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RESUMO

Este trabalho visou realizar a biotransformacéo do esteroide progesterona utilizando fungo
de origem marinha da familia Xylariaceae como biocatalisador na reacdo. A purificacdo
dos produtos foi realizada por meio de cromatografia em coluna, analisada por
cromatografia em camada delgada comparativa. A identificacdo do produto majoritério foi
feita por técnicas de RMN mono e bidimensionais. A avaliacdo da pureza do produto
majoritario foi realizada por meio de analise de cromatografia gasosa, observando um bom
grau de pureza. O principal produto de biotransformacdo da progesterona identificado foi
a reducdo da carbonila ndo conjugada em hidroxila, o que resultou na obtencdo da 20-
hidroxiprogesterona, tendo como rendimento aproximado de 31%. Outro produto foi ainda
obtido pela biotransformacéo, entretanto devido a sua baixa pureza, este ndo pode ser

caracterizado estruturalmente.

Palavras-chave: Biotransformacao, substancias esteroidais, fungos marinhos.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biotecnologia e biotransformacao

A histdria da biotecnologia confunde-se com a historia da propria humanidade.
Desde os primordios da civilizagdo, os micro-organismos sdo utilizados na producédo de
alimentos. Registros arqueoldgicos indicaram que bebidas alcodlicas obtidas pela
fermentacdo de gréos de cereais eram conhecidas pelos sumérios e babildnios antes do ano
6000 a.C. (JUBE e BORTHAKUR, 2006; VILLEN, 2009), sem que houvesse
conhecimento sobre as bases cientificas que regem o bioprocesso. Entretanto, foi somente
a partir de 1665, quando Robert Hooke descobriu a existéncia de células em um pedaco de
cortica, no que 0 homem comecou a despertar interesse para 0 mundo microscopico, com
isso, iniciou-se uma série de descobertas e inovagdes na biologia (BLACK, 2002).

No contexto atual, os bioprocessos sdo definidos quando em alguns
procedimentos sdo utilizados agentes biologicos. Nestes bioprocessos sdo empregados um
conjunto de operacdes que efetuam o tratamento da matéria-prima/residuo, o preparo dos
meios de cultura para 0s micro-organismos, como a esterilizagdo (quando o processo
demandar) e a transformacdo do substrato em produtos por rota bioquimica, seguida de
processos de separacdo e purificacdo de produtos (PEREIRA Jr, BON e FERRARA,
2008).

Geralmente o0s bioprocessos empregam diferentes micro-organismos para
producdo de substancias de interesse comercial como: antibiéticos, &cidos organicos,
solventes, enzimas e biocombustiveis por processos fermentativos, entre outros. Os micro-
organismos também sdo produtos, como a fabricacdo de levedura de panificacdo e de
inoculantes agricolas; as células microbianas podem ser aplicadas em processos de
biotransformacdo, por exemplo, para a producdo de esteroides, aromas e fragrancias.
Também podem ser muito utilizados em processos de tratamento de residuos, efluentes
urbanos e industriais; na recuperacdo de metais ou em processos de biorremediacdo de
solos contaminados (PEREIRA Jr, BON e FERRARA, 2008).

Segundo Pinheiro (2006), dentro da Biotecnologia encontra-se a biocatalise e/ou
biotransformacdo, as quais utilizam sistemas bioldgicos como células integras (livres ou
imobilizadas), extratos de enzimas ou enzimas isoladas para a catalise e transformacéo de
substancias naturais ou xenobidticos. Porém, estas podem ser confundidas com o processo

de fermentacdo, que € um processo de obtencdo de energia que ocorre sem a presenca de
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gas oxigénio, portanto, trata-se de umavia de producdo de energia anaerobia,
necessitando-se de um substrato adequado.

A biotransformacdo acontece quando ocorre a modificacdo estrutural de uma
substancia. Um exemplo sdo as substancias denominadas metabolitos secundarios, das
quais é possivel obter uma série de substancias para diagnostico, sendo essas substancias
produtos da biotransformacdo, as quais sao utilizadas, por exemplo, no controle e no
tratamento de doencas. Este processo de biotransformacédo € um dos mais adequados para a
producdo de isbmeros opticamente puros, que sdo intermediarios importantes a serem
usados em quimica fina. Portanto, a partir da biotransformacao é possivel preparar, obter e
produzir vitaminas, inseticidas, fragrancias, aromatizantes e farmacos como os hormonios
esteroidais e anticoncepcionais, entre outros produtos de grande interesse industrial
(MERGULHAO et al., 2009).

1.2 Metabolitos secundarios

O metabolismo pode ser definido como uma série de rea¢fes nos organismos que
séo catalisadas por enzimas resultando na producéo e utilizagcdo de substancias presentes
nos organismos vivos. O metabolismo primario, que é praticamente igual em todos os tipos
de organismos, sdo aqueles em que as substancias resultantes sdo utilizadas em funcdes
vitais no organismo, como a fotossintese e a respiracdo das plantas por exemplo. Por outro
lado, 0 metabolismo secundério é caracterizado pela producdo de substancias que nao séo
usadas diretamente para a sobrevivéncia do organismo, mas que podem ajuda-lo a adaptar-
se melhor ao ambiente em que vive, atuando também como mecanismo de defesa, como
por exemplo, das plantas (BENNET e BENTLEY, 1989).

Segundo Harborne (1989) os metabdlitos secundarios possuem classes, que se
dividem em substancias fenolicas, terpenos e alcaloides; em que estes sdo denominados de
acordo com sua via biossintética. Essas substancias fendlicas sdo metabolitos que
apresentam um anel aromatico, e que possuem uma ou mais hidroxilas ligadas aos anéis,
responsaveis por vérias fungbes, como de defesa da planta, pela cor das flores. Estes
compostos oxidam facilmente, gerando produtos que formam complexos com proteinas
inibindo a atividade enziméatica (CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS, 2000).

Os alcaloides constituem o grupo de metabdlitos secundarios que contém o maior
namero de substancias com atividades bioldgicas variadas. Até 0 momento, mais de 12.000
alcaloides foram isolados e as suas estruturas identificadas (CROTEAU, KUTCHAN e
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LEWIS, 2000; YAZAKI, 2004). Os alcaloides sdo compostos organicos heterociclicos, que
possuem um ou mais nitrogénios em seu esqueleto carbonico, encontram-se em 15% das
plantas vasculares pertencentes a mais de 150 familias. No entanto, estas substancias
também ocorrem nas plantas inferiores, animais e micro-organismos. Essas substancias
possuem funcdes de protecédo das plantas contra insetos e herbivoria, atuando na forma de
“substancias de reserva” capazes de fornecer azoto ou outros elementos necessarios ao
desenvolvimento (BHAT, NAGASAMPAGI e SIVAKUMAR, 2005). Na figura 1 estdo

apresentados alguns exemplos de substancias alcaloidicas e fenolicas.

Figura 1 - Exemplos de alcaloides (1 e 2) e flavonoides (3 e 4), e seus respectivos usos.

HO ‘
N /NW _ O
g PR
N ’T' L
O
HO™
morfina (1) cafeina (2)
(Dores fortes em pacientes (Estimulante)
com cancer) OH
HO
OH
0 X
HO O
O
HO
OH
quercetina (3) acido digalico (4)
(Anti-inflamatério, anticar- (Adstringente)

cinogénico, entre outras acdes)

Fonte: EMERY, SANTOS e BIANCHI (2010).

As fragrancias caracteristicas dos perfumes foram obtidas durante muito tempo
exclusivamente a partir de 6leos essenciais extraidos de flores, folhas e raizes. Os dleos
essenciais sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, pois possuem a esséncia,
ou seja, aquilo que confere as plantas seu odor caracteristico, e geralmente essas

substancias sdo volateis (STEWART, 2006). Todos os 6rgdos de uma planta podem
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acumular componentes volateis, sua composi¢cdo pode variar segundo a localizacdo
(SIMOES et al., 2004).

Embora os 0leos essenciais sejam geralmente obtidos a partir de fontes naturais,
estes tém sido substituidos cada vez mais por terpenos sintetizados, os quais sao utilizados
nas inddstrias de fragrancias e sabores artificiais, devido o diferencial custo no mercado
causado pela falta de pesquisa das composi¢cOes, principios ativos e toxicidade dos
componentes naturais, que ainda assim, sdo impedidos de serem utilizados em escala
industrial segundo Stewart (2006) e Jakiemiu (2008).

Uma grande contribuicdo da quimica sintética tem sido a possibilidade de
preservacao de certas especies animais e vegetais que correm o risco de extin¢do devido a
procura desenfreada de 6leos essenciais. Outra contribuicdo é o barateamento dos perfumes
e medicamentos, permitindo seu uso por uma fatia mais ampla da populacdo (SILVA e
DIAS, 1996).

Os terpenos € o grupo mais diversificado dos metabdlitos secundérios, e ja foram
identificados mais de 55.000 compostos (CHANG et al., 2010). Sdo formados por
condensac0es repetitivas de unidades Cs ramificadas, com base na molécula de isopreno,
um dos volateis mais abundantes liberados de tecidos fotossinteticamente ativos.
Dependendo do nimero das unidades de isopreno, os terpenos podem ser denominados de
hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cig), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), triterpenos
(Cso), tetraterpenos (C4o), também chamados de carotenos, e politerpenos ((Cs), sendo n>8
conhecidos por borrachas) (CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS, 2000; YAZAKI, 2004).

Os monoterpenos (Cyp) sdo constituidos por duas unidades de isopreno. Devido a
sua baixa massa molecular, estes costumam ser muito volateis, atuando na atracdo de
polinizadores, sendo que estes tém sido empregados nas industrias de perfumes e
fragrancias, producdo de especiarias, culinaria e condimentos. Os sesquiterpenos (Cys) séo
encontrados nos 6leos essenciais e em hormonios vegetais, constituindo a maior classe de
terpenoides (OLIVEIRA, GODOY e COSTA, 2003) Os triterpenos (Czp) compreendem
um grande grupo de substancias ndo volateis, que apds oxidacdo gera produtos que
possuem variedade de atividades diferentes, que incluem os hormdnios e agentes
anticancerigenos, também denominados esteroides (CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS,
2000; OLIVEIRA, GODOY e COSTA, 2003). Na figura 2 sdo representados alguns

exemplos das classes dos terpenoides citados anteriormente.
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Figura 2 - Exemplos de terpenoides apresentando suas classes e principais usos.

OH HO
X
| |
| | HO
linalol (5) nerolidol (6) colesterol (7)
(Monoterpeno, consti- (Sesquiterpeno, anti- (Diterpeno, causador do
tuinte do perfume Chanel n°5)  neoplasico e perfumes) entupimento de artérias do

coragéo)

[B—caroteno (8)

(Tetraterpeno, quebra-se em moléculas
de retinol antioxidante que permiti a visao)

Fonte: EMERY, SANTOS e BIANCHlI, (2010).

A biotransformacéo de terpenos € de interesse porque ele permite a producdo de
sabores puros e fragrancias sob condi¢cfes de reacdes suaves. Os produtos fabricados por
processos de biotransformacdo sdo considerados como naturais, pois utilizam enzimas
como biocatalisadores, sendo elas extratos celulares e células inteiras de bactérias,
cianobactérias, leveduras, microalgas, fungos ou plantas (CARVALHO e FONSECA,
2006). A maioria dos terpenos tém propriedades hidrofilicas com o solvente organico, que
auxilia na reducdo de sua toxicidade para 0s micro-organismos serem utilizados para a
biotransformacdo (CARVALHO e FONSECA, 2002).

Os diterterpenos podem ser utilizados como substrato nessas reagdes, devido a sua
maior quantidade de carbonos ligados aos anéis aromaticos, como por exemplo, a
substancia 7, que faz com que dificulte a volatilizagcdo da substancia evitando, assim,
perdas de material no decorrer do procedimento da reagdo. Dentro da classe dos
diterpenos, tém-se os esteroides, que sdo componentes dos lipidios de membrana e
precursores de hormonios esteroides em mamiferos (progesterona, testosterona), em
plantas (brassinoesteroides) e também para insetos (ecdiesteroides) (DIENER et al., 2000).
Com isso, os esteroides tornaram-se muito interessantes em estudos que envolvem reacgdo

de biotransformacéo.
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1.3 Esteroides

Segundo Constanzo (1999), hormonios sdo substancias quimicas secretadas, em
pequenas quantidades na circulacdo sanguinea, que sao transportados até os tecidos-alvos e
produzem uma resposta fisiologica. Sendo estes quimicamente classificados como aminas,
proteinas/peptideos e esteroides. Os hormdnios esteroidais incluem os hormdnios
adrenocorticais, os metabolitos ativos da vitamina D e aqueles produzidos pelas gonadas,
sendo o colesterol o precursor comum desta classe (BERNE e LEVY, 2000; SILVA,
DANIELSKI e CZEPIELEWSKI, 2002; CUNHA et al., 2004). Na figura 3 a seguir estao

apresentados alguns exemplos de hormonios esteroidais.

Figura 3 - Exemplos de esteroides e suas respectivas agdes bioldgicas.

OH OH OH
Oé Oé O/
testosterona (9) OH Cl
(Melhora o desempenho oxandrolona (10) nandrolona (11)
atlético) (Deficiéncia de metabolismo (Casos de ginecomastia)
proteico)

Fonte: CUNHA et al. (2004).

Os hormonios esteroidais possuem um ndcleo basico derivado da estrutura
quimica do colesterol, portanto sdo hormonios de natureza lipidica. A biossintese, dos
horménios esteroidais € restrita a alguns tecidos, como o cortex das glandulas adrenais e
gbnadas, o0s quais expressam diferentes formas do complexo enzimatico P-450,
responsavel pelo processamento da molécula de colesterol. Os esteroides sao classificados
em corticosteroides, andrdgenos, estrOgenos e progestagenos responsaveis por algumas
fungdes no organismo, tais como, controle metabdlico, hidro-salino e sexual (BIANCO e
RABELO, 1999).

Os progestagenos sdo hormonios esteroides que podem ser sintéticos ou naturais.
A progesterona (Figura 4) é o Unico natural, produzido pelo corpo Iiteo ovariano (glandula

enddcrina que secreta 0 horménio) apos a ovulacdo, pela placenta durante a gestacéo, pelas
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adrenais e pelo sistema nervoso. Os progestagenos sintéticos tentam mimetizar o efeito da
progesterona, e séo chamados de progestinas (SITRUK-WARE, 2006; VIGO, LUBIANCA
e CORLETA, 2011).

Figura 4 - Estrutura do horménio natural progesterona.

(12)

A progesterona possui diversas atividades bioldgicas, mantém a gestacdo por
meio de seus efeitos antiestrogénicos, transforma o endométrio (mucosa do Utero) em um
tecido secretor, permitindo a implantacdo do embrido e evitando um novo episédio de
ovulacdo por seu efeito antigonadotrofico, que tem poder contraceptivo quanto ao
horménio, como afirma Sitruk-Ware (2004). A progesterona natural vem ganhando
atencdo no uso de terapia hormonal, pois, além de proteger o endométrio, causa menor
sangramento vaginal e menor impacto no perfil lipidico (STANCZYK, 2002).

As substancias esteroidais estdo entre os produtos mais produzidos na industria
farmacéutica. Estes sdo submetidos em reacfes altamente especificas requeridas para
produzir compostos funcionais com uso terapéutico e com algum valor comercial. A
estrutura complexa da molécula de esteroide requer esquemas complicados, utilizando
multiplas etapas para a sintese quimica, produzindo frequentemente derivados
intermediarios com grupos protegidos e ocorrendo sua regeneracdo subsequente. A reacao
pretendida ocorre, porém limitando o rendimento total do processo e elevando o valor do
custo e o tempo gasto nesse processo (FERNANDES et al., 2003).

Segundo Fernandes et al. (2003) a sintese quimica das substancias esteroidais
requer o uso dos reagentes tais como piridina, trioxido de enxofre ou didxido de selénio
que s@o nocivos a saude e constituem um problema ambiental para o descarte. As
conversdes microbianas esteroidais sdo executadas em condi¢cfes suaves de temperatura e
de pressdo, fornecendo assim uma alternativa eficiente a sintese quimica para o

desenvolvimento de processos de producdo, uma vez que as limitagbes encontradas
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frequentemente de niveis insatisfatorios de produtividade e/ou de purificacdo dos produtos
de conversdo sdo superadas. A industria de esteroides acopla assim o produto quimico e
aproximacdes biologicas e faz exame das vantagens dos melhores aspectos de cada um.

A complexidade de moléculas com ndcleo esteroidal torna o uso da
biotransformacdo particularmente interessante, devido a régio e a estéreo-seletividade
elevada das reacOes a serem executadas. Estas caracteristicas, junto com as circunstancias
suaves requeridas para a bioconversdo, conduziram ao desenvolvimento dos processos de
producdo bioldgico de rendimento elevado, que sdo mais amigaveis ao ambiente do que 0s
processos quimicos de sintese, uma caracteristica que desperta um interesse principal da
indUstria farmacéutica (FERNANDES et al., 2003; MOREIRA, 2009).

Segundo Oliveira e Oliveira (2012) a maioria dos processos industriais de
producdo de esteroides utilizam matérias-primas obtidas de fontes naturais, devido
sistemas microbianos apresentarem flexibilidade na produgdo de substéncias largamente
utilizadas na industria farmacéutica. Recentemente, tem havido um grande interesse pela
procura de métodos alternativos na producdo de esteroides. A alta disponibilidade da
principal matéria-prima, a diosgenina, € preocupante devido o baixo suprimento requerido
pela indUstria. Devido a sua grande abundancia natural e semelhanga estrutural com os
esteroides, ester6is como o B-sitosterol que pode ser isolado da fracdo insaponificavel de
Oleos vegetais, € uma matéria-prima alternativa na producdo de novos esteroides
intermediarios como a androstenodiona (AD), um importante intermediario nessa industria
como repositor hormonal.

A substancia AD é um membro representante da familia de 17- ceto esterdides,
que por sua vez pode ser utilizada para a producdo de diversos derivados esterdides, tais
como a testosterona, estradiol, etinilestradiol, testolactona, progesterona, cortisona. Trata-
se de um horménio que ocorre naturalmente e é produzido na gbnada ou no ovario. A
testosterona € o hormonio sexual masculino (androgénios) mais potente e o0 estradiol € o
hormonio sexual feminino mais potente denominado estrogénio (WESTFECHTEL e
BEHLER, 2006).

Neste sentido, a transformacdo de esteroides se difundiu principalmente para
producdo de novos farmacos e hormoénios, em que sdo mais utilizados como anti-
inflamatdrios, diuréticos, contraceptivos e agentes anticancer, entre outros. Diversos
estudos sdo realizados com um grande numero de micro-organismos diferentes, que
apresentam resultados interessantes nas reacOes de biotransformacéo, certificando assim
um alto poder de transformacéo desses esteroides (MAHATO e MAJUMDAR, 1993).
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A variedade de aplicacOes e atividade de terpenoides possuem tentativas de
modificar a sua estrutura de base para melhorar suas propriedades, tanto por sintese
quimica que ndo é um método ambientalmente correto, mas existe a biotransformacao que
€ um processo alternativo, em que 0s metabolitos formados possuem propriedades
diferentes das drogas originais, com caracteristicas mais hidrofilicas, tendo por objetivo
facilitar a excrecéo pelo organismo (MEYER, 1996; KURIATA-ADAMUSIAK, STRUB e
LOCHYNSKI, 2012).

A primeira etapa da degradacdo metabolica de substratos organicos sdo as reacoes
de oxidacdo. Por isso, que as reacOes de oxigenacdo devem ser acompanhadas
frequentemente, por possibilidade de ocorrerem transformagdes subsequentes dos produtos
gerados resultando em baixos rendimentos. Quando as células que contém as enzimas
ficam intactas, seriam a chave para se conseguir elevados rendimentos nas reacGes de
oxigenacdo, acdo denominada de bloqueio seletivo das etapas metabdlicas (PETERSEN,
2006).

Como por exemplo, pode-se citar a hidroxilacdo régio-seletiva do esteroide
progesterona 12, que é muito utilizado em escala industrial. A hidroxilacdo da substancia
13 na posi¢do 1la, efetuada por Rhizopus arrhizus ou Aspergillus niger (PETERSON,
MURRAY e EPPSTEIN, 1952) (Figura 5) elimina cerca da metade das 37 etapas da

sintese do esteroide, resultando em uma reducdo consideravel dos custos da sua producéo.

Figura 5 - Hidroxilacdo microbiana da progesterona em escala industrial.
o] (0]

Rhizopus arrhizus
Aspergillus niger

o” 07

(12) (13)

Fonte: PETERSON, MURRAY e EPPSTEIN (1952).

Outro estudo evidencia a biotransformacdo da progesterona com a bactéria
Bacillus stearothermophilus, ocorrendo a formacao de dois produtos, como apresentado na
figura 6 a seguir. O produto 14 é o 6f,20a-di-hidroxiprogesterona e o 15 o0 6a,200-di-
hidroxiprogesterona obtiveram respectivamente, 5,02 e 3,32% de rendimento conforme
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cita Al-Awadi Afzal e Oommen (2002). Estes resultados comprovam que bactérias

termofilicas possuem grande potencial microbiano para transformacéo de esteroides.

Figura 6 - Hidroxilacdo da progesterona por bactéria termofilica.

o) HO HO

B. sterearothermophilus

10 dias, 65 °C - +
O/ O/ s O/
OH OH
12) (14) (15)
Rendimento: 5,02 % 3,32%

Fonte: AL-AWADI AFZAL e OOMMEN (2002).

Segundo Hu, Genain e Azerad (1995) o fungo Mucor griseocyanus utilizando o
substrato progesterona, foi transformado de forma mais efetiva, ou seja, obteve maior
producdo apos as 24 h de reacdo, convertendo-se no produto 14a-di-hidroxiprogesterona
(16) com rendimento proximo de 39% como mostra a figura 7 a seguir. Entretanto, este
produto foi convertido rapidamente em produtos mais polares como o 6p,14a-di-
hidroxiprogesterona e o 7a,14a-di-hidroxiprogesterona apés 96 h. Este estudo também
evidencia que os fungos possuem grandes atividades microbianas para transformacao de
esteroides, por causa da sua alta seletividade e por apresentar um maior rendimento dos

produtos em menor tempo reacional.

Figura 7 - Hidroxilacéo da progesterona pelo fungo Mucor griseocyanus.

@) @)

M. griseocyanus
24 h, 27 °C
07 0”
(12) (16)
Rendimento 38%

Fonte: HU, GENAIN e AZERAD (1995).
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Para que o0s esterois possam ser utilizados como precursores de esteroides a cadeia
lateral precisa ser clivada seletivamente em C-17 ou C-20, dando origem a esteroides C-19
ou C-21, bem como hidroxilas em posi¢cdes como C-11 ou C-7 e oxidado em C-3 e C-7.
Como ndo ha método quimico eficiente para esta conversdo sem degradacdo da molécula,
métodos microbiologicos tém sido empregados para estas conversfes, utilizando
Brevibacterium sp., Rhodococcus sp., Rhodococcus corallina, Mycobacterium sp.,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium vacae, Pseudomonas sp. como biocatalisadores
(OLIVEIRA e BUENO, 1996; FABER, 2011)

Um estudo da progesterona através da acdo da enzima 17a-hidroxilase
transforma-se em 17a- hidroxiprogesterona e esta, por sua vez, influenciada pela enzima
C17-20-liase, converte-se no hormoénio androstenediona, ou seja, produtos de
biotransformacao segundo Toniollo et al., (1998). Este estudo foi uns dos precursores para
combater a hiperplasia adrenal congénita (HAC) é uma doenca que se origina de mutagdes
no gene codificador de enzimas que compdem a via de sintese dos glicocorticoides como o
horménio cortisol na glandula adrenal. O diagndstico precoce da HAC sé é possivel pela
realizacdo do exame de triagem neonatal, conhecido como teste do pezinho em que é
dosada uma quantidade da 17-hidroxiprogesterona que aumenta quando a producdo do
corticoide esta bloqueada como afirma Nobrega et al. (2004). Este exame laboratorial
evidencia que atualmente os produtos de biotransformacéo, neste caso da progesterona, ja
estdo sendo usados para diagnostico de casos gque afetam o crescimento e desenvolvimento

de criangas.
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2 OBJETIVOS

o Crescimento dos fungos marinhos;

. Biotransformacdo da progesterona empregando o fungo marinho
Xylariaceae;

o Identificacdo por anélises espectroscOpicas para caracterizagdo estrutural

dos produtos biotransformados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Fungos marinhos

A coleta dos fungos marinhos utilizados neste trabalho foi realizada pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Quimica Organica de Produtos Naturais, coordenado pela
Profa. Dra. Hosana M. Debonsi (USP/Ribeirdo Preto).

As cepas fungicas identificadas sdo: Cladosporium sp. (M60); Eytypella sp.
(M23); Hydrospisphaera sp. (M27); familia Xylariaceae (T68); Penicillium waksnanii
(T69); Nigrospora oryzae (T65); Fungal sp. (T70); Acremonium implicatum (T73) e
Nectriceae (M63).

3.2 Crescimento dos fungos marinhos
3.2.1 Composicao de sais para preparo da agua do mar artificial

Para o preparo de 1 L de solucdo de agua do mar artificial foi utilizando de agua
destilada (1 L) e balanca analitica (SHIMADZU), foram pesadas as seguintes substancias:
CaCl,.2H,0 (1,36 g), MgCl,.6H,0 (9,68 g), KCI (0,61 g), NaCl (30,0 g), Na,HPO, (0,014
mg), Na,SO4 (3,47 g), NaHCO; (0,17 g), KBr (100,0 mg), SrCl,.6H,0 (40,0 mg), HsBO3
(30,0 mg), as quais foram homogeneizadas com o auxilio de um agitador magnético.

3.2.2 Ativacao dos fungos marinhos

Para a ativacdo dos fungos (conservado em 6leo mineral) foi preparado um meio
nutritivo proveniente da mistura de Potato Dextrose Agar (PDA) (ACUMEDIA) (39,0 g) e
agua do mar artificial (1 L), o qual foi equalizado, entdo, autoclavado a 127 °C durante 20
min.

Posteriormente, aproximadamente 30 mL do meio PDA foi transferido para placa
de Petri, em capela de fluxo laminar (PACHANE), e apds solidificacdo do meio, as cepas
fangicas foram repicadas a placa com o auxilio de bisturi. As placas foram entdo seladas
com parafilm® e levadas a estufa (QUIMIS) por um periodo de 7-10 dias a 25 °C para 0
crescimento. Esse procedimento foi realizado em triplicata.

Apos este periodo, as placas foram conservadas em geladeira, sendo utilizadas
posteriormente para o repique do meio sélido de malte 2% (itens 3.3.1 e 3.3.2) para

crescimento.
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3.3 Composicao e preparo dos meios de cultura
3.3.1 Meio solido de malte 2%

O meio solido foi preparado em Erlenmeyer de 1 L, adicionando 1 L de agua do
mar artificial, 20 g de extrato de malte e 15 g de agar (HIMEDIA). O pH da solucéao foi
ajustado utilizando um pHmetro (HANNA) para 8,0 com NaOH (0,4 mol.L™), o meio foi
posteriormente autoclavado (PHOENIX) a temperatura de 127 °C por 20 min.

Placas de Petri foram usadas para a transferéncia do meio de malte 2%, que
inicialmente foram limpas com etanol 70% e posteriormente esterilizadas. ApoOs este
processo, antes que a solugdo de meio sélido de malte 2% esfriasse, as placas de Petri
foram colocadas em capela de fluxo laminar, para as quais foram transferidos cerca de 30
mL do meio de malte 2% para cada placa. Apos solidificacéo, o que levou cerca de 10 min,
as placas foram seladas com parafilm®, e em seguida, conservadas em geladeira, para

posterior repique dos fungos.

3.3.2 Repique e crescimento dos fungos no meio sélido

A partir das placas contendo os fungos ativados em meio PDA, foram realizados
0s repiques destes para as placas de Petri contendo o meio solido de malte 2%. Estes
fungos foram cortados, com bisturi esterilizado em bico de Bunsen, cerca de 5 fragmentos
de micélios fungicos (0,5 x 0,5 cm), sendo posteriormente fechadas com parafilm® e
encobertos por insulfilme. Posteriormente, foram mantidos em estufa por 10 dias, em

temperatura de 25°C, para o crescimento.

3.3.3 Meio liquido de malte 2%

O meio liquido foi preparado adicionando em um frasco Erlenmeyer de 1 L &gua
do mar artificial (1 L) e extrato de malte (20 g). O pH da solucdo foi ajustado com o
pHmetro em 8,09 com NaOH (0,4 mol.L™) e o meio foi posteriormente autoclavado em
temperatura de 127 °C por 20 min. Apds a solucdo ser resfriada, a mesma foi utilizada para

0 meio de cultura dos fungos.

3.3.4 Repique e crescimento dos fungos no meio liquido

Em Erlenmeyers de 250 mL foi feita a transferéncia do meio liquido, que
inicialmente foram limpos com etanol 70% e posteriormente esterilizados. Estes
Erlenmeyers foram colocados na capela de fluxo laminar, nos quais foram transferidos

cerca de 100 mL do meio liquido, sempre em triplicata para cada espécie. Posteriormente,
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com o auxilio de bisturi esterilizado, foram colocados cerca de 5 fragmentos de micélios
dos fungos (0,5 x 0,5 cm) provenientes do crescimento em meio sélido de malte 2%. Estes
foram devidamente tampados. Apds este processo, os frascos foram colocados no agitador
rotativo (CIENTEC) para crescimento, sendo mantido a temperatura de 25 °C e 125 rpm

por 8 dias.

3.4 Reacao de biotransformacéo

Para a reacdo de biotransformacdo, foram pesados 202 mg da progesterona
(Sigma Aldrich), e esta foi solubilizada em 1,3 mL de acetato de etila. Esta solucéo foi
divida em 20 (méxima capacidade de Erlenmeyers no agitador rotativo) e adicionado ao
fungo desenvolvido em meio liquido. Posteriormente, estes Erlenmeyers foram mantidos
em agitacdo para que ocorresse biotransformacéo por 10 dias.

Apobs esse periodo, os frascos de Erlenmeyers foram retirados do agitador
rotativo. Para separar os micélios da fase liquida, primeiramente foram adicionados 10 mL
de acetato de etila em cada frasco, em seguida, estes foram colocados em ultrassom por 10
min cada. Posteriormente foi feita separacdo solido-liquido a vacuo, depois de filtrado o
liquido foi separado por extracdo liquido-liquido, empregando acetato de etila (3 vezes de
20 mL) (SYNTH) e sequencialmente em cloroférmio (3 vezes de 20 mL) (SYNTH).

Apds a separacdo da fase organica, foi adicionado sulfato de sodio, e em seguida,
a mesma foi levada a capela para evaporacdo completa. Por fim, as amostras foram

analisadas por meio de cromatografia em camada delgada comparativa.

3.5 Analise por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

A reacdo de biotransformacéo foi analisada por CCDC de silica gel 60 (F2s4). Para
isso, as amostras foram aplicadas, com o auxilio de capilar, nas placas e estas foram
eluidas utilizando o sistema solvente hexano/acetato de etila, na proporgdo 7:3 vlv,
respectivamente. Posteriormente, foram visualizadas em camara com luz ultravioleta (UV)

(254 nm), e em seguida, reveladas com permanganato de potassio.

3.6 Isolamento e purificacédo por cromatagrafia em coluna

Ap0s a anélise de CCDC, as amostras foram purificadas por CC. Primeiramente,
foi feito o empacotamento da coluna com silica, utilizando sistema de hexano/acetato de
etila. Para aplicar a amostra, esta foi dissolvida em cloroférmio e misturada com silica,

sendo entdo seca. Apos, foi transferida para a coluna, e esta foi eluida com diferentes



27

proporcOes de hexano/acetato de etila (95:5, 9:1, 8:2 e 7:3), sendo coletadas cerca de 170
fracdes, sendo que foi reunido as fragdes (78 a 91) para o produto 1 e (1 a 43) para 0
produto 2 . Apds secagem dos solventes das fracdes coletadas, estas foram analisadas por

CCDC, e reunidas por semelhanca de Ry.

3.7 Identificagbes por andlises espectroscopicas de RMN unidimensionais e
bidimensionais e analise de CG

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H, de *C, HMBC e
HMQC (400 MHz, Bruker) foram realizadas em um espectrometro conforme parceria com
a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), aos cuidados da doutoranda Carlise
Frota. Foi utilizado o padrdo interno de referéncia TMS (tetrametilsilano) e o solvente
cloroférmio deuterado (CDCls).

As anélises de CG foram realizadas em equipamento (SHIMADZU, QP2010)
localizado no laboratério CPBIO/UEMS, sob os cuidados da Profa. Dra. Claudia Andrea

Lima Cardoso.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel evidenciar que somente os
fungos Xylariaceae (T68) e Penicillium wasksnanii (T69) obtiveram melhor
desenvolvimento. Com isso, foi realizada a ativacdo de todos os fungos para que pudessem
ser usados em experimentos futuros.

Estes fungos foram, portanto, cultivados e monitorados por fotografias, a seguir
sdo apresentados seus crescimentos em estagios diferentes (Figuras 8 e 9).

Figura 8 - Crescimento do fungo marinho T68 (Xylariaceae) em meio sélido de malte 2%.

i

A: 4 dias de crescimento; B: 6 dias; C: 10 dias.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 9 - Crescimento do fungo marinho T69 (Penicillium wasksnanii) em meio sélido de malte 2%.

.

A: 4 dias de crescimento; B: 6 dias; C: 10 dias.

Fonte: Arquivo pessoal.

Como demonstrado nas figuras anteriores, estes fungos obtiveram um melhor
desenvolvimento celular, sendo observado um aumento dos halos em seus crescimentos.
Este crescimento acabou por possibilitar o aumento das células em meio liquido,
melhorando os resultados nos experimentos de biotransformacéo. Esta observacao néo foi
constatada nos demais fungos pesquisados.

Foram realizados experimentos de biotransformacdo em meio liquido para ambas

as espécies (T68 e T69), empregando a progesterona como substrato. Posteriormente, por
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meio de anélises em CCDC, verificou-se que a espécie T68 apresentou produtos diferentes
a progesterona.

No intuito de obter uma quantidade maior de massa de produtos
biotransformados, para que pudesse realizar o isolamento e identificacdo estrutural, foram
realizados experimentos em meio liquido usando 20 frascos de Erlenmeyers (250 mL) para
o fungo T68.

Inicialmente este fungo foi submetido ao crescimento celular, em agitacao
rotativa, e apds 8 dias de desenvolvimento foi adicionado a progesterona, permanecendo
novamente em agitacdo durante 10 dias. ApOs este periodo de biotransformacdo, foi
realizado a extracdo dos produtos, e entdo analisado via CCDC, foi observado que nos

diferentes frascos de Erlenmeyers o fungo T68 ndo realizou a mesma reacao (Figura 10).

Figura 10 - Placa cromatografica apés a reacdo de biotransformacdo com o fungo T68, as amostras A até T
sdo referentes aos possiveis produtos biotransformados, X (& esquerda) progesterona pura.

Fonte: Arquivo pessoal.

Mesmo estas fragdes ndo apresentando completa semelhanga, e este foram
reunidos para obtencdo de uma massa maior, e em seguida foi feito o isolamento das
substancias utilizando CC, sendo monitorado por CCDC. As fragbes obtidas foram
reunidas por semelhancas dos constituintes quimicos presentes nelas, secas em capela de
exaustdo, sendo obtido massa igual a 63 mg para cada produto (A e B) (rendimento de
aproximadamente 31% para cada). A figura 11 a seguir demonstra a placa cromatografica

do isolamento dos produtos biotransformados da reacgéo.
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Figura 11 - Placa cromatogréafica das substancias A (progesterona pura), B o produto 1 e C o produto 2
obtidos (solventes utilizados na eluicdo= hexano:acetato de etila 7:3 v/v, revelador: KMnQ,).

Fonte: Arquivo pessoal.

De acordo com os ensaios obtidos pela CCDC foi possivel sugerir uma boa
pureza, a qual foi confirmada para o produto 1. No intuito de confirmar esta pureza do
produto 1, foi realizada ainda analise por CG, para entdo posteriormente realizar analises
espectroscopicas de RMN, confirmando a pureza deste produto (Figura 13B).

Por meio das analises observadas, tais como CCDC (Figura 11C) e CG (Figura
13C), foi verificado que o produto 2 ndo estava em boa pureza para que pudesse ser
realizada a identificacdo estrutural, de acordo com a comparagdo realizada com o
cromatograma da progesterona pura (Figura 12). Com esta amostra realizou entdo a
purificacdo via cromatografia em camada delgada preparativa, entretanto apos a realizacao

n&o foi obtido massa o suficiente para dar continuidade aos estudos.

Figura 12 - Cromatograma A obtido por CG da progesterona pura mostrando tg= 38,3 min.
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Figura 13 - Cromatograma obtido por CG de B do produto 1, mostrando tg= 38,9 min; e o cromatograma C
do produto 2 apresentando o primeiro pico com tg= 34,8 min e outro em tz= 38,3 min.
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A caracterizacdo do produto 1 foi feita por meio de técnicas de RMN. No espectro
de RMN de 'H (Figura 14) foi observado um singleto em &y 5,72 (1H), o qual foi
caracterizado como o hidrogénio em ligacdo dupla em C-4. Foi observado um multipleto
em dy 3,71 (1H), o qual foi caracterizado como o hidroximetinico da reducédo da carbonila
de C-20 da progesterona. Foi caracterizado ainda a metila em &4 1,27 (3H) (C-21), como
um dubleto, corroborando a reducdo da carbonila para hidroxila de C-20. Ainda foi
caracterizado dois singletos, em 6y 0,71 e 1,17, atribuidos as metilas em C-18 e C-19,
respectivamente. Os demais sinais ndo foram possiveis de serem caracterizados devido a
molécula possuir varios hidrogénios metinicos e metilénicos.

A confirmacdo da reducdo da carbonila da progesterona foi feita por analise de
RMN de C (Figura 15), realizando comparaces como os sinais dos carbonos do produto
1 com os dados obtidos em literatura da progesterona. Com isso foi observado que a
maioria dos sinais referentes ao produto 1 coincidem com aqueles descritos da literatura. A
tabela 1 a seguir apresenta os sinais de *C para o produto 1 em comparativo com
literaturas (L1 = HU, GENAIN e AZERAD, 1995; L2 = HABIBI et al., 2012).
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Tabela 1- Dados espectrométricos de **C do produto 1 (P1) em comparativo com os sinais da progesterona
obtidos em literatura (L1 = HU, GENAIN e AZERAD, 1995; L2 = HABIBI et al., 2012).

POSICAO(C) PIC(A) LIC@A) L2C(@A)
1 35,7 35,6 35,9
2 33,9 33,8 34,3
3 199,6 198,5 199,8
4 123,38 123,7 124,3
5 171,4 169,8 171,3
6 32,0 32,6 32,2
7 32,9 31,8 33,1
8 35,2 35,4 36,1
9 53,7 53,5 54,0
10 38,6 38,5 39,0
11 20,7 21,0 21,4
12 38,5 38,5 39,8
13 41,6 43,7 44,3
14 55,7 55,9 56,4
15 24,1 24,2 24,7
16 23,5 22,8 23,2
17 58,3 63,3 63,3
18 12,5 13,2 13,7
19 17,3 17,3 17,7
20 70,1 208,3 209,7
21 25,6 31,3 31,9

Figura 14 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do produto 1, e ampliag&o do sinal em & 3,71.

pm (f1) .
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Figura 15 - Espectro de RMN de *C (400 MHz, CDClIs) do produto 1.
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Conforme a Tabela 1, anteriormente apresentada, o produto 1 demonstrou um
sinal diferente no C-20 comparado aos valores mostrados nas literaturas para a
progesterona. Conforme estid apresentado na figura 15 o sinal d¢c 70,1 (destacado) é
correspondente a reducdo da carbonila no C-20 da estrutura da progesterona, sendo
deslocamento quimico caracteristico HC-OH, o qual ocorre normalmente 6 40-80 (Pavia et
al., 2010).

Além da caracterizaco estrutural feita pelas analises dos espectros de RMN de *H
e de C, foram feitos ainda experimentos de HMBC e HMQC (Figura 16 e 17). Estes
experimentos permitiram confirmar a estrutura proposta para 0 produto da
biotransformacédo da progesterona, sendo reduzido o carbono C-20 a hidroxila. As analises
de todos o0s espectros estdo apresentados na Tabela 2.



Figura 16 - Espectro de HMQC (400 MHz, CDClIs) do produto 1.
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Figura 17 - Espectro de HMBC (400 MHz, CDCl5) do produto 1.
3C_biot formagéo da progest Sp
; . .
el &
[— -
9|U i BIS ¢ 8.‘0 ; 7‘5 : 7‘0 lllll 5‘5 ; 5‘0 ; 4‘5 ! Qltl i 3% : 3‘0 ’ 2.‘5 : I d ‘1‘5 K 1|D : UIS ; UI : Ul5 ! 1‘0 ; 1}5

Tabela 2 - Dados espectrométricos de RMN de *H, de **C, HMQC e HMBC referentes ao produto 1.
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Fo0 !
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E 180

E 180

E 100
E 120
E 140
E 160
E 180

E 200

Posic&o H(5) C () HMOQC (3) HMBC (5)
4 5,72 (s, 1H) 1238 1238 33,9 (C-2); 32,9 (C-7);
38,6 (C-10)
18 0,71 (s, 3H) 12,5 12,5 58,3 (C-17); 55,7 (C-14);
41,6 (C-13); 38,6 (C-12)
19 1,17 (s, 3H) 17,3 17,3 53,7 (C-9); 35,7 (C-1)
20 3,71 (m, 1H) 70,1 70,1 58,3 (C-17): 25,6 (C-21)
21 1,27 (d, 3H) 25,6 25,6 70,1 (C-20); 58,3 (C-17)

Conforme Tabela 2, foi observado no espectro de HMQC que o sinal em 6y 5,72,

integrando para 1H, foi caracterizado como o hidrogénio em dupla ligacdo no C-4, o qual
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apresentou correlacdo direta com o sinal em & 123,8, caracteristico de carbono sp?. No
espectro de HMBC este sinal em 8y 5,72 apresentou correlacdo a longa distancia com os
carbonos C-2, C-7 e C-10 (Figura 18).

O carbono C-20 mostrou acoplamento com o hidrogénio 6y 3,71 (m, 1H)
conforme o espectro de HMQC, e também acoplamentos a longa distancia com o0s
carbonos C-17 e C-21 no espectro de HMBC (Figura 18).

O carbono da metila em C-21 mostrou acoplamento no espectro de HMQC dos
hidrogénios 6y 1,27 com d¢ 25,6. Pelo espectro de HMBC, pode-se confirma a novamente
a reducdo da carbonila da progesterona para hidroxila pela correlagédo dos hidrogénios da
metila em C-21 com o carbono hidroximetinico de C-20 (6¢ 70,); e ainda observou a
correlagdo com o C-17.

Os sinais das metilas em C-18 e C-19 também puderam ser devidamente
correlacionados nos espectros de HMQC e HMBC, e estes dados encontram-se reportados
na Tabela 2, e devidamente representados por meio da Figura 18.

Figura 18 - Estrutura do possivel produto 1 e os acoplamentos de HMBC(azul) e HMQC (vermelho).

A Figura 19 a seguir apresenta a reacdo de biotransformacgdo da progesterona
mediada pelo fungo marinho da familia Xylariaceae, formando o produto 20-

hidroxiprogesterona, conforme identificacdo realizada.

Figura 19 - Reacdo de biotransformacdo da progesterona realizada pelo fungo marinho da familia
Xylariaceae.

@) HO

Xylariaceae sp. (T68) > * P2
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio dos resultados iniciais desta pesquisa foi observado que o fungo marinho
da familia Xylariaceae apresentou melhor desenvolvimento celular, devido o aumento dos
halos de crescimento no seu periodo de cultivo. Este fungo também apresentou produtos
diferentes a progesterona, por isso este foi utilizado nos experimentos.

A reacdo de biotransformacdo da progesterona utilizando o fungo marinho
Xylariceae sp. como biocatalisador foi bem sucedida. O produto 1 apds purificacdo por
técnicas cromatograficas, obteve 31% de rendimento, e sua identificacdo estrutural por
meio de analises espectroscOpicas, permitiu ser caracterizado como sendo o 20-
hidroxiprogesterona. O outro produto da reacdo de biotransformacao foi obtido, entretanto

devido a impurezas 0 mesmo nao pode ser devidamente identificado.
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