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Resumo

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que residem nos tecidos
das plantas sem lhes causar nenhum dano aparente. Muitas dessas
espécies tém atraido a atencao devido as atividades bioldgicas
identificadas em seus metabdlitos em acao antimicrobiana, inseticida
e citotoxica, o que permite explorar usos potenciais na agricultura e
na medicina. Nesse sentido, foi realizado um estudo quimico do fungo
Nodulisporium sp. encontrado nas folhas de Catharanthus roseus
(boa-noite). O extrato acetato de etila do fungo, obtido por particdo
liquido-liquido, foi cromatografado em Sephadex LH-20 seguido de
cromatografia a liquido de alta eficiéncia resultando no isolamento

de uma mistura de duas a-pironas. Analises espectrométricas por
ressonancia magnética nuclear (incluindo técnicas bidimensionais tais
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como COSY, HSQC e HMBC), combinada com espectrometrias de
massas de alta resolucédo e de infravermelho, permitiram identificar tais
compostos como sendo cladobotrina IV e (2£)-3-[5-(hidroximetil)-4-
metoxi-2-oxo-2H-piran-6-ill-acrilato de metila, uma substancia inédita
na literatura.

Termos para indexacao: a-pironas, RMN, Catharanthus roseus,
Nodulisporium.



a-Pyrones from Nodulisporium
sp., an Endophytic Fungus of
Catharanthus roseus (rosy periwinkle)

Abstract

Endophytic fungi are microorganisms that reside within plant tissue
causing no apparent damage. These species have attracted a great
attention due to several biological activities demonstrated by their
metabolites such as antimicrobial, insecticidal and cytotoxic, hence
showing considerable potential uses in agriculture and medicine. In
this context, we performed a chemical study of the Nodulisporium sp.
fungus found on leaves from Catharanthus roseus (rosy periwinkle).
The ethyl acetate extract, obtained previously by liquid-liquid

partition, was chromatographed on Sephadex LH-20 followed by

high performance liquid chromatography, yielding a mixture of two
a-pyrones. Spectral analysis by nuclear magnetic resonance (including
2D techniques such as COSY, HSQC e HMBC) combined with high
resolution mass spectrometry and infrared permitted to identify these
compounds as cladobotrin IV and methyl (2E)-3-[5-(hydroxymethyl)-4-
methoxy-2-oxo-2H-pyran-6-yl]-acrylate, which is being reported for the
first time in literature.

Index terms: a-pirones, NMR, Catharanthus roseus, Nodulisporium.
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Introducao

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que residem nos tecidos das
plantas sem lhes causar nenhum dano aparente. Muitas dessas espécies
tém atraido uma grande atencao devido as vérias atividades biolégicas
demonstradas por seus metabdlitos, tais como antimicrobiana, inseticida e
citotéxica, exibindo usos potenciais na agricultura e na medicina (KUSARI
et al., 2014; ZHAO et al., 2011).

Em razao disso, os laboratérios de Fitopatologia e Quimica de Produtos
Naturais da Embrapa AgroindUstria Tropical vém estudando, desde
2011, fungos endofiticos de plantas encontradas no Semiarido
cearense, principalmente aquelas da Caatinga, visando descobrir novas
fontes de substancias bioativas. Em uma das prospeccoes, foi isolado
o fungo Nodulisporium das folhas de Catharanthus roseus (boa-noite).
A principio, a ideia era verificar a presenca de alguns compostos
biologicamente ativos e/ou de alto valor agregado comumente
associado ao género Nodulisporium ou a espécie C. roseus, visto que
varios fungos endofiticos sdo capazes de biossintentizar compostos
originalmente produzidos pela planta-hospedeira. Um exemplo é a
ocorréncia de fungos endofiticos produtores de paclitaxel (Taxol) na
planta Taxus brevifolia, fonte genuina desse diterpeno anticancerigeno
(ZHOU et al., 2010).

Nodulisporium despertou o nosso interesse porque as espécies desse género
costumam produzir uma classe de diterpenos inddlicos chamados acidos
nodulispdricos, que demonstram potente acdo inseticida sem, contudo,
apresentar efeitos colaterais em mamiferos (SINGH et al., 2005; ZOU et al.,
2015). Além disso, das folhas de C. roseus sao extraidos dois importantes
alcaloides de uso clinico no tratamento de varios tipos de cancer: vincristina e
vimblastina (HEIJDEN et al., 2004; ALMAGRO et al., 2015).

Entretanto, uma andlise preliminar do extrato do fungo Nodulisporium
(dados nao publicados), utilizando-se um sistema de cromatografia

a liquido de alta eficiéncia acoplado a um espectrémetro de massas
(CLAE-EM), nao detectou massa correspondente a dos alcaloides e dos
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acidos nodulispéricos ja relatados na literatura. Tendo em vista que a
composicao quimica dos fungos endofiticos é fortemente influenciada
por diversos fatores tais como as condicdes ambientais (incluindo o tipo
e o habitat da planta-hospedeira) e de cultivo do fungo no laboratério
(ZHAO et al., 2011; STROBEL; DAISY, 2003), concluiu-se que, por
algum dos motivos referidos acima, os compostos de interesse nao
foram biossintetizados pela cepa em estudo.

Por outro lado, apds sucessivas separacoes cromatograficas do extrato
acetato de etila de Nodulisporium sp., foi obtida uma mistura de

duas a-pironas, cujo isolamento e caracterizacdo quimica estao sendo
descritas nesse fungo pela primeira vez na literatura, no presente
trabalho. Além disso, um desses dois compostos quimicos isolados
apresenta uma estrutura quimica inédita.

Materiais e Métodos

Isolamento e cultivo do fungo

O fungo endofitico foi isolado de folhas de C. roseus coletadas em
Pentecostes, Cear4, e identificado por exame morfolégico como sendo
um Nodulisporium sp. O fungo foi crescido durante 21 dias a 25 °C
(x2 °C) em 6 Erlenmeyers de 2 L, contendo em cada um deles 1 L de
extrato de malte (composicdo: 1 g de peptona, 20 g de dextrose e 20 g
de extrato de malte para cada 1.000 mL de agua destilada).

Extracao e Isolamento das a-pironas 1 e 2

O meio de cultura foi filtrado a vdcuo em um funil de blichner para
remocao do micélio e em seguida particionado com acetato de etila (3
vezes de 3 L). A fase orgéanica foi tratada com sulfato de sédio anidro
e seca em rotaevaporador a 40 °C, rendendo um sélido marrom (1,3 g)
denominado NOA. O extrato acetato de etila foi dissolvido em metanol
(100 mL) e desengordurado com hexano (3 vezes de 70 mL). Depois
de seca, a fracdo metandlica NOA-M (423 mg) foi cromatografada em
uma coluna de vidro de Sephadex LH-20 (60 g), utilizando-se metanol
como eluente a uma vazao de 1,5 mL/min. Sete subfracoes de 10 mL
foram coletadas. A primeira subfracdo, NOA-M1 (290 mg) foi analisada
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por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se um
cromatégrafo HPLC Polaris 210-Varian acoplado a um detector de
UV-Vis e equipado com uma coluna semipreparativa Ascentis-Supelco
C-18 (25 cm x 10 mm, 10 um). A amostra foi corrida a uma vazao de
5 mL/min, empregando-se um gradiente de eluicdo constituido por dgua
e metanol (B), que variou de 20% a 80% de B em 15 min e aumentado
para 90% de B em 3 min. Apds sucessivas injecoes, o pico com tempo
de retencao de 14,4 min foi coletado, resultando no isolamento de

um sélido amarelo denominado NOA-M1P6 (14,2 mg), formado pela
mistura binaria dos compostos 1 e 2. As coletas das substancias foram
realizadas com as injecdes de 100 pL de amostra, previamente filtrada
em filtro de PTFE de 0,45 um (Millipore) e monitoradas a 254 nm.

Caracterizacdo quimica das a-pironas 1 e 2

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN "H)
e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN '3C), uni e
bidimensionais, foram obtidos em um espectrémetro Bruker, modelo
Avance DRX-500. O espectrometro foi operado nas frequéncias

de 500,13 ('H) e 125,75 MHz ('3C), sob um campo magnético de
11,744 T, equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm com
deteccao inversa. A amostra foi dissolvida em uma aliquota de 0,6 mL
de cloroférmio deuterado (CDCI,, Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, EUA) e analisada em um tubo de 5 mm (Wilmad Labglass,
New Jersey, EUA). Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e referenciados com relacao ao sinal

do solvente (5, 7,27 e O 77,23). As multiplicidades dos sinais de
hidrogénio nos espectros de RMN "H foram indicadas segundo a
convencao: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto),
q (quarteto), m (multipleto).

Nos experimentos unidimensionais de 'H e de '3C (composite pulse
decoupling — CPD), foram estabelecidos os seguintes valores para os
pardmetros de aquisicao, respectivamente: larguras espectrais de 24 ppm
e 260 ppm, nimero de transientes de 8 ('H) e 10.240 ('3C), largura de
pulso de 90° de 9,70 us e 30° de 15,50 ps, bem como tempo de
relaxacdo de 1s para ambos os nucleos. Para todos os experimentos
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unidimensionais, foram utilizados 65.356 pontos para a aquisicao

e 32.768 para o processamento, enquanto, para 0os experimentos
bidimensionais, foram utilizados 2.048 x 256 pontos para a matriz de
dados de aquisicdo e 1.024 x 1.024 pontos para o processamento.
Nos experimentos bidimensionais de correlagcdo homonuclear (COSY) e
heteronuclear de 'H-*C (HSQC e HMBC), foram empregados gradiente
de campo, posicionado no eixo z e magnitude de 10 A. Os valores de J
utilizados para esses experimentos foram ‘JH’C = 145, "JH’C = 7, sendo
n>2.

O espectro de massas de alta resolucado (EM) foi obtido por injecao
direta em um sistema LCMS-IT-TOF Shimadzu, munido de fonte de
ionizacao por electrospray. A amostra foi dissolvida em metanol e
filtrada em filtro de nylon de 0,22 um. A analise foi realizada com um
volume de injecdo de 5 pL no modo de ionizagao positivo. O espectro
de absorcao na regiao do infravermelho (1V) foi registrado em um
espectrometro PerkinElmer, modelo FT-IR Spectrum 1000, utilizando-se
pastilhas de KBr.

Resultados e Discussao

Separacao cromatografica em Sephadex LH-20 seguida de CLAE da
fracao metandlica, obtida previamente por particao liquido-liquido do
extrato acetato de etila (NOA), resultou no isolamento de um sélido
amarelo (NOA-M1P6, 14,2 mg) formado pela mistura binaria dos
compostos 1 e 2. (Figura 1).

O composto 1 apresentou um pico com m/z 255.0868 [M +H]* no

seu espectro de EM-AR (Figura 2), correspondente a férmula molecular
de C12H1506, indicando a existéncia de seis insaturacoes. Além

disso, alguns fragmentos com m/z 195,0656 e 177,0531 foram
observados e atribuidos a perdas neutras de metanol e mondxido de
carbono [M +H-60]*, bem como metanol + monéxido de carbono e
agua [M+H-781%, respectivamente. O seu espectro de infravermelho
(Figura 3) mostrou uma banda larga em 3.335 cm™ e uma banda
intensa e aguda em 1.698 cm™, as quais foram associadas a

absorcdes de hidroxila e carbonilas conjugadas, respectivamente.
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Figura 1. Cromatograma de HPLC-UV da fracdo NOA-M1 (A=254 nm).
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Figura 2. Espectro de massas de alta resolucdo de NOA-M1P6.
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Figura 3. Espectro de infravermelho de NOA-M1P6 (pastilha de KBr)

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI,) (Figura 4) de 1 apresentou
um par de dupletos em ¢ 7,58 € 6,78 (1H, J = 15,4 Hz) referentes
a hidrogénios trans-olefinicos, um sinal em 4,61 (2H, s) atribuido a
hidrogénios oximetilénicos, dois simpletos em ¢ 3,98 e 3,81 (3H, s)
caracteristicos de metoxilas, além de um simpleto em ¢ 2,13 (3H, s)
correspondente a metila. No espectro de RMN "3C-CPD (125 MHz,
CDCI3) (Figura 5), foram observadas 12 linhas espectrais, das quais
oito foram associadas a carbonos sp?. Entre estes, quatro foram
identificados como oxigenados: ¢ 166,7 (C-9); 166,6 (C-4); 163,8
(C-2) e 152,0 (C-6), sendo dois deles compativeis com carbonilas de
éster e/ou lactona. O sinal em 6 11,2 (3-CH,) confirmou a presenca
da metila, enquanto outras trés ressonancias foram relacionadas a

carbonos sp® oxigenados. Dessa forma, foi proposta uma estrutura de
uma pirona para o composto 1.
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O espectro de RMN de 'H-3C HSQC (Figura 6) exibiu as correlacoes
dos hidrogénios ligados diretamente a seus respectivos carbonos,
permitindo-nos realizar o assinalamento inequivoco dos sinais das
metoxilas em 6 61,8 (4-OCH,) e 52,4 (9-OCH,), do sinal do carbono
carbindlico em ¢ 55,3 (5—CHZOH), bem como dos carbonos trans-
olefinicos em ¢ 130,7 (C-7) e 124,5 (C-8). Adicionalmente, o espectro
HSQC revelou os sinais dos carbonos nao hidrogenados como sendo
aqueles pertencentes aos carbonos sp? oxigenados, além dos sinais em
0118,8 (C-5) e 114,7 (C-3).
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Figura 6. Espectro de RMN-HSQC de NOA-M1P6 (CDCl,, 500 x 125 MHz).
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O espectro RMN 'H-"*C HMBC (Figura 7) mostrou os acoplamentos
entre hidrogénios e carbonos a duas e trés ligacdes. As correlacoes
dos sinais de hidrogénio em 6 7,58 (H-7), 6,78 (H-8) e 3,81 (9-OCH,)
com o sinal da carbonila em 6 166,7 (C-9) evidenciaram a presenca de
um éster metilico o,p-insaturado na estrutura. Por sua vez, a ligacao
desse grupamento com o anel J-pirébnico foi evidenciado por meio do
acoplamento dos hidrogénios olefinicos em ¢ 7,58 (H-7) e 6,78 (H-8)
com o carbono aromatico oxigenado em ¢ 152,0 (C-6).
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Figura 7. Espectro de RMN-HMBC de NOA-M1P6 (CDCIl,, 500 x 125 MHz).
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A correlacdo do sinal de hidrogénio em & 2,13 (3-CH,) com os sinais
de carbono em J 166,6 (C-4), 163,8 (C-2) e 114,7 (C-3) revelou
que a metila estad posicionada no carbono ¢ a carbonila lacténica. O
acoplamento dos hidrogénios metoxilicos em 6 3,98 (4—OCH3) com o
carbono em 6 166,6 (C-4) indicou a metoxila na posicao 4, estando,
portanto, em consonancia com a teoria biogenética que preconiza
que J-pironas monoxigenadas sao preferencialmente substituidas na
posicao 4 (NAIR; CAREY, 1975; MCGLACKEN; FAIRLAMB, 2005).
Os acoplamentos dos hidrogénios carbindlicos em J 4,61 (5-CH,OH)
com os sinais de carbono em ¢ 166,6 (C-4), 152,0 (C-6) e 118,8 (C-b)
ratificaram a hidroximetila na posicao 5. Com isso, o composto 1 foi
identificado como sendo (2E)-3-[5-(hidroximetil)-4-metoxi-2-oxo-2H-
piran-6-il]-acrilato de metila, inédito na literatura (Figura 8).

Figura 8. Estrutura quimica do composto 1 exibindo acoplamentos H, C a longa
distancia observados no espectro de RMN-HMBC.

Entretanto, o espectro de RMN 'H da fracdo NOA-M1 (Figura 4)
mostrou ainda sinais menos intensos com deslocamentos quimicos
similares aos do composto 1, em uma proporcao 2:1, denotando a
existéncia de um componente minoritario com estrutura anéloga a da
a-pirona ja elucidada. Entre os sinais minoritarios, foi possivel observar
trés simpletos em o 4,52; 3,94 e 2,08, os quais foram atribuidos
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respectivamente aos hidrogénios dos grupos hidroximetila, metoxila
e metila, ligados ao anel a-pirona. O espectro COSY (Figura 9) exibiu
os acoplamentos entre os dupletos de hidrogénios trans-olefinicos em
06,77 (1H, J = 15,4; 7,0 Hz) € 6,39 (1H, J = 15,4; 1,5 Hz) com

o hidrogénio metilicoem ¢ 1,94 (1H, J = 7,0; 1,5 Hz), indicando a
existéncia de um sistema alilico.

Figura 9. Espectro de RMN de correlacdo homonuclear H,H (COSY) de NOA-M1P6.
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A auséncia de sinais “dobrados” em 6, 3,81 e d 52,4, referentes

a metoxila do éster, reforcou a hipdétese de que o constituinte
minoritario seria uma forma reduzida do composto 1, na qual o grupo
metoxicarbonila é substituido por uma metila. O espectro HSQC
(Figura 6) mostrou a correlacao do sinal de hidrogénios metilicos em
0 1,94 (H-9) com o respectivo carbono em 6 18,9 (C-9), além dos
hidrogénios olefinicos (H-9). No espectro de RMN-HMBC, expandido
(Figura 10), os hidrogénios alilicos em ¢ 1,94 (H-9) aparecem
correlacionados com os carbonos olefinicos em & 136,2 (C-8) e 119,5
(C-7), sendo também observadas correlacGes entre os hidrogénios
vinilicos em 6 6,77 (C-8) e 6,39 (C-7) com o carbono do anel lacténico

em ¢ 155,0 (C-6).

ppm
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Figura 10. Espectro de RMN-HMBC de NOA-M1 (expansédo da regido
0 108-172 x 0 1,9-4,7).
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As evidéncias espectroscépicas apontaram para a estrutura do
composto 2 (Figura 11), a qual corresponde a uma cladobotrina 1V,
substancia isolada de Cladobotryum varium (TEZUKA et al., 1994).
Comparacoes dos dados de RMN de 2 e da cladobotrina mostraram
concordancia entre os mesmos. Entretanto, hd um equivoco no dado de
RMN descrito no trabalho de Tezuka et al. (1994) quanto a atribuicao
dos deslocamentos quimicos para os carbonos vinilicos, visto que o C-7
aparece como mais desblindado do que C-8, tal como observado para o
composto 1, cuja carbonila do grupamento éster exerce um forte efeito
mesomérico retirador no carbono B (C-7). (Tabela 1).

Nesse caso, o espectro HSQC foi fundamental para o correto
assinalamento, uma vez que exibiu as correlacdes dos hidrogénios do
sistema alilico com seus respectivos carbonos. O HSQC demonstrou

a correlacao do carbono olefinico em 6 119,5 (C-7) com o hidrogénio
olefinico em ¢ 6,39 (C-7), cujo sinal aparece como um duplo-dupleto
com J compativel com acoplamento alilico (1,5 Hz), enquanto o
carbono em 6,77 (C-8) estava correlacionado com o hidrogénio
olefinico em ¢ 6,77 (C-8), o qual é um duplo dupleto com J condizente
com acoplamento vicinal (7,0 Hz).

Figura 11. Estrutura quimica do composto 2 exibindo acoplamentos H, C a longa
distancia observados no espectro de RMN-HMBC.
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Algumas cladobotrinas e compostos andlogos possuem agées
antifingicas e citotoxica (TEZUKA et al., 1994; JADULCO et al., 2002;
GU, 2009). Ademais, a-pironas sao grupos funcionais comumente
encontrados em esqueletos de compostos naturais e sintéticos
bioativos (ex.: bufadienolideos, fusapironas e cumarinas), exibindo

uma ampla gama de aplicacdes biolégicas e médicas, tais como

antifungicos, citotéxicos, inibidores de HIV, mal de Alzheimer e cancer
(TIAN et al., 2015; McGLACKEN; FAIRLAMB, 2005).

Tabela 1. Dados de RMN (obtidos em CDCI,) dos compostos 1 e 2 e de
cladobotrina IV (TEZUKA et al., 1994).

Composto 1 Composto 2 Cladobotrina IV
’ 5, s, s, "s, é, s,
2 163,8 163,8 164,8
3 114,7 114,7 110,0
4 166.,6 168,0 167,7
5 118,8 1121 112,0
6 152,0 155,0 155,1
7 130,7 7,58(1H,d, 154) 1195  6,39(1H,dd, 154,1,5) 1194 6,39 (1H, dd, 15,4, 1,5)
8 1245 6,78 (1H,d, 15,4)  136,2 6,77 (1H,dd, 154;7,00 1358 6,76 (1H, dd, 15,4; 7,0)
9 166,7 18,9 1,94 (3H, d, 7,0; 1,5) 18,7 1,93 (3H, d, 7,0; 1,5)
3-CH, 11,2 2,13 (3H, s) 10,8 2,08 (3H, s) 10,8 2,08 (3H, s)
40CH, 618 3,98 (3H, s) 61,6 3,94 (3H, s) 63,7 3,93 (3H, s)
5.CH,0H 553 4,61 (3H, s) 55,5 4,52 (3H, s) 55,2 4,50 (3H, s)
9-0CH, 524 3,81 (3H, s)

“Em seguida aos valores de deslocamento quimico de hidrogénio em ppm, seguem valores de
integracdo (nimero de hidrogénios), constante de acoplamento (J) expressa em Hz e multiplicidade
segundo a convencéo: (s) simpleto, (d) dupleto e (dd) duplo-dupleto.
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Conclusoes

A cepa fungica de Nodulisporium sp. isolada das folhas de C. roseus nao
produz acidos nodulispéricos, todavia é constituida e excreta pelo menos
dois metabdlitos secundarios a-pirénicos: (2£)-3-[5-(hidroximetil)-4-metoxi-
2-0x0-2H-piran-6-ill-acrilato de metila, a qual é uma substancia inédita na
literatura, e cladobotrina IV.
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