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Introducio

A progesterona ¢ um hormoénio sexual, um esterdide natural produzido pelo corpo
humano e participa em varios processos fisioldgicos relacionados ao sistema reprodutor
feminino, ¢ essencial para transformac¢do do endométrio no utero no momento da ovulagdo e na
manutengdo da gravidez (DI RENZO; TOSTO; TSIBIZOVA, 2020; PATIL; MAHESHWARI;
WAIRKAR, 2023).

Os fungos s3o conhecidos por conduzir uma ampla gama de reagdes de
biotransformacdo em varios compostos organicos, como relata (BIROLLI ET AL., 2015).
Porém o uso de fungos endofitos da Amazonia ambiental brasileira ainda ndo foram avaliados
em reacdes de biotransformagdo para converter a progesterona em esteroides hidroxilados.

Na literatura ja foram relatados alguns estudos de biotransformagao utilizando-se de
micro-organismos fungicos, como por exemplo a producdo de nanoparticulas de prata a partir
de células inteiras de Trichoderma sp., Aspergillus sp. e Trichoderma sp. realizado por
(RAMOS ET AL., 2020). Também ja foram utilizados na biodegrada¢ao do cloranfenicol, com
taxas que variam de 35 a 95%. ao longo de um periodo de 28 dias (HOLANDA ET AL., 2019).
Além disso, ja foram apresentados estudos que mostram que fungos endofiticos associados a
castanha-do-brasil pode representar uma fonte promissora de compostos bioativos. Por
exemplo, o efeito do extrato de Trichoderma asperellum isolado de castanhas-do-brasil na
melanogénese em peixe-zebra descrito por (FERREIRA ET AL., 2023A, 2023B), e na atividade
larvicida contra Aedes aegypti relatada por (ARAUJO ET AL., 2022).

Portanto, essa pesquisa tem como objetivo, investigar o potencial do fungo isolado da
Bertholletia excelsa (castanha do Brasil), mais em especifico o fungo penicillium paxillin, no
processo de biotransformacao da progesterona.

Material e Métodos

As améndoas de Bertholletia excelsa foram coletadas e atribuidas pelo Brasil Empresa
de Pesquisa Agropecuaria — Amapa, Brasil, na area localizadaem 1 - W 52 © 18'20.976 " and
S0°3344.44 " e 2 - W 51 °57'53.338 " and S 0 © 25'21.39 " (estado do amapa, Brasil). O
fungo endofitico utilizado neste estudo foi isolado da améndoa e armazenado de acordo com as
protocolo descrito por (HOLANDA ET AL., 2019), e seguindo a metodologia usada por
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(ARAUJO ET AL., 2022). As placas foram avaliadas diariamente até o desenvolvimento das
colonias fingicas.

As identifica¢des iniciais foram baseadas na observacdo direta através de
microscopio optico (OLYMPUS ® BX41). O fungo endofitico Penicillium paxilli utilizado
neste trabalho, foi identificado por métodos convencionais e moleculares no Centro
Pluridisciplinar ~de  Pesquisas  Quimicas, Biologicas e  Agricolas (CPQBA,
https://cbmai.cpgba.unicamp.br) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP,
Brasil.

Para realizar a biotransformacao utilizando o fungo, Todos os materiais ¢ meios de
cultura utilizados, foram autoclavados por 20 minutos a 121 °C. Pequenos discos com diametro
de 5 mm da coldnia micelial foram transferidos para frascos erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de meio liquido de malte a 2%. Os frascos foram incubados em um agitador orbital
(150 rpm, 28 °C) por 5 dias. Os micélios de Penicillium paxilli foram coletados por filtragao de
Buchner e suspensos em 100 mL de solugdo tampao (pH=7) em frascos Erlenmeyer de 250 mL.
Apds 50 mg (0,160 mmol) de progesterona dissolvida em 1000 uL. de DMSO foi adicionado ao
erlenmeyer contendo a solu¢ao tampao, a reagdo foi incubada em um agitador orbital por 5 dias
(150 rpm, 28 °C). Apds o periodo de reagdo, a cultura foi filtrada com aparelho de Buchner, e
a massa micelial obtida foi suspensa em 100 mL de 4gua e acetato de etila (1:1). A mistura foi
vigorosamente agitada magneticamente por 30 minutos e filtrada novamente com funil de
Buchner. O sobrenadante foi extraido em trés etapas com acetato de etila. A fase organica foi
evaporada em um rota-vapor sob vacuo, e apos, seca com sulfato de sodio anidro.

Para caracterizar o produto da biotransformagdo, foi realizada uma
caracterizagdo através de técnicas espectroscopica de ressonancia magnética de hidrogénio e
carbono 13 (RMN 'H e 13C), e a cromatografia a gis acoplada a espectrometria de massas (CG-
MS).

Resultados e Discussiao

A capacidade de biotransformacdo de Penicillium paxilli, isolada de améndoas de
Bertholletia excelsa, foi investigada ap6s 5 dias de reagdo. A progesterona foi convertida em
testololactona com 92% (area de pico por GC-MS), um tnico produto isolado com um
rendimento de 60%, como € possivel de visualizar na figura 1, sugerindo a presenga de varias
enzimas, como as monooxigenases de Baeyer-Villiger, e que a cepa pode ser um biocatalisador
util para transformagao esteroidal.

FIGURA 1: Cromatogramas de GC-MS da biotransformacao de progesterona usando células
inteiras de P. paxilli (A) Progesterona em repouso tempo de retengao (t.r). (t.r. 14,25 min); (B)
Biotransformagao de reagdo; (C) Testololactona isolada por cromatografia em coluna (t.r.
16,10 min).
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Fonte: Autor (2024)

O cromatograma obtido pela analise CG-MS (Figura 1A), mostrou a presenca de
progesterona como padrao (r.t. 14,25 min), e produto da biotransformagao (Figura 1B), picos
indicativos de testololactona (r.t. 16,10 min), e a Figura 1 C mostrou a testolactona apds
purificacdo. O pico base observado para progestogénios quando analisados por GC-MS (EI, 70
eV) corresponde a um ion molecular em m/z 314, dando ions de fragmentos principais em m/z
124, indicando a reacdo de clivagem do anel B como descrito por (JEILANI; CARDELINO;
IBEANUSI, 2011; ZARETSKII; WULFSON; ZAIKIN, 1967), ¢ m/z 43 e perda de um e
C2H3O0. Para a testololactona, mostrou 84% de similaridade com o ion molecular e pico de

base em m/z 302, deu ions de fragmento em m/z 177, indicando a reacdo de clivagem do anel
C.

A analise por dados de RMN de !*C pode ser visualizada na tabela 1, onde a
testololactona mostrou um desaparecimento do carbono em o 209,3 (carbonilico) e 6 31,5
(metino), e isso foi acompanhado pelo aparecimento de um 6 171,1 caracteristico do carbono
O-lactona - carbono 17 (atribuigcdo de tipo numérico para atomos de carbono e hidrogénio de
acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) e a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC).ndo sei se precisa desta parte Apoiando
ainda mais essa alega¢do na formacao da testololactona, o espectro de RMN de 'H revelou uma
perda do tripleto em 6 2,54 (t, 8,6) e concomitante com a perda do grupo metil em d 2,13 (s).
Este resultado estava de acordo com ambos os dados descritos por (ILOVAISKY ET AL.,
2020).

TABELA 1: Dados experimentais de RMN de *C (CDCI3, 100 MHz) para progesterona e
testololatcona.
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Penicillium paxilli
5 dias, pH 7
Progesterona Testolactona
¢ °C (ppm)
Numero Progesterona Testololactona
This work Ref [30] This work Ref [31]

1 35.6 35.9 355 35.5
2 34.0 343 33.8 33.8
3 199.4 199.8 199.0 199.0
4 123.9 124.3 124.1 124.1
5 170.9 171.3 169.2 169.2
6 32.8 32.2 323 323
7 32.0 33.1 30.4 30.4
8 35.6 36.1 38.0 38.0
9 53.7 54.0 52.5 52.5
10 38.7 39.0 38.5 38.5
11 21.0 21.4 21.8 21.8
12 38.6 38.9 39.0 38.0
13 43.9 443 82.7 82.7
14 56.0 56.4 45.7 45.7
15 24.4 24.7 19.9 19.9
16 22.9 232 28.5 28.5
17 63.5 63.8 171.1 171.1
18 13.3 13.7 20.1 20.1
19 17.4 17.7 17.4 174
20 209.3 209.7 - -
21 31.5 31.9 - -

Fonte: Autor (2024)
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A formacao de testololactona a partir da progesterona foi relatada em outros estudos. Ao
longo do tempo, fungos de diferentes ambientes foram usados nessa biotransformacao, por
exemplo, células inteiras de fungos marinhos brasileiros, como Penicillium oxalicum CBMAI
1996 usada por (MELO DE QUEIROZ et al., 2024) e Aspergillus sydowii CBMAI 935 usada
por (DE PAULA; ROSSET; PORTO, 2021) produziram 26% e 36%, respectivamente, de
testololactona.

Conclusoes

O fungo endofito penicillium paxillin demostrou ser capaz de biotransformar a
progesterona, convertendo a mesma em 92 % de testolactona, e com um isolamento de 60% de
rendimento do produto final. Indicando assim a sua utilizagdo em processos de
biotransformagdo da progesterona para formacao de testolactona.
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