laboriosa e de baixo rendimento. Conforme os dados 

reportados a determinação da configuração absoluta destes isômeros pode ser 

realizada apenas com a avaliação detalhada dos dados de deslocamento dos 

grupos metila Me-4’ e Me-5’, que possui ∆δ5’-4’ = 0,22 para a configuração 2’R,3’R e 

∆δ5’-4’ = 0,28 para a configuração 2’S,3’S (Torres-Valencia et al., 1998; Torres-

Valencia et al., 1999). 

 

4.4. Ensaios de metabolização in vitro com microssomas hepáticos 

Não 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 oxídação biomimética, no qual foi necessária a 

utilização de grande concentração de agente oxidante e também de catalisador 

(metaloporfirina), além de um período de incubação bastante prolongado (7 h) para 

que fossem gerados produtos. Pode-se concluir que o esqueleto da BDL é bastante 

estável em modelos de metabolismo oxidativo. 

Por outro lado, a substância EPOXI apresentou um produto de metabolismo 

de m/z 381,15 [M+H]+ (Figura 33) para ambos os tipos de microssoma, o qual 

corresponde à abertura do epóxido com posterior adição 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 hepáticos de porco. 

 
Figura 34. Produto de metabolismo da EPOXI com microssomas hepáticos de porco e rato. 

 

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

cecum model) 
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consumo dos compostos devido a reações químicas e/ou enzimáticas provocadas 

pela microbiota intestinal. 

 

 

 

 

Figura 35. Curvas de degradação da BDL e da EPOXI obtidas após a incubação com inóculo. 
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Nos experimentos realizados (n=4) com o inóculo ativo (CA) observou-se o 

consumo de praticamente todo o conteúdo de ambas as LST após 8 horas de 

incubação, enquanto que nas amostras de controle negativo (CD) a concentração 

permaneceu praticamente constante após 8 horas de incubação com o material 

autoclavado. O desvio padrão relativo (DPR) para todas as amostras foi ≤ 5%, o que 

demonstra a repetitividade do sistema reacional e também da metodologia analítica 

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 à impossibilidade de preparo e também à 

indisponibilidade (número de animais abatidos por dia) de mais de dois cecos por dia 

de experimento, as curvas de degradação 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 degradação das LST havia 

ocorrido devido à reações enzimáticas e/ou pela atividade dos microorganismos 

presentes no inóculo, uma vez que a degradação não fora observada para o grupo 

controle negativo. Entretanto, ficou comprovado que a reação de adição do 

aminoácido cisteína nas LST (Figura 36), gerando adutos, foi a responsável pelo 

consumo da LST.  

A cisteína é um aminoácido presente na dieta dos animais, portanto 

permanece nas fezes. O motivo pelo qual esta reação não foi observada no controle 

negativo se deve à transformação da cisteína 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 cisteína 

(concentração final de 100 µM), sendo observado nestas amostras o consumo das 

LST com perfil similar ao obtido nas amostras com material ativado (CA). 

Apesar da constatação de que a formação de adutos com cisteína é a 

responsável pelo consumo das LST quando incubadas juntamente com a microbiota 

intestinal, as análises acuradas de CLAE-EM acusaram a formação de outros 
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produtos, estes sim gerados por meio da ação enzimática e/ou dos microorganismos 

sobre os adutos com cisteína formados na primeira etapa. 

 

 

Figura 36. Adutos formados pela reação entre a LST e cisteína. 

 

4.5.2. Metabólitos gerados 

Para ambas as LST incubadas com o inóculo foram observados produtos de 

metabolismo gerados em duas etapas distintas. A primeira delas é a reação de 

adição de Michael, na qual as substâncias em teste formam adutos com o 

aminoácido cisteína. Na segunda etapa foi observada a degradação destes adutos 

pela atividade da microbiota, gerando produtos contendo partes distintas do 

aminoácido em posições diferentes.  

A eliminação de CO2 dos adutos pela atividade microbiana foi comum para 

ambas substâncias e é condizente com estudos realizados com linhagens de 

bactérias isoladas de intestino de porco, sendo inclusive a quantidade de CO2 

produzida utilizada para quantificar o metabolismo das diferentes culturas (Dai et al., 

2012). 
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A baixa concentração destes produtos de metabolismo na amostra, bem 

como a complexidade da matriz do inóculo, não permitiram o isolamento destas 

substâncias, não sendo desta forma possível a obtenção de dados por RMN para a 

identificação dos mesmos. Entretanto, a elevada acurácia dos resultados obtidos 

com o sistema Thermo Scientific modelo LTQ Orbitrap permitiram sugerir as 

fórmulas moleculares de todos os produtos de metabolismo detectados. Os dados 

de EM/EM obtidos nestas análises também foram fundamentais na identificação das 

prováveis posições as quais foram adicionadas moléculas de cisteína.  

 

4.5.2.1. Budleína A 

Foram detectados dois adutos distintos formados pela adição do aminoácido 

cisteína à 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 retenção relativa (TRR) destes íons em 0,86 e 0,71, respectivamente, 

também corroboram a polaridade aumentada dos adutos em relação à BDL, pois em 

se tratando de cromatografia líquida em modo reverso, o tempo de retenção de uma 

determinada substância é inversamente proporcional à sua polaridade. 

 
Figura 37. Cromatograma obtido para os adutos de BDL e cisteína. 
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Os espectros de IES-EM/EM dos íons de m/z 496,1633 [M+H]+ (Figura 38A) e 

m/z 617,1835 [M+H]+ (Figura 38B) auxiliaram na confirmação dos resultados, pois 

apresentam os íons fragmento de m/z 375,14, m/z 275,09 e m/z 257,08, 

característicos da fragmentação da BDL conforme descrito no tópico 4.2. Embora 

estes sinais sejam pouco intensos na Figura 38B – pois não há energia colisional 

suficiente para formá-los por EM/EM, é possível observar a presença do íon 

fragmento de m/z 496,16 (BDL+Cys), originado pela eliminação de uma molécula de 

cisteína. 

 
Figura 38. Espectros IES-EM/EM obtidos para os íons (A) 496,16 [M+H]

+
 e (B) 617,18 [M+H]

+
. 

 

A atividade da microbiota intestinal sobre os dois adutos pôde ser observada 

com a detecção de íons contendo o esqueleto da BDL e resíduos da molécula de 

cisteína apenas nos grupos incubados com material ativado (CA) (Figura 39), o que 

indica que a degradação dos adutos ocorreu somente na porção adicionada à LST, 

ou seja, o aminoácido. Pode-se afirmar também que esta atividade é dependente da 

viabilidade biológica do inóculo, visto que os grupos controle negativo (CD) não 

apresentaram tais íons, mesmo quando enriquecidos com cisteína (100 µM) (Figura 

40). 
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Figura 39. Cromatograma obtido para a amostra incubada com material ativado (CA). (A) Aduto BDL + Cys; (B) íon de m/z 

452,17; (C) íon de m/z 423,14; (D) íon de m/z 409,13. 

 

 
Figura 40. Cromatograma obtido para a amostra incubada com material desativado (CD). (A) Aduto BDL + Cys; (B) íon de 

m/z 452,17; (C) íon de m/z 423,14; (D) íon de m/z 409,13. 
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Os principais produtos da degradação dos adutos de BDL com cisteína são 

apresentados na Figuras 41 (BDL + Cys) e na Figura 42 (BDL + 2 Cys). Os 

respectivos EM para cada um dos produtos detectados estão dispostos nas Tabelas  

6 e 7. 

 

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

Substância Espectro EM 
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Figura 42. Produtos de degradação da BDL + 2 Cys detectados no modelo de ceco de porco. 

 

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

Substância Espectro EM 
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A posição de adição das cisteínas na BDL (C13 e C5) são sugeridas pela 

fragmentação dos produtos, nos quais foi possível verificar, em alguns casos, a 
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perda da cadeia lateral (C5H8O2) na forma neutra (100,05 u) e a permanência dos 

átomos de enxofre no íon fragmento, conforme pode ser observado no EM do 

produto C20H24O7S2 (m/z 441,1048 [M+H]+) (Tabela 7), o qual sofre dissociação 

induzida por colisão na fonte de ionização gerando o íon fragmento de m/z 341,05 

(1,5 ppm), cuja fórmula molecular é C15H16O5S2. Este fragmento foi confirmado pela 

análise de EM/EM, conforme demonstrado na Figura 43. Esta perda correspondente 

à cadeia lateral (100,05 u) é também observada para os outros produtos nos quais o 

grupo NH2 já fora removido pelas reações de degradação, o que é o caso dos íons 

de m/z 423,14 (� 323,09) e m/z 409,13 (� 309,08). 

Não foi observado para nenhum íon a perda da cadeia lateral adicionada de 

uma cisteína (221,07 u), o que levaria à formação do íon fragmento de m/z 275,09, 

característico do esqueleto sesquiterpênico da BDL. Esta dado indica que a cisteína 

não reagiu com a cadeia lateral. 

 

Figura 43. Espectro EM/EM do íon de m/z 441,10 [M+H]
+
. 

A distribuição isotópica dos íons observados para os produtos formados foi 

outro fator considerado na confirmação das fórmulas moleculares das substâncias, 

pois apresentaram grande similaridade de perfil. Como exemplo, a Figura 44 mostra 

a comparação entre a distribuição obtida experimentalmente e a teórica simulada 
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pelo software Xcalibur 2.0.7 para o íon de m/z 441,1048 [M+H]+, sendo observada 

grande semelhança nas intensidades dos isótopos. 

 

Figura 44. Distribuição isotópica experimental (A) e teórica (B) para o íon de m/z 441,10 [M+H]
+
. 

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

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

substâncias detectadas. 
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4.5.2.2. 4β,5-diidro-2’,3’-epoxi-15-desoxigoyazensolido (EPOXI) 

O espectro de massas da substância 4β,5-dihidro-2’,3’-epoxi-15-desoxi-

goyazensolido (Figura 14) apresenta como íon mais intenso o m/z 261,11. Este é 

formado por meio da eliminação da cadeia lateral composta por um éster com 

orientação α na posição C-8. Esta reação não demanda grande elevação da energia 

interna do composto, visto que é bastante favorecida na fonte de ionização, 

conforme mostra o espectro em Full Scan (EM) (Figura 45). Na etapa seguinte 

provavelmente ocorre a abertura do anel lactônico e a perda de CO2, gerando o íon 

de m/z 215,10. Seu íon protonado é o de m/z 363,14 [M+H]+ e também apresenta o 

íon sodiado com grande intensidade (m/z 385,12 [M+Na]+). 

 

Figura 45. Espectro obtido por IES-EM para a substância EPOXI. 

Quando da incubação da substância EPOXI com o inóculo, observou-se 

também a formação de adutos com cisteína, 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 adição ocorreu em posições 

e/ou orientações distintas da molécula, visto que ao menos quatro isômeros foram 

detectados para o aduto contendo uma molécula de cisteína. 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 variação nos TR de cada isômero é um indicativo de que a simples 

modificação da posição e/ou orientação à qual a cisteína é adicionada é capaz de 

influenciar fortemente na polaridade do aduto formado.  

 

 

 

Figura 46. Cromatograma obtido com os isômeros do aduto de EPOXI + Cys. 

Embora não seja um dado quantitativo com significância estatística, o gráfico 

inserido na Figura 46 mostra a intensidade absoluta dos íons relativos a cada 

isômero em função do tempo de incubação, sendo nítida a maior tendência de 

formação do isômero 4 em relação aos demais, o que indica que a adição do 

aminoácido à cadeia lateral (C-3’) por meio de ataque nucleofílico é o mecanismo de 

maior probabilidade. 
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Levando-se em consideração que o mecanismo de reação de adição do 

aminoácido nesta LST é do tipo Michael na formação dos quatro adutos, é possível 

afirmar que existem nesta substância sítios reativos distintos e todos com potencial 

para interagir com biomoléculas que possuam resíduos de cisteína, havendo 

também a possibilidade de que estas interações ocorram em ambientes 

estericamente distintos. Em estudo realizado por Schmidt é relatada a formação de 

adutos da LST helenalina com cisteína e glutationa (GSH) (Schmidt, 1997), 

entretanto não foram encontrados isômeros  

As fragmentações obtidas por IES-EM/EM fornecem indícios sobre a posição 

na molécula onde ocorreu a adição em cada isômero, e sugerem que: (i) para os 

isômeros 1 a 3 (Figuras 47A, 47B e 47C) a reação ocorreu no esqueleto principal da 

LST, provavelmente na ligação dupla exocíclica (C13), que é o sítio mais vulnerável 

neste caso; e (ii) que para o isômero 4 (Figura 47D) a adição ocorreu na cadeia 

lateral, provavelmente em C-3’ após a abertura do epóxido. 
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Figura 47. Espectros IES-EM/EM obtidos para os quatro isômeros do aduto de EPOXI + Cys de m/z 484,16 [M+H]
+
. (A) 

Isômero 1, (B) Isômero 2, (C) Isômero 3 e (D) Isômero 4. 

 

Estas deduções são feitas principalmente pela presença ou não do íon de m/z 

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

lateral adicionada da cisteína. Nos espectros os quais este íon é ausente ou de 

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

é devido à fragmentação da cisteína ligada à LST. Nos casos em que o aminoácido 

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

direcionada de tal modo a favorecer a via de dissociação do aminoácido e não para 

a eliminação da cadeia lateral, que é o principal mecanismo de fragmentação tanto 
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da BDL (m/z 375 � 275) quanto da EPOXI (m/z 363 � 261). Pôde-se observar 

também que uma vez eliminados os grupos –COO- e –NH3
+ dos adutos (por ação da 

microbiota) a via de dissociação preferencial para estas substâncias volta a ser a 

eliminação da cadeia lateral, mesmo que ainda permaneçam na molécula átomos de 

enxofre ou o grupo –SCH3. 

Os prováveis produtos de metabolismo derivados da ação da microbiota 

sobre os adutos de EPOXI com uma cisteína estão dispostos na Figura 48. Os 

respectivos espectros EM são mostrados nas Figuras 49, 50 e 51. Vale lembrar que 

estas substâncias não foram detectadas nas amostras controle negativo (CD). 

 
Figura 48. Produtos de degradação obtidos para a substância EPOXI no modelo de ceco de porco à 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]

+
. 

 
Figura 50. Espectro obtido por IES-EM/EM para o produto de m/z 411,14 [M+H]+ com TR de 6,4 min. 
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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 cisteína gerou 

duas substâncias cujas fórmulas moleculares estão apresentadas na Figura 52. 

 
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 dissociação induzida por colisão na fonte de 

ionização, tendo ambos como íon fragmento o de m/z 440,17 (Figura 53). Pode-se 
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concluir que tratam-se de dois metabólitos distintos devido a diferença de TR entre 

eles, indicativa da diferença de polaridades. 

 

 
Figura 53. Cromatograma obtido para os produtos de degradação de m/z 546,18 [M+H]

+
 e m/z 516, 13 [M+H]

+ 
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5. CONCLUSÕES 
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A etapa de extração e isolamento foi realizada com sucesso, obtendo-se 

rendimento superior à escala de grama para a budleína A com alto grau de pureza, a 

qual foi devidamente identificada por meio de técnicas espectrométricas e 

espectroscópicas.  

Nos estudos realizados por espectrometria de massas foram otidos resultados 

importantes sobre as vias de fragmentação da budleína A, bem como de seu 

estereoisômero centraterina. A comparação de resultados obtidos em 

espectrômetros que utilizam fundamentos distintos, aliada aos dados obtidos por 

métodos computacionais proporcionaram o maior entendimento sobre os 

mecanismos que governam algumas vias características de lactonas 

sesquiterpênicas do tipo furanoeliangolido. Vale ressaltar que por meio destes 

resultados foi possível sugerir uma alternativa à identificação destes isômeros 

utilizando apenas espectrometria de massas, sem a necessidade de outras técnicas 

espectroscópicas. 

Os ensaios de oxidação biomimética da budleína utilizando metaloporfirina 

como catalisador promoveram a epoxidação envolvendo os carbonos C-2’ e C-3’, 

sendo possível a detecção de dois diastereoisômeros. Entretanto, esta reação 

mostrou-se lenta, embora a concentração de agente oxidante e catalisador fossem 

elevadas. Este resultado demonstra a baixa susceptibilidade da budleína A frente a 

este tipo de reação. 

Não foi detectado nenhum produto de metabolização fase 1 da budleína A 

utilizado-se microssomas hepáticos de ratos e porcos, o que corrobora os resultados 

obtidos por oxidação biomimética e a indicação de estabilidade da budleína A. Por 

outro lado, os resultados obtidos neste ensaio para a substância 4β,5-dihidro-2’,3’-

epoxi-15-desoxi-goyazensolido demonstraram a formação de um diol vicinal na 

cadeia lateral devido a abertura do anel epóxido. 

Para os experimentos de metabolização intestinal obteve-se resultados 

interessantes, pois além de se observar claramente a formação de adutos entre as 

lactonas sesquiterpênicas utilizadas e o aminoácido cisteína, constatou-se que a 

microbiota intestinal foi capaz de degradar estes adutos eliminando partes distintas 

do aminoácido conjugado à molécula de lactona sesquiterpênica, dando origem a 
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vários 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 poderão contribuir de forma significativa tanto nos estudos 

relacionados à espectrometria de massas quanto do metabolismo de lactonas 

sesquiterpênicas. 
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formulário específico e mediante a apresentação de TTM ou TRTM, licença de exportação complementar a autorização de
remessa, mormente quando se tratar de remessa de espécies constantes nos Anexos da Convenção sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extinção (Cites).

Brasília, 26 de Abril de 2011

Paulo Sergio Lacerda Beirao

Diretor de Ciências Agrárias, Biológicas e da Saúde

Para visualizar a versão digital da Autorização de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patrimônio
Genético, V.Sa. poderá utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para esse fim na página
http://servicosweb.cnpq.br/visualizador/ e informar o número do protocolo 2770134586466519 para recuperá-la do banco
de dados do CNPq, ou poderá selecionar o arquivo salvo em seu computador (em formato PKCS7). V.Sa. pode também
usar outro aplicativo disponível no mercado capaz de reconhecer arquivos no padrão PKCS7 para fazer a visualização e
extração do documento.

Página 2 de 2



92 
Lucas Rossi Sartori – Metabolismo in vitro de lactonas sesquiterpênicas – FCFRP-USP 

 

 

 

Anexo 3. Método analítico 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) Hold Time(min)

- 120.0 5.00
  10.0 300.0 25.00

< 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 : Yes
SPL1 Purge : 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 :  1
Start Time :3.50min
End Time :48.00min
ACQ Mode :Scan
Interval :0.30sec
Scan Speed :1250
Start m/z :50.00
End m/z :400.00

�Sample Inlet Unit :GC
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