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“Para ser grande, sé inteiro: nada
Teu exagera ou exclui.
Sé todo em cada coisa. Pde quanto és
No minimo que fazes.
Assim como em cada lago a lua toda
Brilha, porque alta vive.”

Fernando Pessoa
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RESUMO

APLICACAO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR NO ESTUDO DE
BIOSSINTESE DE METABOLITOS SECUNDARIOS E NA INVESTIGACAO
DA BIOQUIMICA DE TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL IN
VITRO

Este trabalho consistiu em aplicagBes independentes da RMN dentro nas areas da
quimica de produtos naturais e da bioguimica. Inicialmente, a implantagio e
consolidagfo de estudos de rotas biossintéticas em nosso instituto foram alcancadas
mediante experimentos de marcacio com °C da terreina ¢ do terreinol, ambos
produtos naturais isolados do fungo Aspergillus ferreus. No caso do metabdlito
inédito terreinol, o padrio de incorporagiio de [1-°C1-D-glicose determinado através
de RMN de "°C revelou uma origem mista, predominantemente policetidica com o
envolvimento de seis unidades de acetil-/malonil adicionadas via coenzima A. A
marcagio da metila aromatica do terreinol, adjacente a outra posicio enriquecida,
indica alquilagdo de um intermedidrio policetidico pela metionina, Ainda neste
trabalho, extratos de tumores de cérebro foram investigados por RMN de 'H de alta
resoluc@o para determinar a composicio quimica dos tecidos buscando identificar
possiveis alteragbes metabdlicas associadas a caracteristicas bioquimicas de tecidos
tumorais ¢ determinar marcadores quimicos capazes de classificar os tumores quanto
a0 tipo e grau de agressividade. A aplicagfo de andlise discriminatéria de minimos
quadrados parciais em nossos dados mostrou, uma correlacdo inédita entre a razio
glicina/inositol e o grau de agressividade em tumores neurogliais. Além disso, foi
possivel relacionar metdstases a concentrages de inositol muito baixas comparadas
aos tumores primérios do SNC. Estas alteragdes metaboélicas foram interpretadas em
termos da indiferenciacfo celular, dos mecanismos de resisténcia e perpetuacio dos

tumores em meios adversos e da sua capacidade anti-apoptética.
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ABSTRACT

NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE IN THE STUDY OF THE SECONDARY
METABOLITES BIOSYNTHESIS AND IN THE INVESTIGATION OF THE
BIOGCHEMISTY OF CENTRAL NERVOUS SYSTEM TUMORS IN VITRO

The “C nuclear magnetic resonance spectroscopy, allied to isotopic labeling, played
a determinant role in the extraordinary current level of comprehension about the
natural processes by which living organisms build up complex molecules. In another
field, "H NMR spectroscopy has been used to study biochemical changes in distinct
pathologies in vitro through the metabolite distribution pattern in tissue extracts. It
has been shown to be also valuable in the identification of distinct metabolic profiles
for specific histological subtypes of brain tumors. This work aimed at independent
aplications of RMN to investigate these questions. Initially, the introduction of
biosynthetic studies in our institute was achieved from “°C labeling experiments on
metabolites from Aspergillus terreus, terrein and terreinol. The pattern of [1-1°C]-
D-glucose incorporation in the novel metabolite, terreinol, as observed by BC NMR
spectroscopy, indicates a predominantly polyketide origin involving six
acetyl/malonyl units added by CoA. The labeling of the aromatic methyl, adjacent to
another labeled position, indicates alkylation of the polyketide intermediate by
methionine. Also in this work, brain tissue extrats from patients with various types
of brain tumors were analyzed by high field '"H NMR spectroscopy. Computational
Partial Least Square Discriminant Analysis revealed a correlation between
glycine/inositol ratio and the degree of aggressiveness in neuroglial tumors.
Additionally, metastasis showed very low inositol signal intensities. These results
were related to the energetic metabolism changes and high cellular turnover of
tumoral tissues and, alternatively, to their resistance against adverse environments
(hypoxia, osmotic and metabolic stress), their ability to avoid apoptosis and to the

dedifferentiation.
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1.1 - INTRODUCAOQO

Os organismos vivos produzem mirfades de compostos orgénicos cuja
grande maioria parece ndo participar diretamente do seu crescimento e
desenvolvimento. No entanto, a apreciagio crescente dos diversos efeitos
biolégicos produzidos por estas substincias, tradicionalmente denominadas
metabolitos secundérios, tem incitado uma reavaliagio dos seus possiveis
papéis, especialmente no contexto de interag@es ecoldgicas.

Além disso, o reconhecimento das propriedades bioldgicas de ampla
variedade de produtos naturais, termo empregado como sindnimo de
metabolitos secundarios, tem alimentado uma busca intensa por novos
farmacos, antibioticos, inseticidas e herbicidas.

Por estes motivos, a quimica de produtos naturais foi alvo de intensas
investigagbes durante as ultimas décadas resultando no desenvolvimento de
teorias biossintéticas e em uma maior compreensio dos mecanismos de agfio
das enzimas. Estas descobertas tiveram um grande impacto sobre a
imaginagdo dos quimicos orglnicos, e a mimetizacio de processos
bioorgénicos em laboratério levou a importantes avangos nos métodos
sintéticos.

Muitos destes desenvolvimentos nfo teriam sido possiveis sem a agfio
de brilhantes pesquisas sobre as rotas Dbiossintéticas de metabdlitos
secundarios, onde a marcacdio isotépica tem desempenhado um papel
fundamental.

As primeiras aplicagdes destes experimentos consistiam na
incorporagdc de substratos enriquecidos em elementos radioativos, os

radioisdtopos. O produto natural marcado era destruido através de sequéncias
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de degradacGes complexas e seus fragmentos eram monitorados quanto a
emissdo de radiacio.

Neste contexto, o uso de isétopos estaveis, aliado 3 espectroscopia de
Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN), consistindo em um método répido ¢
ndo destrutivo, surgiu como uma ferramenta poderosa para a elucidacio de
mecanismos bioguimicos.

Durante as primeiras aplicagdes da RMN a problemas biossintéticos” 2,
no final dos anos sessenta, o destino de precursores enriquecidos em C era
monitorade a partir dos aumentos nas intensidades dos sinais de “C-H
satélites no espectro de RMN de 'H. Este método™ *, entretanto, ndo fornece
informagdes de carbonos néo ligados diretamente a hidrogénios e assim, foi
rapidamente superado pela espectroscopia de RMN de °C.

A partir dos anos 70 o estudo de rotas biossintéticas recebeu um grande
impulso com os avangos no campo da espectroscopia de RMN provenientes
da introdugfo de técnicas pulsadas associadas 3 transformada de Fourier. Estes
desenvolvimentos facilitaram imensamente a obtencio de espectros de °C de
produtos naturais, até entfo, dificultada pela sua baixa sensibilidade e baixa

abundincia natural.

' D. Desaty; A. G. Mclnnes; L. C. Vining; D. G. Smith, Can. J. Biochem. 1968, 46, 1293.
* M. Tanabe; G. Dedre, J Am. Chem. Soc. 1966, 88, 4515.

® M. Tanabe; H. Seto; L. Johnson, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 2157,

* A. G. Mclnnes; D. G. Smith; L. C. Vining; L. Johnson, Chem. Commun. 1971, 325.



Cap. 1 - "Aplicacdo de Ressondncia Magnética Nuclear no Fstudo de Roias Biossintéticas”

1.2 - REVISAQ BIBLIOGRAFICA

1.2.1 - Marcacfo simples

Infelizmente, sob o ponto de vista da determinacfio estrutural, a
distribui¢fio isotopica do carbono na natureza é de apenas 1,1% em °C
(namero quéntico de spin, I = 1/2) conferindo 4 RMN deste micleo ums falta
de sensibilidade intrinseca. A grande maioria dos dtomos de carbono (98,9%)
¢ constituida pelo isdtopo magneticamente inerte, o °C {I1 = 0). Outra
conseqiiéncia deste fato, nfio raramente esquecida, é que uma amostra, mesmo
de um composto orgénico simples, é constituida por uma mistura complexa de
isotopdmeros. No entanto, a baixa abundancia natural oferece a oportunidade
de enriquecimentos possibilitando os estudos biossintéticos através da
marcag8o isotépica. No caso do °C, um enriquecimento de cerca de apenas
1% significa em duplicar a intensidade do sinal correspondente.

Um dos métodos de marcagfo simples com C mais empregados
consiste na utilizac8o de acetato marcado para mapear a sua incorporago em
metabdlitos. O padriio de marcagio ¢ determinado pela obtencio do espectro
de RMN de “C {'H} do metabélito marcado e comparacdo deste com o
espectro do composto nfo marcado. O Esquema 1.1 mostra os resultados da

incorporacdo de acetato enriquecido em ’C em metabdlitos.
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Precurser Metabdlito Especiro de %C  Observacgo

8) CH;COSCOA e g, 0 B[ Avundencis
H 4

natural
Af {

132 N Aumento da

b} CH3 “COsMa e — g G n §_ infensidatie
= - Aumento da

S} P CHaCOMNE e — Gy G 8 _i_ intensidade

Esquema 1.1 — Efeito da incorporacio de acetato marcado simplesmente sobre o espectro
de RMN de C.

A obtenigo dos valores de enriquecimentos isotépicos é feita a partir da
diferenca entre as intensidades dos sinais no espectro de *C {'H} do
metabdlito enriquecido e nfio enriquecido. Isto cria dificuldades 6bvias quando
os erros nas medidas sfo das mesmas ordens que as diferencas de
intensidades. Parte deste problema se deve aos diferentes tempos de relaxacdo
e de efeitos NOE (Nuclear Overhauser Enhancement) apresentados pelos
diferentes carbonos na molécula. Além disso, ocorrem flutuacdes
instrumentais nos espectros de RMN de C sucessivos regisirados nas
mesmas condi¢des operacionais que causam variagBes incontrolaveis nas
intensidades dos sinais. Portanto, os enriquecimentos devem estar
aproximadamente 0,5-1,0% em BC acima da abundéncia natural para serem
detectados pelo meétodo da diferenga. No entanto, a utilizacio da marcagio
simples pode fornecer valiosas informacdes biossintéticas.

A simplicidade e elegincia deste método podem ser ilustradas pelo
estudo sobre a tenelina (Esquema 1.2), um metabdlito isolado do fungo
Beauveria bassiana’. A incorporagfo de precursores simplesmente marcados

mostrou que o esqueleto inteiro (exceto pelos dois grupos metila, C-15 ¢ C-16,

3 a) A, G. Melnnes, D. G. Smith, J. L. C. Wright ef ai, J. Chem. Soc., Cher. Commun, 1974, 281 e b) 282,
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originados da metionina) foi formado pela condensacio entre uma cadeia
policetidica de dez carbonos ¢ a fenilalanina. As marcaces das posicdes C-4 e
C-6 do metabélito pela [1-°C] fenilalanina e [2-°C] fenilalanina
respectivamente indicam que o carbono carboxilico é transferido de C-2 para

(-3 do aminoacido durante a2 biossintese.

Fenilalanina

Tenslina

Esquema 1.2 — Proposta de biossintese da tenelina

A conclusio a respeito do envolvimento da cadeia policetidica se baseia
no mecanismo de incorporagles sucessivas de unidades C-C intactas na
construgdo destas cadeias. Neste processo, uma cadeia policetidica® R-
COSCoA ¢ estendida mediante sucessivas condensacdes descarboxilativas
com o grupo malonil de 3 carbonos resultando em um aumento de dois
carbonos a cada repeticdo do ciclo. Assim, a incorporacdo de acetato
simplesmente marcado em um policetidio resulta em um padrio apresentando
posigdes marcadas e ndo marcadas alternadas.

Em uma outra aplicagdo da marcacfio simples, a estereoespecificidade
da inser¢do do grupoc isoprolila da wvalina durante a biossintese da
cefalosporina (I; Esquema 1.3) e penicilina (II) foi estabelecida pela

incorporagdo dos precursores quirais marcados: (2RS, 3R)-valina [4-"C] (III)

T, 1. Simpson, et.al.; Top. Curr, Chem. 1998, 195, 1 — 143
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e (28, 3S)-valina [4-"C] (IV). Estes estudos’ permitiram concluir que os

grupos isopropilas so incorporados com retengéio de configuracio.

CH
2
RHN s
M7 CH, .
" PN OCOCHS
HoN, L H COuH 1§
(2RS, 3R)
oH

| |

CHy
RHN - H Hs
S s ‘ QHS (ﬁ} é
Q(/*EN THy (@ HOL LM
1 COyH NH, {25 3S)

Esquema 1.3 ~ Incorporagio de valina marcada na cefalosporina (I) e penicilina a5

No entanto, conforme mencionado anteriormente, a obtencdo dos
valores de enriquecimentos isotdpicos a partir da diferenca entre as
intensidades dos sinais no espectro de “C {'H} do metabélito enriquecido e

n#io enriquecido apresenta sérias limitacdes.

1.2.2 - Marcacio dupia

Apesar da praticidade da aplicacio de RMN no estudo de rotas
biossintéticas, os estudos envolvendo marcacio simples nio fornecem
nenhuma informac8o que, pelo menos em principio, ndio poderia ser acessada
mediante estudos classicos de marcacéo com radicisétopos. Assim, a inclusdo
de estudos com marcac#o dupla consistiu em um grande avango que permitiu
a observagdo de processos biossintéticos baseada no acoplamento escalar

carbono-carbono {(Jcc).

" M. Binder, Ch. Tamm., Angew. Chem., Int. Ed. Engl., 1973, 12, 370,
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Os valores dos acoplamentos escalares '"Jec  aumentam
proporcionalmente ac cariter s dos 4tomos na ligagio geralmente se
encontram entre 35 e 220 Hz. O acoplamento 'Joo depende ainda do
substituinte X no fragmento *C-PC-X. Sdo valores de acoplamentos escalares
tipicos: 35 Hz para ligaces sp’-sp’; 45 Hz para ligacBes sp’-sp” e 60 Hz para
sp’-sp’. A introdugio de uma ligagio a mais entre os pares de °C de um
sistema de spins diminui bastante os valores do acoplamento escalar. Assim,
os valores de “Joc s30 em geral 10 vezes mais baixos que os acoplamentos a
uma ligagfo. Em geral as magnitudes dos acoplamentos sio suficientemente
diferentes permitindo distinguir os pares de carbonos que se encontram
acoplados.

Um composto com abundéncia natural em “C apresenta baixa
probabilidade de dois stomos de °C estarem adjacentes (0,01%) e assim, a
observagdo dos sinais satélites resultantes do acoplamento escalar *C-"*C no
espectro de RMN de °C desacoplado de 'H é normalmente suprimida (Figura
1.4a)

A introducdo de precursores contendo unidades de C-"C aumentam as
intensidades destes satélites e permite a sua observagdo no espectro do
metabdlito enriquecido caso a ligacdo em questdo permaneca intacta ao longo
da rota biossintética® (Esquema 1.4b). Se, entretanto, a ligagdo ¢ quebrada, os
carbonos originados do precursor marcado fornecerfio singletos aumentados

(Esquema 1.4c).

® A. G. Mclnnes; L. C. Vining; D. G. Smith; J. A. Walter; . L. C. Write, /. Chem. Soc. Chem. Commun,
1974, 282.
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Precursor Metabolite Espectro de °¢ Observagio
84 of et " Abundancia
a) CHaCOBC i Co—=0C4 E_______E... natiral
ﬁ {E 8 I Azoplamente
o) ¥ CHyPCOMNE o g i ii_, Al
quehra da
tigacio
- R Aumento
c} R 0y Oy e s 5

Esquema 1.4 - Efeito da incorporacio de acetato marcado duplamente sobre o especiro de
RMN de PC.

Portanto, a técnica de marcaclio dupla com “C apresenta maior
sensibilidade uma vez que pequenos satélites de "C-"C acoplados podem ser
detectados com mais precisfio que os correspondentes enriquecimentos a partir
de precursores simplesmente marcados.

Deve ser enfatizado que o precursor marcado normalmente encontra-se
altamente diluide na populagdo de acetato nfio marcado enddgena nio se
observando, portanto, acoplamentos Joc entre pares de carbonos contiguos
provenientes de diferentes unidades de acetato marcadas. Os seguintes
exemplos ilustram a aplicagfo desta técnica poderosa na deducio de processos
biossintéticos.

Durante o estudo’ para determinar a incorporagdo de acetato na
estrutura da bicaverina (Esquema 1.5), a utilizagfio deste precursor duplamente
enriquecido foi crucial uma vez que os baixos valores de enriquecimentos
(<0,5%) inviabilizam o estudo com substéncias marcadas em uma posi¢io. O
enriquecimento medido a partir das intensidades dos sinais satélites para cada
posicéo foi de 0,4% e mostra o alcance deste procedimento em fornecer bons

dados quantitativos a altas diluigdes. Todos os sinais no espectro de °C da

® A. G. Mclnnes . al. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1975, 66
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bicaverina marcada (com excegdio para os grupos metoxilas que foram
marcados a partir da metionina) foram acompanhados de enriguecimentos dos
satélites. Assim, foi possivel evidenciar que o sistema de anéis benzoxantona &
inteiramente formado por nove unidades intactas de acetato. O arranjo das
unidades de acetato na bicaverina marcada é consonante com a participacgo de
uma cadeia policetidica de 18 carbonos com o padriio a em detrimento do

padréo b.

Hy 3¢ ===t300,4 S

Bicaverina

Esquema 1.5 — Proposta de biossintese da bicaverina

Estudos de marcacdo da aspirona, um metabélito de Aspergillus
melleus, forneceu o padriio de incorporagio mostrado no Esquema 1.6 que
sugeriu sua biossintese via uma clivagem do anel ou por rearranjo. A rota
através do rearranjo mostrado foi amparada pela observacic de um
acoplamento ZJCC de 6,2 Hz entre C-2 ¢ C-8 no espectro de RMN de B da

aspirona enriquecida com acetato [1,2-13(?},

Aspirona
Hous 4 5 80
PY CH
el L e o T ¥ [e—— é: 2 \; \ 3
3 2 HOsz - Hal o % o
& 3?
2iec=6,2Hz

Esquema 1.6 - Proposta de biossintese da aspirona
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Esta foi a primeira observagho de um acoplamento deste tipo em
estudos biossintéticos. Trabalhos mais recentes que levaram ao completo
delineamento da biossintese da aspirona serfio discutidos mais adiante.

Muitas vezes o espectro de RMN de °C {'H} de um metabélito
duplamente marcado apresenta padrSes complexos de sinais devido 2
sobreposigéo de sinais e ao ruido da linha de base. Nestes casos, a observagio
dos satélites de C torna-se obscura e impossibilita o delineamento da

biossintese em esiudo.

O experimento de de C envolvendo a seqiiéncia de pulsos
INADEQUATE 2D tem sido extensivamente empregado’’ para a
identificacdo de conectividades C-C contornando assim estas dificuldades.
Este experimento quando aplicado a moléculas nfo enriquecidas exige vérias
dezenas de miligramas de amostra e o espectro obtido apresenta correlagdes
C-C continuas permitindo desenhar a estrutura de toda a cadeia carbdnica. No
entanto, quando moléculas duplamente marcadas sio empregadas obtém-se
espectros rapidamente com a utilizagdo de poucos miligramas de material. O
espectro obtido, neste caso, apresenta apenas correlagBes isoladas
correspondentes aos pares marcados “C-°C de unidades incorporadas
intactas.

O INADEQUATE 2D foi crucial para a elucidacfio da biossintese da

dioncofilina A, um alcaldide de Triphyophyllum peltatum. Nestes estudos®,

foi estabelecida uma rota acetato-polimalonato para o esqueleto carbdnico e

'® A. Bax, R. Freeman, T. A. Frenkiel, J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 2102.

"'a) C. Z. Wang, W. Eisenreich, et. al., Ewr. J. Org. Chem, 2001, 1459. b) G. T. Carter, A. A, Fantini, . C.
James, D. B. Borders, R. J. White, Terrahedron Lett., 1984, 25, 255.

“ G. Bringmann, M. Wohlfarth, H. Rischer, M. Grune, J. Schlaver, Angew. Chem. Int. Ed Engi, 2008, 39,
1464,

16



Cap. 1 - "dplicagdo de Ressondncia Magnética Nuclear no Estudo de Rotas Biossintéticas”

consiste na primeira observagio deste caminho biossintético para alcaldides

em plantas superiores.

PRSI —

Solvente

‘im B e 'i:':,‘:;": B P i S St St A A LN T s f,","'}ﬁ{g‘ RECEREERS 1 4—6
84 1.0 14

O

e B2
.

5‘-0 B e, FELL

280

160 150 140 130 120 116 0 SG 85 70 60 5C 40 - 1] 20

Esquema 1.7 — Espectro de RMN de INADEQUATE 2D (CDCl3; 125 MHz ) da
dioncofilina A marcada com acetato [1,2-°C]

A andlise do espectro da dioncofilina marcada com acetato [1,2-"°C]
indicou que todo o esqueleto carbbnico deriva do acetato e que ambas as
metades da molécula apresentam um padriio policetidico idéntico (Esquema
1.7). Desta forma, a partir de seis unidades de acetato para cada metade,
através de precursores B-policarbonilados idénticos, tanto a parte naftalénica
como a isoquinolinica do metabélito sdio formadas por ciclizacfo. No caso da
isoquinolinica, a ciclizagio ocorre com incorporagio do dtomo de nitrogénio.
Finalmente, os dois fragmentos resultantes sfo unidos originando a

dioncofilina A.

It
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1.2.3 - Combinac8o de técnicas

A Incorporagdo de umna mistura de precursores simplesmente marcados
pode resultar na marcacdo de um metabélito de forma que o acoplamento
escalar C-"C seja observado. Esta informagfo é til no delineamento de
processos de condensago e ciclizagio e sua obtencio ¢ intensamente
facilitada atraveés de um estudo preliminar com precursores duplamente
marcados.

A tecnica de precursores mistos foi elegantemente empregada no estudo
de atribui¢dio dos sinais no espectrc de C e a origem biossintética da
brevetoxina B, uma potente neurotoxina produzida pelo dinoflagelado
Gymnodinium breve (Esquema 1.8).

A brevetoxina B biossintetizada a partir de acetato [1,2-C] foi
empregada para experimentos de RMN 2D (INADEQUATE) que levou ao
esclarecimento das conectividades de 14 unidades de acetato utilizando-se
apenas 1,5 mg de amostra. Experimentos adicionais envolvendo a utilizagfio
de acetato [1-°C], [2-"C] e metionina [metila-">C] forneceram o padrio de

incorporacéo completo.

-~
@
H 13%;.,53._,1 3002H

Brevetoxing B

@
Independentemente p, CHCOH

B
CH3CO,H

s | “CHz-Metionina

Esquema 1.8 — Incorporagio de acetatos marcados na brevetoxina

B M. 8. Lee, D. I repeta, K. Nakanishi, J 4m. Chem. Soc., 1986, 108, 7855.

12
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Dos 50 atomos de carbono da brevetoxina B, 16 apresentaram
enriquecimento a partir de acetato [1-°C]; 30 de acetato [2-C] e quatro 2
partir de metionina [metila-"C].

Mais recentemente, estas técnicas de marcagho foram empregadas na
elucidagio das rotas de vérios outros metabélitos policetidicos complexos de

dinoflagelados’®.

1.2.4 - Desenvolvimentos recentes

No final dos anos 80 iniciou-se uma nova revolugiic a medida em que os
pesquisadores desenvolveram métodos de identificar, purificar e manipular
geneticamente enzimas individuais.

Paralelamente, na drea da espectroscopia de RMN, outro grande avango
ocorreu com o© desenvolvimento de gradientes de campo e com a
implementagdo de estudos’ envolvendo precursores marcados com “H e *0.

A RMN de *H tem sido empregada em muitas investigacdes
biossintéticas apesar de apresentar muitas desvantagens inerentes. Por
constituir um quadrupolo, o *H (spin 1) apresenta linhas espectrais largas e
isto, combinado com a sua baixa constante magnetogirica e a estreita faixa de
valores de deslocamentos quimicos, freqiientemente resulta em espectros
pouco resolvidos. Entretanto, em conseqiiéncia da baixa abundéncia natural do
’H (0,012%), sfo toleradas diluiges muito acima dagquelas permitidas em
estudos com °C. Isto torna a marcagdo com °H particularmente 4til para

estudar a incorporacéo de intermediarios avancados em uma rota biossintética.

¥ 7. Houdai, S. Matsuda, M. Murats, M. Satake, Y. Oshima, L. L. Rhodes, Tetrahedron, 20801, 57, 5551.
1. J. Simpson, Chem. Soc. Rev. 1987, 16, 123.

i3
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A falta de resolugfo inerente da RMN de H pode ser superada pela
analise dos efeitos isotépicos provocados nos deslocamentos quimicos dos
sinais de RMIN de °C. A utilizaggo do "*C como um niicleo "delator” tanto de
hidrogénio como de oxigénio representa um dos maiores avangos em estudos
biossintéticos. Este método consiste na observagio da mudanga no

deslocamento do C provocada por uma substituicso de um hidrogénio o ou B

por deutério. Similarmente, a presenca de '*0 o a um 4tomo de °C pode ser
detectada pelo deslocamento provocado no espectro de RMN de PC.

O efeito de um atomo de deutério diretamente ligado a um nticlec de
C sobre o espectro de RMN de >C consiste no surgimento de multipletos
mais blindados em relagfio ao sinal normal (Esquema 1.9a). A presenca de
cada deutério desloca o centro da fregliéncia do sinal por 0,3 2 0,6 ppm e o

acoplamento escalar spin-spin 'Jep produz o multipleto caracteristico.

Precursor Metabélito Espectrs de 1°C Observagio
D Acoplamento °C.2H;
a) D . .
[ I ﬂ“ﬂ Deslocamento isotdpico o
Dem'3C— CO.Na —»  —Cp—Cy T,
i
D
D Desiocamento isotdpico B
b} 1") ﬁ
D—C—19COMNa =t ——CmmmC— B
|
D
o
E Deslocamento isotépico «
c} CH?,%GWOQNE B e — T [
3
187 !
d} G, R S W - - g ﬂm Desiocamento isotdpico a
1

2

Esquema 1.9 - Efeito da incorporacio de *H e *0 no deslocamento quimice do PC.
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Sinais deslocados originados de carbonos sem hidrogénios diretamente
ligados apresentam razdes sinal/ruido reduzidas devido & pouca relaxagfio e
auséncia de NOE. Esta € uma desvantagem do método que € ampliada ainda
mais pela distribuicBo da intensidade entre os picos do multipleto. O
desacoplamento de deutério pode auxiliar nesta questfio através da remocio do
acoplamento “H-"C.

Muitas das desvantagens associadas 2 ligacio direta do deutério sio
evitadas com o posicionamento deste 4tomo a duas ligagBes do niicleo de °C
relacionado (Esquema 1.9b). Uma vez que as constantes de acoplamentos
geminais carbono-deutério sfo muito pequenas, os sinsis deslocados
apresentam-se efetivamente como singletos mesmo sem a aplicagiio de
desacoplamento de deutério. Isto resulta em um aumento da razfo sinal/raido
quando comparade ao experimento de deslocamento o correspondente.

Como mencionado anteriormente, a incorporagdo biossintética de *0
também pode ser detectada pela observagiio do deslocamento isotépico
induzido no espectro de RMN de “C. O B0 pode ser convenientemente
introduzido através de um precursor duplamente marcado (Esquema 9¢) ou
pelo crescimento sob atmosfera de *0, (Esquema 1.9d). Os deslocamentos
resultantes sdo da mesma magnitude dos deslocamentos isotépicos
promovidos por B—zH, ou seja, aproximadamente 0,05 ppm e somente tomam-
se observéveis em espectrémetros de altos campos.

O desenvolvimento de experimentos de marcacio com '°0 e *H
conduziram a uma reavaliacfio da formagfo da aspirona. Estudos envolvendo a
incorporagdo de acetato [1-PC, ESO] e '®0, gasoso revelaram

surpreendentemente que nenhum dos oxigénios derivou do acetato, sendo trés

i5
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provenientes da atmosfera ¢ um do meio de cultura'®. Estes resultados foram
subseqiientemente verificados em um dos poucos relatos’”'® de aplicacses de
marcacio com 'O e RMN de "0 em estudos biossintéticos, O niicleo de 'O
(spin 5/2) € pouco sensivel e fornece linhas largas devido a relaxacdo
quadrupolar.

A incorporagfio de acetato [2-"°C, *Hs] na aspirona mostrou a retenciio
de dois hidrogénios derivados do acetato em C-7 sugerindo a participagdo
deste carbono em uma ligag8o olefinica em algum ponto ao longo da rota
biossintética. Para acomodar estes resultados, foi propostc um caminho
envolvendo rearranjo mediado por epéxido e reacdes de fechamento de anel.

Posteriormente foi realizada uma espetacular série de experimentos'® de
incorporagdes com os supostos intermedidrios da construcdio da cadeia
marcados, tanto com “H como C, sintetizados na forma de seus tiodsteres N-
acetilcisteamina (NAC). Estes experimentos resultaram no completo
delineamento da rota de montagem catalisada pela policetidio sintase e se
mantém como o mais completo ¢ bem sucedido estudo deste tipo. A
incorporacdo de intermedidrios B-hidroxitioésteres, ou seja, o tioéster NAC
correspondente a VII, estabeleceu que o processo de cetorredugdo ocorre com
a mesma estereoquimica absoluta que a biossintese de 4cidos graxos. Deste
fato surgiu a proposta de que a policetidio sintase envolvida na biossintese da
aspirona poderia ser derivada da 4cido graxo sintase que presumivelmente

teria perdido sua capacidade de efetuar reducdes de encila. Foi mostrado que

18 A S. Ahmed, T. I. Simpson, J. Staunton, J. C. Vederas et al. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1985, 1685

7 ) J. Staunton, A. C. Sutkowsdi, J Chem. Soc., Chem. Commun., 1991, 1106 b} J. Staunton, A. C.
Sutkowsdi,et al, J Mag. Reson., 2987 493,

385 Staunton, A. C. Sutkowsdi, J. C. Vederas, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1985, 1685.

* &) J. Staunton, A. C. Sutkowsdi, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1981, 1108 b) Staunton, A. C. Sutkowsdi,
J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1991, 1110 ¢} A. Jacobs, J. Staunton, A, C. Sutkowsdi, .J. Chem. Soc., Chem.
Commun., 1991, 1113 d) A. Jacobs, A, Hill, I. Staunton, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1995, 85¢ ¢} A.
Hill, J. Staunton, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1995, 861 H A. Jacobs, 1. Staunton, J Chem Soc., Chem.
Commun., 1995, 863.
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as desidratagOes ocorrem por uma eliminago sin. O produto final hexacetideo
VIII do processo de montagem policetidica seria entfio convertido na aspirona

pela seqiiéncia mostrada no Esquema 1.10 que inclui um rearranjo de epéxido.

? < CR oo o+ 7 CS.CR, DH g
MSEW = MSEﬁz - /\\’)L‘SERZ — WSE
Vit

P j£74

i i C8, CR, DM

oH O ok O e}
/\AW e /\/'\\/\)\)J\ *""""CS! eR /\/\/\/u\
SN = O e N Ry SEnz e R N SEnz

|

2]
¢ g “’§“§291 -COZ .\\Q
G
CHOG CHG
o0
C8 = Cetosintase G
CR = Ceto redutase HO_ CHa
DH = Desidratase 7
Ml o0
Aspirona

Esquema 1.0 — Biossintese da aspirona

Muito do atual estigio de entendimento da formacfio de metabélitos
policetidicos se deve a estudos usando tioésteres N-acetilcisteamina de
intermediarios avangados marcados em conjungdo & andlise detalhada de
espectroscopia de RMN de metabélitos enriquecidos. Os tioésteres N-
acetilcistearnina s3o empregados porque eles mimetizam estruturalmente a
terminaggo tiol do grupo fosfopanteteina encontrado na coenzima A e na

proteina carregadora de acila (ACP; Esquema 1.11).
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Grupo fosfopantsteing

b H  OMCH o
HE - CHp - CHg - M- C-CHy-CHz - N G- C-CHp -0 ? O-R
e F 0 O H CHs o
Cisteamina
SCon o g; = gezoséﬁ;ase ACP = Proteina carregadora de soila
= Ceto redutase AT = Acli transferase
HOZC/\Tr /Q\SC oA DH = Desidratase MT = Malonil transferase
G EH = Encilredutase CoA = Coenzima A
= [z

o

o

SCs

4 4
ncozl % Condensaglie | :
o O Redugio oW O Eliminaglio o Reducso o
-
RMSACP =i R/KASACP R/‘\/E\SACP B NG ACP
l \\‘*A "B c ,f"‘s 1
Folicgiiden Folicetiden raguzids Agido graxs

Esquema 1.11 - Biossintese de policetidios e acidos graxos

A etapa inicial de um processo de construcio de uma cadeia
poiicetidicaze consiste em outra condensagdo descarboxilativa, desta vez, entre
o grupo malonil-ACP ¢ uma unidade de acetil-SCoA fornecendo o primeiro
intermediario policetidico, o 1,3-dicetidic-SACP. Este intermedidrio pode
prosseguir ao longo das vérias unidades do complexo multienzimatico da
policetidio sintase. Cada uma destas unidades promoverd transformacdes
redutivas especificas fornecendo outros intermediérios na sequéncia mostrada

no esquema. A partir da condensacfic descarboxilativa, cada um dos

*T. 1. Simpson, et.al.; Top. Curr. Chem. 1998, 195, 1 — 143
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subsequentes intermedidrios produzidos pelo trajeto ao longo da PCS pode
reingressar no inicio do ciclo através da substituicdo do grupe ACP pela
SCoA. Isto dara oportunidade para que este determinado intermediario sofra
um aumento de dois carbonos em sua cadeia através de uma nova
condensacdo com a2 malonil-ACP,

Esta abordagem foi aplicada a véarios problemas biossintéticos dentre os
quais se destacam os estudos envolvendo as avermectinas, uma familia de
produtos naturais®' produzida por Streptomyces avermitilis constituida por oito
estruturas pentaciclicas (Figura 1.1) contendo um anel macrolidio de 16

membros que exibem uma potente atividade antiparasitica.

Avemmectinas Ry=dissacaridec; R,=We, Et; Ry=H, Me
Aglicona Rq=H

Figura 1.1 — Estrutura das avermectinas

Estes oito compostos diferem estruturalmente devido & variagio de
unidade iniciadora da policetidio sintase em C-25, ao padriio de O-metilagio
em C-5 e ao padrio de hidrataco-desidratacio em C-22/C-23.

Estudos de marcaciio™ mostraram que a aglicona da avermectina deriva
de sete unidades de acetato e cinco de propionato. As unidades iniciadoras da

policetidio sintase, isobutirato e 2-metilbutirato derivam do catabolismo da L-

“'R. W. Burg, S. Omura, et al, Amtimicrob. Agents Chemother., 1979, 15, 361.
ZD.E.Cane, T. C. Liang, et al, J Am. Chem. Soc., 1983, 105, 4110,
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valina e da L-isoleucina respectivamente. Todos stomos de oxigénio,
excluindo-se aqueles ligados a C-6 e C-25, sfo derivados dos seus precursores
carboxilados.

Varias outras avermectinas foram obtidas através da utilizagho de um
mutante™ da Streptomyces avermitilis apresentando caréncia da atividade
descarboxilativa responsdvel pela produgio dos 4cidos iniciadores da
policetideo sintase. A administragfio dos 4cidos iniciadores naturais a este
mutante restabeleceu a producio das avermectinas naturais, enquanto que a
administrag8o de 40 Acidos iniciadores nfo naturais levou a muitos novos
anélogos das avermectinas modificados na posigfio C-25. A doramectina, um
antiparasitico extremamente efetivo comercializado como Dectomax, foi
isolado ap6s administraciio do 4cido cicloexilmetanéice (Esquema 1.12). O
tioéster NAC XII do intermedidrio biossintético dicetidico também foi
incorporado®® na doramectina através da linhagem mutante. Este exemplo
consiste em um dos primeiros da incorporagfo de um anélogo de um precursor

natural ligado a PCS.

dorarmectina R=dissacarideo

Esquema 1.12 - Incorporagio de tiodsteres NAC de intermedidrios na doramectina

 a) C. J. Duttton, S. P. Gibson, M. K. Richards, et al, J. dntibior,, 1991, 44, 357.; b) E. W. Hafer, B. W.
Holley, W. C. Wernau, J, dnribiot., 1991, 44, 349,
#C. 1. Dutton, A. M. Hooper, P. F. Leadlay, J. Staunton, Tetrahedron, Letz,, 1994, 35, 327.
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10 D I

Certas estruturas ciclicas presentes em alguns policetidios ocorrem via
reagiio de Diels-Alder intramolecular. Este processo foi proposto para vérios
metabdlitos dentre os quais a nargencina A, mostrada no esquema abaixo, é

um dos mais profundamente estudados.

Nargencina A

Esquema 1.13 — Etapa de cicloadigfio na biossintese da nargencina A

23, 26

Estudos envolvendo administrag8o de tioésteres NAC marcados

com “C (Esquema 1.14) a culturas de Nocardia argentinensis demonstraram
incorporagBes regioespecificas na nargencina que sdio consistentes com uma

ciclizac@o intramolecular Diels-Alder de um intermediario nonacetidico linear.

2D E. Cane, W. T. Tan, W. R. Ott, J. 4m. Chem. Soc., 1993, 115, 527.
*D.E. Cane, G. Luo, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 6633.
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Esquema 1.14 - Incorporacio de tioésteres NAC de intermedirios na nargentina A

1.2.5 — Terreinol - um novo metabélito secundario de Aspergillus terreus

Dentre os diversos organismos vivos, os fungos destacam-se por sua
versatilidade em produzir compostos naturais complexos, muito dos quais,
apresentam reconhecida importancia farmacéutica. As propriedades biolégicas
destes produtos ¢ 2 sua disponibilidade para experimentos de marcagiio com
“C torna os metabélitos de fungos candidatos ideais para estudos de
determinacdes de rotas biossintéticas através de RMN.

O Aspergillus terreus € um fungo encontrado em uma ampla variedade
de solos ao redor do mundo e consiste em uma importante fonte de compostos
biologicamente ativos. Dentre estes a lovastatina (mevinolina), destaca-se na
inddstria farmacéutica como um potente agente anticolestereogénico”’. Além

dos produtos naturais mostrados na Figura 2 foram isolados vérios outros

z Alberts, A, W.; Chen, J.; Kuron, G.; Hunt, V.; Huff, J.; Hoffman, C.; Rothrock, 1.; Lopez, M.; Joshua, H,; Hamis, E.;
Patchett, A.; Monaghan, R.; Currie, 5.; Stapley, E.; Albers-Schonberg, G.; Hensens, O.; Hirshfield, J.; Hoogsteen, K.;
Liesch, I.; Springer, I Proc. Natl, dead. Sci. U5 4. 1980, 77, 3957
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metabdlitos secunddrios de 4. ferreus tais como a terreina® e o Acido

o 29 * - . = “r,e
terréico”™ , ambos os quais apresentam atividade antibiética®.

KA

Lovastatina Terreing Acido terréico
Figura 1.2 - Exemplo de metabélitos secundérios isolados de Aspergillus terreus
Recentemente o terreinol, um metabdlito inédito, foi isclado em nosso
grupo’' a partir de culturas de Aspergillus terreus CCT 3320. Com base nos
dados espectroscopicos adquiridos até entfio (IV, RMN: H,H-COSY; H,C-
HSQC; H,C-gHMBC e NOESY 1D), duas estruturas possiveis foram

consideradas (Figura 1.3).

OH

Figura 1.3 - Estruturas propostas para o terreinol, metabdlito inédito de Aspergillus terreus.

2 gaistrick, H., Smith, G. Biochem. J. 1938, 29, 606.

¥ Kolb, H. C.; Hoffmann, M. R. Tetrahedron: Asymmetry 1998, 1, 237.

0 a) Sheeran, 1. C.; Lawson, W. B.; Gaul, R. 1. J. dm. Chem. Soc. 1958, 80, 5536. b) Sheeran, J. C.; Lo, Y. S. J. Med.
Chem. 1974, 17, 371. ¢} Kiriyama, M.; Higuchi, Y.; Yamamote, Y. Chem. Pharm. Bull 1977, 25, 1265.

*! A. L. Porto, G. P. Manfio, 8. Y. Eguchi, A. J. Marsaioli; New metabolite from Aspergiltus terreus isolated
from Brazilian Atlantic Rain Forest, 22nd IUPAC - International Symposium on the Chemistry of Natural
Products, UFSCar, S8o Carlos, SP, Brazil, September 3-8, 2006,
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1.3 - OBJETIVOS

Implementagdo de técnicas de enriquecimento isotdpico ¢ de estudos
biossintéticos de metabodlitos secundérios através de RMN no Instituto de
Quimica - UNICAMP.

Para tanto, o terreinol’’ (Figura 1.3), recentemente isolado em nosso

grupo a partir de culturas de Aspergillus terreus CCT 3320, foi escolhido

comgo alvo de nossos estudos.
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1.4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

1.4.1 - Otimizacso das condices originais de isclamento do terreino]

Devido a disponibilidade limitada de substratos isotopicamente
enriquecidos em “C em nosso laboratério, tornou-se de fundamental
importancia a otimizagéo prévia das condigBes experimentais de obtencio do
terreinol (Figura 1.3) a partir de culturas de 4. ferreus.

Desta forma, decidimos inicialmente reproduzir os experimentos
realizados pelo Dr. André L. Porto que levaram ao isclamento pioneiro do
composto em questfo em nosso grupo de pesquisa. As condigBes originais
consistiram na inoculagéo de Aspergillus terreus CCT 3320 em 100 mL de
extrato de malte (2%) em erlenmeyers de 500 mL sob condices estéreis. A
cultura foi entfio mantida sob agitagiio mecinica constante durante oito dias,
apds os quais, 0 meio de cultura foi extraido com acetato de etila. O extrato foi
submetido a separac@o por cromatografia em camada delgada preparativa. O
terreinol purificado foi submetido a extensivos métodos espectroscdpicos de
RMN ('H e “C; HH-COSY; H,C-HSQC; H,C-gHMBC e NOE), no IV e
espectrométricos (EMAR) a partir dos quais a estrutura deste novo produto
natural foi estabelecida. Juntamente & obtenc¢fo do terreinol foram isolados a
terreina e o acido terréico (Figura 1.2).

No entanto, em nossos estudos iniciais empregando-se as condicdes
descritas acima, o composto de interesse nfo foi produzido mesmo apés
exaustiva repeticdo dos experimentos. Os extratos obtidos nestes estudos
foram analisados por CCD ¢ CG/EM (Figura 1.5) sendo que, em ambas as

técnicas, fol utilizado um padrio do terreinol puro (Figura 1.4).
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Figura 1.5 — Cromatograma de {ons totais de extrato de 4. rerreus CCT 3320 obtido
conforme metodologia original

Como pode ser verificado na Figura 1.5 a terreina por sua vez foi
detectada como © principal composto do extrato em questZo. O cromatograma
e o espectro de massas do padrio deste composto sdo mostrados na figura

abaixo.
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Figura 1.6 - Cromatograma de fons totais (acima) e espectro de massas (abaixo) da
terreina

No espectro de RMN de 'H da terreina obtida (Figura 1.7), que se
mostrou idéntico ao da literatura™, pode ser observado o sinal da metila em &
1,95 evidenciando o seu acoplamento com o hidrogénio H-2 (°J = 6,6 Hz)e o
acoplamento alilico com H-3 (! = 1,1 Hz). O sinal relativo a H-2 foi
observado em 0 6,80 (dq) e o sinal do hidrogénio olefinico vizinho frans H-3
em & 6,45 (dl, °J = 15,7). O singleto do hidrogénio olefinico a-carbonila foi
observado em & 6,02 e os dois dupletos dos hidrogéniosk carbinélicos
apresentando uma relagio frams foram observados em § 4,09 @ = 2,6Hz;

H-8) e 8 4,80 (d; °J = 2,6Hz; H-7).
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Figura 1.7 — Espectro de RMN de 'H (300,07MHz; CD;0D) da terreina purificada

Surpreendentemente, a substituicio do extrato de malte da marca
MERCK, até entdo empregado, pelo extrato de malte da marca DIFCO,

resultou na produg8o do composto desejado conforme pode ser verificado no

cromatograma a seguir.

28



Cap. 1 - "dplicagdo de Ressondncia Magnética Nuclear no Estude de Rotas Biossintéticas”

24,4 i,
7

- /

] g &—A AA |

g ey &,ﬁs JL—A " Li, .ﬁ_A ,i._m_ £ !.‘
Ting—» 500 1008 1505
Anaenta) 9%

= I

% OH O

w2

3 154

- M=

5 2 OH

@ 4

s

2 3 83

15 :. = ki i a7

E & i i i e 83 ! 113 i! i i t7u

g A BELSS nanta 2 il Bl GO | L - | RO 193 202 208 T 3 Ok @ 249 258

- 5 189 18 P Tz

Figura 1.8 — Cromatograma de ions totais do extrato de 4. ferreus CCT 3320 cultivado

com ME DIFCO (acima) ¢ espectro de massas do terreinol (abaixo)

A confirmac8o da diferenca na distribui¢fio dos metabélitos produzidos

nas diferentes marcas de meios de cultura foi obtida a partir de experimentos

adicionais em que ambas foram comparadas mediante varias condigBes

experimentais.

Tabela 1.1 — Resultados dos testes de otimizacfo de condigdes de obtenciio do terreinol.

£3

Exp ME2%  Temperatura Agitagfo QOutros Massa Detecgéio
extrato bruto terreinol
1 DIFCO ta - luz ambiente 10mg +
2 DIFCO ta - escuro 8mg +
3 DIFCO 28 °C - estufa 8 mg +
4 . DIFCO . 28°C . 180rpm . i agitador . . Himg G+
5 MERCK ta - luz ambiente 38 mg -
6 MERCK ta - escuro 3Zmg -
7 MERCK 28°C - estufa 30 mg -
g MERCK 28°C 180 rpm agitador 36 mg -

"Esporos de Aspergillus terreus CCT 3320 foram inoculados em 100 mL extrato de malte
{2%). Apés oito dias, o meio de cultura foi extraido com acetato de etila.

" CGEM e CCD
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Nestes experimentos observou-se uma baixa taxa de crescimento de
massa celular no meio de cultura DIFCO em relacfio ao meio de cultura
MERCK e, ainda, a produgdo de uma menor quantidade de extrato bruto
conforme pode ser verificado pelos valores de rendimentos na Tabela 1.1,

O terreinol foi observado sempre que o extrato de malte DIFCO foi
utilizado n#o tendo sido detectado, entretanto, em nenhum dos ensaios
envolvendo o meio de cultura MERCK. Estes experimentos nos permitiram
concluir que o meio DIFCO é menos favoravel ao desenvolvimento do A.
terreus e que a produglo do terreinol deve estar associada a condigbes de
maior estresse nutricional.

Dentre os quatro experimentos utilizando-se extrato de malte DIFCO,
aquele correspondente & entrada 4 da Tabela 1.1 foi o que apresentou 2 maior
proporgéo relativa do terreinol por cromatografia gasosa.

Uma vez estabelecidas as condigdes 6timas de produgfio do metabdlito
de interesse, realizamos testes no sentido de se determinar o momento de
méxima concentragdo deste composto na cultura. Para tanto, fragdes de 1 mL
de culturas conduzidas nas condigdes da entrada 4 foram extraidas e
analisadas a intervalos de 24 h durante 20 dias. O terreinol somente foi
detectado a partir do quarto dia de cultivo e, além disso, observamos um
aumento na intensidade relativa do seu sinal no cromatograma até o décimo
quinto dia. Desta forma estabelecemos o tempo ideal de cultivo do 4. terreus
entre 12 a 15 dias.

A partir da otimizagio de pardmetros (meio de cultura, tempo) foi
possivel obter 7 mg do composto em questéio purificado a partir de 500 mL de
cultura. Os dados de RMN de 'H (Figura 1.9) se mostraram idénticos aos

descritos no trabalho original de isolamento.
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Figura 1.9 — Espectro de RMN de "H (300,07MHz; CD50D) do terreinol

Conforme pode ser observado, o espectro de RMN de 'H do terreinol
purificado apresentou um singleto em & 6,96 atribuido ao hidrogénio do anel
aromatico pentassubstituido. Os sinais dos dois hidrogénios benzilicos
diastereotopicos foram observados em & 4,94 (d; /=15,7 Hz) e 4,73 (4
2 =15,7 Hz). J4 os sinais dos dois hidrogénios carbinélicos diastereotdpicos do
anel tetraidrofurano se apresentaram em 8 3,97 (dd; J=14,6 e 7,7Hz) ¢
4,06(m). Em 6 2,64 observa-se um duplo tripleto atribuido a um dos
hidrogénios do grupo metileno vizinho ao centro quaternario. O outro

hidrogénio deste grupo, bem como os sinais dos hidrogénios metilénicos

vizinhos e da metila aromética apresentaram-se sobrepostos em 8 2,13.
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1.4.2 - Estudo da producfo do terreinol na presenca de acetato

Antes de submetermos o acetato de sédio [1,2-"°C] as condicdes
otimizadas no item 1.4.1 decidimos realizar experimentos envolvendo acetato
de sédio ndo marcado com o objetivo de detectar possiveis alteragBes no
metabolismo secundério do 4. ferreus na presenga deste substrato. Assim,
foram conduzidos experimentos nas condicBes da entrada 4 da Tabela 1.1
incluindo-se a adicio de 20 mg de acetato de sédio em 100 mL de meio de
cultura®. Em metade dos testes o reagente foi adicionado no momento da
inoculag8o e na outra metade o mesmo foi adicionado ao final do quarto dia de
cultivo. Estes testes foram acompanhados por um experimento controle sem
adi¢do de acetato mantendo-se inalteradas as demais condices.

Infelizmente, contrastando com o controle, os testes conduzidos na
presenga de acetato de sédio ndo apresentaram a produco do terreinol mesmo
apos 20 dias de cultivo.

Com base no desenvolvimento intenso das culturas de 4. ferreus em
extrato de malte MERCK, decidimos realizar um experiments em que o
cultivo foi promovido inicialmente neste meio (100 mL) e ap6s 3 dias de
crescimento nas condi¢des estabelecidas anteriormente (Tabela 1.1, entrada
8), as células foram transferidas, sob condi¢bes estéreis, para 100 mL de
extrato de malte DIFCO contendo 20 mg de acetato de sédio P.A. A nova
cultura, assim preparada, foi mantida nas mesmas condi¢des por varios dias ao
longo dos quais a produgdo de metabélitos foi acompanhada por CG/EM e
novamente ndo foi verificada a presenca do terreinol.

Na expectativa de minimizar o efeito da presenca do acetato de sddio

sobre a produg@o do composto desejado, realizamos dois outros experimentos.

* 1. 8. E. Holker, T. J. Simpson, J. Chem. Soc. Perkin Trans. I, 1980, 1397.
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O primeiro consistiu na correcdo do pH do meio de cultura apés a adico do
acetato de sédio. O meio de cultura (extrato de malte DIFCO 2%) preparado
apresentou pH=6,33 e a adigfio do acetato (200 mg/L) elevou este valor para
6,65. Atraveés da adig8o de aproximadamente 300 pL de uma solucio aquosa
de HCI (2%) reajustamos o pH para 6,35. Em seguida, o meio de cultura foi
esterilizado, inoculado com A. ferreus e mantido nas condiges experimentais
descritas na entrada 4 da Tabela 1.1. No segundo experimento avaliamos uma
concentracdo de acetato de sédic 2 vezes menor que o valor até entfio
utilizado. Entretanto, o resultado em ambos os experimentos foi, como nos

experimentos anteriores, a inibicfo da producgfo do terreinol.

80 78 min,

Teng—x 560 19450 15-&3

sa-% 128 4 i

18

&
at
-1 148 ' 188 20H
05 135
i { !ll!i|§|i 1!”Ea Lk, i;aﬁ it ! 1!:|l -
i 5’0 160G 150 200

L

Figura 1.10 — Cromatograma de ions totais do extrato de 4. rerreus CCT 3320 cultivado na
presenca de acetato de sédio (acima) e espectro de massas da terreina (abaixo)
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Embora, o cromatograma dos extratos brutos dos experimentos com
acetato apresentem varios sinais, como pode ser observado na Figura 1.10,

apenas a terreina foi isolada em quantidades apreciaveis por cromatografia em

camada delgada preparativa,

1.4.3 - Estudo da incorporagéio de acetato [1,2-°C}] na terreina

Uma vez que o emriquecimento isotépico da terreing® encontra-se
documentada na literatura, consideramos a reproducfio destes resultados uma
boa oportunidade para avaliar nossa metodologia de incorporacic de
substratos marcados. Estudos biossintéticos deste metabélito sugerem o
envolvimento de uma etapa de contracfic de anel de um intermediério ciclico
originado a partir de um pentacetideo como pode ser observado na figura

abaixo.

Pentacetideo Diidroisocumaring

Me=CO,Na = ——>

Terreina

Figura 1.11 - Rota biossintética proposta da terreina

* 3. Staunton, et. al.; J. Chem. Soc. Perkin Trans. I 1980, 257¢.
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O experimento de incorporacfio de acetato duplamente marcado com

B¢ na estrutura da terreina, consistiu na substituicio do acetato de sédio P.A.

utilizado nos testes de descritos no item 1.4.2 por acetato [1,2-°C]. O reagente

foi adicionado no momento da inoculaco e a cultura foi mantida nas

condigbes da entrada 4 da Tabela 1.1 (item 1.4,1).

Desta forma, obtivemos a terreina marcada com C (enriquecimento >

2%; Tabela 1.2 e Figuras 1.12 a 1.14). As posi¢Bes mostradas em negrito

correspondem & incorporagdo de unidades de acetato marcado intactas

cbservando-se, portantc um dupleto para cada um dos carbonos de C1 2 C6.

As linhas simples para os carbonos 7 e 8, cujo enriquecimento é verificado

pela intensificac@io destes sinais, evidenciam a incorporagio de unidades de

acetato que sofreram quebra da ligagdo C-C.

Tabela 1.2 — Dados de RMN de PC da terreina isotopicamente marcada

C{enrig.) & (muit.)

Yoo (Hz) C(enrig) 5(mult) 'Joo(Hz)

1(2.6%) 19,5 {d)
2(2,5%) 1417 (d)
3(2,6%) 1263 (d)

4(2,3%) 1708 (d)

42 1
42,1
£6,2
56,2

£(2,5%) 1258 (d) 51,3

6(24%) 2053 (d) 51,3

7(2.3%) 82,3(s) -

8(21%) 780(s) -
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Figura 1.12 — Espectro de RMN de "°C {'H} da terreina isotopicamente marcada
(75,45 MHz; CD;0D)
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Figura 1.13 ~ Ampliacio do espectro da Figura 1.12

Foi realizado um experimento de desacoplamento descontinuo inverso
(Figura 1.14) com intervalo de tempo de 5.T; entre a reciclagem de fase para
remover as diferencas de relaxacdio principalmente para estimar com
seguranca os valores de incorporagdio nas posi¢des 7 e 8 como pode ser
observado a partir das intensidades e valores de integrais como pode ser

observado no espectro abaixo.
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Figura 1.14 — Seqiéncias de pulsos dos experimentos de RMN de “C {'H} normal
{esquerda) e com desacoplamento descontinuo inverso (“inverse gated decoupling;
direita). Espectto de RMN de °C {'H} sem NOE da terreina marcada (75,45 MHz;
CD;0D)

1.4.4 - Estude da incorporacdo de D-glicose [1-°C) no terreinol

A partir de entfo, na tentativa de contornar as dificuldades na marcagéo
do terreinol com °C avaliamos abordagens alternativas. Uma delas, como
resultado de discussdes valiosas com o Prof. Alberto Colnago (EMBRAPA —
Sdo Carlos), surgiu durante o [X Encontro da AUREMN e envolvia a
utilizacio de D-glicose [1-C] como precursor.

Desta forma, realizamos alguns experimentos com D-glicose P.A. para
avaliarmos a producfo do metabdlito de interesse por culturas de Aspergilius

terreus. Para isto foram empregadas condigdes baseadas naquelas previamente
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otimizadas, a saber: inoculacdo de Aspergillus terreus CCT 3320 em 100mL
de extrato de malte Difco (2%) em erlenmeyers de 500 mL sob condicdes
estéreis seguida de agitac8io mechnica da cultura durante dez dias.

Como pode ser observado nos cromatogramas abaixo, o terreinol foi
produzido tanto nos testes em que a glicose foi adicionada no momento da
inoculacdo como naqueles em gue a mesma foi adicionada ao final do terceiro
dia de cultivo. Portanto, contrariamente ao acetato de sédio, a utilizagdo de
glicose se mostrou compativel com a producio do metabdlito de interesse

viabilizando assim, os estudos de marcacio isotépica.
SEHLD

Rt

st nal

ARG

FETG

kiarresl

BB .: B

e p——

4G 420 S0 000 650 SS0 LEE FAS ACC L0 BOE 150 3000 1950 4130 1153 1200 THAD 1250 4350 1400 EH TEbE 1850 1890 1580 170
Sean <852 (19478 miny S920GLRLD R SRR AR

1008

4TG0
12’&{?6:
’3’:&0

SHBL!

s s i pre Pt

sz B T 8 00 R WG 42 % 47 ER W0 Bu W e B8 3 Bm W 0 2% M6 9 B me e wa e a5 mm aem w0

Figura 1.15 - Cromatograma de fons totais {acima) e espectro de massas (abaixo) do
terreinol obtido na presenca de glicose adicionada no momento da inoculaco.
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Figura 1.16 - Cromatograma de {ons totais (acima) e espectro de massas {(abaixo) do
terreinol obtido na presenca de glicose adicionada ao final do terceiro dia de cultivo.

Em seguida, foram conduzidas duas baterias de experimentos nos
mesmos moldes dos testes preliminares descritos acima, porém, utilizando D-
glicose [1-C] com 99% de pureza isotépica. Similarmente aos ensaios com
glicose P.A., as culturas de 4. terreus submetidas a estas condicdes também
produziram o composto desejado em ambas as situagBes, ou seja, nos
experimentos em que a adi¢fo do precursor foi efetuada no dia zero e naqueles
em que o mesmo foi adicionado no terceiro dia. A tabela abaixo apresenta as

massas dos extratos brutos de experimentos com glicose enriquecida.
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Tabela 1.3 — Massa de extratos de culturas de 4. ferreus crescidas na presenca de D-glicose
{1_}3(:]

. Fonte Glicose Momento Massa
Experimento 11-°C1 99% da adigio  Massa bruta/ 100 mL terreinoi puro
0 - - 4 mg nd
9 Z6mg iz 0 13mg <1 myg
2 25 mg Dia 3 13mg <1 mg

Esporos recém ativados de 4spergillus terreus CCT 3320 foram inoculados em 100 mL de
extrato de malte Difco (2%) e 25 mg de D-glicose [1-1°C] (99% de pureza isotOpica) em
erlenmeyers de 500 mL seguida de agitacdo mecénica durante dez dias.

Apos purificagiio cromatogréfica dos extratos, o produto foi obtido em
menos de 1 mg em cada caso. Em conseqiiéncia das limitadas quantidades de
D-glicose [1-"°C] disponivel procuramos realizar esforgos em promover os
estudos de RMN de C em escala semi-micro.

Néo foram observadas variagBes nas intensidades dos sinais dos
espectros de RMN de °C envolvendo desacoplamento descontinuo inverso®
otimizade do produto obtido no experimento 2 e do produto isolado de
culturas crescidas na auséncia do precursor revelando, assim, a auséncia de
enriquecimento apreciavel neste caso.

J& o metabdlito 1 isolado do experimento em que a glicose foi
adicionada no momento da inoculagfo do microorganismo (experimento 1,
Tabela 1.3) apresentou claramente enriquecimentos em 7 dos 13 carbonos da
molécula. O espectro de RMN de C sem NOE do produto isolado a partir do
experimento 1 apresentou sinais intensificados em relagfo ao espectro do

metabélito com abundéncia natural em "C (Figura 1.17).

* Freeman, R., Hiil. H. D. W., Kaptein, R. J. Magn. Reson. 1972, 7, 327.
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Figura 1.17 - Espectros de RMN de BC com desacoplamenio descontinuo inverso do
terreinol: com abundéncia natural (acima); e obtido no experimento 1 (abaixo) (125,69
MHz, <Img em 50 pL de CD;0D; nano-sonda).

41



Cap. I - "Aplicagdo de Ressondncia Magnética Nuclear no Estudo de Roias Biossiniéticas”

A otimizagéo do intervalo de relaxagdo empregado no experimento de
desacoplamento descontinuo inverso (20 s) se baseou nos valores de T,
(Tabela 1.4) dos carbonos do terreinol obtidos através do experimento de
inversdo-recuperacdo (Figura 1.18). Q maior valor de T, foi o da carbonila
com aproximadamente 8 s. Portanto, foi utilizado um valor de cerca de 3 x T

max que se mostrou adequade conforme pode ser observado no espectro da

Figura 1.18.
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Figura 1.18 — Espectros de RMN de C (125,71 MHz, CD;OD) (acima) e seqiiéncia de
pulsos do experimento de invers&o-recuperagiio (abaixo)
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A Figura 1.19 mostra o terreinol obtido na presenca de glicose [1-°C] e
suas posi¢des enriquecidas determinadas conforme discutido acima. O padriio
de enriquecimento deve ser interpretado sob a Iuz dos mecanismos
metabdlicos e das teorias biogenéticas.

OH 9 _ .
ig . oo
H ﬁg/\\//%\ﬁ Py

7 el

% £ e % 1 0 I
Me/’%(/zj\/
12 !
OH
Figura 1.19 — Posi¢bes enriquecidas de 1 obtido em experimento com glicose [1-°C]

Tabela 1.4 - Integracdio dos sinais de RMIN de C do terreinol obtido nos experimentos
com D-glicose [1-2¢]

Larbono S T1is) Erro (%) integral Exp 1 integral Exp 2
1 58.7 05 0,1 1,2 1.1
2 123.1 2,8 0,8 2.3 11
3 152.3 3.1 0.7 1.3 1.2
4 120.8 43 2.8 2,3 1,4
5 104.7 R ] 0,2 2.3 1,3
g 156.7 4.0 1.3 1.2 1,2
7 128.0 4,3 1,0 0.8 1,0
8 180.7 7.9 48 2.6 1,4
9 106.6 8.1 3.1 1,1 1.4
10 338 0,7 0,1 2.4 1,2
11 28.0 1,0 0,2 1,1 1,2
12 71.2 0,6 0,1 23 1,3
13 9.3 1,2 0.4 1.5 1,3

De acordo com a sequéncia de etapas da via glicolitica (Esquema 1.15)
a clivagem oxidativa da glicose [1-°C] resultard em duas moléculas de
piruvato, sendc que apenas uma delas conserva uma posicfio enriquecida em
C. Posterior condensagfio descarboxilativa entre o piruvato ¢ a HSCoA
formard a acetil-SCoA em que a posiclo enriquecida estd localizada no
carbono 2 do grupo acetila, ou seja na metila. A partir de entfo, a acetil-SCoA
pode ser transferida para a policetidic sintase por intermédio da acil-

transferase. Além disso, outro caminho possivel para a acetil-SCoA consiste
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em uma homo-condensacfio descarboxilativa fornecendo a malonil-SCoA

conforme discutido anteriormente.

Piruvato- POy
quinase -
P S —— Hzc 2 4
Gsose [1-7°C1 R
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Hexoguinase
8 Enclase
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Esquema 1.15 — Etapas da via glicolitica
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O Esquema 1.11 esquema mostra o envolvimento direto da acetil-
/malonil-SCoA nas incorporacdes sucessivas de 2 unidades de carbono na
construgo das cadeias policetidicas. Sendo assim, com base neste mecanismo
a incorporagfo de glicose [1-"°C] em um policetidio resultaria em um padréo
apresentando posices marcadas e nfo marcadas alternadas. Além disso,
espera-se que a maior parte dos carbonos oxigenados do policetidio
correspondamn as carbonila dos grupos acetil-/malonil-SCoA. Similarmente,
espera-se que os metilenos do policetidio preferencialmente sejam originados
a partir das metilas dos grupos acetil-/malonil-SCoA. Em ambos os casos,
processos redutivos e oxidantes podem inverter estas previsdes criando
padrées de incorporagdo cujas interpretacfes sfo menos obvias.

O padrio de posigbes enriquecidas em “C de 1 apresenta alguma
correspondéncia com uma origem policetidica. Como pode ser observado
existe uma clara predominéncia de alternancia entre posices marcadas e niio
marcadas. No entanto, surpreendentemente os desvios com relagdo ao padriio
esperado se concentraram sobre o anel aromatico, grupo cuja formagio a partir
da ciclizacdo de um intermedidrio policetidico encontra-se amplamente
documentada na literatura. A marcag8o de posigBes contiguas 13 e 4 se ajusta
facilmente a um modelo biossintético em que a metila aromética € inserida em
uma cadeia policetidica via S-adenosilmetionina. A C-metilacio via S-
adenosilmetionina como grupo doador de metila é catalisada por uma trans-
metilase especifica. A reagdo sempre se processa via ataque eletrofilico a um

metileno enolizavel conforme esquematizado abaixo.
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Metil- o}
transferase k{’R
25
OHy

Esquema 1.16 - Metilagio biol6gica de uma cadeia policetidica

A rota do carbono 1 da glicose marcada até a metila da SAM inicia-se a
partir do desvio de um dos intermediérios da via glicolitica, o 3-fosfoglicerato,

em direcfo a sintese da serina (Esquema 1.17).

+ ) Gluiamate  a-cetogluiaraio _
?00' NAUDH (E;QQ \ / Cg;OO ?OO.
HC~-OH — £=0 - +H3N“?“H e "HaN-C=H
CH,OPOS2 CHO0PO5? Transaminase Cr,DPOL7 CHLOH
2 3 2
3-Fosfoglicerato 3-Fosfoidroxi- 3-Fosfoserina Berina
piruvaio

Esquema 1.17 ~ Biossintese da serina a partir do 3-fosfoglicerato

Em seguida a serina portadora do carbono marcado {(vermelho) sofre a
agho de uma hidroximetil-transferase sendo convertida em glicina (Esquema
1.18). O intermediario aceptor do grupo hidroximetil, apés reducdo
enzimatica, é convertido na metila do N’-metil-tetraidrofolato. O N°-metil-
THP, sob a agfo da homocisteina metil-transferase promove a conversio da
homocisteina em metionina. Finalmente esta ultima reage com ATP para
formar a SAM jé possuindo a metila enriquecida. Esta metila do ion sulfénio
apresenta alta reatividade fazendo da SAM um importante agente metilante

biologico.
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Esquema 1.18 — Biossintese da S-adenosilmetionina a partir da serina

O maior nimero de etapas (7) envolvidas na formagéo da SAM a partir
do 3-fosfoglicerato em relagfio ao da rota deste dltimo até acetil-SCoA (4
etapas) explica o valor mais baixo de enriquecimento da metila em relaciio a
média das demais posi¢Ges enriquecidas.

J& a questdo da marcagdo contigua das posi¢Bes 4 e 5, como pode ser
veriﬁcé.dc na Figura 1.19, consiste em uma grave violagio do padrio
alternado previsto para uma origem policetidica. Esta violacdio nos levou
inevitavelmente a uma reconsideracdo da estrutura proposta no que concerne
as posictes dos grupos do anel aromatico.

Considerages biogenéticas tém constantemente levado os quimicos a
revisGes estruturais, abordagem que tem sido particularmente atil em estudos
de poliisoprendides e policetidios™. O sucesso da utilizac8o de critérios

biossintéticos na determinagfio estrutural elevou os experimentos de

** 2) Comprehensive Organic Chemisiry, Vol. 5 (Eds. DHR Barton, W D willis, 1 E Haslam), Pergamon,
Oxford, 1979, . 869 by Ibid p. 927
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incorporagdo de precursores marcados na determinacfo estrutural ao status de
extensfo legitima e significativa da quimica orgénica experimental®,

Em nosso caso, a simples inversdo das funcionalidades sobre as posicfes
5 e 6 fornecendo a estrutura 2 mostrada anteriormente (Figura 1.3). Esta
estrutura obedece impecavelmente a hipdtese do acetato e uma cadeia
policetidica continua (de Cl a C12) pode ser facilmente concebida. Além
disso, a tnica inversio do padrio de oxigenago esperado consiste no
enriquecimento da carbonila (C8) que é perfeitamente possivel mediante a
atuacdo de mecanismos oxidativos subsequentes 3 formacio da cadeia

policetidica.

'
~Y
o ©

Figura 1.20 — Padrio de incorporagio de unidades C, intactas considerando 2 estrutura 2

QOutra evidéncia em favor de 2 consiste em sua concordéncia com a
regra recentemente proposta por Thomas’’, que distingue os padrdes de
ciclizagdo de metabolitos de Fungos (modo F) e de Streptomycetos (modo S;).
Esta regra sugerida para classificacio de anéis aromaticos fundidos
policetidicos de fungos e  |bactérias filamentosas se baseia na
regioespecificidade da aldol cruzada levando ao anel carbociclico inicial. Os
esqueletos carbdnicos arquétipos derivados dos modos de ciclizagio F e §
mostrados na Figura 1.21 ilustram os padrdes de incorporacdo de unidades
derivadas do malonato nos anéis iniciais nas suas duas cadeias carbdnicas

laterais orfo-substituintes.

% Ibid p. 927
¥ R Thomas, Chembiochem 2001, 2, 612.
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a) B}
#Cp (p + 2n5% 1) G (2ry)
POLICETIDIOS DE FUNGOS POLICETIDIOS DE STREPTOMYCETOS
{Modo de ciclizacgo 7 {Modo de ciclizacio 8

Figura 1.21 - Esqueletos carbdnicos arquétipos de precursores policetidios aromaticos de
anel fundido com modos de ciclizaclio F ¢ S e seus padrdes de incorporagio de acetato
correspondentes. [a] Cy=primeira unidade da cadeia lateral, C=carboxila terminal da cadeia
lateral, p=atomos de carbone da primeira unidade, n, ¢ n, = nfimeros de unidades C,
extensoras intactas nas cadeias laterais C, e C, respectivamente.

Assim, em metabdlitos de fungos, o modo F de ciclizacio de uma
cadeia policetidica linear fornece um anel cicloexdnico contendo duas
unidades C; intactas com duas cadeias laterais adjacentes, ambas apresentando
um nimero impar de atomos de carbono. Os policetidios de streptomycetos
seguem o modo de ciclizago S conduzindo a um anel inicial derivado a partir
de trés unidades C; integras, também apresentando duas cadeias laterais, mas
neste caso, com um numero par de 4tomos de carbono em cada uma.

Como serd visto no item seguinte, a aquisi¢8o de novos experimentos de
RMN culminou na confirmacfo definitiva da estrutura 2 (6',8'-diidroxi-7'-
metil-4,5-diidro-3H-spiro{furan-2,3"-isocromen}-4'(1'H)-ona).

1.4.5 - Determinacio da estrutura plana do terreinol

Conforme mencionado anteriormente, as estruturas propostas para o
terreinol se basearam se dados espectroscdpicos (IV, RMN: H,H-COSY; H,C-
HSQC; H,C-gHMBC e NOESY 1D).

O padrfo de substituicio do anel aromdtico foi investigado através de

experimentos de NOESY 1D do produto natural e do seu derivado dimetilado
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1a (Figura 10). O hidrogénio aromatico do terreinol apresentou acoplamentos
dipolares apenas com a metila. A excitagio seletiva da metoxila ligada a C5 de
la (8y 3,87) revelou sua proximidade aos grupos CH e CH; enquanto que a
outra metoxila em 8y 3,72 apresentou acoplamento dipolar com os
hidrogénios benzilicos e metilicos.

A diferenga dos valores de incrementos entre a 4-CHy/6-OCH; (0,1%) e
4-CH;/3-OCH; (0,3%) parece indicar uma maior distdncia entre a metila
aromatica e as duas metoxilas como pode ser observado na estrutura ia
(Figura 1.22).

0.1%

Figura 1.22— Resultados de experimentos de NOESY 1D considerando a estrutura 1

Alternativamente, podemos explicar estes dados considerando a
estrutura 2a (Figura 1.23). Assim, esta diferenca de valores de incrementos de
NOE pode ser explicada invocando-se fatores conformacionais. Como pode
ser observado, a metoxila 3-OCH; se encontra flanqueada pela metila Ci3 e
pelo metileno benzilico C1. InteragSes repulsivas de Van der Waals entre 3-
OCH; e estes dois grupos podem induzir uma conformagio em que esta esteja
posicionada perpendicularmente ao plano dos anéis. J4 a metoxila 5-OCH;
localizada entre a metila 13 e ¢ hidrogénic aromatico H6 e, portanto estaria
voltada para este Gltimo para fugir de interacSes desfavoriveis com a metila
13.
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Figura 1.23 - Resultados de experimentos de NOESY 1D considerando a estrutura 2

Outra evidéncia em favor da estrutura 2 consiste na verificacio dos
valores de deslocamentos quimicos de RMN de 'H das hidroxilas fendlicas.
Inicialmente, nos experimentos de RMN em CD;0OD, a presenca de dois
grupos fendlicos foi sugerida através dos carbonos arométicos desblindados
em 8¢ 156,7 e 8¢ 152,3, aliada a analise de espectroscopia no IV; e EMAR.
Por conta da necessidade de atribuicfo precisa do padrio de substituicio do
anel aromatico, decidimos realizar um experimento de RMN de 'H usando
CDCl;, onde o composto € apenas parcialmente solGvel, para avaliar a
quelacdo entre o hidrogénio de HO-6 e o oxigénio da carbonila C8. A
presenca das hidroxilas nfo queladas a carbonila da cetona foi entdo indicada

pela verificaglo dos sinais de ambas hidroxilas em 8 4,85 ¢ 5,30%,

1.4.6 - Confirmacdo da atribuicfio de °C: INADEQUATE 2D

Embora seja a abordagem mais direta e inequivoca para determinaco
da conectividade de carbonos em um composto orgdnico por RMN, o
experimento de INADEQUATE (Incredible Natural Abundance Double

Quantum Transfer Experiment) sofre de uma falta de sensibilidade intrinseca

* Valores de deslocamentos quimicos tipicos para grupos HO-Ar quelados a carbonilas de cetonas: ~ 5 12.
Ver: Pavia, D. L.; Lampman, G. M,; Kriz, G. 8.; Introduction to Spectroscopy, 2nd, Saunders College
Publishing, 1996, pag. 467.
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para amostras com abundancia natural em “C. Para minimizar este problema,
t&m sido propostas varias técnicas explorando transferéncia de polarizacio™ e
a adiglo de agentes paramagnéticos de relaxacfio. No entanto estes esquemas
titubeiam ou mesmo falham completamente quando carbonos quaterndrios
estdo envolvidos e pequenas quantidades de amostra estfic disponiveis.

A seqléncia de pulso do experimento de INADEQUATE foi
introduzida por Bax e colaboradores® baseada na RMN multiplo-quantica
desenvolvida por Emst e colab. A versfio mais simples desta segiiéncia
consiste em um ciclo de dois passos cuja fase do Gltimo pulso de 90° varia
enire uma etapa ¢ oulra.

A primeira parte da seqiiéncia de pulsos do INADEQUATE (90°, - 1 -
180°% - 1) € idéntica ao experimento de spin eco homonuclear. Com 1 =
1/(4J.;) uma magnetizacfo transversal dos spins isolados (M;) é produzida na
dire¢do —y e uma magnetizacfio dos spins acoplados (m; e m;) AX na diregdo
(+/-) x (Figura 1.24b). O pulso subseqliente de 90° desloca a magnetizacio
dos spins isolados para a diregfo —z, enquantc que as magnetizacdes anti-fase
do sistema AX ¢ transferida para a coeréncia duplo quéntica, alinhadas ao eixo
—y do sistema de coordenadas girantes duplo quéntico (Figura 1.24c). O

comportamento de m; e m, nesta etapa nfo pode ser interpretada a partir do

*2) 0. W. Sorensen, R. Freeman, T. A. Frenkiel, T. H. Mareci, R. Schuck, J. Magn. Reson. 1982, 46, 180;
b) P. Keller K. Vogele, /. Magn. Reson. 1986, 68, 389; ¢) Y. Q. Gosser, K. P. Howard, J. H. Prestegard, J.
Magn. Reson. B, 1993, 101, 126; @) J. Chung, J. R. Tolman, K. P. Howard, J. H. Prestegard, J. Magn. Reson.
51993, 102, 137; e} 1. Weigelt, G. Otting, J. Magn. Reson. 4 1998, 113, 128, 1) S. W. Sparks, P. D. Ellis, J
Magn. Reson. 1985, 62, 1; g) B. Reif, M. Kock, R. Kerssebaum, H. Kang, W. Fenical, C. Griesinger, J Magn.
Reson. A 1996, 118, 282.

40 2) Bax A, Freeman R, Kempsell SP. J Am. Chem. Soc. 1980; 102: 4849 b) Bax A, Freeman R, Frenkiel
TA. J. Am. Chem. Soc. 1981; 103: 2102; Para revisbes ver: ¢) Buddrus J, Bauer H. Angew. Chem., Int. Ed
Engl. 1987, 26: 625; d) Li D, Owen NL. Adv. Mol Struct. Res. 1996; 2: 101; ¢) Buddrus J, Lambert J. Maogn,
Reson. Chem, 2002; 40: 3.
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formalismo vetorial semi-cldssico e a abordagem baseada em matriz de

densidade ou operadores de spin est4 além do objetivo desta discussio®.

Detector
g 'g 4

a)

180° v
ETI

Detec
X

Figura 1.24 - Seqiiéncia de pulsos ¢ padrdes de FIDs do experimento de INADEQUATE
2D

A coeréncia duplo quéntica, como qualquer outra coeréncia, apresenta
uma freqliéncia vpq € uma fase. Entretanto, esta coeréncia nfo representa uma
magnetizacdo observavel. O dltimo pulso de 90° (pulso de leitura) nas
dire¢des x (primeiro passo) e y (segundo passo) desloca as magnetizacGes dos
spins isclados para as diregbes -y e X" respectivamente, enquanto a coeréncia

duplo quéntica dos spins acoplados é convertida em coeréncia simples

*! Para uma descricio matematica mais detathada ver Ref. 43¢,
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quéntica alinhada sobre os eixos (+/-) X" ou (+/-) y” respectivamente (Figura
1.244d).

A fase do detector ¢ alternada de forma a seguir apenmas as
magnetizagGes do sistema AX. A adicfio dos dois FIDs resulta na adicdo da
magnetizacfo dos spins AX (m; ¢ m,) e eliminacfio da intensa magnetizacio
dos spins isolados (M;). Finalmente a transformagio de Fourier fornece o
espectro de freqliéncia contendo apenas os dois dupletos do sistema AX (cada
um com seus componentes anti-fase). Portanto, teoricamente apenas duas
etapas s#0 necessarias para eliminar os sinais indesejados. Na pratica, devido a
condigBes néo ideais do espectrdmetro, o ciclo de duas etapas conduz 2 uma
supressdo incompleta dos sinais de C desacoplados. Porém, os sinais
residuais podem ser ainda mais reduzidos pelo uso de ciclos de fase mais
extensos (16 a 256 etapas).

A sequéncia de pulso para o experimento de INADEQUATE 2D é a
mesma da sua versdo unidimensional com a exce¢do de que o curto intervalo
A ¢ incrementado passo a passo. Durante este intervalo, a coeréncia duplo
quantica precessa no plano x,y do sistema de coordenadas girantes duplo
quéntico com uma freqiiéncia vpq,

A conversfo para coeréncia simples quéntica pelo pulso de 90° final
seguida da transformagfio de Fourier fornece os sinais satélites cujas
intensidades sdo agora moduladas por cos®pgf;. Uma segunda transformagio
de Fourier, neste caso aplicada sobre a variacio da intensidade dos sinais
satélites, fornece os sinais com frequéncias duplo quénticas +opg € —Mpq (eco
e anti-eco) do sistema AX. Uma vez que esta freqiiéncia ¢ a mesma para todos

os quatro sinais do sistema de spins AX, os sinais satélites aparecem na
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mesma linha (f;=constante) do espectro bi-dimensional, embora com fases
diferentes.

Apesar dos estudos de otimizacfo descritos no item 1.4.1 terem
resultado em melhores rendimentos e reprodutibilidade na obtengio do
terreinol, as quantidades obtidas permaneceram muito abaixo daguelas
convencionalmente requeridas para experimentos de INADEQUATE 2D.
Além disso, o insucesso na incorporagfo de acetato [1,2-°C] e os altos custos
da D-glicose duplamente marcada inibiram a aquisi¢fo deste experimento. No
entanto, sucessivas fermentacbes nas condigdes padrio com abundancia
natural de °C permitiram o actmulo de 10 mg do terreinol isolado que nos
encorajaram & investir no experimento de INADEQUATE 2D em nano-
sonda/Varian. O sucesso obtido nesta abordagem possibilitou a confirmagéo
definitiva para o padro de substitui¢sio do anel aromético pentassubstituido,

como sera visto em seguida.

Tabela 1.5 - Valores de T; na presenca de Cr(acac);
Carbono  8: T iniciai{s) Erro T (s)¢/ Cr{acac),

1 58.7 G5 0,1 0,3
2 123.1 25 0.8 0,4
3 152.3 3.1 0,7 0,3
4 120.8 4,3 2.8 04
5 158.7 4,0 1,3 G4
& 104.7 0,6 02 0,3
7 128.0 4,3 1.0 0,4
8 190.7 7.8 48 0,8
g 106.6 8,1 3,1 0.5
10 33.8 07 G,1 0,2
11 26.0 1.0 g2 0,4
12 712 08 G,1 0,2
13 8.3 1,2 0.4 0,3
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A adig@o do reagente de relaxacfio paramagnético acetil-acetonato de
cromio reduziu os tempos de relaxaco dos carbonos do terreinol em cerca de
10 vezes permitindo a utilizacdo de um intervalo de relaxacdo de 1s entre as
acumulagdes (Tabela 1.5).

Mesmo assim, nfo foi possivel distinguir todas as correlagdes esperadas

do ruido diretamente do espectroe (Figura 1.25).
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Figura 1.25 — Espectro de INADEQUATE 2D do terreinol realizado a 25.0 °C em nano-
sonda/Varian com detecgfio direta usando 10 mg de 2 e 1 mg de Cr(acac)s em 50ul de
CDs0D. 64 incrementos foram adquirides com 1600 acumulagdes cada (125,69 MHz; 8K
pontos em F; = 31508,5 Hz e 2K pontos em F; = 63016,9 Hz; pulso de excitacio de 90° de
4 ps; v=1/4Jcc=5,5ms, tempo de aquisi¢io de 13 ms e intervalo de relaxaciio de 1 s).

Entretanto, as mesmas foram Ilocalizadas através da anslise

computacional dos experimentos de °C 1D e 2D com o programa da Varian
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FRED™. Este programa procura os pares de dupletos satélites antifase
(levando em consideragdio a correspondéncia entre as suas constantes de
acoplamento) em uma pequena drea do espectro 2D em tomo das ressonincias
identificadas no espectro 1D. A sensibilidade desta analise pode ser ajustada
as custas de probabilidade de acerto. Em nosso caso, foi possivel usar um
valor suficientemente baixo de sensibilidade resultando em uma probabilidade
major que 99% nas determinagGes das correlagdes que se mostraram
inteiramente consistentes com a estrutura 2 e a atribuiciio dos carbonos do
terreinol. Adicionalmente, este experimento permitiu a obtenco dos valores

das constantes de acoplamentos escalares Jpc.

% P Y,
i o
105 5; 5 181 :
HO-._ 58.0; 28
“fse/ 123/ \195.____ /37
585{ E 57.0 425 34
420321 123 467 L
g 69\152 69.1
OH

Figura 1.26 - Correlagbes C-C e valores de acoplamentos escalares 'Jec do terreinol
obtidos a partir do INADEQUATE 2D

1.4.7 — Determinacfo da Configuracio Absoluta do terreino!

O interesse na determinagdo da estereoquimica absoluta de compostos
organicos quirais se origina do fato amplamente reconhecide de que a
estereoquimica freqiientemente determina suas propriedades quimicas,

biologicas e farmacéuticas.

2 gull Reduction of Entire Datasets’™ em: NMRanalyst™ Automated Analysis of Multidimensional NMR
Spectra (Varian)
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Existem vérios métodos instrumentais para a determinacio da
configuragdo absoluta sendo a cristalografia de raios X o mais conbecido,
seguido por métodos dpticos tais como dicroismo circular, dispersio Optica
rotatoria e rotagdo Optica especifica. No entanto, em nosso caso a aplicagic da
dispersio anbmala de raios X (método de Bijvoet) foi impedida devido a
inviabilidade de obtencio de amostra cristalina.

Ja a utilizacdo de efeitos Cotton foi dificultada pelo padrio complexo da
curva de CD obtida para o terreinol (Figura 1.27). Viérias regras de octantes
tem sido propostas para correlacionar o comportamento quirdptico de cetonas
o, f-insaturadas 4 suas estereoquimicas levando em consideracio a helicidade
do croméforo endnico e as contribuicdes das perturbacdes extracromoféricas.
A medida em que 2 enona assume planaridade, as contribuicSes dos
perturbadores extracromoféricos deveriam predominar. Snatzke e Gawronski™
propuseram as regras de setor mais amplamente empregadas para enonas
planares, baseadas nas transi¢es n—n* (em torno de 320-350 nm) € n—>c*
(em torno de 195 nm) respectivamente. A curva de CD do terreinol mostrou
pelo menos quatro bandas distintas. Esta complexidade pode estar associada a
contribuicdo de alguma helicidade devido a pequenos desvios da planaridade
esperada entre o anel aromatico e a ligagio C=0. Uma vez que estas duas
contribuiges atuam sobre os efeitos Cotton, nfio foi possivel ponderar a

contribuicdo dominante.
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D, g7

Figura 1.27 - Curva de dicroismo circular do terreino! em metanol

Além disso, A introducfo de um oxigénio endociclico em cicloexanonas
saturadas tem levado a resultados conflitantes. Assim, a auséneia de um
modelo na literatura para cetonas o, B-insaturadas heterociclicas nos
desencorajaram a fazer predigSes confidveis.

Recentemente, tém surgido diferentes abordagens para o problema da
determinacfio da configuragfo absoluta baseadas em RMN, A possibilidade de
estudos tanto de amostras em solugfio como sélidas é uma das principais
vantagens destas técnicas.

Todos os métodos para determinacio de configuragdo absoluta,
baseados em RMN, requerem a transformacfio do substrato quiral em duas
espécies (diastereoisoméricas ou confbrmeros) distintas. Uma das abordagens
consiste no acoplamento do substrato quiral com cada um dos enantiémeros
de um agente derivatizante quiral, seguida da comparagio dos espectros de
RMN de 'H das espécies diasterecisoméricas para correlacionar a
estereoquimica absoluta do centro estereogénico conhecido do auxiliar aquela

do substrato.
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Neste método ¢ importante que ambos diasterecisémeros apresentem
uma certa preferéncia por uma conformacfo particular, independente do
substrato, para que o agente derivatizante quiral projete sua anisotropia
magnética de uma maneira seletiva, ou seja, sobre L; em um dos derivados e
sobre L, no outro (Figura 1.28). Assim, durante a analise consideram-se as
alteragGes dos deslocamentos guimicos dos substituintes do centro
estereogénico do substrato (L; e L) nos dois derivados.

Desde que Mosher relatou pioneiramente sua utilizacdo, o 4cido a-
metoxi-a-trifluorometil-o-fenil-acético (MTPA) tem sido o agente
derivatizante quiral mais comumente usado para determinacio da
configuragdo absoluta de alcoois secundarios por RMN. O procedimento de
Mosher inicia com a esterificacio do alcool com os dois enantidmeros do
MTPA. Em seguida, os dois ésteres diastereoisoméricos sfic analisados por
RMN e seus espectros (de °F, 'H ou *C) comparados.

O usc de RMN de 'H é sem dnivida o caminho mais comum para
atribuicdo da configuracio absoluta de dlcoois secundérios. Esta abordagem se
baseia no efeito anisotrdpico da fenila do auxiliar quiral sobre os substituintes
(L1/1.,) do alcool. Nos ésteres do MTPA ¢ considerado como predominante o
conférmero em que o grupo trifluorometil, a carbonila e o hidrogénio

carbinélico estdo no mesmo plano (Figura 1.28).
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3 L, (8) §L,(S)
Ester do (5)-MTFA
& {ppm)
SL,(R) 3L, (B
Fgc} " ‘] §
Ester do (R-MTPA Mel %
& (ppm)
AFSRL, >0 ABSRL. <G
ABBRL, >0

ABSRL, <0

Figura 1.28 — Efeito de protecio da fenila do grupo MTPA sobre os substituintes do centro
estereogénico carbinélico

Desta forma no éster (R)-MTPA a fenila blinda os hidrogénios de L,
enquanto que aqueles de L; se mantém inalterados. J4 no derivado (S)-MTPA
o grupo blindado € L; enquanto que L, néo € afetado.

Estas blindagens seletivas s3o expressas em termos de AS™Y, definido
como a diferenca entre os deslocamentos quimicos de um hidrogénio no éster
(S)-MTPA e o deslocamento quimico do mesmo hidrogénioc no derivado (R)-
MTPA. Todos os hidrogénios blindados no (R)-MTPA apresentaram valores
positivos de AS%*, enquanto que os hidrogénios blindados no (S)-MTPA
apresentaram valores de AS™® negativos.

AS™FLy = 8Ly(8S) - SL{(R)
ASRL, = 8Ly(S) - SL,(R)
A estratégia adotada para a determinacio da configuracio absoluta do

terreinol através do método de Mosher, envolveu a transformacio prévia do
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metabdlito no alcool secundério correspondente. Em seguida a configuragio
deste novo centro, formado diastereosseletivamente, foi determinado através
da analise dos A8™ verificados nos espectros de RMN de 'H dos ésteres (S) e
(R)-MTPA. Finalmente a estereoquimica relativa e, portanto 2 configuragio
absoluta do ceniro estereogénico do spirocetal, foi obtida mediante andlise
conformacional baseada em dados de RMN de 'H como serd mostrado
detalhadamente a seguir,

Inicialmente, as hidroxilas fendlicas do metabdlito de partida foram
protegidas mediante tratamento com cloreto de #-butil-dimetil-silil, fornecendo
a cetona em bons rendimentos (Esquema 1.19). Os espectros de RMN (PC e

'H) do produto purificado apresentaram os sinais esperados para os dois

grupos TBS.

Me OTBS
TBSC, imidazol T8 e
DMF, ta., 80% 3 ~H1o

o
i NaBH,
1 F CH,OH
Me. OTBS Me. OTBS
TBSO—<pC > 4 TBS o o>e
Heg OH

trans-4 O cis4 O

iyta., 85% cis4ftrans-4 (4:1); i} 0 °C, >98% cis4.

Esquema 1.19 - ReagGes envolvidas na sintese do alcool 4
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Em seguida, a carbonila de 3 foi reduzida com NaBH, fornecendo uma
mistura diastereoisomérica numa proporgéo de 4:1 (verificada por RMN de

'"H)®. A tabela abaixo resume os dados de RMN de 'H dos derivados 3 ¢ 4.

Tabela 1.6 - Dados de RMN de 'H dos derivados 3¢ 4 (499.89 MHz; CDCl)

H 2 cis-3 trans-3

i 500{(1H; 4153 4,70 (1H; dd: 14,7, 1. 481 {(1H: d; 149

1 473 (1H: d: 15,3} 4,62 (1H; d; 14,7 4,53 (1H: d; 14,9)
& 7,16 (1H; s) 6,78 (1H: s} 6,53 (1H; s)
3 - 4,60 (1H; 8) 4,81 (1H; 5)
10 2,73 (1H; dt; 13,0; 8,9) 2,35 (1H; m) 2,15*%

107 1,99 (1H; ddd; 13,0; 8,0; 4,3) 2,02-1.96 (1H; m) 2,15 %

1111 2,05-2,19 (2H: m) 2,12-2.19 (2H; m) Sobreposicic
12 411 (1H; m) 4,05 (1H; m) 4,13 %

12/ 404 {1H; dd, 14,9; 7.3) 3,97 (1H; dd; 14.2; 8.2) 3,95%

13 2,11 (3H; 5} 2,03 (3H; ) 2.08%

OH - 4,60 (1H;1s) 4,81 (1H; Is)
C{CH:x 1,03 (9H; 5} 1,00 (9H; s) Sobreposicio
$i-CH; 0,23 (3H; s) 0,21 (3H; s) 0,37

Si-CH; 0,23 (3H; s) 0,21 (3H: 5) 0,37
CCHI» 1,01 (9H; s} 100 (9H; s) Sobreposicio
$i-CH, 0,20 (3H; s} 0,19 (3H: s) 0,25

$i-CH;, 0,18 (3H; 5) 0,19 (3H; 5) 0,16

# Sinais sobrepostos, detectados apenas por HSQC na mistura cis-4/frans-4.

Os sinais de RMN das posicdes carbinélicas recém formadas foram
observados em 8y 4,60 (sl, 1H); 8¢ 60,5 para o produto majoritario e em &y
4,81 (sl, 1H); 8¢ 60,0 (observado apenas por HSQC) para o isémero
minoritario.

Dentre as alteragBes observadas no espectro de RMN de 'H como
conseqiiéncia da redugfio da carbonila, os efeitos sobre os hidrogénios
metilénicos das posi¢des 1 e 10, merecem atengfio especial. Os sinais dos
hidrogénios benzilicos na posi¢éio 1 da cetona 3 consistem em dois dupletos
em & 5,00 (1H; d; *J 15,7 Hz) e & 4,73 (1H, d; %/ 15,7 Hz). J4 no produto

majoritario de redugfio, o mais desprotegido destes sinais apresentou um

 Além dos produtos de redugio esperados verificou-se a formacio de uma proporgio significativa do
produto de desprotecdc de uma das hidroxilas fendlicas.
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pequeno desdobramento adicional (dd; %7 14,7 Hz e °J 1,5 Hz) atribuido a0
acoplamento escalar homoalilico® com o hidrogénio carbinélico 8. Este
fenémeno néo foi observado no produto minoritario. Com relacio ao metileno
10-CH; (para a cetona: & 2,73, dt; 1H e 8 1,99; ddd, 1H) observou-se uma
desprote¢@o do hidrogénio mais desblindado para & 2,35 (4lcool majoritario).
Este efeito foi atribuido a influéncia da carbonila de 3 sobre o deslocamento
quimico deste hidrogénio uma vez que o outro componente deste metileno
permaneceu inalterado apdés a reducfio. Desta forma, e levando em
consideracio fatores conformacionais, foi possivel atribuir os hidrogénios H-
10eH-10"de3 e 4.

Os sistemas constituidos por spirocetais® tendem a adotar uma
conformagéo que favoreca a interagfio entre os orbitais ndo ligantes dos
atomos de oxigénio e os orbitais anti-ligantes de baixa energia das ligagdes C-
O (efeito anomeérico). Desta forma, a conformaciio mais estivel consiste
naquela em que hd o maior nimero de ligacSes C-O nas posi¢Bes axiais ou

pseudoaxiais como mostrado no esquema abaixo.

H

H
H o o f e JTTJ —

H

1
O

Esguema 1.20 - Equilibrio conformacional esperado para os anéis BC do terreinol

De acordo com estas informagGes, a conformagdo predominante
esperada para a cetona 3 consiste naquela mostrada no Esquema 1.19. Nesta

conformac@o, ¢ hidrogénio H-10 se encontra no plano da carbonila, ou seja,

“ Gunther H, NMR Spectroscopy — Basic Principles, Concepts, and Aplications in Chemistry, 2%, John Wiley
& Sons 1998, pag. 126 - 127,
* pPerron F, Albizati K F Chem. Rev. 1989, 89, 1617 - 166}
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dentro do seu cone de desprotegfio o que explica o efeito observado sobre seu
deslocamento quimico apds a reducio.

A utilizag8o de temperaturas mais baixas (0 °C) levou 3 formacio de
um tnico diastereoisdmero cujos dados de RMN se mostraram idénticos aos
do produto obtido majoritariamente na reacdio conduzida a temperatura
ambiente.

A diastereosseletividade facial observada na reducfo da cetona 3 deve
estar relacionada & maior facilidade do ataque nucleofilico do hidreto pela face
B estericamente menos congestionada do conférmero C-0O diaxial levando ao
produto cis. Por outro lado, o isémero minoritaric de geometria 7rans seria
formado como conseqli€ncia do ataque & face a. A diferenca entre os valores
de deslocamento quimico dos hidrogénios H-8 dos dlcoois diastereoisoméricos
¢ faciimente interpretada com base nesta proposta. Como mencionado
anteriormente, o sinal de H-8 do aduto majoritério se apresenta 0,2 ppm mais
blindado que ¢ isdmero minoritirio. Considerando novamente o conformero
C-O diaxial, H-8 se localiza na posico pseudo-axial em cis-4 e pseudo-
equatorial em #rans-4, portanto acima e no plano do anel aromatico
respectivamente. Assim, o efeito da anisotropia magnética do anel sobre H-8
do 4lcool majoritario seria de protecfc ao passo que o efeito sobre H-8 de
trans-4 seria de desproteco confirmando as estereoquimicas relativas dos
estereoisdmeros.

Finalmente, a esterificacio do alcool c¢is-4 separadamente com os
enantidbmeros do MTPA na presenca de dicicloexilcarbodiimida e
dimetilaminopiridina se processou suavemente a t.a. fornecendo os dois
ésteres de Mosher em rendimentos moderados (Esquema 1.21). Apés
purificacdo em coluna cromatografica os ésteres foram submetidos s analises

espectroscépicas de rotina.
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2.5%

OTBS
(RAMTPA Me ={H_ o
% 0% © lmcr, =

Dee: ®

; Sa é PR OMe

cis-4 -DMAP

CHCly
t.a.

(5)-MTPA

88%

Esquema 1.21 - Esterificagfo do dlcool cis-4 com os 4cidos (R)- e (S)-MTPA {esquerda);
valores de incrementos NOE (direita)

O hidrogénio H-8 do éster (R)-MTPA sofreu uma desproteciio de 1,6
ppm sendo observado em & 6,19 (1H, sl) enquanto que o diastereoisdmero (S)-
MTPA foi desblindado para 8 6,25 (variagio de +1,44ppm). Os sinais dos
cinco hidrogénios do anel aromatico do reagente de Mosher em ambos ésteres
foram observados em 6 7,67 (2H, m) e 7,41 (3H, m) e as suas metoxilas em &
3,60 (3H, s) para ¢ (R)}-MTPA e em & 3,58 para o (S)}-MTPA. Em ambos os
casos a verificagio dos sinais dos dois grupos O-TBS garantiram a integridade
da protegfo sobre as hidroxilas fenélicas. A excitacdo seletiva de H-8 revelou
uma maior proximidade com H-10" em relagio a H-10 confirmando a
estereoquimica relativa cis.

O efeito de protecfio da fenila do MTPA sobre os metilenos do sistema
furdnico em 5a e sobre o hidrogénio aromatico H-6 em Sb (Tabela 1.7)
permitiu a atribuic&o segura da configuragio (S)-C8 e consequentemente, (R)-

8.
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Tabela 1.7 — Deslocamentos Quimicos de 'H
e valores de AS™® dos ésteres Sab

'H 52 Sb ASSE?

i 476 4,75

1 4,63 4,65
6 6,36 6,26 5,10

g 6,19 6,25
10 1,92 1,97 +0,05
0 1,65 1,79 +0,14
i1 1,96 2,07 +0,11
it 1,57 1,79 +0,22
12 3.94 402 +0,08
12’ 3,70 3,88 +0,18
13 2,03 2,01 0,02
C(CHy), 1,00 1,00 0,00
Si-CH; 0,18 0,17 4,01
8i-CH, 0,18 0,17 0,01
C{CHy)s 0,97 0,93 0,02
Si-CH; 0,12 0,04 5,08
Si-CH; 0,09 0,06 0,03
O-CH; 3,60 3,58 0,02

Tendo em vista estes resultados, se o efeite Cotton positivo observado
em 319 nm (Ag +3.8) e negativo em 224 nm (Ag -5.0) na curva de CD do
terreinol forem consideradas como consequéncia das transi¢Bes n—n* e
n—>c*, a aplicagdo das regras de octantes, como definidas por Snatzke e

Gawronski, fornece a configuragdo correta para o (R)-terreinol na

conformacdo C-O diaxial (Figura 1.29).

Y oD 8 7} oy %
Me OM
HO—<OC > —
1
O

&

Figura 1.29 — Projecio do (R)-terreinol sobre os octantes definidos segundo por Snatzke ¢
Gawronski para as transigdes n—7* e n—oc™ respectivamente.
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1.5 - CONCLUSOES

Durante estas investigages as condigBes Otimas de producio do
composto inédito terreinol foram estabelecidas.

No entanto, a produgéo deste produto natural por culturas de Aspergiilus
terreus se mostrou bastante suscetivel a pequenas variagdes de condiges
experimentais, sendo que a introdugfo de acetato de sédio ao meio de cultura,
mesmo em quantidades minimas, inibiu completamente a sua produgso.

A obtengdo da terreina marcada, embora j4 descrita na literatura,
consistiu um importante passo para a implantagfo de estudos de incorporagio
de substratos enriquecidos em isGtopos estéveis.

A utilizagdo de D-Glicose [1-°C] nos experimentos com culturas de
Aspergillus terreus forneceu o terreinol inequivocamente marcado em 7 das
suas 13 posi¢Oes. A determinacio do padriio policetidico contribuiu para a
determinacdo da estrutura deste metabdlito. O éxito obtido nesta etapa
consolidou definitivamente a implanta¢io de estudo de rotas biossintéticas de
metabolitos secundarios através de RMN em nosso instituto®,

Os estudos de INADEQUATE 2D ¢ sua adaptagio para escala de
poucos miligramas através de andlise computacional, realizada pioneiramente
no IQ-UNICAMP, permitiram a inclusfio deste experimento na rotina do
laboratério de RMN.

A aplicagio do método de Mosher modificado sobre o 4lcool secundario

cis-3, aliada a andlise conformacional, permitiu a determinacio da

configuraciio absoluta do (R)-terreinol via RMN de 1H,

8 Yer anexo
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1.6 - PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos gerais

Os espectros de IV foram obtidos em um espectrémetro Perkin-Elmer
1600. As medidas de rotagfo Optica especifica foram realizadas em um
polarimetro Perkin-Elmer 341. Analises por CG/EM foram realizadas em
equipamento Agilent 6890-5973 equipado com coluna capilar de silica
fundida do tipo J & W Scientific HP-5 (30m x 0,25mm x 0,25um) e cuja fase
fixa consiste de 5% de fenil metil silano e operando com uma fonte de elétrons
com energia de ionizagio de 70 eV. As seguintes condicdes foram
empregadas: temperatura inicial 80 °C durante 1 minuto; taxa de aquecimento
15 °C/min.; temperatura final 290 °C durante 10 minutos. O volume injetado
das amostras, adequadamente diluidas foi de 1 pL. Analises por cromatografia
em camada delgada (CCD) foram realizadas em silica em placas de aluminio
Merck na qual as aplicacSes foram eluidas com a mistura de solventes
especificada em cada caso e reveladas em luz UV a 254 ¢ 360 nm e por
imersdo em uma solugfo acida de anisaldeido seguida de aguecimento com ar
quente. As reagBes envolvendo reagentes sensiveis 4 umidade foram
conduzidas sob atmosfera de argdnio em vidraria previamente aquecida com
pistola de ar quente e resfriada sob press#o positiva de argénio. Os solventes,
aminas e reagentes utilizados nestas reagSes foram tratados conforme
procedimento descrito.*’” Todos os meios de cultura foram autoclavados a 121
°C durante 15 minutos antes do uso. Todos os experimentos com culturas de

microorganismos foram conduzidos em duplicata.

47 perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Perrin, D. R.; Purification of Laboratory Chemicals, 2nd Edition,
Pergamon Press, 1978.

69



Cap. 1 - "Apiicagdo de Ressondncia Magnética Nuclear no Estudo de Rotas Biossintéticas”

Agquisicdo dos espectros de RMIN

Experimentos de 'H e "°C unidimensionais de rotina foram adquiridos
em espectrémetro INOVA-500/Varian operando a 499.89 MHz para 'H (64K
pontos, pulso de excitacfo de 30° com 2,2 us, janela espectral de 6 KHz,
tempo de aquisicdo de 3,3 s e intervalo de relaxacfo de 10 ms) e 125,69 MHz
para °C (69K pontos, pulso de excitagdio de 45° com 7,0 us, janela espectral
de 34 KHz, tempo de aquisiclio de 1,0 s e intervalo de relaxacfio de 1,5 s) ou
em espectrémetro GEMINI-300/Varian operando a 299,95 para 'H (32K
pontos, pulso de excitaciio de 35° com 7,8 us, janela espectral de 6 KHz,
tempo de aquisi¢do de 2,7 s e intervale de relaxacgio de 200 ms) e 75,45 MHz
para °C (32K pontos, pulso de excitacio de 50° com 6,5 s, janela espectral
de 19 KHz, tempo de aquisi¢do de 0,8 s e intervalo de relaxacfio de 2,0 s) em
sonda de 5 mm com detecglo direta ou em sonda de 5 mm de tripla
ressondncia com detecgdo inversa a temperatura ambiente.

Medidas de NOE foram realizadas a 25,0 °C por excitacio do nicleo
desejado com pulso seletivo de 180° (499,89 MHz, 38K pontos, pulso de
excitagdio seletiva de 90° com 6,5 ps, janela espectral de 6 KHz, tempo de
aquisigdo de 3,3 s, tempo de mistura de 0,5 s e intervalo de relaxagio de 5.0
s).

Espectro de INADEQUATE 2D do terreinol realizado 2 25.0 °C em
nano-sonda/Varian com deteccfo direta usando 10 mg de 2 ¢ 1 mg de
Cr(acac); em 50uL de CD;0D. 64 incrementos foram adquiridos com 1600
acumulagdes cada (125,69 MHz; 8K pontos em F, = 31508,5 Hz e 2K pontos
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em F; = 63016,9 Hz; pulso de excitacio de 90° de 4 us; 7=1/4Jc¢=5.5 ms,

tempo de aquisic¢fo de 130 ms e intervalo de relaxacéio de 1 s).

Obtencio do terreinol

Para produgdo do terreinol foram utilizados meios de cultura liquidos
constituidos de 2% extrato de malte (ME) Difco em 4gua destilada (100 mL
em erlenmeyers de 500 mL). As culturas foram mantidas a 28 °C sob agitacio
constante {170 rpm) durante 10 dias. As culturas de 4. ferreus foram filiradas
através de gaze através de funil de vidro. Os meios liguidos isentos de micélio
foram extraidos com acetato de etila (3 X 100 ml), secados com sulfato de
sodio anidro e concentradas sob pressio reduzida a temperatura ambiente em
rotaevaporadores. Os extratos brutos obtidos foram analisados por CG/EM e
CCD (eluidas com uma mistura 1:1 de acetato de etila ¢ hexano e reveladas
em luz UV a 254 e 360 nm ¢ anisaldeido). Apds purificacfio por cromatografia
em coluna de silica-gel eluida com uma mistura 1:1 de hexano e acetato de
etila, o terreinol foi obtido em aproximadamente 1 mg na forma de um sélido

branco amorfo.

Preparacfio do derivado 3

"
| |l o
TBSO% -
: i
| 3 5
HaCo /
OTBS
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Imidazol (7,6 mg; 111,8 umol) e cloreto de ferc-butil-dimetilsilil (10,5
mg; 69,7 umol) foram adicionados a uma solug8o do terreinol, 2 (7,0 mg; 28,0
umol) em dimetilformamida anidra (0,5 ml). A mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 4h, diluida com Et;O e lavada com solucéo saturada
de NH:Cl,g). Apds purificagfio por cromatografia em coluna (hexano/acetato
de etila, 95:5) obteve-se o composto 3 puro (10 mg, 75%).
[a]p? - 37.1 (CH;0D; ¢=0.7; ~50% e¢)
RMN de 'H (CDCls, 499.89 MHz): ver Tabela 1.6
RMN de "C (CDCl;, 125.69 MHz) 8: 188.9 (C-8); 154.2 (C-5); 149.7 (C-3);
127.7(C-7y 126.9 (C-2); 126.3 (C-4); 109.8 (C-9); 105.3 (C-6); 70.2 (C-12);
59.0 (C-1); 33.1 (C-10); 26.0 (3CHs); 25.7 (3CHs); 24.9 (C-11); 18.7 (Cy);
18.2 (Cp); 12.0(C-13); -3.0 (CH;); -3.3 (CH;s); -4.3 (2CH3).

?ije‘gaarag:ée do derivado 4

NaBH, (0,8 mg; 21,1 umol) foi adicionado a uma solucdo de 3 (9,0 mg;
18,8 umol) em metanol (1,0 mL) a 0° C. A mistura foi agitada a temperatura
ambiente por 10 min, apés os quais, a reacfo foi diluida com acetonz e os
solventes evaporados. O produto bruto foi tratado com hexano/acetato de etila

(9:1) e filirado através de uma coluna curta de silica-gel eluida com a mesma

mistura de solventes fornecendo 9,0 mg (>99%) de cis-4.
[a]s” — 37.0 (CH;0H; ¢=0.7; ~50% ee)
1.V. filme, v (em™): 3450; 1606; 1581; 870; 757.
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RMN de 'H (CDCls, 499.89 MHz): ver Tabela 1.6.

RMN de "°C (CDCls, 125.69 MHz) §: 153.6 (C-5); 149.0 (C-3); 134.0 (C-7);
118.7 (Co); 118.2(CTy); 110.1 (C-9); 105.3 (C-6); 69.4 (C-12); 67.3 (C-8); 60.5
(C-1); 34.0 (C-10); 26.1 (3CH3); 25.9 (3CH,); 24.5 (C-11); 18.9 (Cy): 18.4
(Co); 11.5 (C-13); -2.7 (CHs); -2.8(CHz); -4.0 (2CHs).

Procedimento geral para os ésteres (Sa/b):

DMAP (3 eq.), DCC (3 eq.) e 4cido MTPA (2 eq.) foram adicionados a
uma solugio de cis-4 (1,7 x 107 mol/L) em diclorometano seco sob condigdes
anidras e a mistura resultante foi agitada durante 12 h a temperatura ambiente.
O precipitado foi removido e lavado com hexano/acetato de etila 9:1 ¢ a
solugdes orgincas combinadas foram concentradas em rotaevaporador. O
produto bruto foi purificado em coluna cromatografica (hexano/acetato de
etila 9:1) fornecendo Sa (2 mg, 86%) e 5b (1,5 mg, 65%).

Sa:

H  OMTPA{R)

TBSO o

\
-

i o
HaC

o788
[o]p? — 23.0 (CH;0H; ¢=0.3; ~50% ¢¢)
L.V. filme, v (cm™"): 1748; 1606; 1582; 873; 828
RMN de 'H (CDCls, 499.89 MHz): ver Tabela 1.6
RMN de “C (CDCl;, 125.69 MHz): §: 167.2 (CO); 153.8 (C-3); 149.7 (C-5);
131.6 (Co); 129.7 (2CH); 128.8 (Cp); 128.5 (2CH); 127.6 (2CH); 124.5 (Co);
122.2 (C); 119.9(Co); 119.2 (Co); 110.3 (C-6); 104.2 (C-9); 71.1 (C-8); 69.1
(C-12); 60.7 (C-1); 55.7 (CH3); 34.1 (C-10); 26.0 (3CH;); 25.7 (3CHy); 23.9
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(C-11); 18.7 (Co); 18.2(Co); 11.4 (C-13); -2.8 (CHy); -3.1 (CHa); -4.5 (CHy)
2(CHy).

5h:
H OMTPA(S)
TBSO. SN
il | I e
\= %
HsC ;

éTBS
RMN de 'H (CDCls, 499.89 MHz): ver Tabela 1.6

RMN de '3C (CDCls, 125.69 MHz): 8: 167.0 (CO); 153.7 (C-5); 149.7 (C-3);
129.7 (Co); 128.7 (2CH); 128.6 (Co); 127.8 (2CH); 126.8 (Co); 124.5 (Co);
122.2 (Co); 120.0 (Co); 119.1 (C); 110.1 (C-6); 104.4 (C-9); 70.9 (C-8); 68.9
(C-12); 60.8 (C-1); 55.4 (CHa); 33.8 (C-10); 26.0 (3CH,); 25.7 (3CH,); 23.8
(C-11); 18.7 (Co); 18.2(Co); 11.4 (C-13); -2.8 (CH); -3.1 (CHy); -4.5 (CHy); -
4.6 (CH,).
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1.7 - ESPECTROS
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Figura 1.30 - Espectro de RMN de 'H do composto 3 (499,89 MHz; CDCis)
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Figura 1.34 - Espectros do experimento de DEPT do composto cis-4 (125,69 ;
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2.1 INTRODUCAOQO

Em 2002, cerca de 400 mil novos casos de céncer foram registrados no
Brasil e quase 130 mil brasileiros morreram em razic da doenca. O céncer
representou 13,2% de todos os Gbitos do pais; perdendo apenas para as
doengas cardio-vasculares'. Mundialmente, cerca de um milhfio de pessoas
desenvolvem céncer por ano sendo que metade dos casos culmina em morte®.
Destas, os tumores de sistema nervoso central (SNC) respondem por 2,4%. No
entanto, gracas ac desenvolvimento de métodos diagnésticos mais precisos e
eficientes, dentre os quais se destaca a Ressonincia Magnética de Imagem
(RMI), as neoplasias tém sido detectadas em fases mais precoces e as mortes
por cancer do SNC vém diminuindo.

Embora eficaz na detecgfio das lesbes, a RMI ndo permite a
determinac@o precisa da natureza das mesmas, dado indispensavel para a
definicio do fratamento e para aumentar as chances de evitar um
procedimento invasivo. Em muitos casos os padrdes de imagens de patologias
bastante diferentes podem ser indistinguiveis. Nesse contexto, a
espectroscopia de RMN clinica (de baixa resolugio) surge como uma
ferramenta nfo invasiva capaz de ajudar a classificar as lesdes através da
anélise da sua composi¢do quimica in vivo. A figura abaixo mostra a
semelhanca entre as imagens de dois casos de neoplasias com diagnésticos
distintos e como os espectros de RMN de 'H ir vivo revela as diferencas entre

eles.

! Pivetta, M. Pesquisa: Ciéncia e Tecnologia no Brasil — Fapesp, 2004, 99
2 THE WORLD HEALTH REPORT, 1997
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Figura 2.1 - Aplicagiio de RMN de 'H in vive. Acima, imagens de RMI de um caso de
oligoastrocitoma anaplasico (esquerda) e de glioblastoma (direita). Abaixo, os respectivos
espectros de RMN de 'H clinica.

Além disso, analise da distribui¢Bio de metabdlitos pela RMN clinica
permite ainda, a investigacfio dos processos bioquimicos do tecido cerebral
normal e aqueles envolvidos no surgimento, crescimento e manutencio dos
tumores do SNC.

Pela sua propria complexidade, hd muito que se conhecer sobre os
mecanismos envolvidos no surgimento e perpetuacdo dos tumores de SNC. A
escassez relativa de técnicas de estudo de processos bioquimicos dindmicos, i
vive, muitas vezes incorre no uso de modelos construidos fora dos sistemas
naturais podendo ndo exprimir o funcionamento bioldgico com exatiddo.
Assim, técnicas, como a RMN clinica, que consigam refletir o que ocorre no
cérebro, in loco, fornecem informacgBes seguras para o entendimento dos
processos bioquimicos que ocorrem ou predominam no tecido normal e

patologico.

85



Cap. 2 - "Apiicagdo de RMN no Diagndstico e no Estudo da Bioguimica de Tumores do SNC”

Porém, a baixa resolucdio da RMN clinica resulta em espectros com
muitos sinais sobrepostos ou indistinguiveis da linha de base. A utilizagfo da
RMN de 'H de alta resolucfo in vitro, fornece informacdes mais detalhadas
sobre a composi¢8o quimica de extratos de tumores permitindo a identificagio
de metabolitos diagnésticos e/ou bioguimicamente importantes. Uma vez
identificada a importdncia de uma determinada substancia por RMN in vitro
os pardmetros da RMN clinica podem ser finamente ajustados aumentando a

sensibilidade e resolugfio para a mesma’.

iac

gten
gli

lac
col cre sue
crefl mi | i 8% | g
mi .
— s M —
4.9 %.£ 2.5

.

L] T T T T T T 1

Figura 2.2 - Ampliacfo do espectro tipico de extrato aquoso de um tumor cerebral (RMN
de 'H; 499,89 MHz). Estdio identificados sinais de inositol (mi), glicina (gl), colina {col),

creatina (cre), glutamina (gn), glutamato (gt), N-acetil aspartato (NAA), taurina (tau),
succinato (suc), acetato {(ace), alaninz (ala) e lactato (lac).

Recentemente investigagdes de extratos de tecidos por RMN de alta
resolugio tém apresentado resultados promissores na detecciio de alteragdes

metabolicas e rotas bioquimicas decorrentes de patologias.

* Nafe, R.; Herminghaus, S.; Raab, P. et al. J Newrooncol, 2003, 63 {3}, 233-45.
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Embora alguns fatores, como uso de anestésicos € a isquemia do tecido
decorrente da ressec¢do, promovam pequenas alteragles nos niveis de alguns
compostos, existe uma boa correlagfo enire os resultados obtidos por RMN in

s » @ Jf el * = 7
vive € in vifro', permitindo a complementaridade entre os dois métodos.

* A Gill, 8. S.; Thomas, D. G. T.; Van Bruggen, N. ef al. J Comput Assist Tomogr, 1996, 74 (4), 497-504; b)
Kugel H.; Heindel W.; Ernestus R. I.; Bunke J.; Mesnil R.; Friedmann G. Radiclogy, 1992, 183, 701-9 ¢)
Pelling, 1.; Sutherland, G. Newrology, 1993, 43 (3), 589-94; d) Kinoshita, Y.; Kajiwara, H.; Yokota, A.; Koga,
Y. Neurosurgery, 1994, 5 {4}, 606-14; e) Rutter, A.; Hugenholtz, H.; Saundres, J. K.; Smith, L. C. J

Neurochem, 1993, 64, 1655-61; 1) Preul, M. C.; Carmanos, Z.; Collins, D. L. et al. Nar Med, 1996, 2, 323-
325.
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2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No metabolismo cerebral normal, o consumo de energia estd
estreitamente relacionado 2 atividade neuronal. A RMN de 'H clinica fornece
informag®es sobre o equilibrio entre o consume da glicose e oxigénio, sobre a
atividade celular ¢ ainda sobre produtos intermedidrios e finais de cadeias
como a glicélise, o ciclo de Krebs ¢ a fosforilagio oxidativa, o metabolismo
de lipideos e 0 anabolismo e o catabolismo de aminodcidos’,

As células da glia e seus grandes subgrupos, os astrécitos (células de
suporte onde ocorrem inimeras reagbes metabdlicas para manutenciio do
balango energético e movimento de fluidos), os oligodendrocitos
(responsaveis pela produgdo ¢ manutencdo da mielina), a microglia (que
funciona como macréfagos fixos do SNC), além de intimeras outras variagdes,
mostram alto grau de especializagfo de tipos celulares no cérebro. A presenca
de células especializadas com fungdes variadas implica na predominéncia de
determinadas reacdes metabdlicas.

Assim, o conhecimento do papel que cada um dos metabdlitos
detectados pela RMN desempenha no metabolismo celular normal e tumoral é
de suma importincia na andlise clinica do exame e no entendimento das
informagdes sobre o micro-ambiente em que os tumores se perpetuam.

Os metabdlitos clinicamente significativos mais estudados sioc o N-
acetil aspartato, a colina, a creatina, o lactato, o inositol, o glutamato, a

glutamina ¢ a glicina®. A importancia das alteracdes dos niveis de cada uma

* Leach, M.; Moye, L.; Podo, F. MRS of tumours: basic principles. In: Magnetic resonance spectroscopy in
biology and medicine. Oxford: Pergamon Press, 1992, p. 295-345.
¢ Castillo, M.; Kwock, L.; Mukherii, 8. K. Am J Newroradiol, 1996, 17, 1-15.
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destas substéncias pode ser compreendida através do conhecimento de seu
papel no metabolismo cerebral.
Lactato

OH

,)\H,OH

G

O lactato e o piruvato s@o os principais produtos da glicélise e sfio usados
como substratos para a producfo de energia no cérebro, como provam estudos

com culturas de células’.

O espectro de RMN de 'H in vivo do lactato apresenta um sinal em
1,3 ppm cuja inversfo de fase afravés da alteraco do tempo de eco (TE)
fornece a sua confirmacfio. O outro sinal esperado para o hidrogénio
carbindlico em 4,1 ppm, na RMN de 'H in vivo encontra-se afetado pela
supressdo da agua.

Normalmente, o sinal do lactato no cérebro normal € pouco intenso,
equivalente a 0,5 a 1 mMol/L, dependendo do estagio de ativacio do tecido
cerebral normal’.

O aumento do sinal do lactato geralmente indica uma falha do
mecanismo normal de respiracdo oxidativa e ativagio do catabolismo de
carboidratos’. E um dos metabélitos mais freqlientes nos tumores e, muitas
vezes, considerado marcador de agressividade tumoral, um reflexo das altas

taxas de glicolise presente nas neoplasias'’. No entanto, a presenca de lactato é

inespecifica’' e ocorre também em tumores de baixa agressividade'? e em

7 Schurr, A.; Miller, 1. J., Payne, R. S.; Rigor, B. M. J. Neurosci, 1999, 79, 34-35.

¥ Merboldt, K. D.; Bruhn, H.; Hanike, W.; Michaelis, T.; Frahm, J. Magn Reson Med 1992, 25, 187-194.
? Orrison, W. W.; Lewine, J. D.; Sanders, J. A.; Hartshorne M. F. Functional Brain imaging. St.Louis:
Mosby, 1995. p. 419-467.

Y Small, R. T.; Thomas, . G. T. er al. NMR Biomed, 1989, 2, 196-200,

*! Stanley, 1.A.; Cendes, F.; Dubeau, F.; Andermann, F.; Arnold, D. L. Epilepsia, 1998, 39 (3), 267-73.
 sutton, L.N.; Wang, Z.; Gusnardi, D. ef ol. Neurosurgery, 1992, 31, 195-201.
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leses de etiologia ndo neopldsica. Além disso, a contribuiciio do lactato
proveniente de distirbios isquémicos da micro-circulagio, causados pelo
edema e efeito de massa dos tumores, impede relagdes diretas entre actimulo
de lactato e malignidade tumoral. Apesar destas limitagdes, o lactato é um

indicador indireto da agressividade tumoral j4 que pode refletir necrose’.

Glutamina e glutamato

N NH,

S g Y

O

O glutamato € um neurotransmissor excitatério ¢ desempenha fungdes
importantes no metabolismo mitocondrial'®. O excesso de glutamato é
convertido em glutamina, evitando sua decomposicio em aménia. A
glutamina por sua vez pode ser captada pelo neurbnio pré-sinaptico para a
nova produggio de glutamato, completando o ciclo'™. O 4cide y-amino butirico
(GABA) € um importante produto do glutamato.

As concentragOes de glutamato sfo de 8,1 mMol/Kg na substincia
branca, 12,5 mMol/Kg na cinzenta e 9,5 mMol/Kg no cerebelo’®. As
concentragles in vifro variam de 6 a 10,2 mMol/’Kg”, provavelmente em
decorréncia da pequena queda dos seus niveis que ocorre imediatamente apos
a isquemia, durante a coleta do tecido'”. As quantidades de glutamina no

coértex representam, no maximo, 20% daquelas de glutamato. Estes dois

'* Bendszuz, M.; Warmuth-Metz, M.; Burger, R. e7 al. Newrcradiology, 2681, 43, 285-289.

" Van Der Knaap, M. 8.; Roos, B.; Valk, J. em: Kucharckzyk, I.; Mosely, M.; Barkovich, A. J. Magnetic
resonance neuroimaging Boca Raton, CRC Press, 1994. p. 245-318.

¥ Maistretti, P. J. Fundamental Neuroscience - Brain Energy Metabolism. Second edition. New York:
Elsevier Science, 2083. p. 336-60,

' Michaelis T.; Merboldt K. D.; Bruhn H.; Hanicke W.; Frahm 1. Radiology, 1993, 187, 219-27.

7 Petroff, A. C.; Spencer, D, D.; Alger, J. R.; Prichard, J. W. Newrology, 1989, 39, 1197-202.

¥ Perry, T. L.; Hansen, 8.; Gandhan, S. 8. J Neurich, 1981, 25 (2), 406-12.
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metabdlitos apresentam-se sobrepostos e sfo representados por um fnico
sinal, in vivo, entre 2,1 € 2,5 ppm.
Em situagdes hiper-metabolicas, como nos tumores e focos epilépticos, é

observado aumento dos niveis de glutamato e diminui¢io do GABA'.

N-acetil aspartato
0

)L'NH

Ho CO,H

A hidrélise do N-acetil aspartil glutamato na mitocdndria dos neurdnios
da origem ao glutamato ¢ ao NAA cuja hidrdlise, por sua vez, fornece o
aspartato, outro aminodcido excitatério, O NAA ¢ considerado como

20
marcador neuronal

embora suas fungbes bioldgicas ainda nio sejam
totalmente conhecidas. Sugere-se, ainda que o NAA desempenhe fungdes na
sintese de :ﬂlel,u:opep’tideesZE ou que atue no equilibrio osmético como &nion
organico nos neurénios™.

O sinal mais intenso do NAA na RMN de 'H consiste no singleto em 2,0
ppm atribuido as metilas dos grupos N-acetil. Suas concentracdes sio de2a3
vezes maiores que as de aspartato e distintas dos seus niveis séricos, gragas a
permeabilidade especifica da barreira hemato-encefalica. In vivo, sua
concentragdo encontra-se em torno de 11,4 mMol/Kg, com pouca
variabilidade regional’®. Jn vitro, a concentracio de NAA ¢ relativamente
menor devido a decomposi¢@io parciel durante o tempo entre a coleta do
material e seu congelamento e a hidrdlise de grupos N-acetil durante o

processo de extragio em meio dcido™,

¥ Petroff, O. A. C; Pleban, L. A_; Spencer, D. D. Magn Reson Imaging, 1993, 13 (8), 1197-211.
2 Serles, W.; Li, L. M.; Antel, S. B. er al. Epilepsia, 2001, 42 (2), 190-7.

X Reichelt, K. L.; Kvamme, E. J Newrochem, 1973, 21, 849-59,

2 Macintosh, 1. C.; Cooper, 1. R. J Neurochem, 1965, 72, 825-835.
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Sua concentrago diminui em diferentes tipos de insulto cerebral®. Um
dos aspectos mais marcantes nos tumores ¢é a queda da amplitude do sinal de
NAA®, refletindo a perda ou disfuncio neuronal das regides acometidas. Em
estudos com modelos de tumores em ratos, a queda dos niveis de NAA ¢ a
primeira alteracfio que se observa apés o implante tumoral {terceiro dia)™. Nos
tumores de origem neuronal e mista (neuroglial), baixa intensidade do sinal de
NAA pode indicar nfo necessariamente a perda neuronal, mas que os
neurfnios tumorais nfo sfo suficientemente maduros para produzi-lo em
niveis normais®®. Nos tumores de origem ndo-neuroglial, o NAA estd ausente,

A @ o~ . ’?
provavelmente pela auséncia de neurénios” .

Alanina
NH,

o

A alanina € um metabdlito nfo essencial de func¢do bioldgica incerta. Seu
pico ocorre entre 1,3 e 1,4 ppm e muitas vezes ¢ obscurecido pela
sobreposi¢do a0 do lactato. As concentragbes in vitro sfo discretamente
maiores que i vivo (0,3-0,8 mMol/Kg)*®.

Os niveis de aminodcidos como a alanina e o aspartato, sintetizados a
partir da glicose apresentam-se aumentados em gliomas, meningeomas e

4 r hd ot 7 A a L4
adenomas®. Além disso, sua concentracio é irés vezes maior em células

% Tasch, E.; Cendes, F.; Li, L. M.; Andremann, F.; Amold, D. L. dnn Neurol, 1999, 43 (5), 568-76; b) Duzel,
E.: Kaufmann, J.; Guderian, S. ef af. Eur J Neurol, 2004, 17 (3), 195-205.

2% {Jsenius, J. P. R.; Kauppinen, R. A.; Vainio, P. A. et al. J Comput Assist Tomogr. 1984, 18 (5), 705-713; b)
Henriksen, O. NMR Biomed, 1995, 8, 139-148; ¢) Girard, N.; Wang, Z.1.; Erbetta, A. er al. Neuroradiology,
1998, 40, 121-125; d) Law, M.; Yang, 5.; Wang, H. er al. Am J Newroradicl, 2003, 24 (10), 1989-98; e}
Rijpkema, M.; Schuuring, J.; Van Der Meulen, Y. er al. NMR Biomed, 2003, 16 (1), 12-8; f) Li, X.; Jin, H.;
Lu, Y.; Oh, J.; Chang, S.; Nelson, 5. J NMR Biomed, 2004, 17 (13, 10-20,

B Gill, M.: Miller, S. L.; Evans, D. ef al. lvest Radiol, 1994, 29, 301-6.

% noller-Hartmann, W.; Krings, T.;Brunn, A.; Korinth, M.; Thron, A. Newroradiology, 2002, 44 (3), 230-4.
7 Howe, F. A.; Bartn, 8. J; Cudlip, 8. A. er al. Magn Reson Med, 2003, 49 (2), 223-232.

* Peeling, J.; Sutherland G. Magn Reson Med, 1989, 24, 123-136.
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meningeas que nos neurdnios, o que deve ser a causa de seus elevados niveis

s 31
nes meningeomas .

Glicina
HOLC™ NH,
A glicina € um aminodcido neurotransmissor excitatorio e € detectada
pela RMN de 'H in vivo com o uso de baixos TEs, em concentragdes de

aproximadamente 1 mMol/Kg. Nos primeiros segundos ap6s a ressecgfo
8

.

tecidual ocorre uma discreta queda dos niveis de glicina’

O singleto 3,6 ppm atribuido ao metileno da glicina encontra-se
normalmente sobreposto a sinal do inositol. Assim, a discriminacfo entre estes
dois metabdlitos € problemética e a maioria dos autores considera, nos estudos
clinicos, o sinal composto. O aumento das concentracSes de glicina foi
obsérvado em diferentes distirbios cerebrais como em casos de
hiperglicemia®, infarto cerebral, meningoencefalite, coréia de Huntington,
migrania, Parkinson e doen¢a de Alzheimer, possivelmente refletindo lesfo
excitatéria®.

A oligodendroglia € o tipo celular mais rico em glicina, o que pode
contribuir para os seus elevados teores nos tumores com esta origem celular’’.

Aumento da glicina foi relatado ainda em extratos de gliomas, variando com a

malignidade tumoral.

% Gyngell, M. L.; Michaelis, T.; Horstermann, D. ef al. Magn Res Méd, 1991, 19, 489-95.
30 Sener, R.N. Comput Med Imag Graph, 2063, 27 (4), 297-305.
3 Urenjak, 1.; Williams, 8. R.; Gadian, D. G., Noble, M. J Neurosci, 1993, 13, 981-9.
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Taurinag

HzN \’AS{}aﬁ

A taurina € um metabdlitc que apresenta concentractes por voltade 1,2 a
1,5 mMol/Kg irn vifro e seus grupos metilenos ligados aoc nitrogénio ¢ ac
enxofre produzem um pequeno sinal in vive'™. Grandes quantidades de taurina
sdoc detectadas na retina. Assim, a similaridade entre ¢ meduloblastoma e
retinoblastoma pode explicar as altas concentracdes de taurina nestes dois
tumores®®. Outras neoplasias mostram aumento dos niveis de taurina, como
tumores de rim e célon™,

Creatina
NH

HeN S;iACOgH
CH,

O sinal de RMN de 'H mais intenso da creatina consiste no singleto em &
3,0 (3H) e aparece sobreposto ac da fosfocreatina, Este sinal apresenta ainda
contribuicBes, em menor escala, do 4cido alfa amino butirico, da lisina e
glutationa. O sinal do metileno da creatina pode ser observado em 3,9 ppm.

As concentracdes de creatina refletem o funcionamento das mitocondrias
neuronais e gliais (onde ¢ sintetizada) e o suprimento energético de neurbnios
e oligodendrécitos, responsaveis pelo seu transporte ativo™. A quantidade de
ATP no citoplasma depende do equilibric quimico da reagio PCr
(fosfocreatina) + ADP + H' = ATP + Cr (creatina). A fosfocreatina é portante,
uma reserva de fosfatos de alta energia e participa de um sistema tamp&o entre

ADP e ATP. Assim, os niveis de creatina e fosfocreatina, somados, costumam

2 yilke, M.; Eidenschink A.; Muller-Weihrich, S.; Auer, D. P. dcra Radiol, 2001, 42, 39-42.
33 Wyss, M.; Kaddurah-Daouk, R. Physio! Rev, 2000, 80, 11071213,
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ser constantes’ . No entanto, alteracdes em seus niveis podem ser induzidas
por mudangcas drasticas de estado energético celular.
As concentragbes de creatina variam de 6,1 mMol/Kg (na substlncia
branca), 8,2 mMol/Kg (na substincia cinzenta) a 9,1 mMol/Kg no cerebelo'®,
A concentragfio de creatina total pode ter uma correlagfo com a atividade

tumoral’".

Colina

~
/?iﬁ\w/ﬁ\“gﬁ

Mais um exemplo da especializacdo do metabolismo celular € a producéo
da mielina pela oligedendroglia. A mielina € uma estrutura rica em lipideos,
com predominic de colesterol, esfingolipideos e fosfoglicerolipideos
(fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina). A fosfatidilcolina, juntamente com a
fosfocolina, a glicerofosfocolina e a prépria colina (precursor da acetilcolina)
compdem o sinal de colina na RMN de 'H in vivo em 3,2 ppm. Como
constituinte de membrana, o aumentic de colina reflete sua sintese e/ou
aumento do nimero de células®®. Suas concentragdes, in vivo, sio de 1,4
mmol/Kg na substincia cinzenta, 1,8 mMol/Kg na substincia branca, 2,5
mMol/Kg no cerebelo e 2,9 mMol/Kg na ponte. in vitro, as concentragdes séo
semelhantes, por volta de 1,8 mMol/Kg'.

Na maioria das neoplasias do SNC os niveis de colina apresentam-se
aumentados e foi observada a sua diminui¢8o em resposta ao tratamento, antes

mesmo que houvesse modificacio no padrio de imagem de RM do tumor’’. J4

* Yenriksen, O. MRS of brain In: Certaines, 1.D.; Bovee, W.M.M.J.; Podo, F. Magnretic resonance
spectroscopy in biology and medicine. Oxford: Pergamon Press, 1992, p. 31-51.

* Tzika, A. A.; Vigneron, D. B.; Dunn, R. 8.; Nelson, 8. L., Ball, W. 8. Newroradiology, 1996, 38, 254-83.
3 Granata, F., lorio, E., Carpinelli, G., Giannini, M., Podo, F. Biochim Biophys Acia, 2000, 1483 (3), 334-42.
5 Fuihan, M. 1.; Bizzi, A; Dietz, M. L; ef ol. Radivlogy, 1992, 185, 675-686.
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em processos francamente necréticos, ocorre redugfo ou desaparecimento do
sinal de colina. Isto explica a dificuidade em separar os tumores por grau de
agressividade tumoral através da colina nos estudos onde dreas necréticas

. - 4
foram incluidas®™.

Inositel
36ppm 3,3 ppm
H H
W OM
HO oH
oH

H i
4.1 ppm HO
OH

B
3,8 pom

O inositol {D-inositol ou ainda, mio-inositol) € um metabdlito envolvido
na neurorecepcdo hormonio-sensitiva de marcada importdncia na
comunicagio bioquimica®. O sinal mais importante do de inositol é observado
em 3,6 ppm e, como ji4 foi descrito, sobrepde-se ac sinal de glicina
dependendo do TE utilizado na RMN de 'H in vivo. Suas concentragdes
variam de 4,7 mMol/kg na substéncia branca a 6,8 mMol/Kg no cerebelo, in
vivo e 5,8 a 7 mMol/Kg, in vitro".

Sua concentragdo pode estar alterada em tumores malignos pela
destruigiio celular e pela ativagdo da via sinalizadora pela rdpida divisio

celular”. Além disso, o inositol é um importante marcador de células gliais.

3% Ceodan, S.; Parrilha, R.; Santore, J.; Rice, M. FEBS Lext, 1998, 187, 167-72.
3 Rutkowski, T.; Tarnawski, R.; Sokol, M., Maciejewski, B. In? J Radiat Oncol Biol Phys, 2003, 56 (5),
1381-9,
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2.3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € investigar exiratos aquosocs de tumores de
cérebro por RMN de 'H de alta resoluciio para determinar marcadores
quimicos capazes de diferenciar o fecido normal do tumoral € aqueles capazes
de classificar os tumores quanto ao tipo e grau de agressividade. Além disso,
propomos determinar a composi¢éo quimica do tecido com maior precisdo
buscando identificar possiveis alteracBes metabdlicas associadas a

mecanismos de adaptacio e sobrevivéncia de tecidos tumorais.

Este estudo foi realizado em colaboragio com o Prof. Fernando Cendes e
a doutoranda Andréia Vasconcellos Faria. Esta inferacfo permitiu a correlagfo
entre os resultados de RMN de alta resolucio in vifro obtidos no 1Q-
UNICAMP e aqueles obtidos através de imagens e espectros de RMN in vivo
no Hospital das Clinicas — UNICAMP.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram selecionados pacientes™ admitidos no Hospital das Clinicas da
UNICAMP cujo diagndstico de tumor do SNC foi indicado pelo quadro
clinico ¢ exames de imagem (tomografia computadorizada e RMI) e,
posteriormente, confirmado por analise histopatoldgica. Foram excluidos
aqueles gue realizaram radioterapia ou quimioterapia.

Foram analisadas 51 amostras de tecido cerebral, sendo 47 provenientes
de pacientes com tumores do SNC e 4 provenientes de pacientes submetidos
ao tratamento cirlrgico de epilepsia parcial, que constituiram nosse grupo
controle.

Todas as amostras foram divididas em duas partes sendo uma delas
encaminhada para analise histopatoldgica e a outra foi imediatamente
congelada em nitrogénio liquido e estocada a —80° C até sua extracdo. A
anélise histopatolégica dos tumores revelou astrocitoma (graus He IV) em 13
pacientes, meningeoma em 10, metastase em 5 e outros tipos de tumores em
19 pacientes (oligoastrocitoma anaplésico em 3, oligodendroglioma em 2,
xantoastrocitoma em 1, neurocitoma em 1, schwanoma em 2, adenoma em 3,
meduloblastoma em 2, papiloma em 1, craniofaringeoma em 2 e tumor
epidermoide em 2 pacientes).

Os extratos aquosos liofilizados de cada amostra foram dissolvidos em

D,O e analisados por RMN de 'H de alta resolucfio (499,89 MHz). Como os

“ Todos os individuos participantes desse estudo foram devidamente esclarecidos quanto 4s finalidades da
pesquisa, através de formularic de consentimente informado. O formulério, assim como este estudo, foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquia de Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).
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espectros obtidos apresentaram um sinal residual do solvente (HDO) bastante
intenso decidimos otimizar experimentos para suprimir este sinal.

A pré-irradiaciio do sinal do solvente com uma radiofreqiiéncia de onda
continua seletiva de baixa poténcia, forneceu bons resultados na supressfo do
sinal residual de HDO em D,0. A inclusio de pulsos compostos {"composite
pulses") e o ajuste da poténcia ¢ do tempo de saturagfio resultou na remogéio
tanto do sinal residual em amostras em D,0O como do sinal da H,O em
amostras dissolvidas nestie solvente.

QOutra abordagem avaliada consistiu na utilizagio de pulsos seletivos
("shaped pulses") de 90°, gerados por uma fungfic de onda, ajustados para a
freqiiéncia de Larmor dos hidrogénios da 4gua. Em seguida um pulso de
gradiente ¢ aplicado perpendicularmente ao plano xy, ou seja, no €ixo z para
eliminar a coeréncia dos spins seletivamente excitados (Figura 2.3). Esta
técnica se mostrou mais seletiva e, portanto, foi adotada nestes estudos. As
Figuras 2.4 e 2.5, os espectros de RMN de 'H da mesma amostra com e sem
supressdo mostram a eficiéncia da sequéncia wetld"' na remocdo do sinal

residual da dgua.
90°

a0° 90° 90° 80°

H \/\\; \f’r\\/ v/,\\\f \/\/

“ gmalllcombe, SH: Patt, SL; Keifer, PA J. Magn. Reson. 1995, 117, 295
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Figura 2.3 - Sequéncia de pulsos wetld empregada na supressfio do sinal da dgua.

Figura 2.4 - Espectro de RMN de 'H de extrato aquoso de amostra do grupo controle sem
supressio do sinal do solvente (D,0G; 499,89 MHz).
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Figura 2.5 - Espectro de RMN de "H de extrato aguosc de amostra do grupo controle com
supressdo do sinal do solvente (sequéncia wetld/Varian; D,0; 499,89 MHz).

O conjunto de espectros obtido apresenta um grande nimero de sinais
devidos aos varios compostos presentes nas amostras. A medida em que o
numero de amostras aumenta, a complexidade da anélise se forna cada vez
maior fazendo dos métodos analiticos computacionais, ferramentas
extremamente teis.

A analise de componentes principais (PCA) ¢ um método simples
empregado para estes propdsitos, e consistiu no ponto de partida para a anélise
dos espectros. Assim, PCA foi usado com o conjunto de dados de RMN pars
identificar os grupos de amostras que apresentam similaridade na distribuicfio
de metabdlitos ou na concentracdio dos mesmos, dada uma determinada
composigio quimica. O conceito fundamental do PCA estd ilustrado na Figura
2.6, onde as intensidades correspondentes a trés picos de RMN para duas
amostras estdo representadas em um grafico tridimensional. Neste caso as
amostras encontram-se dispersas em um plano no espago que podem ser
descritas por vetores ortogonais (PC1 e PC2). Desta forma, a PCA
corresponde & projecdio do conjunto de dados no novo conjunto de vetores
ortogonais. Estas novas coordenadas sio amplamente conhecidas como
“scores” e a importincia das varidveis originais nos novos vetores sdo

chamadas de pesos ("loadings").
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Figura 2.6 - Processo de conversdo do sistema de varidveis na representaggo

de amostras hipotéticas apresentando duas substincias relacionadas a trés

sinais de RMN.

Cada um dos sinais na Figura 2.7b representa uma ressondncia do

espectro original. A sua amplitude € proporcional ao seu poder em determinar

o agrupamento das classes.
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Figura 2.7 - Separagfio das amostras em trés classes diferentes em funcgfo
da variac8o das concentracSes das duas substincias que as compdem.

Os pontos dos espectros originais foram submetidos & andlise
“Wavelet”" seguida de correcdio da linha de base através da selecic de uma
regido espectral contendo apenas ruido e a média desta regifio para cada
espectro foi calculada ¢ ajustada para zero. O resultado foi armazenado em
uma mairiz X, em que cada linha corresponde as amplitudes dos picos e cada
coluna, & suas ressonédncias em hertz. Numa primeira andlise os espectros
foram ainda normalizados através da divis@io da 4rea de cada pico pela soma
das 4reas de todos os picos do espectro. No entanto, a utilizacio de PCA no
descreveu a variacfio das classes de tumores esperada adequadamente. Como
mencionado acima, o método PCA apresenta a restrico da ortogonalidade
entre as componentes principais e nfio usa informagdes sobre as classes das
amostras.

A seguir serfio discutidos os resultados obtidos atraves da aplicagéo do
método da analise discriminatéria de minimos quadrados parciais (Partial
Least Square Discriminant Analysis - PLS-DA)Y® que utiliza vetores com

angulos nfo restritos. Neste caso, foi construido um modelo baseado na

42 johnstone, L. M.; Silverman, B. W. J Roy Statist Soc, 1997, 59; 319-51.
 tndhat, U. G.; Sahni, N. S.; Kirkhus, B.; Naes, T. Chemom Iniell Lab Sys, 1998, 49, 19-31; b) ™ Lowuerse,
D. 1. Tates, A. A.; Smilde, A. K.; Koot, G. L. M.; Bemdt, H. Chemom Intell Lab Sys, 1999, 46, 197-206.
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informac8o sobre as classes de tumores para ser ajustado pelo método através
de minimizac&o. Assim, uma mairiz resposta Y de » linhas (correspondentes
aos espectros da matriz X) ¢ £ colunas (correspondentes aos niumeros das
classes de tumores) foi construida da seguinte maneira: seja um espectro de
uma determinada linha de X pertencente a classe K. Na linha correspondente
de Y, o nimero 1 foi colocado na coluna de nimero correspondente a classe K
e 0 em todas as demais colunas desta linha. Conseqlientemente, uma matriz B
satisfazendo a condicdo Y '=XB (onde Y’ ¢ a matriz minimizada baseada em
V) indica que freqliéncias em B sfo importantes para discriminar as classes
em Y. Nota-se que a inten¢3o aqui nfo € obter modelos para reconhecimento
de padrdes, mas sim, encontrar picos e seus composios correspondentes,
responsaveis pelas diferencas entre as classes.

As amostras foram divididas em cinco grupos: controles, metastases,
tumores ndo neurogliais (schwanomas, adenomas, meningeomas e papiloma),
tumores neurogliais de alto gran de agressividade (glioblasiomas e
oligoastrocitomas anaplasicos) e neurogliais de baixo grau de agressividade

(astrocitomas e oligodendrogliomas) de acordo com a tabela abaixo.
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Tahela 2.1 - Classes das amostras analisadas

Grupos Numero de pacientes
1 Astrocitomas de grau 2 10
Tumgres;eurgfiais QOligoastrocitomas 3
canogr anaplasicos
It Astrocitomas de grau 4 3
Tmores'neumghals Oligoastrocitomas
de baixo grau 2
1 Meningeomas 10
Tumores Schwanomas 2
nfio neurogliais Adenomas 3
Papiloma 1
v
5
Metastases
v
4
Controles

A confiabilidade dos resultados obtidos* foi indicada (Figura 2.8) em
uma primeira anélise envolvendo os grupos L, II, IIl e V com os espectros
normalizados. A separacdo entre os grupos controle e tumorais nesta analise

ocorreu devido a altas concentracdes de colina e lactato nos tumores e baixas

4 myrante a andlise dos dados foram observados peguencs deslocamentos guimicos devido a minimas
variagBes de pH nas amostras. Porém, estes deslocamentos ndo prejudicaram a identificagfio dos metabdlitos
responsaveis pela discriminac8o entre os grupos.
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de creatina e NAA, confirmando estudos prévios®, realizados in vivo e in

Vitro.
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Figura 2.8 - a) Grifico representando o resultado da andlise discriminatoria comparando
tumores neurogliais de alto grau (circulos abertos ‘0”), tumores ndo-neurogliais (circulos
cheios ‘@), tumores neurogliais de baixo grau (estrelas *¥”) e controles (tridngulos‘A”). ¥
se refere 2 Y minimizado e o subscrito se refere ao nimero da coluna; b) e ¢) Coeficientes
de regressiio da matriz B responsaveis pela discriminagéo entre as classes. a.u.: "arbitrary
unit”.

% 2) Mostert, H. W.; Oth, N. J.; Rhijnsburger, E. H.; Mackay, W. M.; Van Den Berge, J. H.; Stefanko, S. Z.
Acta Neuropathologica, 1986, 70, 296-301. b) Luyten, P. R.; Marien, A. J. H.; Heindel, W_Et al. Radiology,
1990, 776, 791-799. ¢} Krumschnabel, G.; Schwarzbaum, P. J.; Lisch, 1.; Biasi, C.; Wieser, W. ./ £xp Biol,
2000, 203: 951-9.
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Neste caso, os sinais determinantes do agrupamento das classes foram os
de creatina (Crea), NAA, glicina (Gly), colina (Cho), alanina (Ala) e lactato
(Lac). Amostras localizadas na regifio superior da Figura 2.8a (em sua
maioria, controles e tumores neurogliais de baixo grau) foram assim dispostas
por apresentarem maiores concentragfes de creatina ¢ NAA e aquelas
localizadas na metade inferior, apresentaram as maiores concentracles de
glicina, colina, alanina e lactato. As altas taxas de glicina foram
imprescindiveis para o agrupamento dos tumores neurogliais de alto grau no
quadrante inferior esquerdo e maiores niveis de alanina foram importantes no
agrupamento dos tumores ndo neurogliais (predominantemente compostos por
meningeomas) no quadrante inferior. Como foi visto na secdo 2.2, as
alteragdes nos niveis destes metabdlitos tem sido relatadas e interpretadas com
base em alteragdes do metabolismo energético, no alto turnover e destrui¢io
das células tumorais.

A analise discutida acima foi realizada com os espectros néo
normalizados exacerbando a importincia das concentragdes dos compostos.
Portanto, uma analise adicional com os espectros normalizados de forma a
favorecer o agrupamento de amostras em funcfo de quantidades similares de
um dado composto, ndc importando se a quantidade do mesmo ¢ pequeno
comparado aos demais.

A Figura 2.9 mostra a PLS-DA dos grupos, ndo neurogliais, neurogliais
de alto grau e neuroglial de baixo grau. A andlise comparativa entre os estes
dois Gitimos grupos permitiu o estudo das alterages bioquimicas segundo o
grau de agressividade dentro do espectro de malignidade. Como pode ser
observado, os tumores neurogliais de alto grau apresentaram altas razdes

glicina/inositol, quando comparadas aos tumores neurogliais de baixo grau.
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Neste caso, 0s sinais determinantes do agrupamento das classes foram os
de glicina, inositol e acetato. As amostras localizadas no quadrante superior
esquerdo da Figura 2.9a (tumores neurogliais de alto grau) apresentaram as

maiores concentracdes de glicina e menores de inositol.
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Figara 2.9 - a) Grafico representando o resultado da andlise discriminatoria comparando
tumores neurogliais de alto grau (circulos abertos ‘0’); tumores ndo-neurogliais (circulos
cheios ‘@") e tumores neurogliais de baixo grau (estrelas I). Y se refere a Y minimizado e

o subscrito se refere ao niimero da coluna; b) e ¢) Coeficiente de regresséo da matriz B
responséaveis pela discriminagio entre as classes. a.u.: "arbitrary unit”.
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Anélise independente foi feita com os espectros originais confirmou o
aumento da razdo glicina/inositol nos tumores neurogliais de alto grau (Figura

2.10)

index

b)

k]

Figura 2.10 - a) Sobreposiciio de ampliagdes da regifio entre 3,50 — 3,60 ppm dos espectros
originais de extratos de tumores neurogliais de alto grau (high grade), de baixo grau (low
grade) e nfio neurogliais (non neural); b) Espectro inteiro tipico (1) e ampliagbes da regido
entre 3,50 ~ 3,60 ppm de uma amostra de astrocitoma de baixo grau (2) e de um
glioblastoma (3).
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Além dissso, a inclusfo do grupo das metdstases na andlise com os
espectros originais revelou que concentragbes muito baixas de inositol sdo
responséveis pela discriminacfo das metastases de tumores neurogliais de alto
e de baixo grau e do grupo controle (Figura 2.11). Como pode ser observade,

os sinais de inositol nas metdstases apresentaram-se praticamente

indistinguiveis da linha de base.
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Figura 2.11 - Sobreposigdes de ampliagSes da regido entre 3,50 — 3,60 ppm de espectros
originais de extratos de controles (control), tumores neurogliais de alto grau (high grade},
de baixo grau (low grade) e metastases (metastasis}.

As razBes glicina/inositol foram responsaveis pela classificacio dos
tumores de acordo com o grau de agressividade.

A glicina € um substrato indireto do ciclo de Krebs* e a variagio em suas
concentragdes pode refletir alteragbes no metabolismo energético tumoral.
Estudos classicos demonstraram que a grande maioria de tumores em animais

desvia seu metabolismo para vias anaerdbicas, como a glicolise, uma

% Githam, B.; Papachristodoulou, D, K.; Thomas, J. H. In: Wills. Biochemical basis of medicine. Third
edition. Oxford: Butterworth Heinemann, 1997. p. 57-60
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observagio que vem sendo repetidamente confirmada®’, inclusive em culturas
de células gliais43. Assim, a depressdo da via aerdbica podera resultar no
aumento da glicina. Além disso, mesmo quando o ciclo de Kxebs ocorre, a
célula tumoral tende a utilizar substratos alternativos como glutamato,
glutamina e GABA, resultando assim, num acumulo de substratos classicos
como a giicina4s.

A capacidade de sobreviver em meios adversos (como Os esiresses
osmético e hipdxico) e seus mecanismos de evitar apoptose séo caracteristicas
particularmente importantes da célula tumoral. Assim, as variagbes
bioquimicas encontradas podem ser interpretadas, alternativamente, com base
em alteracdes em vias metabdlicas que participam ou séo conseqiiéncia do
estabelecimento e manutengio tumoral.

Foi verificado que células indiferenciadas de tumor de colon apresentam
taxas reduzidas de inositol contrastando com as células diferenciadas do
mesmo tumor’. Além disso, inositol é capaz de reverter a inibicdo da
diferenciacio causada por antigenos carcinogénicos em células epiteliais™ e
de aumentar as taxas de apoptose nas células h@pa‘.ti,cas5 1. Assim, a reducfio de
inositol nas metastases pode estar relacionada com & disfungdo apoptotica e
indiferenciagdo.

A glicina ao contririo previne a morte celular’”. Assim como outros

aminosacidos, a glicina parece proteger as células submetidas a estresse

4 Dang, C. V.; Semenza, G. L. 7/BS, 1999, 24, 68-72.

# 2) Portais, J.C.; Pianet, .; Allard, M. er al. Biochimie, 1991, 73 (1), 93-7. b) Pascual, J. M,; Carceller, F.;
Roda, J. M.; Cerdan, S. Stroke, 1998, 29, 1048-56.

49 Galons, J. P., Fantini, J., Vion-Dury, J., Cozzoni, P. J., Canioni, P. Biochimie, 1989, 7/ (8), 949-61.

% yyonouchi, H.; Sun, S.; Tijima, K.; Wang, M.; Hecht, 8. S. Carcinogenesis, 1999, 20, 139-45.

S yee, Y. I; Kang-Park, 8., Do, 8. L; Lee, Y. 1.J Biol Chem, 2001, 276, 16568-77.

52 Shapiro, A.; Imreh, M.; Leonchiks, A.; Imrek, S.; Masucci, M. G. Nat Med; 1998, 4, 939-44.b) Franek, F.;
Fismolova, 1.; Eckschlager, T. Arch Biochem Biophys, 2002, 398, 141-6; ¢) Moreno-Manazane, V., Lucio-
Cazana, J.; Konta, T.; Nakayama, K.; Kitamura, M. Biochem Biophys Res Commun, 2000, 277, 293-8;.d)
Kim, J. 8.; Qian, T.; Lemasters J. 1. Gastroenterclogy, 2083, 124, 494-503.
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nutricional e osmotico™, situacdes em que células tumorais se encontram
constantemente submetidas®. A glicina apresenta ainda um papel importante
na inibicio da sautofagia celular mediada pela mitocOndria™.
Conseqiientemente, o aumento dos niveis de glicina pode relacionar-se a

baixas taxas de apoptose e contribuir para a sobrevivéncia celular em meio

adverso.

2.8 CONCLUSOES

Os resultados demonstram que aumento dos niveis de lactato e colina, e
diminuicdo de creatina e NAA diferenciam tumores e controles normais
conforme trabalhos prévios.

Observamos ainda, uma correlacio marcanie enitre a razdo
glicina/inositol e o grau de agressividade em tumores neurogliais. A
diferenciacio das metdstases também foi possivel por apresentarem
concentracdes de inositol muito baixas comparadas aos tumores primarios.

Sob o ponto de vista diagnostico a determinacfo destas correlagGes
através de RMN de 'H in vifro permite a otimizacio dos pardmetros da RMN
de 'H in vivo, como por exemplo, o uso de menores tempos de eco para
melhor resolucfio dos sinais de glicina e inositol na suspeita de astrocitomas
ou metastases.

Além disso, estes resultados fornecem uma interpretac@o alternativa

acerca das bases bioquimicas das alteragSes metabolicas em tumores,

% Dezengotita, V. M.; Abston, L. R.; Schmelzer, A. E.; Shaw, S.; Miller, W. M. Biotechnol Bioeng, 2802, 78,
741-52.

5 Tuz, K.; Ordaz, B.; Vaca, L.; Quesada, O.; Pasantes-Morales, H. J Neurochen, 2001, 79, 145-51.
55 1 emasters, . J.; Qian, T.; He, L. et al. Antioxid Redox Signal, 2002, 4, 769-81.
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refletindo seus mecanismos de perpetuagdio em meios adversos, sua

capacidade anti-apoptética e indiferenciagéo celular.
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2.6 PARTE EXPERIMENTAL

Os tecidos congelados foram pesados, macerados sob nitrogénio liquido
e extraidos com solugo aquosa de acido perclorico gelada (0,3 mol/L; 10:1
volume:peso). As suspensdes resultantes foram entio centrifugadas (3000 x g,
10 minutos, 0°C). O precipitado foi descartado e os sobrenadantes foram
neutralizados (pH ajustados para 7,2) com uma solugdo aquosa de KOH (1,5
mol/L) e liofilizados. Cinquenta miligramas dos extratos liofilizados foram
ressuspendidos em 0,6 mL de uma soluclio de dtrimetilsililpropionato de
sédio (0.625 mmol/L) em D,O. As suspensdes foram sonicadas, centrifugadas
(3000 x g, 10 minutos, 25°C) e transferidas tubos de RMN de 5 mm.

Os espectros foram adquiridos em espectrémetro Varian INOVA-500 (B,
= 11,7 T), operando a 499,886 MHz para 'H, usando sonda tripla de
ressonancia (H, C, N) de 5 mm. Cada experimento foi adquirido com 128
acumulages a 25° C. O sinal residual da 4gua foi suprimido usando pulso
seletivo de 90°, seguido por gradiente de campo pulsado no eixo z (wet 1d).
Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e referenciados em
relacHo ao dy-trimetilsililpropionato de sédio calibrado para 0 ppm.

Toda andlise computacional foi realizada com o programa ‘R’ (www.r-

project.org), contendo o pacote Wavetresh para efetuar a analise wavelet.
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Absiract—A novel metabolite from Aspergillus terress, named terreinol, was isolated and its biosynthetic origin was determined by
WMR based on the incorporation of [1-7Clp-glucose. The labeling pattern indicated & predominant polyketide biosyathetic origin

for this metabolite.
® 2003 Published by Elsevier Lid.

1. Intreduction

Fungi are accomplished chemists that produce a wide
range of complex organic molecules with important
applications in the pharmaceutical industry. The bio-
fogical properties of these compounds and the avail-
ability of BC labeling make fungal metabolites good
candidates for studying biosynthetic pathways exploi-
tations using NMR.!

The fungus Aspergillus terreus has a worldwide distri-
bation in different soils. This microorganism produces
Iovastatin {mevinolin}), a natural product used as a
cholesterol lowering agent® and several other metabo-
lites such as terrein® 2 and terreic’® acid 3, both of which
have antibiotic activity (Fig. 2).°

Figure 1. Terreinol: a novel metabolite from 4. rerreus.

Keywords: Terreinol; Movel metabolite; Aspergillus rerreus; Isotopic

abeling.

< Supplementary data asseciated with this article can be found, in the
online version, at doi;10.1016/.tetlet.2003.10.128

* Cormesponding awthor. Tel: +53-19-3788-3067; fax; +53-19-378%-
3023; e-mail: anita@igm.unicamp.br
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Figure 2. Structures of fwo other natural products of 4. ferreus.

We now report the isolation of a novel metabolite from
A. terreus® (compound 1, Fig. 1) and its biosynthetic
origin, based on the pattern of *C incorporation.

2. Isolation and characterization of metabolite 1

While screening for enzymatic activity in malt extract
cuitures of Brazilian strains® of 4. terreus, we observed
that this fungus produced compounds 2 and 3, and the
new compound 1, all of which were isolated from ethyl
acetate extracts. Terreic acid was the major product in
2-day cultures whereas compound 1 was not present. On
the other hand, in older cultures (>4 days), 1 was pro-
duced in higher amounts than compounds 2 and 3, as
confirmed by GC/MS analysis.

The production of these metabolites was time dependent
and was also influenced by the culture medium. Thus,
the formation of compound 1 was totally suppressed
when culture media richer than malt extract were used,
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Table 1. 'H and ¥C NMR data for compound

Carbon e ou {imt, mult, y HMBC (iH —% IJC)

H 58,7 494 (1H, d, 15.7Hz); 4.73 (14, 4, 15.7Hz} 106.6; 123.1; 128.0; 190.0
2 i23.1 — -

3 152.3 . —

4 120.8 — —_

3 i56.7 — —

& 1064.7 897 (iH. s) 120.8; 136.7; 1907

7 1280 — -

% 186.7 — ——

g 106.6 - —

16 338 2.64 (1F, dt, 12.6 and 8.8 Hz); 1.89 (1M, ddd, 126, 8.2, and 4.5 Hz 260 71.2; 106.6; 190.7
it 26.0 2.13 {1H, overlapping); 2.04 (1H, m} 2600, 71.2; 106.6; 190.7
12 712 4.06 (1H, m); 3.97 {1H., 44, 14.6 and 7.7Hz) 264, 338, 1066

13 9.3 21334, %.3; 120.8; 152.3; 1567

The spectra were acquired under the following conditions: 1-2mg of 1, CD;0D, 25°C, 499.885 Mz for 'H ang 125.696 MHz for BC,

Moreover, metabolite production was strongly influ-
enced by the malt extract (ME} manufacturer.” To
maximnize the production of 1, other experimental con-
ditions were optimized and, fo confirm ifs microbio-
logical source, a Dblank assay using the appropriate
medium without inoculation was run.

The structure of this new optically active® natural
product was established by mass spectrometrv and
exiensive spectroscopic analysis (UV,° IV, MS, COSY,
HSQC, ¢-HMBC, and NOESY D).

The molecular ion at m/z 250.08485 (17%) in the HRMS
agreed with the formula {(C3F,0s5; caled: 250.08413).
The IR spectrum showed intense phenolic hydroxyl and
carbonyl peaks at 3421 and 1735cm™!, respectively,
while the sp* electron-rich aromatic ring carbon—carbon
vibrations occurred at 1609cm™".

The presence of a pentasubstituted aromatic ring was
established based on the occurrence of only one aro-
matic methine group in the 'H and *C NMR spectra
(6 6.97, 8¢ 104.7}, both of which depicted 2 correlation
in the HSQC spectrum. Two doublets at dy; 4.94 and 8y
4.73 (37 = 15.7Hz) were assigned to the diastereotopic
benzylic methylene Hiab, an AX spin system clearly
visualized in the H,H-COSY spectrum. The 'H NMR
signals of the diastereotopic methylene HlZa,b and the
meihylene 11 were observed at § 4.06, 3,97 and § 2.13,
2.04, respectively, with the expected integrals and mul-
tiplicities.

The last methylenic hydrogen pair, H10a,b, which was
strongly influenced by the proximity of a stersogenic
center, was assigned to the NMR signals at 5 2.64 and
dy 1.89. All of these four pairs of methyienic hydrogens
showed homonuclear correlations in the COSY spec-
trum. Moreover, their respective attached carbon atoms
were unequivocally assigned based on the correlations
observed in the HSQC and HMBC 2D NMR spectra
{Table I).

Long range scalar couplings observed between the qua-
ternary carbon 9 at § 106.6 and the alicyclic hydrosgsns
{H1, H1g, K11, and H1Z} were taken as evidence for the

Figure 3, NOE increment date for derivative Ia.

presence of a dioxaspiro moiety. Similar chemical shift
values have been reported!®® for oxaspiro-type carbons.

Finally, the signals at é¢c 9.3 and dy 2.13 were assigned to
the aromatic methy! group. The presence of two phenolic
groups was suggested by the deshielded aromatic car-
bons at d¢ 156.7 and d¢ 152.3, and this was confirmed by
signals at 4.85 and 5.30 in NMR experiments using
CD(Cl;, in which 1 was only partially soluble.

The substitution pattern of the aromatic ring was
assigned based on NOESY 1D experiments of the nata-
ral product and its dimethyl derivative 1a.!! The aro-
matic hydrogen of I displayed dipolar coupling only with
the methyi group. The selective excitation of the methoxy
group attached to the 5 of Ia (§y 3.87) revealed its
proximity to the CH and CH, groups by signal
enhancement (Fig. 3) while the other methoxy group at
oy 3.72 showed dipolar coupling with the benzylic and
methyl hydrogens (Fig. 3). These data convincingly
allowed the proposition of 6',8'-dihydroxy-7'-methyl-4,
5-dihydro-3H-spiroffuran-2,3'-isochromen]-4'(}’ H})-one
{compound 1).

3. BC labeling experiments

One of the simplest and most widely used means of
probing biosynthetic routes consists of imcorporating
labeled acetate into the natural product. However, the
addition of the sodium acetale o the culture medium,
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¥able 2. NMR data for the [1-Cl-o-glucose-labeled compound 1

Carbon dc integral
1 59.7 1.2
2 1231 23
3 152.3 1.2
4 120.8 2.3
3 156.7 1.2
é 104.7 23
7 128.0 0.8
2 180.7 25
) 106.6 1.3
iG 339 z4
i1 6.0 1.3
12 712 2.3
13 94 1.5

‘The spectra were acquired under the following conditions: <img of 1,
30ul of CDHOD, 125696 MHz, 25°C.

Figure 4. Patiern of [i-"*C]-p-glucoss incorperation into compound I:
* indicates the P C-labeled positions; bold bonds indicate the incor-
porsation of intact acetyl units.

even in minimal amounis, completely suppressed the
production of metabolite 1 under several different
growth conditions. On the other hand, the use of [1-2C]-
p-glucose as a labeled precursor resulted in formation of
this metabolite.

The positions of glucose incorporation into compound 1
were unequivocally observed with ®C NMR spectro-
scopy using optimized'? inverse gated decoupling.'?
Despite the small amounts of the compound (<1mg)
and the low levels of incorporation {~1.5%), the
enrichment could still be accurately quantified {Table 2).

The pattern of incorporation shown in Figure 4 indi-
cates that 1 had a predominantly polyketide origin'
involving six acetyl/malonyl units added by CoA.

The iabeling of the aromatic methyl, adjacent to another
labeled position, may indicate alkylation of the poly-
ketide intermediate by methionine.

Full delineation of the biosynthetic steps of compound 1
requires further studies involving putative labeled
intermediates. These studies and determination of the
configuration of the sterecgenic center are currently
underway.,

The supplementary data (UV and NMR spectra) are
zvailable online with the paper in ScienceDirect,
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