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Introducao

O fungo Beauveria felina produz as destruxinas,
depsipeptideos ciclicos biossintetizados a Partir de
aminoacidos existentes no meio de cultivo™. Porém
ndo ha relatos de destruxinas apresentando o0s
aminoécidos tirosina, 4-hidroxiprolina e arginina.

O presente trabalho teve como objetivo realizar
experimentos de crescimento e producdo de
destruxinas modificadas por B. felina, com a adi¢édo
dos aminoacidos arginina, tirosina e 4-hidroxiprolina
ao meio de cultivo.

Resultados e Discussao

O fungo B. felina foi crescido em 50 mL de meio de
cultura, utlizando-se uma condicdo Otima de
crescimento estabelecida através de métodos
quimiométricos. Em experimentos separados, foram
adicionados 10 mM de cada um dos aminoacidos®
arginina, tirosina e 4-hidroxiprolina. Apds o periodo
de incubacéo foi realizada a filtracdo e extragédo dos
metabolitos secundarios, por extracdo em fase
sélida (SPE) do meio de cultura liquido e extragdo
com MeOH do micélio do fungo. As 4 fragbes de
SPE, o0 extrato metandlico e os padrées de
destruxinas (roseotoxina B, [Phe®, N-Me-Val’]
destruxina B e pseudodestruxina C) foram
analisados por HPLC-PDA-ELSD-MS, utilizando-se
uma coluna Cis, com um gradiente de
MeOH/ACN/H,O com 0,1% de &acido féormico, fluxo
de 1 mL/min e MS no modo ES".

A analise por HPLC-PDA-ELSD-MS das fragGes
obtidas indicou que as fragées 1 (H,O/MeOH 75:25)
e 2 (H,O/MeOH 1:1) provenientes do experimento
de crescimento de B. felina na presenca de 4-
hidroxiprolina, apresentaram um pico de ion pseudo-
molecular [M+H]" de m/z 637, bem como seu aduto
de sédio analogo [M+Na]" de m/z 660. Tal pico foi
atribuido a uma possivel destruxina (2) que
resultaria da substituicdo do amino&cido prolina pela
4-hidroxiprolina na estrutura da destruxina anéloga
a da pseudodestruxina B (figura 1).

Para confirmar a incorporacédo da 4-hidroprolina em
2, a amostra foi purificada por HPLC e enviada para
analise por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN-'H) em 600 MHz e de massas
(MS/MS) para sua caracterizacao estrutural.
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Figura 1.

A analise dos dados obtidos indica a presenca de 4-
hidroxiprolina em um ciclodepsipeptideo do tipo
destruxina, uma vez que a massa molecular medida
para a amostra enviada para os EUA (638.3759,
M+H") situa-se na mesma faixa das destruxinas
previamente isoladas. Adicionalmente, a férmula
molecular observada (Cs3;Hs,N50g) indica 2
oxigénios a mais do que o nuimero de oxigénios
presentes nas destruxinas, o que mostra um maior
grau de oxidacdo em dois dos possiveis residuos de
aminoacidos ou do a-hidroxiacido. A prolina e o alfa-
hidroxiacido sdo os dois residuos mais propensos a
apresentarem maior grau de oxidacao. A andlise dos
espectros de RMN (*H e gCOSY) indicam a
presenca de sinais tipicos da 4-hidroxiprolina no
composto isolado. Todavia, levando-se em conta a
guantidade isolada (50 png), andlises adicionais
foram requeridas para que possamos estabelecer a
estrutura completa do composto isolado.

Conclusodes

Neste trabalho foi realizado, pela primeira vez, um
estudo de incorporacdo de aminoacidos que nédo
sdo comumente usados para a biosintese de
destruxinas, de maneira a induzir a producédo de
destruxinas modificadas pelo fungo B. felina. Os
resultados obtidos indicam que talvez tenha ocorrido
uma pequena incorporacdo do aminoacido 4-
hidroxiprolina pelo fungo B. felina.
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