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RESUMO

O presente trabalho objetiva a investigagdo do potencial quimico de Fusarium udum, um fungo
endofitico isolado de Chrotalaria paulinea, e responsavel por causar danos a plantagdes de
feijao e em espécies de Chrotalaria. O fungo foi cultivado em quatro meios de cultura distintos:
BD (batata-dextrose), BDL (batata-dextrose-levedura), MPD (malte-peptona-dextrose) e
Czapek, sendo o tempo de cultivo determinado pela taxa de glicose do meio. O extrato AcOEt
do micro-organismo cultivado em meio MPD (25 dias) foi selecionado para o tratamento
cromatografico preliminar, levando ao isolamento do tirosol, 4cido fusarico e monaspilosina.
Em um outro experimento, e utilizando os meios de cultivo mencionados, F. udum teve a
producao dos metabdlitos secundarios acompanhada através de diferentes dias de incubacgao (7,
14, 21, 28 dias). O fracionamento cromatografico do extrato AcOEt do micro-organismo
cultivado em meio BDL (28 dias) forneceu a dicetopiperazina ciclo (L-Pro-L-Leu) e o triptofol.
O extrato micelar obtido neste cultivo também foi estudado e forneceu a adenosina. Técnicas
cromatograficas usuais, incluindo particdo liquido-liquido, cromatografia em cartucho C-18 e
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) foram utilizadas para o isolamento dos metabolitos
secundarios, enquanto que a caracterizagdo estrutural foi possivel através do uso de técnicas
espectrométricas utilizando espectrometria de massa (EM) e ressonincia magnética nuclear

(RMN) com experimentos uni ¢ bidimensionais, além de comparacao com dados da literatura.

Palavras-chave: Fusarium udum. Fungo endofitico. Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

The present study aims to investigate the chemical potential of Fusarium udum, an endophytic
fungus isolated from Chrotalaria paulinea, which is responsible for causing damage to bean
planting and species of Chrotalaria. The fungus was cultivated in four distinct culture media:
PD (potato-dextrose), PDY (potato-dextrose-yeast), MPD (malt-peptone-dextrose), and
Czapek. The culture time was determined by the glucose rate of the culture medium. The ethyl
acetate extract from the microorganism cultivated in MPD (25 days) was selected for the pre-
liminary chromatographic treatment, and led to the isolation of tyrosol, fusaric acid, and
monaspilosin. In another experiment that used the culture media mentioned above, F. udum
produced secondary metabolites through different days of incubation (7, 14, 21, 28 days). The
chromatographic fractionation of the ethyl acetate extract from the microorganism cultured in
PDY (28 days) provided cycle (L-Pro-L-Leu) and triptophol. The micellar extract obtained in
this culture was also studied and it supplied the substance adenosine. Usual chromatographic
techniques, including liquid-liquid partition, C-18 cartridge chromatography, and high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC), were used to isolate the secondary metabolites. The
structural characterization was conducted by using the spectrometric techniques mass spec-
trometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) with one and two-dimensional experi-

ments and comparison with literature data.

Keywords: Fusarium udum. Endophytic Fungus. Secondary Metabolites.
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1 INTRODUCAO

O ser humano sempre viu na natureza a fonte primaria para atender as suas neces-
sidades basicas, principalmente no que concerne a obtencdo de substancias com alguma ativi-
dade que possibilitem seu uso no tratamento das mais diversas enfermidades. N&o obstante,
datam de 2600 a.C. o uso de plantas por parte do homem objetivando o tratamento de doengas
desde tosses a infecgdes e inflamacGes. A medicina egipcia traz registros de 2900 a.C., porém
0 registro mais conhecido é o chamado Papiro de Ebers que documenta o uso, na época, de mais
de 700 drogas de origem vegetal. Gregos e romanos também contribuiram de modo substancial
para o desenvolvimento da medicina pautada no uso de plantas medicinais (CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Quando a penicilina foi descoberta de forma acidental por Fleming* em 1928, pas-
sou-se a dar mais atencéo a uma nova fonte de produtos naturais com elevado potencial bioa-
tivo: os fungos. Desta forma, estes micro-organismos passaram a ser estudados, e muito se tem
descoberto a respeito de sua enorme capacidade de sintese de compostos com alta aplicabilidade
tanto na medicina como na agricultura (CHAPLA et al., 2013). Ademais, a investigacdo de
metabdlitos de micro-organismos pode levar a descoberta de novos produtos bioativos como
alternativa ou adi¢cdo aos compostos ja obtidos através dos estudos com plantas.

Segundo Newman e Cragg (2016), até o ano de 2014, das 175 moléculas aprovadas
no tratamento contra o cancer, 49% sao de origem natural ou diretamente derivadas destas,
sendo que ha uma evolucdo consideravel no que concerne aos estudos e producdo de medica-
mentos que apresentam em sua constituicdo compostos biossintetizados por micro-organismos.
Assim, os estudos para obtencdo de produtos naturais oriundos destes seres vivos apresentam
significativa relevancia na descoberta de farmacos bem como no processo de desenvolvimento
destes.

Uma importante fonte de novos metabdlitos bioativos sdo os fungos endofiticos.
Segundo De Bary (1866 apud KHARWAR et al., 2011), sdo classificados como endofiticos 0s
micro-organismos, incluindo fungos, bactérias, cianobactérias, que habitam o interior dos teci-
dos vegetais sem, contudo, causar-lhes quaisquer efeitos imediatos. Os endéfitos constituem
um grande grupo de micro-organismos variado, e se encontram nos mais diversos ambientes,
seja nos oceanos, nas florestas tropicais ou em ambientes desérticos, ocupando desde as raizes

as folhas das plantas.

! Alexander Fleming foi um médico escocés dedicado a pesquisa, sobretudo, com micro-organismos. Laureado
com o Prémio Nobel de Medicina em 1945 gracas a uma de suas mais importantes descobertas: a penicilina.
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A partir da estimativa de que existem mais de trezentas mil espécies de plantas
terrestres, e que cada uma destas espécies pode acomodar centenas de espécies de micro-orga-
nismos endofitos, atraves de uma relacdo mutualistica ou parasita, o estudo de fungos mostra-
se como uma fonte vasta e diversificada de metabdlitos secundarios (KHARWAR et al., 2011;
CHAPLA et al., 2013).

De acordo com Ploetz (1990, apud MELO, 2014), espécies do género Fusarium
possuem importancia do ponto de vista patogénico, ocupando a terceira posicao entre 0s géne-
ros de fungo com maior nimero de espécies que podem causar doengas em plantas, animais
domésticos e humanos, devido a agdo de algumas de suas micotoxinas.

Dentre os casos de responsabilidade deste fungo em doengas em plantas e grandes
perdas na agricultura, pode-se citar o “Mal do Panama”, ocorrido na década de 1960, onde
cultivos de banana foram devastados na América Central pela acdo do fungo Fusarium oxyspo-
rum f. sp. cubense. Esta doenca ainda atinge atualmente plantac6es de banana no mundo todo,
inclusive no Brasil (CORDEIRO, 2016).

A forma de contagio do plantio ocorre através da disseminacdo dos esporos pelas
plantas ja infectadas ou, ainda, pelo uso de material contaminado durante o plantio. A sintoma-
tologia envolve, em um primeiro estagio, o amarelamento das folhas infectadas, ocorrendo pos-
terior murcha e ressecamento (FIGURA 1). Estima-se que esta doenca chega a provocar perdas
de 100% nas culturas de alguns tipos de banana, como a banana magd, por exemplo (COR-
DEIRO, 2016).

Figura 1 — Foto de um espécimen de bananeira apresentando sintomas do Mal do Panamé, com
comprometimento das folhas.

Fonte: Cordeiro (2016).
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F. udum ¢ responsavel pela murcha do “feijao-guandu” (Cajanus cajan)?, relatada
pela primeira vez por Butler e colaboradores em 1906, na india. Porém, existem relatos da
ocorréncia da doenca em outros paises asiaticos, na América do Sul bem como no continente
africano (KARIMI et al., 2012).

A contaminagdo por F. udum se da pela invasdo do parasita que habita o solo e
penetra na planta através das raizes ou de ferimentos no caule, colonizando, assim, o sistema
vascular do hospedeiro. As folhas apresentam-se com perda da turgescéncia® e tonalidade ama-
relada com consequente murchamento, e o caule apresenta-se com faixas roxeadas devido ao
comprometimento do xilema (KARIMI et al., 2012). Os sintomas descritos podem ser verifi-
cados na Figura 2.

Figura 2 — Fotos de espécimens de Cajanus cajan com sintomas de fusariose: A) Perda da
turgescéncia. B) Secagem das folhas. C) Escurecimento interno dos vasos do xilema. D) Faixa
roxa no caule.

Fonte: Sharma et al. (2016).

F. udum também causa a murcha em espécies do género Chrotalaria, porém nao
sdo descritos na literatura os sintomas especificos para esta relacdo de parasitismo, apenas re-
lata-se que a planta, ao ser acometida pela murcha, apresenta porte reduzido (MELO, 2014).

A ocorréncia de relatos na literatura acerca das grandes perdas na agricultura cau-
sadas por espécies do género Fusarium, bem como as doencas relacionadas a ingestdo de me-
tabolitos secundarios toxicos biossintetizados por estes micro-organismos, justifica o estudo do

2 Cajanus cajan é uma leguminosa que cresce bem em climas imidos e quentes, sendo utilizada como adubo verde
por ser fixadora de nitrogénio além de ter seus grdos utilizados na alimentacdo humana. Apresenta-se com flores
amarelas ou amarelo-avermelhadas e folhas trifoliadas sendo oriunda da Africa Tropical.

% Processo que ocorre quando uma célula, tecido ou drgdo, torna-se aumentada (com intumescimento) devido a
elevacao da pressdo interna ao absorver agua.
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potencial quimico de suas espécies. Destarte, 0 presente estudo quimico utilizando-se uma cepa
de F. udum caracteriza-se como inédito na literatura, haja vista que ndo hé relatos de estudo

quimico desta espécie.

1.1  Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Investigar quimicamente o fungo endofitico e fitopatogénico Fusarium udum
(UFCM 0439), através de isolamento e caracterizacdo dos metabolitos secundarios produzidos

em diferentes meios nutricionais.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Otimizacédo das condicdes de cultivo em laboratério do fungo endofitico e fito-
patogénico Fusarium udum em diferentes meios nutricionais;

2. Obtencdo de extratos AcOEt oriundos do cultivo do micro-organismo em labo-
ratorio para analise por métodos cromatograficos;

3. Isolamento dos metabdlitos secundarios por métodos cromatogréficos;

4. Caracterizacdo dos metabdlitos secundarios isolados através do uso de métodos

espectrométricos.
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2 CONSIDERACOES GERAIS

2.1  Consideragdes taxondmicas sobre o género Fusarium

O género Fusarium, de acordo com informacdes fornecidas pela base de dados
Mycobank (2017), é pertencente ao Reino Fungi, Divisdo Ascomycota, tendo como Subdivisdo
Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, pertencente & Sub-classe Hypocreomycetidae, Or-
dem Hypocreales, sendo da Familia Nectriaceae.

Este género apresenta mais de 100 espécies ja descritas com caracteristicas morfo-
I6gicas, de cultivo e fisiologicas bem distintas, sendo dividido em se¢es que comportam espé-
cies com maior grau de semelhanca. Dentro dos aspectos morfoldgicos que sdo considerados
para a caracterizacdo do género, estdo morfologia da col6nia, especificidade em relacédo ao tipo
de hospedeiros, taxa de crescimento, pigmentacao da colénia, bem como perfil de metabolitos
secundérios produzidos. Porém, devido as grandes variagdes fenotipicas, verifica-se que apenas
0 uso de marcadores morfoldgicos ndo tem sido suficiente para a caracterizacdo das espécies
de Fusarium (DAMACENO, 2011). A descricdo original do género revela que as principais
caracteristicas sdo a formacao de conidios septados, fusiformes e alongados (MELO, 2014).
As espécies podem produzir trés tipos de esporos distintos: macroconidios (FIGURA 3, de A a
F), microconidios (FIGURA 3, imagens G, H e M) e clamidésporos (FIGURA 3, imagens de |
a L), sendo que uma mesma espécie pode chegar a produzir os trés diferentes tipos de esporos
mencionados (NELSON et al., 1994).

De acordo com Leslie e Summerell (2007), devido a grande variedade encontrada
nas diversas espécies e, inclusive dentro de uma mesma espécie do género em questdo, tem-se
observado a ocorréncia de uma reclassificagdo levando a incorporagdo de espécies ou subes-

pécies dentro de uma Unica.
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Figura 3 — Imagens de macroconidios de espécies de Fusarium: A- culmorum, B- solani, C-
equiseti, D- graminearum, E- longipes, F- avenaceum. G, H e M sdo microconidios de espécies
de Fusarium G- scirp, H- moniliforme, M- solani. De I-L tem-se clamiddsporos de espécies de
Fusarium I- oxysporum, J- equiseti, L- solani.

Fonte: Nelson, et al. (1994).

Tem-se a presenca das espécies do género Fusarium em praticamente todas as par-
tes do mundo, sendo as maiores ocorréncias registradas em ambientes tropicais e subtropicais.
As espécies podem colonizar sobretudo o solo, e sdo resistentes gragas a formacao de estruturas
morfolégicas denominadas clamiddsporos que garantem a sua sobrevivéncia nestes ambientes

por longos periodos. Também tem sido cada vez mais comum o relato de espécies encontradas
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parasitando sementes, folhas, flores além de frutos e tal colonizag&o é favorecida pelo espalha-
mento de seus conidios pelo ar (LAZAROTTO, 2013).

Muitas espécies de Fusarium produzem toxinas que podem afetar humanos e ani-
mais, sendo elevados os indices de mortalidade entre pacientes imunocomprometidos. Das mais
de 100 espécies descritas para o género até entdo, 12 delas sdo consideradas patdgenas para 0s
humanos, dentre as quais F. solani, F. oxysporum e F. verticilloides (TAPIA; AMARO, 2014).

F. udum apresenta uma coloracdo branca do micélio quando cultivado em meio
BDA (batata-dextrose-agar), podendo apresentar também um tom roseo a alaranjado, como
pode ser visto na Figura 4. Algumas culturas podem apresentar pouco micélio aéreo por estarem
cobertas por conidios. Os macroconidios sdo septados (de 1 a 5 septos) e apresentam abundéan-
cia de esporodoquios com tonalidade salmon a rosa. Ja os microconidios sdo ovais a fusiformes
e podem ndo apresentar septos ou apresentar apenas um, sendo que as monofialides sdo as ce-
lulas conidiogénicas e ha ocorréncia de micélio aéreo com falsas cabecas (FIGURA 5). Os cla-
midosporos de F. udum apresentam paredes lisas e ndo sao pigmentados, sendo estes abundan-
tes e encontrados entre as hifas ou no interior dos macroconidios (LESLIE; SUMMERELL,
2007).

Figura 4 — Foto de uma cepa de F. udum cultivado em meio semissolido BDA.

Fonte: Autora (2017).
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Figura 5 — Imagens de macroconidios (A-D) e microconidios (E-F) de F. udum.
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Fonte: Leslie e Summerell (2007).

2.2 Levantamento bibliografico sobre metabdlitos secundarios isolados do género Fu-

sarium

Os metabdlitos secundarios dos fungos endofiticos apresentam-se como substancias
de diversas classes estruturais, dentre as quais: terpendides, fendis, esterdides, peptideos, alca-
loides, lactonas, metabdlitos alifaticos, entre outros. Dentre as substancias ja isoladas de Fusa-
rium, podem se destacar os policetideos, como a bicaverina (61), depsipeptideos como a beau-
vericina (59), esteroides como o ergosterol (18), diterpenos como o acido giberélico (60) além
de outros compostos (SPECIAN et al., 2014). Ainda segundo Specian et al. (2014), os compos-
tos isolados de enddfitos podem apresentar importantes atividades como imunossupressora
(como o subglutinol A e B), antibidtica (como a brefeldina A), antitumorais (como o taxol),
citotoxicas (citocalasinas), antifungicas (como o tirosol).

Espécies de Fusarium sdo capazes de sintetizar uma grande variedade de metaboli-
tos secundarios, sendo que estes podem apresentar funcéo reguladora no crescimento de plan-
tas, toxicidade para humanos e animais além de atividades bioldgicas. Também é relatado na
literatura que a contaminacdo de alimentos por metabolitos secundarios de Fusarium consiste
em um grave problema, ja que acarreta danos aos animais e as plantas e, consequentemente,
grandes perdas na agricultura (BROWN; PROCTOR, 2013).

A partir destas informagdes e utilizando-se a base de dados Scifinder, foi realizada

uma busca com as palavras chave “Fusarium Secondary Metabolites”, sem restri¢ao de periodo.
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Desta forma, a Tabela 1 mostra as informac6es concernentes aos metabolitos secundarios rela-
tados na literatura, obtidos através do cultivo de diversas espécies de Fusarium em diferentes
tipos de meio de cultivo. Estas substancias encontram-se identificadas por numeros, seguida da
espeécie da qual foi isolada e da referéncia. A Figura 6 (pagina 30) mostra as respectivas estru-
turas quimicas citadas na Tabela 1.

Atraveés do levantamento realizado, foi possivel verificar que o género Fusarium
apresenta varios relatos na literatura do ponto de vista quimico para algumas espécies, porém,
muitas delas ainda ndo foram estudadas, como € o caso de F. udum. Verificou-se também que
é recorrente a obtencdo de micotoxinas, que consistem de metabdlitos secundérios de elevada
toxicidade tanto para animais quanto para humanos (NESIC et al., 2014). As micotoxinas séo
abordadas na secdo 2.3.

Observou-se que o perfil quimico dos metabolitos secundarios biossintetizados pelo
género é bastante diversificado. Por esta razdo e devido a ampla distribuicdo de suas espécies
na natureza, estas constituem uma rica fonte de metabdlitos secundarios bioativos com pers-
pectivas positivas de aplicabilidade em biotecnologia e na industria farmacéutica (HIROOKA,;
YAMAGUCHI, 1994).

Tabela 1 — Metabdlitos secundarios isolados do género Fusarium e espécies estudadas.

METABOLITO SECUNDARIO ESPECIE REFERENCIA

2a, 15-Diacetil-3-hidroxi-11-epiapotricotec-9-
eno (1)
2,13-Diacetoxi-8-hidroxi-11-epiapotricotec-9-
eno (2)
2a-Acetoxi-8,13-di-hidroxi-11-epiapotrico-

DAVID et al.,

tec-9-eno (3) F. sporotrichioides 1990

2,8,13-Triacetil-11-epiapotricotec-9-eno (4)

Diacetilsambucinol (5)

3a0,11-Epoxiapotricotec-9-eno (6)

2,13-Di-hidroxi-3,11-epoxiapotricotec-9-eno
()
Fusapirona (8) ALTOMARE et

i i F. semitectum
Desoxifusapirona (9) al., 2000

Continua...
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2,3-Di-hidro-5-hidroxi-8-metoxi-2,4-dimetil-
nafto-[1,2-b]-furan-6,9-diona (10)

5,10-Di-hidroxi-7-metoxi-3-metil-1H-nafto-
[2,3-c]-piran-1,6,9-triona (11)

1,5,10-Tri-hidroxi-7-metoxi-3-metil-1H-[2,3-
c]-piran-6,9-diona (12)

5,10-Di-hidroxi-1,7-dimetoxi-3-metil-1H-
nafto-[2,3-c]-piran-6,9-diona (13)

F. solani

TATUM et al.,
1989

Sambucoina (14)

Fusarium ssp

Sambucinol (15)

3,13-Di-hidroxi-l1-epiapotricotec-9-eno (16)

3,13-Di-hidroxi-l1-epiapotricotec-9-eno (17)

F. crookwellense, F.
culmorum, F. grami-
nearum, F. sporotri-

chioides

GREENHALGH et
al., 1989

Ergosterol (18)

Cerevisterol (19)

Peroxido de ergosterol (20)

Alantoina (21)

Fumitremorgina B (22)

Verruculogena (23)

Fumitremorgina C (24)

Ciclotriprostatina B (25)

Gliotoxina (26)

Bis-N-norgliovietina (27)

Bisdetiobis(metiltio)gliotoxina (28)

Ciclo-(Phe-Ser) (29)

Fusarium sp

LIU etal., 2015

T-2 (30)

HT-2 (31)

Esporotriquiol (32)

NT-1 (33)

Neosolaniol (34)

8-Acetil-T2-tetraol (35)

F. sporotrichioides

CORLEY etal.,
1986

Continua...
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4-Deacetilneosolaniol (36)

T2-Tetraol (37)

DAS (38)

Esporol (39)

8B-Hidroxisambucoina (40)

. . . o CORLEY etal.,
8a-Hidroxisambucoina (41) F. sporotrichioides 1987
Sambucoina (42)
8B-Hidroxitricoteceno (43)

FS-1 (44) TRACY etal.,

- F. sporotrichioides

4-Propanoil HT-2 (45) 1986

T-2 (46)

Fusarielina (47)

Clamidosporol (48)

2-Amino-14,16-dimetiloctadecan-3-ol (49)

Zearalenona (50)

Enniatina B (51)

Moniliformina (52)

Antibiédtico Y (53) :
_ F. avenaceum, F. fu- SORENSEN;

Desoxinivalenol (54) jikuroi, F. gramine- | SONDERGAARD.

Aurofusarina (55) arum, F. pseudogra- 2014

minearum

Fusarina C (56)

Acido Fusarico (57)

Fumonisina B1 (58)

Beauvericina (59)

Acido Giberélico (60)

Bicaverina (61)

Culmorina (62)

F. culmorum, F. gra-

LANGSETH et al.,

Culmorona (63) minearum 2001
3-Acetildesoxinivalenol (64)

_ GREENHALGH et
Desoxinivalenol (65) F. culmorum

Calonectrina (66)

al., 1986

Continua...
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3-Deacetilcalonectrina (67)

Isotricodermina (68)

3,15-Diacetoxi- 12,13-epoxitricec-9-en-8-ona
(69)

3,15-Di-hidroxi-12,13-epoxitricotec-9-eno
(70)

15-Deacetil-8-cetocalonectrina (71)

8-Hidroxicalonectrina (72)

7,8-Di-hidroxicalonectrina (73)

Sambucinol (74)

Anguidina ou Diacetoxiscirpenol (DAS) (75)

Monoacetoxiscirpenol (76)

Sambucinol (77)

Sambucoina (78)

NIEDERER et al.,

Acido Sambucinico (79)

F. sambucinum
1992

Apotricote-9-ene-3a,13-diol (80)

Crisogina (81)

2-Piruvilaminobenzamida (82)

2-Quinazolin-4(3H)-ona (83)

Fusarielina G (84)

Fusarielina H (85)

F. graminearum LAURIDS et al.,

Fusarielina F (86)

2013

Fusarielina A (87)

F. tricinctum

Fonte: Autora (2016).

Figura 6 - Estruturas quimicas das substancias
Tabela 1.

R, R

isoladas do género Fusarium de acordo com a

1 R1=0OH; R2=0Ac; R3=0Ac; Rs=H
2 R1=0OAc; R.=0OAc; R3=H; R4=0OH
3 R1=0OH; R2=0Ac; Rs=0Ac; Rs=H
4 R1=0Ac; R2=0Ac; R3=H; R4=0Ac
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Figura 6 — Continuagao
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Figura 6 — Continuago
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Figura 6 — Continuacgao

30 R1=0Ac; R2=0Ac; R3=OOCCH2CH(CHs3)2
31 R1=0OH; R2=0Ac; Rs= OOCCH2CH(CH?3)2
32 R1=H; R2=0H; R3= OOCCH,CH(CHj3)>

33 R1=0OAc; R2=0H; R3=0Ac

34 R1=0OAc; R.=0OAc; R3=OH

35 R1=0OH; R2=0OH: R3=0Ac

36 R1=OH; R>=0Ac; R3=0OH

37 R1=0OH; R>=0H; R3=0OH

38 R1=0Ac; R.=0Ac; R3=0OH
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Figura 6 — Continuacgao
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64 R1=0; R2,=0H; R3=0H; R4=0Ac

65 R1=0; R»=0H; R3=0OH; R4=0H

66 R1=H>; R2=H; R3=0Ac; R4=0Ac

67 R1= H2; Ro=H; R3=0OAc; R4=0OH

68 R1= H2; R.=H; R3=H; R4=0Ac

69 R1= O; R2=H; Rs=0OAc; R4=0Ac

70 R1= H2; Ro=H; R3=0OH; R4=0OH

71 R1= O; R2=H; R3=0OH; R4=0Ac

72 R1= OH, H; R>=H; R3=0Ac; Rs=0Ac

73 R1= OH, H; R2,=0H; R3=0Ac; R4=0OAc

74

75 R=0Ac
76 R=H
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2.3 Micotoxinas mais representativas de espécies de Fusarium

Micotoxina [“mykes” (do grego, fungo) e “toxicum” (do latim, toxina)] € sindbnimo
de toxina flngica, e este termo € utilizado para se referir aos varios metabdlitos de elevada
toxicidade produzidos por fungos ou leveduras diante de condi¢6es determinadas pelo ambiente
em que estes micro-organismos estdo inseridos. A ingestdo de micotoxinas por humanos ou
animais causa a micotoxicose, ou seja, a intoxicacdo adquirida através do consumo de metabo-
litos toxicos (JOBIM et al., 2001).

As micotoxinas sdo sintetizadas apenas diante de determinadas condigdes e estdo
relacionadas a capacidade de biossintese do micro-organismo quando submetido a condi¢tes
que favorecam a producdo dos metabdlitos secundarios toxicos (OTTONI, 2008). Para Melo
(2014), fatores quimicos (uso de fungicidas), fisicos (temperatura, armazenamento e umidade)
e biologicos (susceptibilidade do hospedeiro e viruléncia do patégeno) afetam diretamente a
sintese de micotoxinas por parte dos fungos.

Para animais e humanos, a principal fonte de micotoxinas sdo 0s cereais que cons-
tituem sua base alimentar (SANTIN et al., 2000), desta forma, a presenca das micotoxinas esta
geralmente associada a grdos como milho, sorgo, feijdo, arroz, trigo, soja, cacau, café, cevada
entre outros, alem de frutas, ovos, leite e derivados, pimentas e chds (OTTONI, 2008).

O género Fusarium ocupa a terceira posicao dentre 0s géneros com maior nimero
de espécies capazes de causar enfermidades em plantas (onde sdo observadas perdas globais na
agricultura), animais e em seres humanos. Espécies do género possuem a incrivel capacidade
de produzir os mais variados tipos de micotoxinas, tais como fumonisinas, zearalenonas, acido
fusarico, moniliformina, além de tricotecenos, sendo 0s mais observados vomitoxina (também
conhecida como desoxinivalenol - DON) e 0 T-2 (OTTONI, 2008).

Segundo Jobim et al. (2001), das cerca de 400 micotoxinas ja conhecidas, algumas
sdo mais preocupantes devido ao seu maior potencial toxico e, em virtude disso, uma atencao
especial é conferida as fumonisinas, aflatoxinas, zearalenona, desoxinivalenol, assim como aos
tricotecenos.

O género Fusarium apresenta-se como grande produtor de micotoxinas, havendo
relatos de que suas espécies sdo capazes de sintetizar mais de 70 destes compostos, além do
fato de que uma Unica cepa dos micro-organismos pertencentes a este género é capaz de produ-
zir 17 micotoxinas de forma concomitante (PINTO, 2005). Dentre as espécies de Fusarium

produtoras de micotoxinas, destacam-se F. verticillioides, F. graminearum, F. culmorum, F.
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equiseti, F. roseum, F. subglutinans e F. proliferatum (LESLIE; SUMMERELL, 2007; MELO,
2011).

A Tabela 2 ilustra algumas micotoxinas isoladas de espécies de Fusarium relatadas
na literatura e a Figura 7 (pagina 48) ilustra as estruturas das mesmas.

Tabela 2 - Exemplos de micotoxinas produzidas por algumas espécies de Fusarium.

ESPECIE MICOTOXINA

Aurofusarina (1), butenolideo (2), clamidosporol (3), culmorina
F. culmorum (4), ciclonerodiol (5), ciclonerotriol (6), fusarinas (7), monilifor-
mina (8), tricotecenos (9), zearalenona (10)
Aurofusarina (1), butenolideo (2), clamidosporol (3), culmorina
F. graminearum (4), ciclonerodiol (5), fusarinas (7), tricotecenos (9), zearalenona
(10)

Aurofusarina (1), beauvericina (11), butenolideo (2), culmorina
(4), enniatinas (12), moniliformina (8), tricotecenos (9)

Aurofusarina (1), butenolideo (2), culmorina (4), ciclonerodiol

F. sporotrichioides

F. crookwellense (5), acido fusarico (13), fusarinas (7), tricotecenos (9), zearale-
nona (10)

Acuminatum (14), aurofusarina (1), beauvericina (11), clamidos-

F. acuminatum porol (3), enniatinas (12), fusarinas (7), moniliformina (8), trico-

tecenos (9)

Beauvericina (11), equisetina (15), fusariocromanona (16), moni-
liformina (8), tricotecenos (9), zearalenona (10)
Beauvericina (11), enniatinas (12), fumonisinas (17), acido fusa-
rico (13), fusaproliferina (18), moniliformina (8)

Fumonisinas (17), &cido fusarico (13), fusarinas (7), naftoquino-

F. equiseti

F. proliferatum

F. verticillioides

nas (19)
F. armeniacum Beauvericina (11), fusarinas (7), tricotecenos (9)
F. pseudograminearum Tricotecenos (9), Zearalenona (10)

Fonte: Nesic et al. (2014).
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Figura 7 — Estruturas das micotoxinas isoladas do género Fusarium e listadas na Tabela 2.
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2.3.1 Tricotecenos

Tricotecenos (FIGURA 8) sdo micotoxinas produzidas sob condicOes de elevada
umidade e em temperaturas que variam de 6 a 24° C, tendo ocorréncia relatada em paises da
Africa, Europa, Américas do Norte e do Sul, Asia e observados em culturas de milho, trigo,
arroz, cevada, leguminosas entre outras (ZAIN, 2011). A toxicidade destes compostos esta re-
lacionada a inibicdo da sintese de DNA e RNA nas células (NESIC et al., 2014), podendo causar
necrose nos tecidos e mucosas que sao a eles expostos. Os tricotecenos sdo sintetizados por
varios géneros de fungos, no entanto, mais abundantemente pelo género Fusarium (ZAIN,
2011).

Estes compostos sdo classificados estruturalmente na classe dos sesquiterpendides,
e contam com mais de 150 compostos diferentes e amplamente conhecidos pela sua elevada
toxicidade (HIROOKA; YAMAGUCHI, 1994). A estrutura basica € formada por um nucleo
tetraciclico chamado tricotecano, e possuem uma insaturacdo entre os carbonos 9 e 10 e um
grupo epoxido nas posicOes 12 e 13, fato que confere a estas substancias elevada toxicidade e
reatividade (ZAIN, 2011). Os tricotecenos podem ser classificados como tipo A, apresentando
um atomo de oxigénio na posic¢do 8, e tipo B, que contém um grupo carbonila nesta posicéo.
Tricotecenos do tipo A incluem a toxina HT-2 (FIGURA 6, estrutura 46), a T-2 (FIGURA 6,
estrutura 31), diacetoxiscirpenol (DAS) (FIGURA 6, estrutura 75) e neosolaniol (FIGURA 6,
estrutura 34). Ja entre os tricotecenos do tipo B destaca-se a DON (FIGURA 6, estrutura 65).
(NESIC et al., 2014).

Figura 8 - Esqueleto base dos tricotecenos.
H H

= 1 R1
= O N

"3

16 10

Fonte: Zain (2011).
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Desoxinivalenol (DON) (FIGURA 9) foi isolada em 1972 no Japéo sendo produ-
zida por Fusarium roseum. Os animais mais sensiveis a este tricoteceno sdo 0s suinos que,
quando contaminados, apresentam problemas respiratorios, necrose da epiderme, recusa ali-
mentar, vomitos*, entre outros sintomas. Os principais micro-organismos associados & biossin-
tese de DON séo Fusarium roseum, F. tricinctum, F. equiseti, F. toxicum, F. moniliforme,
Cephalosporium ssp, Myrothecium ssp, Trichoderma ssp, Sachybotrys ssp, Microdochium ni-
vale (DINI1Z, 2010).

Figura 9 — Estrutura da micotoxina desoxinivalenol (DON).

ol | T
T

IO

OH

O ——O) i

Fonte: Zain (2011).

A micotoxina T-2 (FIGURA 10) ¢ produzida principalmente por F. langsethiae. E
toxica tanto para animais como humanos e, alguns dos sintomas de intoxicacdo em humanos

incluem hemorragias, inibicdo da sintese proteica além de pancitopenia® (NESIC et al., 2014).

Figura 10 — Estrutura da micotoxina T-2.

Fonte: Zain (2011).

“ Devido a estes sintomas, a DON também é conhecida como vomitoxina.
% Redugdo no namero de globulos brancos, vermelhos e de plaquetas no sangue.
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Diacetoxiscirpenol (DAS), também conhecida como anguidina, € um dos
tricotecenos mais toxicos sendo produzido por varias espécies de Fusarium, incluindo F.
sambucinum, F. equiseti, F. graminearum, F. culmorum, F. acuminatum, entre outros. Sua
estrutura muito se assemelha com a da toxina T-2 (FIGURA 10), diferindo apenas na presenca,
em DAS, de &tomos de hidrogénio no carbono 8 (FIGURA 11). Os sintomas causados pela
ingestdo e consequente intoxicagdo por este metabdlito toxico incluem vémitos,
mielossupressdo®, hipotenséo e diarréia (ZAIN, 2011).

Figura 11 — Estrutura da micotoxina DAS.

OH

N
~~\

Fonte: ZAIN, 2011.

2.3.2 Fumonisinas

As fumonisinas (FIGURA 12, pagina 55) sdo micotoxinas cancerigenas biossinte-
tizadas por aproximadamente quinze espécies do género Fusarium. Dentre as espécies produ-
toras, encontram-se as do complexo Gibberella fujikuroi’, onde esta inserido F. udum, porém,
as maiores produtoras sdo as espécies F. verticillioides e F. proliferatum. Apenas o fungo Al-
ternaria alternata, ndao pertencente ao género Fusarium, foi relatado como passivel de produzir
fumonisinas (RHEEDER et al., 2002).

O consumo de fumonisinas através da ingestdo de graos contaminados esta associ-
ado a varias doencas tanto em humanos quanto em animais, tais como cancer no eséfago
(TAMURA et al., 2015), no figado e méa formacdo do sistema nervoso nos primeiros e leuco-

encefalomalacia® em equinos e edema pulmonar em suinos (OTTONI, 2008).

® Extingdo na produgdo de células sanguineas por parte da medula.

7 Gibbberella fujikuroi trata-se de um grupo monofilético, ou seja, um grupo onde todos os elementos descendem
de um ancestral comum, sendo que este complexo corresponde a antiga se¢do Liseola. Espécies originalmente
classificadas em outras se¢des de Fusarium também estéo inseridas neste complexo que, atualmente, é
denominado Fusarium fujikuroi species complex.

8 Degeneragdo do sistema nervoso central causado por alteragdes no metabolismo produzindo amolecimento e
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Ha relatos da identificacdo de seis tipos de fumonisinas, sendo estas classificadas
como Al e A2, apresentando o grupo funcional amida, além das do tipo B1, B2, B3 e B4, que
apresentam o grupo funcional amina (NESIC et al., 2014).

As fumonisinas do tipo A sdo pouco relatadas quanto ao seu isolamento, e sua ocor-
réncia se d& em baixas concentragdes. Acredita-se, inclusive, que elas sejam artefatos criados
durante o processo de isolamento inicial das fumonisinas, de modo que ndo ha informacdes de
sua ocorréncia natural (NELSON, 1993; LINO et al., 2001). Segundo Lino et al. (2006), as do
tipo B1 e B2 tiveram seu relato de isolamento e elucidagéo estrutural efetuado pela primeira

vez em 1988, sendo sintetizadas, na ocasido, pela espécie verticillioides®.

Figura 12 - Estrutura quimica das fumonisinas FB1, FB2, FB3, FB4, FAl e FA2.

FB1: Ri=H; R,=0OH; R3=0OH
FB2: Ri=H; R,=0OH; Rs=H
FB3: Ri=H; R>=H:; R3=0OH
FB4: Ri=H; Ro=H; R3=H 20
FA1l: R1=CH3CO: R2=0OH; R3=0OH

FA2: R1=CH3CO; R2=0OH; Rs=H

Fonte: TAMURA et al., 2015.

De acordo com Nesic et al. (2014), a fumonisina FB1 consiste no &cido 1,2,3-
propanotricarboxilico,1,1'-[1-(12-amino-4,9,11-tri-hidroxi-2-metiltridecil) -2- (1-metilpentil) -
1,2-etanodiil] éster, sendo a mais importante desta classe, devido a sua toxicidade e ocorréncia

natural (de 70 a 80% das fumonisinas encontradas sao do tipo B1).

liquefagdo (malacia) da massa branca do encéfalo devido a agdo de micotoxinas.
9 Fusarium verticillioides deve ser entendido como sindnimo de Fusarium moniliforme.
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2.3.3 Zearalenona

Micotoxina isolada pela primeira vez em 1962 através do cultivo de F. gramine-
arum, sendo que sua ocorréncia natural passou a ser estudada a partir de 1968. Atualmente,
sabe-se que este metabolito toxico pode ser sintetizado por vérias espécies do género, porém,
as espécies F. graminearum e F. culmorum s&o relatadas como maiores produtoras (BOEIRA,
2012).

Esta classe de micotoxina caracteriza-se estruturalmente por ser uma macrolactona
com um anel constituido por 13 atomos de carbono. Sua biossintese esta condicionada a pre-
senca do fungo em culturas de milho, cevada, trigo, arroz e sorgo em temperaturas entre 12-
14°C e umidades relativamente elevadas. Ja em laboratério, pode ser sintetizada pelo cultivo
de espécies de Fusarium por 3 semanas em temperaturas entre 20-25°C e umidade acima de
20% (BOEIRA, 2012).

Alguns autores consideram inadequada a classificagdo da ZEA como micotoxina,
pois sua toxicidade é muito baixa, apesar de ser biologicamente potente, causando problemas
relacionados ao sistema reprodutor em suinos, ovinos e bovinos. Sendo assim, seria melhor
classificada como estrégeno néo esteroidal (FREIRE et al., 2007).

A ZEA, ap0s ingerida por humanos e alguns animais, é absorvida pelo trato intes-
tinal e, nas células deste, sofre degradacdo em a- e - zearalenol (a- ¢ p-ZOL) e a- e B- zeara-
lanol (a- e B-ZAL), sendo estes conjugados com acido glicurénico, tendo o figado a responsa-
bilidade de reduzir ZEA em a-ZOL ¢ B-ZOL (BOEIRA, 2012). A Figura 13 ilustra as estruturas

quimicas destes compostos.

Figura 13 — Estruturas quimicas de: a) zearalenona; b) a-zearalenol; ¢) B-zearalenol; d) a-zearala-
nol; e) B-zearalanol.
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OH 0 CHs
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Fonte: Zinedine et al. (2007).

2.3.4 Acido Fusarico

Também descrito como acido 5-butilpicolinico (FIGURA 14), esta micotoxina foi

isolada pela primeira vez por Yabutaem 1934 através do cultivo de F. heterosporum Ness'® em

laboratério, tendo sido isolado de vérias espécies de Fusarium, dentre elas: F. moniliforme, F.

crookwellense, F subglutinans, F. sambucinum, F. nygama e F. semitectum (DINIZ, 2010;

TUNG et al., 2016).

Devido a producao desta micotoxina ser efetuada pela grande maioria de espécies

do género Fusarium, esta pode ser usada como indicador de contaminagdo por alguma espécie

deste género em plantas e alimentos. Ha ainda relatos de que a toxicidade de outras micotoxinas

10 Este fungo foi posteriormente identificado como F. moniliforme.
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podem ser potencializadas pela sua presencga, devido as interagdes sinérgicas (BACON et al.,
1996).

O é&cido fusarico é considerado toxico tanto para plantas como para animais, ja que
seu baixo peso molecular favorece seu transporte até as células, e acredita-se que a toxicidade
esteja relacionada a inibicdo da sintese de DNA. Este mecanismo é de significativa importancia
em doengas de plantas, estando associada aos males no tomate, pepino e banana (TUNG et al.,
2016).

Entretanto, também sdo relatadas varias atividades farmacoldgicas para este meta-
bolito, através de um mecanismo de inibi¢do da dopamina B-hidroxilase que, por sua vez, pos-
sui acdo catalisadora na sintese da noradrenalina a partir da conversdo da dopamina (BROWN;
PROCTOR, 2013). Existem também relatos para a verificacdo da sua aplicabilidade no trata-
mento de doencas relacionadas a hipertensdo, devido a sua capacidade de dilatacdo das artérias,
além de estudos em fase inicial que investigam sua eficacia no tratamento contra o cancer de

esofago (TUNG et al., 2016; DEVNARAIN et al., 2017).

Figura 14 — Estrutura quimica do acido fusérico.
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Fonte: Diniz (2010).

2.35 Moniliformina

Moliniformina ou 1-hidroxiciclobut-1-eno-3,4-diona (FIGURA 15, pagina 59) ja
foi relatada em mais de 30 espécies do género Fusarium (sobretudo F. proliferatum), e geral-
mente esta associada a producdo das fumonisinas, mesmo sem semelhancas estruturais entre as
mesmas. E um metabélito caracterizado como um sal de potassio ou de sédio e altamente toxico
para aves, onde promove lesdes cardiacas e inibi¢do de algumas enzimas apos prolongada ex-
posicdo (NESIC et al., 2014).



Figura 15 — Estrutura quimica da moniliformina.
) O |

N—

Fonte: Zain (2011).
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Material de estudo

O isolado UFCM-0439 de Fusarium udum foi obtido a partir da espécie Crotalaria
paulinea, em Recife-PE, em 2010, e cedido a partir da Colecdo de Culturas de Fungos de Plan-
tas Tropicais - UFCM, do Laboratério de Micologia, do Departamento de Fitotecnia, Setor de
Fitossanidade, da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE, sob a coordenacao do profes-
sor Cristiano Souza Lima. A cepa isolada encontrava-se preservada segundo o método Castel-
lani (CASTELLANI, 1963), e foi inoculada em meio semissélido BDA inclinado em tubo de

ensaio devidamente protegido com tampao de algoddo (FIGURA 16a).

Figura 16 — Foto do isolado UFCMO0439 inoculado em meio BDA (a) tubo de ensaio e (b)
placa de petri.

Fonte: Autora (2017).

3.2  Cultivo, preservacao e repicagem

A cepa foi preservada segundo o método Castellani (CASTELLANI, 1963), em
agua estéril e a temperatura ambiente. O micro-organismo foi inicialmente cultivado por um
periodo de 5 dias em meio semissolido BDA vertido em placa de petri (FIGURA 16b). Apds
este periodo, discos de aproximadamente 5 mm de diametro contendo UFCMO0439 foram reti-
rados com o auxilio de canudos de plastico previamente esterilizados. Os discos foram coloca-
dos no interior de tubos criogénicos de 5 mL, contendo 4 mL de agua destilada estéril e lacrados

com tampa e fita parafilme, para impedir a entrada de agentes contaminantes e a evaporagédo da
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agua. Os tubos contendo as cepas foram armazenados sob temperatura ambiente no Laboratdrio
de Micologia da UFC.

A repicagem do fungo foi efetuada quinzenalmente através de sua transferéncia
para tubos de ensaio e placas de petri contendo meio BDA, para assegurar 0 uso de culturas
livres de agentes contaminantes (&caros, bactérias ou outros géneros e espécies de fungos) assim
como a renovagao da cultura fungica. Os processos de repicagem, assim como todos os demais
procedimentos que envolveram a manipulacdo de UFCMO0439, foram efetuados em camara de
fluxo laminar Labconco® MOD # 8089000, e o material necessario aos processos foram sub-
metidos a esterilizacdo em autoclave vertical da marca Phoenix® A V 75, 4 121°C e 1 atm de

pressdo durante 15 minutos.

3.3  Métodos Cromatogréaficos
3.3.1 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

Para a analise dos extratos por CCDA foram utilizadas placas de aluminio cobertas
com silica gel 60 F2s4 — Merk (espessura 0,2 mm). As placas foram submetidas a luz ultravioleta
(lampada da marca spectroline® modelo CM-10) e a andlise foi feita em dois comprimentos de
onda, 254 e 365 nm. Apds a anélise em lampada UV, as placas foram imersas em solu¢édo de
vanilina 5,0 g /HCIO4 0,75 M/CH3CH20H (1:1), e submetidas ao aquecimento em chapa elé-
trica CIENTEC até que fossem completamente reveladas. Para as referidas analises foram uti-
lizados solventes grau P.A. das marcas Synth® e Vetec®. Os solventes utilizados como eluen-
tes foram diclorometano, acetato de etila, metanol e hexano, combinados como misturas, em

proporcdes adequadas as analises, ou utilizados individualmente.

3.3.2 Cromatografia por adsorcéo em fase reversa

O fracionamento dos extratos obtidos foi efetuado utilizando-se cromatografia de
fase reversa, sendo realizado em cartuchos do tipo octadecilsilano (de silica C18 - ODS) da
marca Strata Phenomenex® de 7 cm de altura e 3 cm de didmetro.

3.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada utilizando um equi-
pamento SHIMADZU LC-20AT, constituido por um sistema de bombeamento ternario de alta
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pressdo além de detector UV-Visivel com arranjo de diodo SHIMADZU SPD-M20A e um
forno termostatico contendo a coluna metélica com recheio de silica.

Para as analises feitas pelo sistema de CLAE, foram utilizadas colunas de fase re-
versa de silica C-18 (Phenomenex) semipreparativa (de dimensdes 250 x 10 mm e 5u) e anali-
tica (250 x 4,6mm e 5p).

As andlises foram feitas com as amostras dissolvidas com os solventes usados na
fase movel. Apds a completa solubilizacdo, as amostras eram filtradas num sistema manual de
membrana de teflon com poros de 0,22 um (Phenomenex). Os solventes das marcas Tedia e
Panreac grau HPLC utilizados na fase mdvel foram previamente filtrados, enquanto que a agua,
quando utilizada na composi¢do da fase movel durante as anélises, foi obtida de um equipa-

mento de purificacdo e ultrapurificacdo Milli-Q.

3.4  Meétodos espectrométricos

Os compostos obtidos e isolados com o auxilio de métodos cromatograficos foram
submetidos a técnicas espectrométricas para a elucidacdo de suas estruturas. Deste modo, as
técnicas, assim como a descricdo dos equipamentos utilizados, encontram-se nas subsecdes

abaixo.

3.4.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e *C unidimensionais e bidimensionais foram obtidos
em equipamento Brucker® DPX 300 e 500 MHz, no Centro Nordestino de Aplicagéo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceard (UFC),
sendo utilizados como solventes CD3OD (metanol) e DMSO-de (dimetilsulféxido) deuterados

da Cambridge Isotope Laboratories.

3.4.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

Para obtencéao dos espectros de absor¢édo na regido do infravermelho (I1V), foi utili-
zado espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 100, localizado no Laboratério de
Espectrometria de Massas do Nordeste (LEMANOR) da Universidade Federal do Ceara (UFC).
As amostras resinosas foram solubilizadas em quantidades minimas de solvente volatil (acetona

ou diclorometano) e, na sequéncia, aplicadas no acessorio UATR para serem analisadas. Ja as
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amostras solidas, foram analisadas a partir da preparacdo de pastilhas de KBr (brometo de po-
tassio).

3.4.3 Espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa (CG-EM)

Os espectros de massa de baixa resolugdo foram obtidos em espectrémetro de mas-
sas acoplado a cromatografia gasosa, de modelo QP 2010 da Shimadzu, pertence a Central
Analitica do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da UFC (DQOI/UFC), utilizando
coluna DB-1 (30 m x 0,25 mm id x 0,25 um filme) com modo de ioniza¢do por impacto de

elétrons a 70 eV.

3.5  Producdo dos metabolitos secundarios de UFCMO0439
3.5.1 Estudo do crescimento do fungo segundo a taxa de glicose do meio

O estudo do crescimento de F. udum foi realizado em quatro meios de cultura dis-
tintos: BD (batata-dextrose), BDL (batata-dextrose-levedura), MPD (malte-peptona-dextrose)
e Czapek. Para a inoculagdo do micro-organismo foram preparados quatro litros de cada um
dos quatro meios de cultura distintos. A Tabela 3 traz informacgdes concernentes aos meios
utilizados e as proporcdes de cada componente destes. Os meios de cultura foram distribuidos
em 16 erlenmeyers de 2 L, onde cada um continha 1L de meio, que foram devidamente lacrados
com tampdes de algodao hidrofobo, e submetidos ao processo de autoclavagem a 121°C por 15

minutos.

Tabela 3 - Meios de cultura utilizados e suas respectivas composicoes.

MEIO DE CULTURA COMPOSICAO
BD Batata-dextrose 24g/L
BDL Batata-dextrose 24g/L; Extrato de Levedura 2,5g/L
MPD Extrato de malte 20g/L; Peptona 2g/L; Dextrose 20g/L

Glicose 30g/L; NaNOs3 2g/L; KoHPO42g/L; MgS04.7H,0

Czapek
0,5¢/L; KCI 0,5¢/L; FeSO4.7H.0 0,01g/L.

Fonte: Autora (2015).

O micro-organismo permaneceu inoculado em 10 tubos de ensaio contendo meio

semissolido BDA (batata-dextrose-agar), por um periodo de 7 dias. A partir destas culturas,
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foram produzidos 40 mL de suspensdo de esporos cuja absorbancia medida foi 0,13. Uma ali-
quota de 10 mL de suspensédo de esporos foi inoculada para cada 1L de meio de cultura. Para
cada um dos quatro meios de cultura distintos, 1L foi usado como “controle”, contendo apenas
0 meio ndo inoculado com o micro-organismo. O experimento foi conduzido no modo estatico
a temperatura de 28-33°C, fotoperiodo de 12 horas no claro e 12 horas no escuro, na sala de
incubacdo de micro-organismos do Laboratdrio de Micologia da UFC.

A taxa de glicose foi acompanhada de dois em dois dias utilizando-se, para tal fi-
nalidade, fitas de medir glicose na urina da marca Confirme®. A partir do momento que era
verificado que a taxa havia chegado a zero, os meios permaneciam inoculados por mais 48
horas. Na sequéncia, o micélio foi separado do seu respectivo meio de cultivo através de filtra-
¢do a vacuo. A fase aquosa foi submetida a particao liquido-liquido, inclusive o controle, utili-
zando-se como solvente acetato de etila (3 vezes 350 mL) para cada litro de meio de cultura.
Apos este procedimento, foi adicionado sulfato de sédio anidro (Na2SO.) e o solvente, ap6s
filtrado para a separagéo do sal, foi destilado sob presséo reduzida. Os extratos assim obtidos

foram submetidos a anéalise por CCDA.

3.5.2 Estudo de otimizacéo do crescimento de UFCMO0439 em diferentes intervalos de

tempo de cultivo

Foi realizado um estudo prévio, em pequena escala, objetivando encontrar o meio
de cultura mais adequado, assim como o periodo de tempo mais favoravel para a biossintese de
maior diversidade de metabolitos secundarios.

Para este estudo foram selecionados os quatro meios de cultura liquidos batata-dex-
trose (BD), batata-dextrose-extrato de levedura (BDL), malte-peptona-dextrose (MPD) e Cza-
pek. Os meios foram solubilizados em &gua destilada e preparados conforme as proporcdes dos
nutrientes descritas na Tabela 3 (pagina 63).

Os componentes de cada meio de cultura foram dissolvidos em 1,2 L de agua des-
tilada para a preparacdo de um volume de 1,2 L de cada meio, o qual foi distribuido em por¢des
iguais de 100 mL em 12 erlenmeyers de 250 mL. Os erlenmeyers foram lacrados com tampdes
de algodao hidréfobo e submetidos ao processo de autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Apds
este tempo, os erlenmeyers foram retirados da autoclave para o resfriamento, seguido pela ino-
culacéo de F. udum.

O processo de inoculacdo foi realizado no Laboratorio de Micologia da UFC em

camara de fluxo laminar Labconco®, cuja assepsia foi realizada previamente com alcool 70%.
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Ao fungo que se encontrava crescido por 7 dias em tubos de ensaio contendo meio semissélido
inclinado BDA (batata-dextrose-agar), foi adicionado agua destilada estéril para o desprendi-
mento dos esporos. Foram preparados 45 mL de suspenséo de esporos, que foi filtrada em filtros
estéreis com membrana de nylon (100 um, Falcon), e a absorbancia da solugao foi medida em
espectrofotémetro (Analitica WPA Biowave) obtendo-se um valor de 0,13. A partir deste pro-
cedimento, uma aliquota de 1 mL da solucéo de esporos foi adicionada a cada erlenmeyer con-
tendo o respectivo meio de cultura. Para cada meio, foram preparados 12 erlenmeyers, dos quais
4 ndo foram inoculados, para servir como controle (branco) do experimento.

O estudo foi realizado por um periodo de 28 dias, sendo o0 experimento mantido na
sala de incubacdo de micro-organismos, localizada no Laboratorio de Micologia da UFC.

A cada intervalo de 7 dias, foram retirados 3 erlenmeyers de cada meio de cultivo,
dois erlenmeyers contendo o fungo inoculado e um contendo apenas o0 meio de cultura (branco).

Para a obtencdo da fase organica, os micélios foram separados dos meios de cultivo
através de filtracdo a vacuo. O meio liquido foi submetido a particao liquido-liquido com ace-
tato de etila (AcOEt) (3x 35,0 mL). Acrescentou-se Na,SO4 para remogéo de agua, filtrou-se e
o solvente da fase organica foi evaporado em rotavapor sob pressao reduzida. O experimento
foi conduzido em duplicata para prevencao de perdas oriundas de possiveis contaminacdes.
Desta forma, as réplicas que se apresentavam idénticas, através da analise em CCDA e CLAE,

foram reunidas.

3.5.3 Cultivo de UFCMO0439 em grande escala — Meio BDL (28 dias)

O fungo foi cultivado em grande escala seguindo o mesmo procedimento e condi-
c¢Oes de cultivo do experimento em pequena escala. Desta forma, foram preparados 16 litros de
meio de cultura BDL distribuidos em 80 erlenmeyers de 500 mL, onde cada erlenmeyer conti-
nha 200 mL de meio. Os erlenmeyers foram devidamente lacrados com tampdes de algodao
hidréfobo e submetidos a autoclavagem a temperatura de 121°C por 15 minutos. Apos resfria-
mento a temperatura ambiente, foram realizadas as inoculacdes de UFCMO0439 nos diversos
erlenmeyers.

Para a inoculacdo, foram preparados 170 mL de suspensdo de esporos com absor-
bancia de 0,13. Uma aliquota de 1 mL da suspenséo de esporos foi inoculada para cada 100 mL
de meio de cultura. Deixou-se 1 L de meio como controle, sem 0 micro-organismo. O experi-
mento foi conduzido no modo estatico, a temperatura de 28-33°C, e fotoperiodo de 12 horas no

claro/12 horas no escuro.
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Ap0s os 28 dias de cultivo, foi possivel constatar que 2 litros estavam contaminados
por bactéria. Desta forma, foi efetuada a filtracdo de 13 L ndo contaminados, para separa¢do do
micélio do meio (o tratamento deste encontra-se descrito na secdo 3.5.4). A fase aquosa foi
submetida a particao liquido-liquido com acetato de etila (3 x 350 mL para cada litro de meio),

sendo o solvente destilado em rotavapor sob presséo reduzida para a obtencéo do extrato bruto.

3.5.4 Tratamento do micélio de UFCMO0439 - Meio BDL (28 dias)

No experimento descrito na secdo 3.5.3, 0 micélio foi separado do meio liquido
através de filtracdo a vacuo e submetido a extragcdo com MeOH por um periodo de 24 horas e,
apos este, foi levado ao banho ultrassénico por 30 minutos sendo seguido por filtracdo a vacuo.
A fase organica foi submetida a destilacdo sob presséo reduzida em evaporador para remogao
do solvente e obtencdo do extrato micelial bruto. O extrato foi solubilizado em 90 mL de uma
mistura binaria H.O/MeOH (1:1), e submetido a parti¢do liquido-liquido com diferentes sol-

ventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Producdo dos metabolitos secundarios de UFCM0439

4.1.1 Estudo do crescimento do fungo segundo a taxa de glicose do meio

A partir do experimento realizado como descrito na se¢éo 3.5.1, objetivou-se veri-
ficar através do acompanhamento constante da taxa de glicose em cada um dos quatro meios
de cultivo distintos, o perfil dos metabdlitos secundarios produzidos por F. udum. Assim, apds
zerada a taxa de glicose em cada meio, foi possivel verificar que o tempo de incubacéo variou
de 15 a 25 dias, como ilustrado pela Tabela 4, exceto no meio Czapek, onde o fungo ficou
inoculado por 70 dias, e, mesmo ap0s este periodo, constatou-se que a glicose nao fora com-
pletamente consumida, optando-se pela sua extracdo. Isso pode ser justificado pelo fato do meio
ser pobre em nutrientes, quando comparado com os demais. Acredita-se que 0 micro-organismo
tenha desenvolvido um mecanismo para poupar suas energias em virtude da baixa disponibili-
dade de nutrientes e, portanto, a glicose, principal fonte energética para o fungo, foi consumida
lentamente a fim de que esta principal fonte de carbono nédo se esgotasse rapidamente e o micro-
organismo ndo mais pudesse sobreviver neste meio. Assim, verifica-se que a composicao qui-
mica do meio nutricional € um dos fatores mais relevantes no que concerne ao comportamento

e desenvolvimento do micro-organismo.

Tabela 4 - Meios utilizados com respectivos periodos de incubacgdo de acordo com a taxa de
glicose e massas de extratos obtidas.

PERIODO DE INCU- MASSA (mg) DE EX-
N , MASSA (mg) DO
MEIO DE BACAO ATE ZE- TRATO BRUTO OB-
CONTROLE (1L
CULTIVO | RADA ATAXADE TIDA PARA 3L DE
DE MEIO)
GLICOSE (DIAS) MEIO
BD 20 183,0 69,7
BDL 15 69,8 * 118,1
MPD 25 285,2 44,3
Czapek 70 55,9 43,7

*Esta massa € para apenas 1 L de meio de cultivo inoculado, haja vista que, dos 3 L inoculados, 2 apresentaram
contaminagdo por bactéria.
Fonte: Autora (2015).

O cultivo de UFCM0439 no meio MPD forneceu um maior rendimento de extrato,

e foi selecionado para a analise preliminar de sua constituicdo quimica. 274,2 mg do extrato
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bruto AcOEt foi submetido ao tratamento cromatografico em cartucho octadesilsilano (C-18)

(PHENOMENEX) por eluigdo com H20 e MeOH, utilizando misturas binarias em diferentes

concentracgdes, de acordo com os dados apresentados na Tabela 5, a seguir:

Tabela 5 - Fracionamento do extrato bruto e rendimento das fragdes meio MPD 25 dias.

FRACAO | ELUENTE | PROPORCAO | MASSA (mg)

1 H20 100% 63,2

2 H20/MeOH 4:1 714

3 H,O/MeOH 3:2 48,7

4 H.O/MeOH 1:1 13,8

5 MeOH/ H20 7:3 19,5

6 MeOH/ H.0 4:1 15,6

7 MeOH/ H,0 0:1 41

8 MeOH 100% 3,4
TOTAL - -- 239,7

Fonte: Autora (2016).

Através da analise dos extratos por CCDA, as fragdes F-2 e F-3 foram selecionadas

COmMo as mais promissoras.

A fracdo F-2 foi submetida a cromatografia por CLAE utilizando como solvente a

mistura de H,O/ACN (90:10) em coluna C-18 (Phenomenex) semipreparativa e fluxo 4,72

mL/min, possibilitou o isolamento de 6,6 mg de uma substancia com tempo de retencéo de 13,0

minutos (FIGURA 17) denominada de FU-1, cuja caracterizacdo estrutural encontra-se descrita

na sec¢do 4.2.1.
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Figura 17 - Cromatograma da fragdo 2, mostrando pico correspondente a FU-1 (220-400 nm).
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Fonte: Autora (2016).

A partir do tratamento cromatografico da fracdo F-3, utilizando um método isocra-
tico composto pelos solventes ACN/H20 (30:70) em coluna C-18 (Phenomenex) semiprepara-
tiva com fluxo 4,72 mL/min, foi possivel o isolamento de FU-2, cuja coleta do pico, com tempo
de retencdo 9,8 minutos (FIGURA 18), resultou no isolamento de 8,0 mg de uma substancia

cuja determinacdo estrutural encontra-se descrita na se¢ao 4.2.2.

Figura 18 - Cromatograma da fragdo 3, mostrando o pico correspondente a FU-2 (220-400
nm).
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Ainda através do tratamento cromatografico por CLAE de F-3, porém agora utili-
zando a combinacéo de solventes MeOH/H->0 (25:75) em coluna C-18 (Phenomenex) semipre-
parativa com fluxo 4,72 mL/min, foi possivel o isolamento do pico com tempo de reten¢éo 13,9
minutos (FIGURA 19) correspondente a substancia denominada FU-4, com uma massa de 1,2
mg que, ao ser analisada por CCDA, apresentou-se pura. A determinagéo estrutural encontra-
se detalhada na secéo 4.2.4.

Figura 19 - Cromatograma da fracdo 3, mostrando o pico correspondente a FU-4 (220-
400 nm).
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Fonte: Autora (2016).

4.1.2 Estudo de otimizacdo do crescimento do fungo em diferentes intervalos de tempo

do cultivo

A partir do procedimento realizado como descrito na secdo 3.5.2, foi possivel veri-
ficar que UFCMO0439 apresentou crescimento diferenciado. Nos meios BD, BDL e MPD havia
grande quantidade de massa micelial com tom amarelo-laranja, onde o micro-organismo se de-
senvolveu com crescimento rapido na superficie central ou intermediaria. No meio Czapek ve-
rificou-se que, mesmo ao final dos 28 dias de cultivo, o fungo apresentava pouco micélio de-
senvolvido, encontrando-se prioritariamente na parte inferior do meio, com uma coloracéo es-
branquicada. Esta analise corrobora o fato de que, de acordo com as fontes nutricionais forne-
cidas ao micro-organismo, este apresentara uma taxa distinta de desenvolvimento, com carac-

teristicas tais como coloracdo e massa micelial bem diferentes em cada tipo de meio de cultivo.
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As massas de extrato obtidas estdo descritas na Tabela 6, onde € possivel verificar
que, em diferentes meios de cultura e periodos de incubag&o distintos, ha significativa diferenca
de massas de extrato bruto obtida, bem como na quantidade de metabdlitos produzidos, como

é possivel verificar atraves da analise em CCDA (FIGURA 20).

Tabela 6 - Massas de extrato obtidas no cultivo em pequena escala (200 mL de meio).

MEIOS DE CULTURA E MASSAS (mg) PRODUZIDAS
PERIODO | CONDICAO

MPD BD BDL CZAPEK
. BCO 1.8 53 73 146
DIAS BRUTO 43,8 118 181 121
" BCO 16,5 81 8.5 115
DIAS BRUTO 26.6 8.1 17.0 9.1
o1 BCO 15.3 52 57 83
DIAS BRUTO 19,1 6.9 11,3 10,2
8 BCO 16.1 6.5 6.9 14.9
DIAS BRUTO 19,1 11,2 8.9 88

Legenda: BCO = branco; MPD = malte-peptona-dextrose; BD = batata-dextrose; BDL = batata-dextrose-extrato
de levedura.
Fonte: Autora (2016).

A partir da andlise comparativa das placas cromatograficas e dos cromatogramas
dos extratos relativos aos meios e 0s respectivos periodos de cultivo, foi possivel observar que
0s meios BDL (28 dias) e BD (14 e 28 dias) apresentaram maior disparidade em relacdo aos
seus respectivos controles (brancos), indicando uma maior quantidade e diversidade de meta-
bolitos secundéarios nestas condigdes de cultivo (FIGURAS 20, 21 e 22). Assim, a condi¢do

BDL 28 dias foi preliminarmente escolhida para o cultivo do fungo em grande escala.
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Figura 20 - Anélise por CCDA dos extratos segundo meios e periodos de cultivo.
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ELUENTE: 95%DICLOROMETANO / ELUENTE: 90%AcOEt / 10%HE-
5%MeOH XANO
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Legenda: B = branco (controle); E = extrato bruto (inoculado com UFCMO0439); D = dias (indicando por quanto
tempo o micro-organismo se manteve inoculado para o fornecimento do respectivo extrato).
Fonte: Autora (2016).



Figura 21 - Cromatograma meio BDL controle 28 dias (220-400 nm).
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Figura 22 - Cromatograma meio BDL extrato bruto 28 dias (220-400 nm).
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Fonte: Autora (2016).

4.1.3 Cultivo de UFCMO0439 em grande escala — Meio BDL (28 dias)
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A partir do experimento realizado como descrito na se¢édo 3.5.3 foi possivel a ob-

tencdo de 550,3 mg de extrato bruto, apos um periodo de 28 dias de incubacdo em meio BDL.
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Desta forma, 500 mg do extrato foram submetidos a cromatografia em cartucho C-

18 (Phenomenex) por eluigdo com H.O e MeOH, puros ou em misturas binérias, para a obten-

cdo de 8 fracdes, como disposto na Tabela 7, abaixo:

Tabela 7 - Fracionamento cromatografico do extrato bruto meio BDL 28 dias.

FRACAO | ELUENTE | PROPORCAO | MASSA (mg)

1 H20 100% 76,3

2 H.0/MeOH 4:1 98,2

3 H.0/MeOH 3:2 95,5

4 H>O/MeOH 1:1 60,3

5 MeOH/ H,0 7:3 43,4

6 MeOH/ H,0 4:1 14,0

7 MeOH/ H,0 9:1 28,2

8 MeOH 100% 29,3
TOTAL - - 445,2

Fonte: Autora (2016).

As fracdes obtidas foram submetidas a anélise comparativa por CCDA (FIGURA

23) e CLAE com o extrato do controle (branco). A partir desta analise, a fracdo F-2 foi inicial-

mente selecionada para os estudos de isolamento de seus constituintes por CLAE.

Figura 23 - Analise por CCDA comparando o controle (branco=bco) com as fracbes do extrato
oriundo do cultivo de F. udum em grande escala meio BDL por 28 dias.

MEIO BDL — GRANDE ESCALA — F.udum
ELUENTE: 90%DICLOROMETANO /
10%MeOH

Bco F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

Fonte: Autora (2016).
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Purificacdo da fracdo F-2 (98,2 mg) por CLAE, utilizando uma coluna C18 semi-
preparativa (Phenomenex) e elui¢do isocratica com a mistura de solventes H>O/MeOH (60:40),
com fluxo de 4,72 mL/min, resultou no isolamento de 15,2 mg FU-1, ja isolada anteriormente
durante o primeiro cultivo de UFCM0439 utilizando o meio MPD, cuja determinacéo estrutural
se encontra na secéo 4.2.1.

Devido as semelhancas no perfil cromatogréfico por CCDA (FIGURA 23), as fra-
coes F-3 e F-4 foram reunidas, resultando em 155,8 mg de extrato. A fracao resultante foi cro-
matografada em cartucho C18, por eluicdo com H>O e MeOH em diferentes concentrages,
levando a obtencdo de 6 fragfes. Verificou-se, através da anélise por CCDA, que as subfracdes
1, 2, 3, 5 e 6 eram semelhantes entre si e, assim, estas foram reunidas. O extrato assim obtido
foi cromatografado em CLAE utilizando-se para tal uma coluna C18 semipreparativa (Pheno-
menex) e eluicdo isocratica com a mistura de solventes Ho,O/ACN (75:25), com fluxo de 4,72
mL/min, resultando no isolamento de 5,0 mg de uma substancia com tempo de retengéo 4,7
minutos (FIGURA 24) denominada de FU-3, cuja determinag&o estrutural encontra-se descrita

na secao 4.2.3.

Figura 24 - Cromatograma da frac&o oriunda do agrupamento das fragdes F3 e F4, mostrando
pico correspondente a FU — 3 (220-400 nm).
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Fonte: Autora (2016).

O tratamento cromatogréafico da subfracéo 4, utilizando-se CLAE com os solventes
H2O/ACN (75:25), possibilitou o isolamento de 1,5 mg de uma substancia com tempo de re-
tencdo 14,56 minutos que foi denominada de FU-5, cujo cromatograma encontra-se na Figura

25 e a determinacdo estrutural na se¢do 4.2.5.
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Figura 25 - Cromatograma da subfracdo 4, mostrando pico correspondente a FU —5 (220-
400 nm).
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Fonte: Autora (2016).

4.1.4 Tratamento do Micélio de UFCMO0439 - Meio BDL (28 dias)

Através do cultivo de UFCMO0439 em meio BDL por um periodo de 28 dias foi
possivel efetuar a extracdo do micélio com metanol para a realizacdo do estudo de seus consti-
tuintes quimicos. Foi possivel a obtencdo de 11,2 g de extrato bruto, que foi submetido ao tra-
tamento cromatografico através da parti¢do liquido-liquido com diferentes solventes, como des-

crito na Tabela 8, fornecendo cinco fragcdes que se encontram descritas na referida tabela.

Tabela 8 — Dados do fracionamento por particdo liquido-liquido do extrato metanélico bruto
micelial de UFCMO0439.

SOLVENTE VOLUME (mL) MASSA (g)
Hexano 180 1,60
Diclorometano 180 0,10
Acetato de etila 180 0,44
n-butanol 180 2,70
Fase aquosa 90 5,30

Fonte: Autora (2016).
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A fase AcOEt, quando submetida & CLAE com uma mistura de H.O/ACN (90:10)
com fluxo de 4,72 mL/min e utilizando-se uma coluna C18 semipreparativa (Phenomenex) for-
neceu duas substancias denominadas FU-6 e FU-7, cujas massas foram, respectivamente, 4,3
mg e 6,6 mg (FIGURA 26). A caracterizacao estrutural da primeira se encontra descrita na
secdo 4.2.6. Ja a de FU-7, ainda se encontra em andamento.

Figura 26 - Cormatograma da fase AcCOEt mostrando os picos correspondentes a FU-6 e FU-
7 (220-400 nm).
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Fonte: Autora (2016).

Através do cultivo de UFCMO0439 nos meios BDL e MPD, foi possivel o isolamento
das substancias apresentadas na Figura 27 (pagina 78).
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Figura 27 — Metabolitos secundarios isolados de Fusarium udum.
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4.2 Determinacéo Estrutural

4.2.1 Determinagdo Estrutural de FU-1

FU-1 foi isolada através do cultivo de UFCMO0439 nos meios MPD 25 dias (6,6 mg)
e BDL 28 dias (15,2 mg), e apresentou-se como uma substancia resinosa de coloracdo marrom
e solivel em metanol.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio — RMN *H (500 MHz,
CDs0D) (FIGURA 32, pagina 83) apresentou absorc¢Ges na regido tipica de hidrogénios aro-
maticos com um anel para-substituido, com sinais em én 7,03 (2H, d, 8,4 Hz; H-2 e H-6) e 6H
6,70 (2H, d, 8,4 Hz; H-3 e H-5), além de absorces relativas a hidrogénios de grupos metiléni-
cosemodH 2,71 (2H,t, 7,2 Hz; H-1") e em 61 3,68 (2H, t, 7,2 Hz; H-2’), sendo este tltimo tipico
de hidrogénios oximetilénicos.

De acordo com a andlise do espectro de RMN *3C (125 MHz, CD3;0D) (FIGURA
33, pagina 83) e comparacdo com o espectro de DEPT 135° (125 MHz, CD30D) (FIGURA 34,
pagina 84), foi possivel comprovar a presenca do anel aromatico para-substituido, devido aos
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sinais intensos em oc 116,3 (C-3/C-5) e 6c 131,0 (C-2/C-6), para carbonos magneticamente
equivalentes. Além destes, verificou-se a presenga de sinais em d¢c 64,7 (C-2”) e ¢ 39,5 (C-17),
sendo atribuidos a dois carbonos metilénicos, dos quais o primeiro é oxigenado. Foi possivel
ainda verificar a presenca de dois carbonos ndo-hidrogenados em 6¢ 131,2 (C-1) ¢ 6¢ 156,9 (C-
1), sendo o ultimo caracteristico de carbono insaturado e oxigenado.

O espectro de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo H,**C HSQC (500MHz x
125MHz, CD30D) (FIGURA 35, pagina 84) permitiu atribuir o padrdo de hidrogenacéo das
linhas espectrais correspondentes aos atomos de carbono componentes da molécula. O carbono
metilénico em dc 64,7 (C-2”) mostrou correlagdo com os hidrogénios em o 3,68 (2H-27), assim
como o atomo de carbono em dc 39,5 (C-1") apresentou correlagdo com os hidrogénios benzi-
licos em 6n 2,71 (2H-1"). Os carbonos em dc 131,0 (C-2/C-6) e ¢ 116,3 (C-3/C-5), e mostraram
correlagdes como os hidrogénios em dn 7,03 (H-2 e H-6) e 6,70 (H-3 e H-5), respectivamente.

No espectro de correlagdo homonuclear *H,*H COSY (FIGURA 37, pagina 85) ve-
rificaram-se acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em on 2,61 (2H-1) e on 3,68 (2H-2°),
além das correlagdes dos hidrogénios aromaticos em 6n 6,70 (LH-3 e 1H-5) e 6w 7,03 (1H-2 e

1H-6), como representado na Figura 28.

Figura 28 - Representacio das correlagdes homonucleares *H,'*H COSY de FU-1.

|HO

Fonte: Autora (2016).

Através da analise do espectro de correlagio heteronuclear a longa distancia *H, **C
HMBC (500MHz x 125MHz, CD30D) (FIGURA 36, pagina 85) foi possivel verificar acopla-
mentos entre os hidrogénios em &y 2,61 (2H-1°) com o carbono em 8¢ 64,7 (C-2°) (Jcn) (FI-
GURA 29, subestrutura c) e com os carbonos em 8¢ 131,2 (C-1) (3Jcw) e 8¢ 131,0 (C-2/C-6)
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(Jcn) (FIGURA 29, subestrutura a). Os hidrogénios em 8n 3,68 (2H-2") mostraram acopla-
mento com os carbonos em ¢ 39,5 (C-17) (3Jch), d¢c 131,2 (C-1) ((Jch) e 8¢ 131,0 (C-2/C-6)
(“Jcn), como ilustra a Figura 29, subestrutura A. O hidrogénio em 8 7,03 (1H-2 e 1H-6) apre-
sentou correlagdo com os carbonos em 8¢ 116,3 (C-3) (3Jch) e 156,9 (C-4) (3Jcn) (FIGURA 29,
subestrutura B), além do ¢ 39,5 (C-1°) (3Jcn) (FIGURA 29, subestrutura B), enquanto que o
hidrogénio em dn 6,70 (1H-3 e 1H-5) apresentou correlagdes com os carbonos em 6¢ 131,0 (C-
2/C-6) (2Jch), 8¢ 156,9 (C-4) ((cm) e 8¢ 131,2 (C-1) ((Jcn) (FIGURA 29, subestrutura C).

Figura 29 - Representacéo dos acoplamentos heteronucleares *H,3C a longa distancia- HMBC
de FU-1.

Fonte: Autora (2016).

O espectro de massa de baixa resolu¢do (FIGURA 38, pagina 86) forneceu um pico
de ion molecular m/z 138, conciliavel com a formula molecular CgH1002, com indice de defi-
ciéncia de hidrogénio igual a 4. Um pico base com m/z 107 foi verificado e pode ser justificado
por uma quebra heterolitica com a liberacdo de um cation benzilico, como ilustrado na Figura
30.

Figura 30 - Proposta para a formacdo do cation com m/z 107.

° + +
QA _OH CH,

HO HO

B - m/z 107
Fonte: Autora (2016).
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O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de FU-1 mostrou uma banda
larga e intensa em 3274 cm™ caracteristica do estiramento axial da ligagdo O-H, além de bandas
em 2922 e 2880 cm! relativas ao estiramento de ligagdes C-H (FIGURA 39, pagina 86).

A reunido de todos os dados discutidos e posterior comparacao com dados de RMN
descritos na literatura (PARK et al., 2011), permitiram inferir para FU-1 a estrutura do 4-(2-
hidroxietil)fenol, também conhecida como tirosol (FIGURA 31). Esta substancia pode ser en-
contrada no vinho e no azeite de oliva, porém, também comumente isolada de fungos endofiti-
cos, tendo relatos de isolamento de Fusarium solani. Acredita-se que o tirosol possa ter uma
funcdo sinalizadora para a sintese de outros compostos, além de possuir atividades antioxi-
dante, antiflngica, e aplicabilidade no tratamento de doencas cardiovasculares e trombose
(VIEIRA, 2016). Estudos ainda indicam a viabilidade do uso do tirosol no tratamento de aci-

dente vascular cerebral, devido ao efeito neuroprotetor em ratos (GUIMARAES et al., 2009).

Figura 31 - Estrutura quimica do tirosol, FU-1 isolado de F. udum.

OH

HO

Fonte: Autora (2016).

Tabela 9 - Comparacéo dos dados de RMN *H e *C de FU-1 com dados da literatura obtidos
para o 4-(2-hidroxietil)fenol (tirosol) (PARK et al., 2011).

4-(2-hidroxietil)fenol (CDsOD,

FU-1 (CDsOD, 500MHz) 500 MHz) (PARK et al., 2011).
Carbono
oc (padréo de oc (padréo de
o1, meJemHz _ B on,meJemHz 3
hidrogenacéo) hidrogenacéo)
1 131,2 (C) 130,7 (C)
2 7,03 dL (8,4) 131,0 (CH) 7,02dd (8,0; 2.1)  129,7 (CH)
3 6,70 dL (8,4) 116,3 (CH) 6,70 d (8,0) 114,9 (CH)
4 156,9 (C) 155,6 (C)

Continua...



Tabela 9 — Continuagéo
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6,70 dL (8,5) 1163 (CH)  6,70dd (8,0;2,1)  114,9 (CH)
7,03 dL (8,4) 1310 (CH)  7,02dd (8,0;2,1)  129,7 (CH)
271t(7,2) 39,5 (CHy) 271t (7,0) 38,2 (CH2)
3,68 (7,2) 64,7 (CH2) 3,671 (7,3) 63,4 (CH2)

Legenda: J=constante de acoplamento; m=multiplicidade; d=dubleto; dL=dubleto largo; dd=dubleto de dubleto;
t=tripleto; s=singleto.

Fonte: Autora (2016); Park et al (2011).

Tabela 10 - Dados de RMN H e 13C e correlagGes heteronucleares *H, *C-HSQC e *C-HMBC
nJ (n=2: 3 ou 4) de FU-1 (CDsOD, 125 x 500 MHz).

Posicéo

oc

131,2 (C)
131,0 (CH)
116,3 (CH)

156,9 (C)
116,3 (CH)
131,0 (CH)
39,5 (CH2)
64,7 (CH2)

FU-1 HSQC

oH, mult. e J em Hz

7,03 dL (8,4)
6,70 dL (8,5)
6,70 dL (8,5)
7,03 dL (8,4)

271t(7,2;7,2)
3,681(7,2;7,2)

FU-1 HMBC
2J CH 3JCH 4JCH
H-3; H-5;H-1  H-1"; H-4
H-2; H-6; H-4 H-1
H-2; H-1 H-2; H-6
H-1° H-1 H-2; H-6

Legenda: J=constante de acoplamento; m=multiplicidade; d=dubleto; dL=dubleto largo; t=tripleto.

Fonte: Autora (2016).



Figura 32 - Espectro de RMN H de FU-1 (500 MHz, CD3sOD).
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Figura 33 - Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDsOD) de FU-1.
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Figura 34 - Espectro de RMN 13C DEPT 135° (125 MHz, CD30D) de FU-1.
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Fonte: CENAUREMN - UFC (2016).

Figura 35 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,*3C — HSQC

(500 MHz x 125 MHz, CD30D) de FU-1.
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Figura 36 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,*3C — HMBC
(500 MHz x 125 MHz, CD30D) de FU-1.

1 I N -

— 20

Cr g

a
01 n - 60

— 80

c2

— 100

C3-5 d

—_— f A )il b, ¢ @ h,i
C2'6 ®ﬁ @ ; 140
C4 € m ! - 160

- 180

200

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 BO 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 ppm
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Figura 37 - Espectro de correlagdo homonuclear *H,'H COSY (500 MHz, CDs0D) de FU-1.
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Figura 38 - Espectro de massa de FU-1 (IE, 70 eV).
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Fonte: Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC (DQOI/UFC).
Figura 39 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de FU-1.
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Fonte: Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste (LEMANOR) — UFC.
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4.2.2 Determinacao Estrutural de FU-2

Sucessivos tratamentos cromatograficos do extrato bruto obtido através do cultivo
de UFCMO0439 em meio MPD por um periodo de incubacéo de 25 dias, levaram ao isolamento
de 8,0 mg de um composto com aspecto resinoso de coloracdo marrom-amarelado denominado
de FU-2.

A anélise espectral dos experimentos de RMN 'H (500 MHz, CDs0D) (FIGURA
43, pagina 91) mostrou multipletos intensos em 6n 1,37 (2H, m; H-9) e é1 1,65 (2H, m; H-8),
além da presenca de um tripleto de significativa intensidade em 6n 0,95 (3H, t, 7,2 Hz; H-10),
caracterizando a presenca de hidrogénios de um grupo metila. Ainda nesta regido de maior
protecdo, observou-se um singleto em 6n 2,76 (2H, s; H-7), que foi correlacionado a hidrogé-
nios metilénicos. Foram observados ainda sinais em 61 7,90 (1H, d; H-4), é1 8,11 (1H, sL; H-
3) e dn 8,50 (1H, sL; H-6), caracteristicos de hidrogénios de anel heteroaromatico.

A analise comparativa dos espectros de RMN 3C (FIGURA 44, pagina 92) e RMN
13C-DEPT 135° (125 MHz, CD30D) (FIGURA 45, pagina 93) permitiram verificar a existéncia
de 10 &tomos de carbono na molécula. Foi revelada a existéncia de 3 carbonos metilénicos em
dc 23,4 (C-9), 6¢c 34,3 (C-8) e ¢ 33,6 (C-7), um carbono metilico em d¢ 14,3 (C-10), além de
carbonos insaturados em oc 126,2 (C-3), 6c 140,2 (C-4), 6c 144,4 (C-5), oc 147,1 (C-2) e ¢
149,2 (C-6), e uma carbonila conjugada em 6c 167,5 (C-11).

Os dados do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma
ligacdo 'H, *C — HSQC (FIGURA 46, pagina 93) possibilitaram inferir o padrdo de hidroge-
nacdo de cada 4&tomo de carbono constituinte da molécula, confirmando a presenga de carbonos
metilénicos através das correlagdes dos carbonos em dc 33,6 (C-7) com os hidrogénios em dH
2,76 (H-7), dos carbonos em ¢ 34,3 (C-8) com on 1,65 (H-8) e 6¢ 23,4 (C-9) com hidrogénios
em on 1,37 (H-9), alem da existéncia de atomos de carbono insaturados e ndo hidrogenados em
dc 140,2 (C-5) e dc 144,2 (C-2).

As analises feitas com os dados fornecidos pelo espectro de RMN de correlacao
homonuclear *H,'H - COSY (FIGURA 47, pagina 94) permitiram verificar a ocorréncia de
acoplamentos entre os hidrogénios metilicos em 6 0,95 (3H-10) com hidrogénios metilénicos
em 6nH 1,37 (2H-9, m) e destes com o outro grupo metilénico em dn 1,65 (2H-8, m). Estes ulti-
mos hidrogénios metilénicos, por sua vez, apresentaram correlagdo com os hidrogénios em oH
2,76 (2H-7, sL). Os hidrogénios aromaticos mostraram correlagdes entre on 7,90 (1H-4, d) e on

8,11 (1H-3, sL), como pode ser visto na Figura 40.



Figura 40 - Representacdo das correlagdes homonucleares *H,'H observadas no espectro
COSY.
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Fonte: Autora (2016).

O espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia HMBC (500 MHz x 125
MHz, CD3s0OD) (FIGURA 48, pégina 94) possibilitou que fossem verificados acoplamentos en-
tre os hidrogénios em 8 0,95 (3H-10) com os carbonos em 8¢ 33,6 (C-7) (*Jcn), &c 34,3 (C-8)
(Jch) e 8¢ 23,4 (C-9) (%Jcn), respectivamente (FIGURA 41, subestrutura B). Além destas, as
correlagdes entre os hidrogénios metilénicos em on 1,37 (2H-9) com o carbono em ¢ 33,6 (C-
7) (Jch) e com os carbonos em &¢c 34,3 (C-8) (Hcn) e dc 14,3 (C-10) (3Jcn) (FIGURA 41,
subestrutura A) também foram observadas. Verificou-se, ainda, a correlacdo entre os hidrogé-
nios em dn 1,65 (2H-8) com os carbonos em 8¢ 33,6 (C-7) (3Jcn) e ¢ 23,4 (C-9) (PJch) e com
o carbono em ¢ 14,3 (C-10) ((Jcn) (FIGURA 41, subestrutura A). O hidrogénio em &y 2,76
(2H-7) mostrou acoplamento com os carbonos em dc 34,3 (C-8) (2Jcn), 8¢ 23,4 (C-9) ((Jch) €
dc 140,2 (C-4) (3Jcn) (FIGURA 41, subestrutura C). Apenas dois dos hidrogénios do anel aro-
matico tiveram suas correlagdes determinadas. O hidrogénio metinico em én 7,90 (1H-4) com
os carbonos 8¢ 33,6 (C-7) (PJcn), dc 144,2 (C-2) (3Jcn) e &c 34,3 (C-8) (YJcn) (FIGURA 41,
subestrutura B), e o hidrogénio em 6n 8,50 (1H-6), se correlacionou com o carbono em 6c 144,2
(C-2) (FIGURA 41, subestrutura A).
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Figura 41 - Representagdo dos acoplamentos heteronucleares *H,**C a longa distancia-
HMBC de FU-2.

|HO

Fonte: Autora (2016).

O espectro de massa de FU-2 (FIGURA 49, pagina 95) mostrou um pico com m/z
180, compativel com a férmula molecular C10H13NO2 (M + 1), com indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a 5.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (FIGURA 50, pagina 95) mos-
trou bandas entre 2861 cm™ e 2956 cm™ caracteristicas de estiramento da ligacdo entre C-H
sp?, além de bandas na regido de 1710,2 cm™ caracteristicas de estiramento de ligacéo sp? C=0
de acido carboxilico.

A reunido dos dados espectrométricos permitiu inferir que FU-2 trata-se do acido
fusérico (FIGURA 42), uma substancia biossintetizada por uma grande variedade de espécies
do género Fusarium (TUNG et al., 2016). Ha relatos na literatura de estudos para a utilizacédo
do &cido fusarico como um potencial microbicida, haja vista sua atividade antiviruléncia para
alguns patogenos, além de sua atividade antibacteriana (LI et al., 2014). H4, ainda, estudos
envolvendo investigacdes da acdo antitumoral do acido fusarico (GHANNAM et al., 2014).



Figura 42 - Estrutura quimica do acido fusarico, FU-2 isolada de F. udum.

Fonte: Autora (2016).
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Tabela 11 - Comparagéo dos dados de RMN *H e **C de FU-2 com dados da literatura obtidos
para o Acido fusarico (LI et al., 2014).

Carbono

© 0O N o o B~ w DN

10
11

FU-2 (CD3OD, 500 MHz)

Hz

8,115
7,91d(7,2)

8,50 s
2,76 sL
1,65m
137t
0,951 (7,2)

on, mult.e Jem  dc (padréo de hi-

drogenacéao)
147,1 (C)
126,2 (CH)
140,2 (CH)
144.,4 (C)
149,2 (CH)
33,6 (CH>)
34,3 (CHy)
23,4 (CHy)
14,3 (CHs)
167,5(C)

Acido fusarico
(CDsOD) (LI et al., 2014)

oH, mult. e Jem

Hz

8,11 d (8,0)

drogenacéo

7,90, dd (2,0; 8,0)

8,515

2,751 (7,8)

1,65m
1,39 m

0,96 t (7,4)

dc (padréo de hi-

145,6 (C)
124,7 (CH)
138,4 (CH)
142,8 (C)
147,9 (CH)
327 (CH2)
32,1 (CHy)
21,9 (CHy)
12,7 (CH3)
165,9 (C)

Legenda: s=singleto; t=tripleto; sL=singleto largo; m=multipleto; d=dubleto; dd=dubleto de dubleto.

Fonte: Autora (2016); Li et al. (2014).

Tabela 12 - Dados de RMN *H e 1°C e correlagdes heteronucleares *H, 3C-HSQC e 'H, *C-
HMBC "J (n=2; 3 ou 4) de FU-2 (CDsOD, 125 x 500MHz).

Posicéo

2

FU-2 HSQC

oc
1442 (C)

oH, mult. e J em Hz

FU-2 HMBC
2J CH 3J CH
H-6; H-4

4JCH

Continua...



Tabela 12 — Continuacéo
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3 126,2 (CH) 811s
4 140,2 (CH) 7,9d (7,2) H-7 H-8
5 144,4 (C) H-4; H-7 H-8
6 149,2 (CH) 8,50s
7 33,6 (CH») 2,76 sL H-8 H-9; H-4 H-10
8 34,3 (CH>) 1,65m H-9 H-10 H-4
9 23,4 (CH2) 1,37t H-8; H-10 H-7
10 14,3 (CHa) 0,95t (7,2) H-9 H-8
11 167,5 (C)
Legenda: s=singleto; t=tripleto; sL=singleto largo; m=multipleto; d=dubleto.
Fonte: Autora (2016).
Figura 43 - Espectro de RMN H de FU-2 (500 MHz, CDsOD).
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Fonte: CENAUREMN — UFC (2016).



Figura 44 - Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDsOD) de FU-2.
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Figura 45 - Espectro de RMN 13C DEPT 135° (125 MHz, CD30D) de FU-2.
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Fonte: CENAUREMN - UFC (2016).

Figura 46 - Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear *H,**C — HSQC
(500 MHz x 125 MHz, CD30D) de FU-2.
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Fonte: CENAUREMN - UFC (2016).



Figura 47 - Espectro de correlagio homonuclear H,'H COSY (500 MHz, CD3s0D) de FU-2.
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Fonte: CENAUREMN - UFC (2016).

Figura 48 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,**C — HMBC (500
MHz x 125 MHz, CD30D) de FU-2.
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Fonte: CENAUREMN - UFC (2016).
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Figura 49 - Espectro de massa de FU-2 (IE, 70 eV).
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Fonte: Departamento de Quimica Organica e Inorgénica da UFC (DQOI/UFC).
Figura 50 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho de FU-2.
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Fonte: Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste (LEMANOR) — UFC.
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4.2.3 Determinacgéo Estrutural de FU-3

Através do tratamento cromatografico do extrato obtido do cultivo de UFCMO0439
em meio BDL por um periodo de 28 dias, foi possivel a obtencdo de 5,0 mg de FU-3, uma
substancia solida de coloracéo branca.

A andlise do espectro de RMN 'H (300 MHz, CD3sOD) (FIGURA 58, pagina 101)
revelou um multipleto intenso em n 0,94-0,97 (6H, m; H-12 e H-13) compativeis com grupos
metilas, aléem de multipletos em 61 1,87 — 1,93 (1H, m; H-11), 61 1,95 - 2,03 (2H, m; H-4), 6n
1,49 — 1,55 (2H, m; H-10), e absorg¢des em regido de desprote¢do em oH 4,12 — 4,15 (1H, m; H-
9), on 4,24 - 4,29 (1H, m; H-6) e on 3,48 — 3,53 (2H, m; H-3), que foram correlacionadas a
hidrogénios tipicos do esqueleto da classe dos ciclodipeptideos denominados de dicetopipera-
zinas (FIGURA 51) (KOZLOVSKY et al., 2000).

A analise comparativa dos espectros de RMN **C (75 MHz, CD30D) (FIGURA 59,
pagina 102) e de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo H, *C —
HSQC (FIGURA 61, pagina 103) permitiu atribuir o padrdo de hidrogenacdo de todos os ato-
mos de carbono, e revelou a presenga de 2 carbonos metilicos em d¢ 22,3 (C-12) ¢ 6¢ 23,4 (C-
13), 4 carbonos metilénicos em 6c 23,7 (C-4), d¢c 29,2 (C-5), 6c 39,5 (C-10), 6c 46,7 (C-3), 3
carbonos metinicos em d¢ 25,8 (C-11), ¢ 54,8 (C-9), 6c 60,4 (C-6) e 2 carbonos ndo-hidroge-
nados em d¢c 169,0 (C-1) e 6¢c 172,9 (C-7), que foram atribuidos a carbonos carbonilicos. As
absorgdes em d¢c 60,4 (C-6) e 54,8 (C-9) foram atribuidas a carbonos possivelmente nitrogena-
dos, confirmando a sugestdo do ndcleo dicetopiperazinico (FIGURA 51) observado anterior-

mente no espectro de RMN *H.

Figura 51 - Estrutura tipica do esqueleto de uma dicetopiperazina.
O

IR R,

HN

Q

Fonte: Autora (2016).

O espectro de RMN de correlagdo homonuclear *H,'H - COSY (FIGURA 62, pa-
gina 103) revelou os acoplamentos dos grupos metilicos em o1 0,94 - 0,97 (6H, H-12 e H-13)

com o hidrogénio metinico em on 1,87 (H-11), e deste ultimo com os hidrogénios metilénicos
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em 6n 1,52 e 1,90 (H-10), que, por sua vez, mostram correlacdes com o hidrogénio metinico
em oH 4,11 (H-9), conforme ilustrado pela Figura 52, subestrutura A. Observaram-se, ainda, 0s
acoplamentos dos hidrogénios metilénicos em o 1,95 - 2,03 (2H-4) com grupos também meti-
1€nicos em 61 3,48 (2H-3) e dH 2,29 (H-5) e a correlacdo destes hidrogénios metilénicos com o
hidrogénio metinico em 61 4,24 (H-6) (FIGURA 52, subestrutura B).

Figura 52 - Representacdo das correlagdes homonucleares 'H,'H observadas no espectro
COSY.

Fonte: Autora (2016).

A reunido destes dados possibilitou inferir a presenca de fragmentos dos aminoaci-

dos prolina e leucina, cujas estruturas podem ser vistas na Figura 53.

Figura 53 - Estrutura quimica dos aminoacidos leucina (a) e prolina (b).

WCOO O/coo
+NH, *NH,

a b

Fonte: Autora (2016).

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa distancia
'H, 3C -HMBC (FIGURA 63, pagina 104), possibilitou inferir a correlacio entre os hidrogé-
nios &n 0,94 - 0,97 (6H-12 e 13) e o carbono §¢ 39,5 (C-10) (3Jch) (FIGURA 54).
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Figura 54 - Representac&o dos acoplamentos heteronucleares *H,*3C a longa distancia- HMBC
de FU-3.

Fonte: Autora (2016).

O espectro de massas de baixa resolucdo (70 eV) (FIGURA 64, pagina 104) mos-
trou o pico do ion molecular com razdo massa/carga (m/z) 209, compativel com a férmula mo-
lecular C11H18N202, com grau de insaturagdo igual a quatro. Um pico base com m/z 154 foi

verificado e pode ser justificado segundo o esquema da Figura 55.

Figura 55 - Proposta para a formacédo do cation com m/z 154.
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Fonte: Autora (2016).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de FU-3 (FIGURA 65, pagina
105) apresentou absor¢des em 1631 cm™ e 1669 cm™ atribuidos a deformacdo axial da ligacio
C=0, além de absorcdes em 3254 cm™ referente a estiramento de ligagdo N—H e em 2876 cm
1 e 2949 cm caracteristicos de estiramento de ligagdo C-H sp®.

A comparagio dos dados de RMN *3C e 'H de FU-3 foram compativeis com os
dados de RMN 3C e 'H descritos para a ciclo (L-Pro-L-Leu) (FIGURA 57, pagina 99), uma
dicetopiperazina ja isolada da espécie Aspergillus fumigatus (FURTADO et al., 2005). Entre-
tanto, € necessaria a obtencdo de dados de rotacao ética para a confirmacgéo deste isdmero, haja
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vista a possibilidade de 4 isdmeros distintos devido a presenca de dois centros estereogénicos
na molécula (C-6 e C-9): ciclo (L-Pro-L-Leu), ciclo (D-Pro-D-Leu), ciclo (D-Pro-L-Leu) e ci-
clo (L-Pro-D-Leu) (FIGURA 56). De forma natural os aminoacidos séo essencialmente sinte-
tizados como L-isdmeros (ANDRADE, 2011). Porém, ha relatos na literatura que discorrem

acerca do isolamento de D-aminoécidos a partir de bactérias (FDHILA et al., 2003).

Figura 56 - Estrutura quimica dos amino&cidos ciclo (L-Pro-L-Leu), ciclo (D-Pro-D-Leu), ci-
clo (L-Pro-D-Leu) e ciclo (D-Pro-L-Leu), de a a d, respectivamente.

(0] |

H
= N/> Y.”"’l/
.:III[I// HN
H d
(@]

Fonte: Andrade (2011).

Ha relatos de isolamento de ciclo (L-Pro-L-Leu) de fungos além de uma bactéria
associada ao molusco Pecten maximus. Esta substancia apresentou atividade antiflngica con-
sideravel contra Cladosporium phlei e potente atividade antibidtica contra a bactéria Vibrio
anguillarum (CHAPLA, 2010).

Figura 57 - Estrutura quimica de ciclo (L-Pro-L-Leu), FU-3 isolada de F. udum.

o]

10
12 11

13

Fonte: Autora (2016).
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Tabela 13 - Comparacio dos dados de RMN *H e *C de FU-3 com dados da literatura obtidos
para o ciclo (L-Pro-L-Leu) (FURTADO et al., 2005).

Carbono

10

11
12
13

FU-3 (CD3OD, 300 MHz)

oH, mult. e J em Hz

3,48 -3,53m

1,95-2,03m

2,29-232m

4,24 -429 m

4,12 —-4,15m

1,49-1,55m

1,87-1,93m
0,94-0,97m
0,94-0,97m

oc (padréo de

hidrogenacéo)

169,0 (C)

46,6 (CH2)

23,7 (CH>)

29,2 (CH2)

60,4 (CH)

172,9 (C)

54,8 (CH)
39,5 (CH2)

25,9 (CH)
22,3 (CHa)
23,4 (CHs)

Ciclo (L-Pro-L-Leu)
(CDs0OD, 400 MHz)
(FURTADO et al., 2005)

oc (padréo de
oH, mult.e Jem Hz _
hidrogenacéo

168,5 (C)
3,47-351m 46,0 (CH2)

4a: 1,96 - 2,05 m
23,2 (CHy)

4h:1,81-1,94m

5a:2,24-2,34m
28,8 (CHy)

5b:1,96-2,05m

4,25 ddd (1,7; 6,3; 11,1
60,1 (CH)
Hz)
172,6 (C)
456's

4,09 -4,15m 54,0 (CH)

10a:1,81-1,94m
38,2 (CHy)

10b: 1,47 - 1,56 m
1,81-1,94m 25,0 (CH)
0,94 d (6,5) 21,4 (CHa)
0,95 d (6,5) 22,8 (CHy)

Legenda: J=constante de acoplamento; m=multipleto; d=dubleto.

Fonte: Autora (2016); Furtado et al. (2005).

Tabela 14 - Dados de RMN *H e 3C e correlagdes heteronucleares *H, *C-HSQC de FU-3
(CD30D, 125 x 300MHz).

Posicéo

1

FU -3 HSQC

oC
169,0 (C)

on, mult. e Jem Hz

Continua...



Tabela 14 — Continuacéo

2 ——— ———

3 46,6 (CH>) 3,48 - 3,53 (2H, m)
4 23,7 (CH,) 1,95 2,03 (2H, m)
5 29,2 (CH>) 2,29 - 2,32 (2H, m)
6 60,4 (CH) 4,24 — 4,29 (1H, m)
7 172,9 (C)

8 —_——— —_———

9 54,8 (CH) 4,12 — 4,15 (1H, m)
10 39,5 (CH,) 1,49 — 1,55 (2H, m)
11 25,9 (CH) 1,87 - 1,93 (1H, m)
12 22,3 (CHa) 0,94 — 0,97 (3H, m)
13 23,4 (CHa) 0,94 — 0,97 (3H, m)

Legenda: J=constante de acoplamento; m=multipleto.
Fonte: Autora (2016).

Figura 58 - Espectro de RMN H (300 MHz, CD30D) de FU-3.
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Figura 59 - Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDs0D) de FU-3.
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Fonte: CENAUREMN — UFC (2016).

Figura 60 - Espectro de RMN *3C DEPT 135° (75 MHz, CDs0D) de FU-3.
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Fonte: CENAUREMN — UFC (2016).



103

Figura 61 - Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear *H, **C — HSQC (300
X 75 MHz, CD30D) de FU - 3.
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Fonte: CENAUREMN — UFC (2016).

Figura 62 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H,'*H — COSY (300
MHz, CD30D) de FU — 3.
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Fonte: CENAUREMN — UFC (2016).
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Figura 63 - Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear *H,**C — HMBC
(300 MHz x 75MHz, CDs0D) de FU - 3.
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Figura 64 - Espectro de massa de FU-3 (IE, 70 eV).
g ”‘
v
]
3 m
»
1
O 35
I
; 1%
105 1
3 153
I O Y H| L8 B g
|IIII|IIII|IIII|IIII IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII TTTTTTTT T T IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II'I'I'|'I'1II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
ST | [ | 1 {1 1 N /1 OV O ¢ O 1 1 [ 1 R 1 | R
1z

Fonte: Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC (DQOI/UFC).
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Figura 65 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho de FU-3.
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4.2.4 Determinacdo Estrutural de FU-4

Sucessivos tratamentos cromatograficos do extrato bruto oriundo do cultivo de
UFCMO0439 em meio MPD por 25 dias resultaram em 1,2 mg de uma substancia resinosa de
coloragdo marrom, denominada FU-4.

Os dados no espectro de RMN *H (500 MHz, em CDsOD, FIGURA 69, pagina
109) de FU-4 mostraram algumas semelhancas com o espectro de FU-1, particularmente nos
sinais relacionados aos hidrogénios metilénicos em on 2,71 (2H, t, 7,3 Hz, H-7) ¢ 61 3,68 (2H,
t, 7,3 Hz, H-8), aos hidrogénios aromaticos em anel para-substituido com éx 7,02 (2H, d, 8,4
Hz, H-2 e H-6) e 61 6,70 (2H, d, 8,4 Hz, H-3 e H-5), 0 que possibilitou inferir a possibilidade
de FU-4 ser um derivado do tirosol. Em adicdo, observou-se ainda neste espectro a presenca de
um singleto em on 3,47 (2H, s, H-7"), além de hidrogénios de um outro sistema aromatico
monossubstituido em 61 7,30 (2H, d, 7,5 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 61 7,24 (2H, t, 7,5 Hz, H-3’ ¢ H-5")
e dn 7,15 (1H, t, 7,5 Hz, H-4").

Através da andlise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H,H
COSY (FIGURA 70, pagina 110) foi possivel verificar as correlagdes vicinais entre os hidro-
génios em OH 2,71 (H-7) com os hidrogénios em 6n 3,68 (H-8), e dos hidrogénios em 6H 6,70
(H-3 e H-5) com os hidrogénios o1 7,02 (H-2 e H-6) que caracterizou a presenca de anel para-
substituido, além do acoplamento entre os hidrogénios metilénicos em 64 2,71 (2H-7) com o
hidrogénio em 61 7,02 (2H - 2 e 6). A correlacédo entre os hidrogénios em on 7,30 (2H -2’ ¢ 6”)
e dn 7,21 (H-3* e H-5") com o hidrogénio 61 7,15 (H-4") também foi observada. Além destas,
também ha correlagdes entre os hidrogénios em 61 3,47 (2H-7") e 61 7,30 (2H- 2’ ¢ 6°) carac-

terizando o segundo anel aromatico como mostrado na estrutura abaixo (FIGURA 66):

Figura 66 - Representacdo das correlagdes homonucleares *H,'H observadas no espectro
COSsY.

Fonte: Autora (2016).
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Os espectros RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo *H,
13C — HSQC (FIGURA 71, pagina 111) e RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a
longa distancia *H, **C — HMBC (FIGURA 72, pagina 112) possibilitaram inferir os desloca-
mentos quimicos dos atomos de carbono de acordo com seus respectivos hidrogénios. Assim,
inferiu-se a presenca de quinze carbonos distribuidos entre carbonos ndo-hidrogenados em d¢
130,7 (C-1), &c 156,9 (C-4), 6c 139,4 (C-17), um carbono carbonilico em dc 180,3 (C-8’), car-
bonos metinicos em 6¢ 131,0 (C-2 e C-6), 6c 116,3 (C-3 e C-5), 6¢ 130,3 (C-2’ ¢ C-6"), 6¢c 129,4
(C-3> ¢ C-57), 8¢ 127,0 (C-4’), além dos carbonos metilénicos em dc 39,6 (C-7), éc 64,7 (C-8)
e dc 46,1 (C-7").

O espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia H, ¥*C — HMBC (FI-
GURA 72, pagina 112) permitiu verificar acoplamentos entre os hidrogénios metilénicos em
3 3,68 (H-8) com o carbono em 8¢ 131,0 (C-2 e C-6) (*Jc) e dos hidrogénios aromaticos em
dn 7,02 (2H, d, 8,4 Hz, H-2 e H-6) com o carbono ndo hidrogenado em 8¢ 130,7 (C-1) (3Jch).
Por sua vez, os hidrogénios em 6x 6,70 (2H, d, 8,4 Hz, H-3 e H-5) mostraram correlagbes com
os carbonos em 8¢ 131,0 (C-2 e C-6) (?Jcn), 8¢ 130,7 (C-1) ((Jcn) e com o carbono com deslo-
camento em ¢ 156,9 (C-4) (2Jcn), respectivamente. Em adicio, observou-se ainda a correlagio
importante entre os hidrogénios metilénicos em o1 3,47 (2H, s, H-7) com a carbonila em ¢
180,3 (C-8’) (3Jcn) além deste hidrogénio também mostrar correlagdes com os carbonos em dc
139,4 (C-1") (BJcn), 8¢ 130,7 (C2° € C6”) () e 8¢ 129,4 (C-3’ e C-5”) ({Jcw), respectivamente.
Estas e outras correlacfes observadas estdo representadas nas subestruturas da Figura 67.

Figura 67- Representacio dos acoplamentos heteronucleares *H,*3C a longa distancia-
HMBC de FU-4.

Fonte: Autora (2016).
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A reunido dos dados discutidos acima, possibilitou atribuir para FU-4 a estrutura da
monaspilosina (C16H1603) (FIGURA 68), um derivado do &cido fenilacético com importante
atividade antioxidante cujo isolamento ja foi relatado a partir de culturas do fungo filamentoso
Monascus spp. (CHENG et al., 2008) e de Fusarium solani (TADPETCH et al., 2015).

Figura 68 - Estrutura quimica da monaspilosina, FU-4 isolada de F. udum.

Fonte: Autora (2016).

Tabela 15 - Comparacéo dos dados de RMN *H e *C de FU-4 com dados da literatura obtidos
para a monaspilosina (CHENG et al., 2008).

Monaspilosina (CDCls, 400 MHz)
(CHENG et al., 2008).

oc (padréo de

Carbono FU-4 (CDsOD, 300 MHz)

on, mult.e Jem dc (padréo de hi-  én, mult. e J em

Hz drogenacéo) Hz hidrogenacéo)

1 130,7 (C) 129,6
216 7,02 d (8,4) 131,0 (CH) 7,00 d (8,8) 130,0
3/5 6,70 d (8,4) 116,3 (CH) 6,72 d (8,8) 115,3
4 156,9 (C) 154,2
7 2,71t (7,3) 39,6 (CH>) 2,841 (7,0 34,1
8 3,681 (7,3) 64,7 (CH2) 4,26 t (7,0) 65,6
1’ 139,4 (C) 133,9
2°/6° 7,30 d (7,5) 130,3 (CH) 7,09 m 129,3
3°/5° 7,21t (7,5) 129,4 (CH) 7,09 m 127,1
4 7,15t (7,5) 127,0 (CH) 7,09 m 128,5
7 3,47s 46,1 (CH2) 3,605 41,4
8’ 180,3 (C) 171,6

Legenda: J=constante de acoplamento; m=multipleto; d=dubleto; t=tripleto; s=singleto.
Fonte: Autora (2016); Cheng et al. (2008).
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Tabela 16 - Dados de RMN H e 3C e correlagbes heteronucleares *H, 3C-HSQC e H, *C-
HMBC "J (n=2; 3 ou 4) de FU-4 (CDsOD, 125 x 500 MHz).

Posicéo

2/6
3/5

1’

2’/6°

3°/5°
4
7
g’

oc

130,7

131,0
116,3
156,9
39,6

64,7

139,4
130,3
129,4
127,0
46,1

180,3

FU-4 HSQC

oH, mult. e Jem

Hz

7,02d (8,4)
6,70 d (8,4)
271t (7,3)
3,68t (7,3)
7,30 d (7,5)
7.21t(7,5)
7,15t (7,5)
3475

FU-4 HMBC

2JCH

2H-7; H-2/H- H-3/H-5; 2H-8

6
H-3/H-5
H-2/H-6
H-3/H-5
2H-8
2H-7
2H-7°
H-4°
H-3/H-5°

2H-7’

3JCH

2H-7
H-2/H-6
H-3°/H-5’
2H-7’; H-4’
H-2/H-6’
H-2°/H-6’

4JCH

2H-8
2H-7’

Legenda: J=constante de acoplamento; m=multipleto; d=dubleto; t=tripleto; s=singleto.
Fonte: Autora (2016).
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Figura 69 - Espectro de RMN !H (500 MHz CDs0D) de FU-4.

Fonte: CENAUREMN - UFC (2016).
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Figura 70 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H — COSY (A)
e (B) (500 x 125 MHz, CD30D) de FU — 4.
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Figura 71 - Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear *H, **C — HSQC
(500 x 125 MHz, CDs0OD) (A) e (B) de FU — 4.
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Figura 72 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C — HMBC
(500 x 125 MHz, CD30D) de FU — 4.

H-7
SN VRN U V—

20

N E— 30
= a0
. .

J\ H-g H-7
I V0 U D e Y W O

c

/\

ppm

@ e 00 115

— 120

hg f d
® @, 090

—135

I~ 140

145

e d — 150

@

Fonte: CENAUREMN - UFC (2016).



113

4.2.5 Determinacgdo Estrutural de FU -5

Sucessivos tratamentos cromatograficos do extrato bruto obtido atraves do cultivo
de UFCMO0439 em meio BDL por 28 dias resultaram em 1,5 mg de uma substancia resinosa de
coloragcdo marrom clara, denominada de FU-5.

Os espectros de RMN H (300 MHz, CD30D) (FIGURA 77, pagian 118) de FU-5
permitiram verificar a presenca de dois grupos metilénicos, um dos quais oxigenado em oH 3,81
(2H, t, 7,3 Hz; H-11), e um outro em dH 2,97 (2H, t, 7,3 Hz; H-10). Em adicédo, foram ainda
observados hidrogénios de um sistema aromatico 1,2-dissubstituido em on 7,32 (1H, d, 7,7 Hz;
H-3), 8n 7,07 (1H, t, 7,7 Hz; H-4) em &1 6,99 (1H, t, 7,7 Hz; H-5), 8n 7,53 (1H, d, 7,7 Hz; H-
6), além de um hidrogénio olefinico em 61 7,07 (1H, s; H-9).

Através do espectro RMN C (75 MHz, CD3;0D), Figura 78 (péagina 119) e do
DEPT 135° (FIGURA 79, pagina 119), foi possivel inferir a presenca de 4tomos de carbono sp?
ndo-hidrogenados em 6¢c 112,8 (C-8), dc 138,2 (C-2), e ¢ 129,0 (C-7), além da presenca de
carbonos sp? metinicos em 8¢ 123,7 (C-9), 8¢ 112,3 (C-3), 8¢ 122,3 (C-4), ¢ 119,6 (C-5) e éc
119,3 (C-6). Soma-se ainda, a presenca de carbonos sp® em 8¢ 63,7 (C-11) e 3¢ 29,8 (C-10).

O espectro de correlagdo heteronuclear *H, *C — HSQC (FIGURA 80, pagina 120)
permitiu atribuir as correlagdes dos carbonos a seus respectivos hidrogénios, de acordo com a
Tabela 18, pagina 116.

A andlise do espectro de correlagdo homonuclear *H, *H — COSY (FIGURA 81,
pagina 120) mostrou acoplamentos vicinais entre os hidrogénios metilénicos em 6n 2,97 (H-
10) e 61 3,81 (H-11), entre 0 hidrogénio em 6n 6,99 (H-5) com os hidrogénios em 61 7,53 (H-
6), e entre os hidrogénios em on 7,32 (H-3) e 6w 7,07 (H-4), como ilustra a Figura 73.

Figura 73 - Representacdo das correlagdes homonucleares *H,'H observadas no espectro
COSY.
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Fonte: Autora (2016).
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O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa distancia *H, $3C —
HMBC (FIGURA 82, pagina 121) permitiu inferir os acoplamentos entre os hidrogénios em 6H
3,81 (H-11) com o carbono em 8¢ 112,8 (C-8) (3Jcn) e com 8¢ 29,8 (C-10) (3Jcr). Também se
verifica a correlacdo entre o hidrogénio em 6n 7,07 (H-9) com o carbono em 6c 112,8 (C-8)
(*Jch) e com os carbonos em &¢ 138,2 (C-2) (PJcn) e 8¢ 129,0 (C-7) (BJcn). O hidrogénio em Sy
7,32 (H-3) mostrou correlagio com o carbono em d¢ 122,3 (C-4) (3Jcn) e com o carbono em 8¢
123,7 (C-9) (*Jcn). J4 o hidrogénio em &1 6,99 (H-5) mostrou correlagdes com os carbonos em
8¢ 129,0 (C-7) (3Jcn) e 8¢ 112,3 (C-3) ((Jcn). Ainda se verifica a correlagio entre os hidrogénios
em &n 7,07 (H-4) e 7,53 (H-6) com o carbono em 8¢ 138,2 (C-2) (?Jcn). A Figura 74 ilustra
estas e outras correlagdes.

Figura 74 - Representacdo dos acoplamentos heteronucleares *H,'C a longa distancia-
HMBC de FU-5.

Fonte: Autora (2016).

A analise do espectro de massa de FU-5 (FIGURA 83, pagina 122) revelou um pico
com m/z 161, compativel com a formula molecular C10H1:NO, tendo o indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a 6. Um pico base com m/z 130 foi justificado de acordo com o esquema
abaixo (FIGURA 75).
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Figura 75 - Proposta para a formacdo do cation com m/z 130.
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Fonte: Autora (2016).

A reunido dos dados discutidos permitiu inferir que FU-5 trata-se do triptofol (FI-
GURA 76). Ha relatos do isolamento deste composto através do cultivo dos fungos Aspergillus
niger, Balansia epichloe, Dreschslera nodulosum, Agrobacterium tumefaciens, Ceratocystis
spp., Rhizobium spp., bem como de esponja marinha Ircinia spinulosa. A literatura reporta que
o triptofol apresenta atividade antibacteriana contra Candida albicans e bactérias gram-positi-
vas (ELLEUCH et al., 2010).

Figura 76 - Estrutura quimica do triptofol, FU-5 isolado de F. udum.

Fonte: Autora (2016).
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Tabela 17 - Comparacéo dos dados de RMN *H e *C de FU-5 com dados da literatura obtidos
para o triptofol (KOHLING et al., 2003).

Carbono

© 00 N oo o b~ W N e

N
(N )

12

FU-5 (CDsOD, 300 MHz)

oH, mult. e Jem
Hz

7.32d (7,7)
7,07t (7,7)
6,99t (7,7)
7.53d (7,7)

7,07s
2,97t (7,3)
3,81t (7,3)

oc (padréo de
hidrogenacéo)
138,2 (C)
112,3 (CH)
122,3 (CH)
119,6 (CH)
119,3 (CH)
129,0 (C)
112,8 (C)
123,7 (CH)
29,8 (CH>)
63,8 (CH>)

Triptofol (CDClIs, 500 MHz)
(KOHLING et al., 2003)

oH, mult. e J em
Hz
8,19 (NH)
7,34 d (8,0)
7,03s
7,15dd (7,5; 8,0)
7,21dd (7,5; 8,0)

7,03 s
3,04 dd (6,5)
3,90 dd (6,5)

1,77 bs

oc (padréo de

hidrogenacéo

136,4 (C)
111,2 (CH)
122,1 (CH)
119,4 (CH)
118,7 (CH)

1274 (C)

112,1 (C)
122,5 (CH)
28,7 (CH2)
62,5 (CH2)

Legenda: d=dubleto; t=tripleto; s=singleto; dd=dubleto de dubleto.
Fonte: Autora (2016); Kohling et al. (2003).

Tabela 18 - Dados de RMN *H e 13C e correlagbes heteronucleares *H, C - HSQC e 3C -
HMBC "J (n=2; 3 ou 4) de FU-5 (CDsOD, 75 x 300MHz).

Posicéo

~

FU-5 HSQC FU-5 HMBC
on, mult. e J
oc ZJ CH 3J CH 4J CH
em Hz
138,2 (C) - H-9; 2H-10  H-4; H-9;H-6 -
112,3 (CH) 7,32d (7,7) H-4 H-5 .
122,3 (CH) 7,07t (7,7) H-3 H-6 -
119,6 (CH) 6,99t (7,7) - ] ]
119,3 (CH) 75d (7,7) - ] H-10
H-5; H-9;
1290 (C) - - H-4
H-10

Continua...
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8 112,8 (C) - H-9; H-10 H-11 -
9 123,7 (CH) 7,075 - H-10 H-3
10 298 (CH2)  2,97t(7,3) 2H-11 - -
11 638(CH2)  3,81t(7,3) 2H-10 - -

Legenda: d=dubleto; t=tripleto; s=singleto.
Fonte: Autora (2016).



Figura 77 - Espectro de RMN H (300 MHz, CD30D) de FU-5.
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Figura 78 - Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDs0D) de FU-5.
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Figura 79 - Espectro de RMN 13C DEPT 135° (75MHz, CD3s0OD) de FU-5.
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Figura 80 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *3C — HSQC

(300 x 75 MHz, CD30D) de FU —5.
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Figura 81 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H — COSY (a)

e (b) (300 x 75 MHz, CDsOD) de FU — 5.

| | HL
H-9/H-4 \\ ‘”1 E e
o1 I .
. A JL’ULH N S / b ’L I (R
J f"’
;‘ e
— -
| s
el _7_} a:ﬂé?%BL
b c
:}J} ;‘ﬂ?c

S o s MBa i e e I e e A I R e e

=3.0

Fonte: CENAUREMN — UFC (2016).



121

Figura 82 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C — HMBC
(300 x 75 MHz, CD30D) de FU —5.
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Figura 83 - Espectro de massa de FU-5 (IE, 70 eV).
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4.2.6 Determinacdo Estrutural de FU-6

Através do estudo do extrato micelial oriundo do cultivo de UFCM0439 em meio
BDL por um periodo de incubacédo de 28 dias e de sucessivos tratamentos cromatogréaficos, foi
possivel a obtencao de 4,3 mg de uma substancia sélida de coloracéo branca, denominada de
FU-6.

O espectro de RMN H (500 MHz, DMSO-d6) (FIGURA 87, pagina 128) de FU-
6 permitiu a observagdo das absor¢des em oH 8,34 (1H, s; H-8) ¢ 61 8,13 (1H, s; H-2), além de
sinais intensos em ox 7,32 (2H, s; H), 61 5,90 (1H, d, 6,15 Hz; H-1") e hidrogénios oximetinicos
em OH 5,50 (1H, sL; H-5" OH) e don 5,45 (1H, sL; H-2> OH). Um singleto largo e de baixa
intensidade foi observado na regido de 6n 5,25 (1H, sL; H-3’ OH), provavelmente pertencente
a uma hidroxila. Em adi¢do, absorcdes relativas a grupos metinicos foram observadas em oH
4,60 (1H, t, 5,5 Hz; H-2"), 61 4,14 (1H, t, 3,3 Hz; H-3") e 81 3,96 (1H, t, 3,2 Hz; H-4"), além
de absorcGes referentes a hidrogénios metilénicos em 61 3,67 (1H, d, 10,6 Hz; H-5") e 61 3,56
(1H, d, 12,4 Hz; H-5").

De acordo com as informacdes obtidas através da analise do espectro de RMN **C
(FIGURA 88, pagina 128) e DEPT 135° (125 MHz, DMSO-d6) (FIGURA 89, pagina 129) ,
foram observadas dez linhas espectrais, sendo 5 delas atribuidas a carbonos do tipo sp® em 8¢
61,6 (C-5") atribuido a carbono metilénico oxigenado, d¢c 70,6 (C-3") e dc 73,5 (C-2") atribuidos
a carbonos metinicos oxigenados, ¢ 85,8 (C-4') e d¢c 87,9 (C-1") relativos a carbonos metinicos,
além de 5 sinais observados em regido de carbono sp? em &c 119,3 (C-5), dc 139,8 (C-8), ¢
149,1 (C-4), 6¢c 152,3 (C-2) e ¢ 156,1 (C-6). Estes dados, em adicdo as informacdes fornecidas
pelo espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,3C - HSQC (500 MHz x 125 MHz,
DMSO-d6) permitiram atribuir inequivocamente o padrao de hidrogenacao de todos os &tomos
de carbono.

O espectro bidimensional de correlagido homonuclear *H,*H COSY (FIGURA 91,
pagina 130) mostrou acoplamentos entre 0s hidrogénios metilénicos em dn 3,56 (H-5") com o
hidrogénio da hidroxila én 5,45 (OH-5'). Também foi possivel verificar a correlacéo vicinal
entre os hidrogénios 61 4,60 (H-2") e 61 5,90 (H-1"), além da correlagdo 6+ 3,67 (H-5') e on 3,96
(H-4"), sendo que este Gltimo também mostrou correlacéo entre os hidrogénios em &n 4,14 (H-
3') que, por sua vez, também acopla com o 6H 4,60 (H-2") (FIGURA 84).
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Figura 84 - Representacdo das correlagdes homonucleares *H,'H observadas no espectro
COSY.

Fonte: Autora (2017).

As analises do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa distancia
'H,*C - HMBC (500 MHz x 125 MHz, DMSO0-d6) (FIGURA 92, pagina 131) possibilitou
inferir acoplamentos entre os hidrogénios on 3,67 (H-5') e 61 3,56 (H-5") com o carbono em 6c
70,6 (C-3") ((Jcn). Também foram observados acoplamentos entre o hidrogénio 5y 4,14 (H-3")
com o carbono em 3¢ 85,8 (C-4") (*Jcn) além da reciproca correlagdo do hidrogénio deste car-
bono em &y 3,96 (H-4") com o carbono em d¢ 70,6 (C-3") (3Jch). Verificou-se ainda, a correlacio
entre o hidrogénio em &n 5,90 (H-1') e o carbono em &¢c 73,5 (C-2') (%Jch). Este hidrogénio
mostrou, ainda, correlagdes com os carbonos em dc 139,8 (C-8) (3Jcn) e 8¢ 149,1 (C-4) (3Jcn).
O par de hidrogénios da por¢do amina em dn 7,32 (H-6") mostrou correlagédo com o carbono em
¢ 119,3 (C-5) (3Jcn), como pode ser verificado na Figura 85, estrutura A.

Outras correlacdes também foram observadas na por¢do nucleotidica da molécula,
como acoplamentos entre o hidrogénio em 31 8,34 (H-8) e os carbonos em 8¢ 119,3 (C-5) ((Jcw)
e dc 149,1 (C-4) (3Jcn). O hidrogénio em 8w 8,13 (H-2) apresentou correlagdes com os carbonos
em dc 156,1 (C-6) e 5c 149,1 (C-4) (*Jcu). Outras correlacdes foram observadas e podem ser

verificadas na Figura 85, estrutura B.
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Figura 85 - Representacdo dos acoplamentos heteronucleares *H,"*C a longa distancia-
HMBC de FU-6.

A

Fonte: Autora (2017).

A reunido dos dados espectroscopicos obtidos permitiu inferir, inequivocamente, a
estrutura para FU-6 e corroborar que se trata do nucleosideo adenosina (FIGURA 86). Ha rela-
tos na literatura de seu isolamento do cordado marinho Eudistoma laysani (ABOU-HUSSEIN
et al., 2007).

Figura 86 - Estrutura quimica da adenosina, FU-6 isolada de F. udum.
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Fonte: Autora (2017).



Tabela 19 - Comparacéo dos dados de RMN *H e *C de FU-6 com dados da literatura obtidos
para a adenosina (ABOU-HUSSEIN et al., 2007).
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Posicao
oH, mult.e Jem
Hz
1-N -—--
2 8,13 s
3 ——
4 ——
5 —_——-
6-NH: 7,32s
8 8,34 s
1 5,90d (6,15)
2’ 4,601t (5,5)
2’ -OH 545 sL
3’ 4,141 (3,3)
3’ -OH 5,25 sL
4 3,961 (3,2)
5 3,67d (10,6)
3,56d (12,4)
5’ -OH 5,50 sL

FU-6 (DMSO-d6, 500 MHz)

dc (padréo de

hidrogenacéo)

152,3 (CH)
149,1 (C)
119,3 (C)
156,1 (C)

139,8 (CH)
87,9 (CH)
73,5 (CH)

70,6 (CH)

85,8 (CH)
61,6 (CH>)

Adenosina (DMSO-d6, 400 MHz)
(ABOU-HUSSEIN et al., 2007).

o1, mult. e Jem Hz

8,12 s

7.31s
8,33 s
5,88 d (7,2)
4,60 q (5,3)
5,46 d (7,0)
4,13 brd (3,1)
5,20 br d (3,9)
3,949 (3,1)

3,58 m
3,67 m

5,421 (4,5)

oc (padrao de

hidrogenacéo

152,3 (CH)
149,0 (C)
119,2 (C)
156,1 (C)

139,8 (CH)
87,8 (CH)
73,4 (CH)

70,5 (CH)

85,8 (CH)

61,6 (CH)

Legenda: s=singleto; d=dubleto; sL=singleto largo; m=multipleto;
Fonte: Autora (2017); Abou-Hussein et al. (2007).

t=tripleto; g=quarteto.



Tabela 20 - Dados de RMN *H e *C e correlagbes heteronucleares *H, 3C - HSQC e 3C -

HMBC "J (n=2; 3 ou 4) de FU-6 (DMSO-d6, 125 x 500MHz).

Posicao

5’

5° -OH

FU-6 HSQC
5 oH, mult. e J
em Hz
152,3 (CH) 8,13s
149,1 (C)
119,3 (C)
156,1 (C) 7,323
139,8 (CH) 8,34 s
87,9 (CH) 5,90d (6,15)
73,5 (CH) 4,60t (5,5)
5,45 sL
70,6 (CH) 4,141 (3,3)
5,25 sL
85,8 (CH) 3,961(3,2)
3,67d (10,6)
61,6 (CH2)
3,56d (12,4)
5,50 sL

2JCH

H-1°
H-4°

H-3

FU-6 HMBC

3JCH

H-1°; H-2; H-8
H-6 (NH2); H-8

H-2
H-1"
H-5’

4JCH

Legenda: s=singleto; d=dupleto; sL=singleto largo; t=tripleto.

Fonte: Autora (2017).



Figura 87 - Espectro de RMN tH (500 MHz, DMSO) de FU-6.
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Figura 88 - Espectro de RMN 3C (125MHz, DMSO) de FU-6.
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Figura 89 - Espectro de RMN 3C DEPT 135° (125MHz, DMSO) de FU-6.
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Figura 90 - Espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear HSQC (500 x 125
MHz, DMSO) de FU - 6.
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Figura 91 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H,*H — COSY (a) e
(b) (500 x 125 MHz, DMSO) de FU — 6.
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Figura 92 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C — HMBC
(300 x 125 MHz, DMSO) de FU — 6.
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CONSIDERACOES FINAIS

A prospeccdo quimica de F. udum foi realizada através de dois estudos objetivando-
se verificar qual meio de cultivo e periodo de incubagdo mais promissores para a obtencdo de
maior diversidade de metabolitos secundarios atravées da analise por CCDA e CLAE.

Foram utilizados os meios MPD (malte, peptona e dextrose), BD (batata, dextrose),
BDL (batata, dextrose e extrato de levedura) e Czapek (Glicose, NaNO3, K;HPOg,
MgS0.4.7H20, KCI, FeS0O4.7H20), onde o fungo foi mantido inoculado até zerada a taxa de
glicose do meio. Verificou-se inicialmente um maior rendimento para o cultivo em meio MPD
por 25 dias (285,2 mg) sendo o seu extrato AcOEt selecionado preliminarmente para estudo.

No outro estudo, o micro-organismo permaneceu inoculado por 7, 14, 21 e 28 dias
nos quatros diferentes meios de cultivo, sendo verificada, a cada periodo, a diversidade de me-
tabolitos presentes. Através deste estudo, verificou-se que o extrato AcOEt oriundo do cultivo
em BDL por 28 dias foi 0 mais promissor sendo, entdo, selecionado para o estudo de seus
constituintes quimicos. O micélio obtido através deste cultivo foi extraido com MeOH e a fase
AcOEt foi analisada.

Sucessivos tratamentos cromatograficos do extrato AcOEt oriundo do cultivo de F.
udum em meio MPD-25 dias forneceu trés compostos: tirosol (FU-1), acido fusarico (FU-2) e
monaspilosina (FU-4). Por outro lado, o tratamento cromatogréfico do extrato AcCOEt do meio
BDL-28 dias forneceu os compostos ciclo (L-Pro-L-Leu) (FU-3) e triptofol (FU-5). A partir do
estudo do extrato AcOEt do respectivo micélio, foi obtido o composto adenosina (FU-6).

O potencial quimico de fungos endofiticos apresenta-se como uma fonte ainda
pouco explorada, o que justifica os estudos realizados, assim como a sua continuidade. O estudo
com cepas de F. udum caracteriza-se como inédito na literatura, desta forma, todos os compos-

tos obtidos contribuem para o conhecimento quimico do género Fusarium.
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