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Introducéo

Os esteroides constituem uma importante classe de compostos bioativos,
caracterizados por um n0cleo estrutural formado por quatro anéis fundidos e ampla
diversidade de grupos funcionais e propriedades bioldgicas. Esses compostos apresentam
grande relevancia farmacéutica, sendo utilizados em diferentes aplicacfes terapéuticas em
razdo de suas atividades hormonais, anti-inflamatérias, imunossupressoras e outras
propriedades de interesse clinico (BERCZELLER; YOUNG; KUPPERMAN, 1964,
LIGHTMAN, 1991; KICMAN, 2008; VIGO; LUBIANCA; CORLETA, 2011). A diversidade
estrutural dos esteroides possibilita a obtencdo de diferentes derivados com aplicacdes
farmacoldgicas, tornando a modificacdo seletiva de suas estruturas uma estratégia relevante
para o desenvolvimento de compostos de interesse medicinal.

Apesar dos avancgos nas metodologias de sintese e modificacdo quimica de esteroides,
a funcionalizacdo seletiva dessas moléculas pode representar um desafio em razdo da
complexidade estrutural do nicleo esteroidal, da presenca de multiplos centros estereogénicos
e da existéncia de diferentes posicOes suscetiveis a modificagdo. Nesse contexto, a obtencao
de derivados estruturalmente definidos requer estratégias capazes de controlar a natureza e a
posicao das transformagdes realizadas (BHATTI; KHERA, 2012).

A Dbiotransformacdo microbiana constitui uma estratégia biocatalitica para a
modificacdo de compostos organicos, utilizando microrganismos ou seus sistemas
enzimaticos para promover transformagdes quimicas especificas. A utilizacdo de
biocatalisadores pode favorecer transformagdes com elevada quimio-, régio- e
estereosseletividade, caracteristicas particularmente relevantes para a modificagdo de
moléculas estruturalmente complexas, como os esteroides (BORNSCHEUER et al., 2012;
FABER, 2018). Além disso, sistemas baseados em células inteiras podem apresentar
diferentes atividades enzimaticas capazes de promover transformacdes do substrato sem a
necessidade de isolamento individual das enzimas envolvidas (DE CARVALHO, 2017).
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Os fungos filamentosos destacam-se entre 0s microrgaﬁfsmoé empregados em
processos de biotransformacdo devido a sua diversidade metabolica e a capacidade de
produzir diferentes sistemas enzimaticos. Fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium, por
exemplo, apresentam capacidade de promover transformagfes em moléculas esteroidais por
meio de reagGes como hidroxilagdo, oxidagédo e reducdo (BHATTI; KHERA, 2012). Estudos
especificos demonstram a utilizacdo de Aspergillus niger na biotransformacdo da
progesterona (KULKARNI; LELE; KULKARNI, 1998), enquanto espécies do género
Penicillium também apresentam capacidade de promover modificacdes em substratos
esteroidais, incluindo a formacdo de derivados hidroxilados a partir da progesterona (DE
PAULA; ROSSET; PORTO, 2021).

A progesterona é um esteroide de relevancia bioldgica e farmacéutica e apresenta uma
estrutura suscetivel a diferentes modificagdes promovidas por sistemas biocataliticos. A
biotransformacao desse substrato por microrganismos pode resultar na formacao de derivados
estruturalmente modificados, permitindo investigar diferentes padrbes de transformacéo e a
capacidade metabodlica dos biocatalisadores empregados (BHATTI; KHERA, 2012). Dessa
maneira, a utilizacdo da progesterona como substrato constitui uma abordagem para avaliar a
capacidade de fungos filamentosos em promover modificacbes estruturais em moléculas
esteroidais.

Embora a biotransformacdo de esteroides por fungos filamentosos seja descrita na
literatura, estudos direcionados a utilizacdo de fungos provenientes de ambientes amazdnicos
como biocatalisadores para transformacdes esteroidais ainda sdo menos frequentes. A
Amazonia brasileira apresenta elevada diversidade de fungos e constitui uma fonte potencial
de microrganismos com caracteristicas de interesse biotecnolégico (MENDOZA et al., 2022).
Nesse contexto, fungos filamentosos isolados de ambientes amazonicos submetidos a
condicBes ambientais especificas, incluindo solos associados a atividades de mineracéo,
podem representar uma fonte de diversidade microbiana com potencial para aplicagdes
biotecnologicas. Estudos recentes demonstram o isolamento e a identificacdo de fungos
filamentosos provenientes de solos de mineracdo amaz6nicos com capacidade de tolerancia a
diferentes metais, contribuindo para o conhecimento da diversidade e das caracteristicas
desses microrganismos (NOBREGA et al., 2024).

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
biocatalitico de quatro fungos filamentosos isolados de solo amaz6nico na biotransformacgéo
da progesterona, investigando a influéncia de diferentes condi¢BGes reacionais sobre a
formacéo de derivados esteroidais e sua caracterizacdo estrutural.

Material e Métodos
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Foram utilizadas as linhagens Aspergillus pseudoviridTﬁutah CBMAI 2755,
Aspergillus niger CBMAI 2756, Penicillium rolfssii CBMAI 2753 e Penicillium sp. cf.
guaibinense CBMAI 2758, previamente isoladas de solo amazbnico do municipio de
Mazagdo, Amap4, e identificadas por Ndbrega et al. (2024). Inicialmente, as linhagens foram
cultivadas em meio sélido contendo extrato de malte e &gar a 2% (m/v), pH 5,0, a 28 °C,
durante sete dias em incubadora BOD.
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A. pseudm iridinutans A.  niger P. guaibinense P. rolfssii
CBMAI 2755 CBMALI 2756 CBMAI 2758 CBMAI 2753

Figura 1-Fungos isolados de solo com elevado teor de metais, no municipio de Mazagdo/AP.

Posteriormente, foram transferidas para meio liquido contendo extrato de malte a 2%
(m/v), pH 5,0, permanecendo cinco dias sob agitacdo orbital a 130 rpm para obtencdo da
biomassa. As células miceliais foram recuperadas por filtracdo, obtendo-se aproximadamente
5 g de biomassa. Todas as manipulagdes foram realizadas em condi¢des assépticas, em capela
de fluxo laminar.

As reacOes de biotransformacao foram conduzidas utilizando células miceliais inteiras
suspensas em tampao fosfato (0,1 mol L) nos pH 5,0, 7,0 e 9,0 e, separadamente, o
sobrenadante livre de células obtido apds a remocdo da biomassa. Os tampdes foram
preparados com fosfato dissddico (NazHPOs) e fosfato monopotassico (KH2PO4). Em cada
reacdo foram adicionados 50 mg de progesterona previamente solubilizada em 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO). As reagOes foram conduzidas a 28 °C e 150 rpm durante sete dias.
A cinética foi acompanhada por coletas a cada 24 h, nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e
168 h.

Os produtos foram extraidos trés vezes com 50 mL de acetato de etila, secos com
sulfato de sodio anidro e concentrados sob pressao reduzida. As analises foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando Shimadzu
GC-2010 Plus/MS-2010 Plus, ionizacao por impacto de elétrons (70 eV) e coluna DB-5 (30 m
x 0,25 mm x 0,25 pm). O forno foi programado de 120 °C (1 min) a 300 °C a 20 °C min',
permanecendo nessa temperatura por 15 min. O injetor e a linha de transferéncia foram
mantidos a 270 °C; as amostras (1 pL) foram injetadas em modo split (15:1), com hélio a 3,0
mL min™!, ¢ faixa de aquisicdo de m/z 40-500. Os metabolitos foram identificados por
comparacdo dos espectros de massas com biblioteca de referéncia. Os metabdlitos
majoritarios foram isolados e caracterizados por RMN de 'H e 13C (Agilent Technologies
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400/54 Premium Shielded), e um dos composto foi confirmado p(\;;»difr'géo de raios X de
monocristal (XtaLAB Synergy Dualflex, Rigaku).

Os percentuais apresentados correspondem a area relativa dos picos cromatograficos
obtidos por CG-EM, ndo representando rendimento gravimétrico ou conversao determinada
por curva analitica. N&do foram realizados controles experimentais nem replicatas
independentes; portanto, ndo foi aplicada anélise estatistica aos resultados.

Resultados e Discussao

As linhagens amazonicas Aspergillus pseudoviridinutans CBMAI 2755 e Aspergillus niger
CBMAI 2756 apresentaram capacidade de biotransformacéo da progesterona, com perfis de
produtos distintos. Em sistema tamponado a pH 7,0, células inteiras de A. pseudoviridinutans
produziram 11a-hidroxiprogesterona (2) e 11a,15B-di-hidroxiprogesterona (3), enquanto o
sobrenadante livre de células apresentou perfil distinto de produtos. Para A. niger, também
foram observadas diferencas no perfil metabolico entre células inteiras e sobrenadante livre de
células. Esses resultados indicam que o sistema empregado influenciou o perfil dos produtos
formados nas condicOes avaliadas.
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Figura 2- cromatogramas CG-EM de biotransformacéo por A. niger e A. pseudoviridinutans.

Nos cromatogramas de A. pseudoviridinutans (Figura 2A), foram identificados progesterona
(1; tR = 14,28 min), 1lo-hidroxiprogesterona (2; tR = 16,68 min), 1la,15p-di-
hidroxiprogesterona (3; tR = 20,37 min) e pregnan-3,20-diona (4). As areas relativas
observadas foram de 15,76% para progesterona, 28,37% para 11a-hidroxiprogesterona,
26,12% para 11a,15B-di-hidroxiprogesterona e 6,19% para pregnan-3,20-diona. Para A. niger
(Figura 2B), foram identificadas 14a-hidroxipregnan-3,20-diona (5; 2,24%), progesterona (1;
37,82%), pregnan-3,6,20-triona (6; 10,17%) e 11a-hidroxiprogesterona (2; 24,77%).

Os metabolitos 11a-hidroxiprogesterona (2) e 11a,15B-di-hidroxiprogesterona (3),
obtidos a partir da biotransformagcdo por A. pseudoviridinutans, foram isolados por
4
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cromatografia em coluna. A caracterizacdo por RMN de H e 3C foi compatl'vel com as
estruturas propostas para os derivados hidroxilados, incluindo a hidroxilagdo em C11 para o
metabolito (2) e em Cl1 e C15 para o metabolito (3). A estrutura da 11a,153-di-
hidroxiprogesterona foi adicionalmente confirmada por difragéo de raios X de monocristal.
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Figura 3. Metabdlitos isolados das cepas do género Aspergillus e estrutura da 11 a,15 B - Dihidroxiprogesterona por
cristalografia.

A cinética da biotransformacao foi acompanhada por anélises realizadas a cada 24 h
durante 168 h. Para apresentacdo dos cromatogramas, foram selecionados os tempos de 48 e
96 h para A. pseudoviridinutans e 48 e 120 h para A. niger (Figura 4), por representarem
momentos nos quais foram observadas alteracdes mais relevantes no perfil cromatogréfico.
Nos demais intervalos, as alteracbes observadas foram menos expressivas. Em A.
pseudoviridinutans, a formagdo de 1la-hidroxiprogesterona foi observada em 48 h e
apresentou aumento da area relativa ao longo da reacdo, sendo observada também a formacao
de 11a,15p-di-hidroxiprogesterona em periodos posteriores. Em A. niger, a formacdo de
produtos ocorreu de forma mais evidente em periodos posteriores, com alteracdes observadas
entre 48 e 120 h. Esses resultados indicam diferengas no comportamento temporal da
biotransformacdo entre as duas linhagens. Entretanto, por se tratar de experimentos sem
replicatas independentes, os resultados representam as condi¢es experimentais avaliadas e
ndo permitem estabelecer diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens.
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Figura 4-Cinética reacional das reagdes do género Aspergillus.

A influéncia do pH apresentou comportamento distinto entre as linhagens (Figura 5).
A. pseudoviridinutans apresentou formag¢ao de 11a-hidroxiprogesterona em pH 5,0, enquanto
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em pH 9,0 foi detectada apenas a progesterona, indicando auséncia de produtos de
biotransformacdo detectdveis nas condi¢bes basicas avaliadas. Em A. niger, a 1la-
hidroxiprogesterona foi observada tanto em pH 5,0 quanto em pH 9,0. Dessa forma, 0s
resultados sugerem que o pH influencia a formacdo dos metabdlitos e que as duas linhagens
apresentam respostas distintas as condicGes avaliadas. A auséncia de produtos em
determinada condi¢do ndo permite, entretanto, afirmar diretamente a ocorréncia de inativacao
enzimatica ou perda de estabilidade do sistema catalitico.
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Figura 5-Estudo de variacdo de pH.

As linhagens Penicillium rolfssii CBMAI 2753 e Penicillium sp. cf. guaibinense
CBMAI 2758 também promoveram a formacédo de derivados da progesterona, apresentando
diferencas entre células inteiras e sobrenadante livre de células. Em P. rolfssii, foram
identificados androstenediona (7), testosterona (8) e testololactona (9) (Figura 6). Nas células
inteiras, a androstenediona apresentou area relativa de 22,88%, enquanto o sobrenadante livre
de células apresentou testosterona (13,81%) e testololactona (14,04%). A formacdo desses
produtos é compativel com transformaces estruturais da progesterona, incluindo
modificagdes da cadeia lateral, reducdo do grupo carbonila em C17 e lactonizagdo. Contudo,
os dados nédo permitem identificar diretamente as enzimas envolvidas nessas transformacdes.

Para Penicillium sp. cf. guaibinense CBMAI 2758, o sobrenadante livre de células
apresentou androstenediona (7; 5,15%), androsta-4-en-3-ona-17-(acetiloxi) (10; 15,85%) e
testololactona (9; 22,03%), enquanto as células inteiras apresentaram predominancia relativa
de testololactona. Esses resultados indicam que a utilizacdo de células inteiras ou da fracéo
extracelular influenciou o perfil dos produtos detectados nas condic¢des avaliadas.
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Figura 6- Cromatogramas CG-EM da biotransformacéo por Penicillium.

Os principals produtos obtidos pelas linhagens de Penicilhum toram purificados por
cromatografia em coluna utilizando silica gel e mistura de hexano e acetato de etila (1:1). Foram
isolados androstenediona, testosterona e testololactona, cujas estruturas foram caracterizadas por RMN
de 'H e 8C. A formacao desses compostos demonstra que as linhagens avaliadas foram capazes de
promover diferentes modificacdes estruturais da progesterona nas condi¢bes experimentais
empregadas, indicando seu potencial como fontes de biocatalisadores para transformacgdes de
esteroides.
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Figura 7- produtos isolados da biotransformagcéo feita por Penicillium.
Conclusotes

Os resultados demonstraram a capacidade de quatro linhagens de fungos filamentosos
isoladas de solo amazonico em promover a biotransformacao da progesterona, utilizada como
substrato modelo. As linhagens dos géneros Aspergillus e Penicillium apresentaram perfis
distintos de produtos de transformacgdo, evidenciando diferencas na capacidade de
modificagdo da estrutura esteroidal nas condigdes experimentais avaliadas. Diferentes
produtos foram identificados por CG-EM, dos quais cinco foram isolados e caracterizados
estruturalmente por espectroscopia de RMN de 'H e 13C.

As linhagens de Aspergillus apresentaram formacdo de derivados hidroxilados da
progesterona.  Aspergillus  pseudoviridinutans CBMAI 2755  produziu 1lo-
hidroxiprogesterona e 11a,15p-di-hidroxiprogesterona, indicando a ocorréncia de
modificagdes de hidroxilacdo na molécula de progesterona. Aspergillus niger CBMAI 2756
também produziu 1la-hidroxiprogesterona, além de outros produtos de transformacéo,
apresentando perfil metabolico distinto. A variagdo do pH influenciou a formacdo dos
produtos: A. pseudoviridinutans apresentou formagao de 11a-hidroxiprogesterona em pH 5,0,
enquanto em pH 9,0 ndo foram observados produtos de biotransformacdo além da
progesterona nas condi¢cbes avaliadas. A. niger apresentou formagdo de 1la-
hidroxiprogesterona tanto em pH 5,0 quanto em pH 9,0.

A avaliacdo cinética demonstrou alteracbes no perfil cromatografico ao longo do
periodo de reacdo, com diferencas entre as linhagens quanto ao momento de aparecimento e a
formagéo dos produtos. Esses resultados indicam que o tempo de reacdo e o pH sdo fatores
que influenciam a biotransformacao da progesterona pelas linhagens de Aspergillus avaliadas.
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As linhagens de Penicillium promoveram transformagoes ‘mais amplas da
progesterona, com formacgdo de androstenediona, testosterona, testololactona e outros
derivados esteroidais. Os produtos identificados sdo compativeis com transformacGes
estruturais envolvendo modificacGes da cadeia lateral da progesterona, alteracbes no grupo
funcional em C17 e processos de lactonizagéo. Entretanto, os resultados obtidos ndo permitem
determinar diretamente as enzimas responsaveis por essas transformacdes. A comparacao
entre células miceliais inteiras e o sobrenadante livre de células demonstrou diferencas nos
perfis dos produtos detectados, indicando que o sistema reacional empregado influencia as
transformacdes observadas.

De maneira geral, os resultados indicam que as linhagens de fungos amazénicos
avaliadas apresentam capacidade de promover modificagdes estruturais seletivas da
progesterona sob condigGes reacionais brandas. A obtencdo de diferentes derivados
esteroidais evidencia o potencial dessas linhagens como fontes de biocatalisadores para
transformacdes de interesse biotecnoldgico. Os resultados também contribuem para ampliar o
conhecimento sobre a diversidade metabolica de fungos isolados de ambientes amaz6nicos e
sobre seu potencial para aplicacBes em processos de biotransformacéo de esteroides.
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