ol
“.‘
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS DA SAUDE

Eula Maria de Melo Barcelos Costa

Metabolizacao da quercetina e producao
de quercetina 2,3-dioxigenase por
Beauverias bassianas isoladas da regiao
Centro-Oeste do Brasil

Goiania
2009



EULA MARIA DE MELO BARCELOS COSTA

Metabolizacdo da quercetina e producéao de
guercetina 2,3-dioxigenase por Beauverias
bassianas isoladas da Regido Centro-Oeste do
Brasil

Tese apresentada ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
da Saude, da Universidade
Federal de Goias, como requisito
para a obtencdo do grau de
doutor.

Orientadora: Profa. Dra. Fabiana Cristina Pimenta
Co-orientadora: Profa. Dra. Valéria de Oliveira

Goiania
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ,
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

BANCA EXAMINADORA

Aluna: Eula Maria de Melo Barcelos Costa

Orientadora: Fabiana Cristina Pimenta
Co-orientadora: VValéria de Oliveira

Composicao:

Profa. Dra. Valéria de Oliveira — Presidente

Profa. Dra. Telma Alves Garcia - Membro

Prof. Dr. Cirano José Ulhoa - Membro

Profa. Dra. Lucia Kioko Hasimoto e Souza — Membro
Prof. Dr. Andreé Kipnis - Membro

Profa. Dra. Clévia Ferreira Duarte Garrote - Suplente

Profa. Dra. Silvana Petrofeza — Suplente

Data: Goiania, 25 de marc¢o de 2009



Dedico este trabalho a minha familia
pela compreensdo pelas auséncias e
pelo apoio.

A Deus, que me deu forca, firmeza e

persisténcia para seguir em frente.



AGRADECIMENTOS

A orientadora Profa. Fabiana Cristina Pimenta pelos ensinamentos, pelo
exemplo de esforco, pela confianca e por acreditar na minha capacidade para
desenvolver este trabalho.

A co-orientadora Profa. Valéria de Oliveira, pessoa fundamental na minha
iniciacdo a ciéncia, muito obrigado pelo incentivo e apoio.

A Profa. Silvana Petrofeza pelo acolhimento, pela competéncia profissional, pela
parceria e colaboracao direta no desenvolvimento deste trabalho.

Ao Prof. Christian Luz pela colaboracdo nos cedendo os isolados fungicos
estudados neste trabalho.

A Profa. Clévia Ferreira Duarte Garrote pela serenidade e incentivo.

Aos colaboradores, Profa. Maria do Rosario Rodrigues Silva, Xisto Sena Passos,
Laurine Lacerda, Eneida Ferreira da Costa, Clélia Froes Camarano, Lucas Breseghelo
do Nascimento, Elda Bueno e Marilia Oliveira que tornaram possivel a execugdo de
algumas técnicas para o enriquecimento desta pesquisa.

Aos membros das bancas pelas observacdes e sugestdes para a melhoria desta
tese.

A todos que, de alguma forma, colaboraram para a realizagéo deste trabalho,
muito obrigada!

De forma especial, agradeco a minha familia, pelo apoio as minhas decisdes,
com a qual compartilho esta vitoria.

Pela oportunidade, pela minha familia, pelo meu trabalho, pela esperanga, pela
felicidade, por tudo que tenho e que ainda terei, agradeco a Deus.



SUMARIO
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DE Beauveria bassiana
1.2 CARACTERIZACAO MICROBIANA
1.3 BIOTRANSFORMAGCAO
14 CARACTERIZA(;AO ESTRUTURAL DE METABOLITOS
1.4.1 Obtencdo de metabdlitos para estudos
1.5 MODELOS MICROBIANOS
1.5.1 Beauveria bassiana
1.6 FLAVONOIDES

1.6.1 Processos de biotransformacéo da quercetina
1.7 QUERCETINASE

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

2.1.1 Objetivos especificos

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
4. PUBLICACAO

Artigo 1: SELECTION OF FILAMENTOUS FUNGI OF THE BEAUVERIA
GENUS ABLE TO METABOLIZE QUERCETIN LIKE MAMMALIAN

CELLS

5. MANUSCRITO 1: Beauveria bassiana: QUERCETINASE PRODUCTION

AND GENETIC DIVERSITY

6. MANUSCRITO 2: Quercetin 2,3-dioxygenase gene expression and quercetin

biotransformation in Beauveria bassiana

7. RESULTADOS
8. CONCLUSOES
9. PERSPECTIVAS
10. ANEXOS

10
12
12
13
15
18
19
19
21
23
25
27

30
30

30
32

39

45

64
76

78
80
82



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO

Figura 1: Numeros cumulativos de processos de biotransformacdo iniciados em
escala industrial até o ano de 2007.

Figura 2: Estrutura geral dos flavonoides.

Figura 3: Biotransformacdo microbiana da quercetina por diferentes espécies de
microrganismos.

Figura 4: Catabolismo da quercetina pela enzima quercetinase.

Artigo 1 — SELECTION OF FILAMENTOUS FUNGI OF THE BEAUVERIA
GENUS ABLE TO METABOLIZE QUERCETIN LIKE MAMMALIAN
CELLS

Figure 1: Quercetin (1) and various metabolites; (2)= 3’O-methylquercetin; (3)
quercetin-3’-O-sulphate;  (4)  quercetin-3’-glucuronide and  (5)= 3’0O-
methylquercetin-7-glucuronide.

Manuscrito 1 — Beauveria bassiana: QUERCETINASE PRODUCTION AND
GENETIC DIVERSITY

Figure 1: Analysis of extracellular production of quercetinase activity available in
supernatant of incubation by Beauveria bassiana. (A) Time course curves of
guercetinase activity produced by different isolates of B. bassiana during growth
after induction using 0.5 g/L quercetin; (B) Quercetinase activity assay 24 h post-

induction with quercetin. Group | - isolates presenting the highest level of
quercetinase production; Group Il — isolates presenting an intermediary level of
quercetinase production; and Group Il — isolates presenting the lowest level of

quercetinase production. Each data point is the average of three independent
experiments and bars represent the standard deviation from the mean.

Figure 2: (A) Agarose electrophoresis showing the random amplified polymorphic
DNA (RAPD) banding patterns amplified with six of the arbitrary primers used in
this study: (A) Primer OPE 02; (B) Primer OPE 07; (C) Primer OPE 11; (D) Primer
OPE 12; (E) Primer OPE 14; (F) Primer OPE 18. Lane 1 represents B. bassiana
ATCC 7159 and lanes 2 to 11 represent the isolates of B. bassiana, 1P3a, IP6, IP8,
IP11, 1P94, 1P98, IP129, 1P132, IP147, IP153, respectively; MM — molecular
marker: Eco RI and Hind I1l digested phage A DNA,; (B) Dendrogram constructed
with UPGMA clustering method among 10 isolates of B. bassiana and B. bassiana
ATCC 7159. Similarities were computed from 164 random amplified polymorphic
DNA loci. The scale in the dendrogram is the genetic similarity coefficient
calculated according to Jaccard. Numbers where the notes represent 1.000
replications were bootstrap-generated using the program WinBoot.

21

23

26

28

42

53

55



Figure 3: Neighbor-joining tree generated by Clustal X for the 11 partial sequences
ITS1-5.8S-1TS2 regions of Beauveria bassiana. The sequences have been deposited
in the GenBank.

Manuscrito 2: Quercetin-2,3-dioxygenase gene expression and quercetin
biotransformation in Beauveria bassiana

Figure 1: Quercetin oxidation by quercetin 2,3-dioxygenase.

Figure 2: (A) Quercetinase activity available in supernatant of incubation by
Beauveria bassiana [P132 isolate cultivated on PDSM and basic medium.
Quercetinase activity was determined every 24 h for 4 days after induction using
quercetin 0.5 g/L and the maximum activity occurred 24 h post-induction. Each data
point is the average of three independent experiments (experimental variation < 5%);
(B) Time course of quercetin biotransformation and metabolite formation available
in supernatant of incubation by Beauveria bassiana IP132 isolate cultivated on
PDSM. Met | = Metabolite I; Met Il = Metabolite 11; Querc = Quercetin.

Figure 3: Expression analysis of the Beauveria bassiana gene encoding quercetinase
in response to quercetin induction. (A) Ethidium bromide-stained (RT)-PCR
products showing the expression pattern of quercetinase gene (querc) and the
amplification of rDNA 28S fragment used as internal control during Beauveria
bassiana 1P132 isolate growth under induction conditions. Samples were collected
every 24 h for 4 days (lanes 2-5) after induction using 0.5 g/L quercetin; (B) The
quantitative analysis of gene expression was performed by image densitometry and
the querc transcript levels were calculated by normalization against the rDNA 28S
fragment (internal control).

56

67

70

72



ATCC
BLAST
CTAB
DMSO
DNA
DNAse
dNTPs
EDTA
ESI/MS
'HNMR
CLAE
ITS
MAP-Kinases
MM

m/z

PCR
PDA
PDSM
PHYLIP
P13-Kinase
2,3QD
RAPD
RNA
RFLP
UDPGA
UGT
UPGMA

LISTA DE ABREVIATURAS

American Type Culture Collection

Basic Local Alignment Search Tool
Brometo de cetil trimetilamonio
Dimetlisulfoxido

Acido desoxiribonucléico
Desoxiribonuclease
Desoxirribonucleotideos fosfatados

Acido etilenodiaminotetracético
Electrospray ionisation-mass spectrometric
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Internal Trinscribeb Space

Proteinas quinases ativada por mitdgenos
Molecular Marker

Raz&o massa carga

Reacdo em cadeia da polimerase

Potato Dextrose Agar

Potato Dextrose Soybean Médium
Phylogeny inference package
Fosfatidilinositol 3-quinase

Quercetina 2,3-dioxigenase

DNA polimérfico amplificado ao acaso
Acido ribonucléico

Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restri¢cao
Acido uridinodifosfoglicurénico
Uridinoglicuroniltransferase

Unweighted pair-grouped method by arithmetic average



RESUMO

Metabolizagdo da quercetina e producao de quercetina 2,3-dioxigenase
por Beauveria bassiana isoladas da Regido Centro-Oeste do Brasil

Considerando-se a vasta aplicabilidade biotecnologica descrita para Beauveria
bassiana, a versatilidade que a biotransformacdo microbiana apresenta, as importantes
atividades bioldgicas atribuidas ao flavonoide quercetina, as perspectivas quanto ao seu
uso terapéutico e ainda a atividade da enzima quercetina 2,3-dioxigenase sobre a
quercetina, pretendeu-se avaliar a metabolizacdo da quercetina pela cepa B. bassiana
ATCC 7159 e por isolados de B. bassiana obtidos na Regido Centro-Oeste do Brasil. Os
objetivos especificos do presente estudo foram: avaliar o potencial da cepa B. bassiana
ATCC 7159 e dos isolados em produzir metabdlitos da quercetina; investigar a
producdo de quercetina 2,3-dioxigenase pela cepa B. bassiana ATCC 7159 e pelos
isolados; determinar a variabilidade genética entre os isolados de B. bassiana e
estabelecer possiveis correlaces entre dados moleculares e producéo de quercetina 2,3-
dioxigenase. Todos os isolados e a cepa B. bassiana ATCC 7159 foram capazes de
metabolizar a quercetina formando compostos descritos nos estudos da metabolizacédo
deste flavon6ide em mamiferos e o isolado IP 94 produziu um ndmero maior de
compostos quando comparado aos demais. B. bassiana ATCC 7159 e os isolados IP 94,
IP 98, IP 129, IP 147 geraram metabdlitos metilados, enquanto os isolados IP 8, IP 11 e
IP 94 geraram metabdlitos monoglicuronados. Todos os isolados estudados geraram
metabdlitos sulfatados e metabdlitos metilados e glicuronados simultaneamente e foram
capazes de sintetizar a enzima quercetina 2,3-dioxigenase. A sintese de quercetina 2,3-
dioxigenase no meio de cultivo PDSM, utilizado para a biotransformacg&o microbiana da
quercetina, foi superior a obtida em meio minimo. B. bassiana ATCC 7159 e os
isolados IP 11 e IP 132 apresentaram maior atividade da quercetina 2,3-dioxigenase,
enguanto os isolados IP 153 e IP 3a apresentaram as mais baixas. A formacdo dos
metabdlitos da quercetina e a producdo de quercetina 2,3-dioxigenase ndo se
relacionaram com a origem geogréafica dos isolados. A analise da variabilidade genética
por meio de RAPD permitiu dividir os isolados em trés grupos distintos e mostrou
elevada diversidade genética entre eles; porém, a analise por meio de RFLP-PCR da
regido ITS ndo permitiu diferenciar os isolados. A anélise da sequéncia da regido ITS
confirmou a identidade dos fungos como B. bassiana. Os resultados obtidos permitiram
concluir que: a biotransformacdo microbiana da quercetina por meio do fungo B.
bassiana constitui alternativa ao uso de métodos quimicos e sistemas bioldgicos para a
produgdo de metabolitos da quercetina, sendo necessario otimizar o processo de
biotransformacdo para a obtencdo de quantidades expressivas dos metabdlitos; B.
bassiana é capaz de produzir a enzima extracelular quercetina 2,3-dioxigenase, sendo
necessarios estudos mais detalhados para elucidar sua via de producdo, regulacdo e
mecanismo de acao.

Palavras-chave: Beauveria bassiana, biotransformagdo microbiana, quercetina,
quercetina 2,3-dioxigenase, variabilidade genética.



ABSTRACT

Quercetin biotransformation and quercetin 2,3-doxygenase production
by Beauveria bassiana isolated from the Midwestern Region of Brazil

Considering the vast biotechnological applicability described for Beauveria bassiana,
the versatility microbial biotransformation exhibits, the important biological activities
attributed to the flavonoid quercetin, the therapeutic perspectives of its use, and the
activity the enzyme quercetin 2,3-dioxygenase has on quercetin, we intended to evaluate
quercetin biotransformation by B. bassiana ATCC 7159 and isolates of B. bassiana
collected in the Midwestern Region of Brazil. The objectives of this study were:
evaluate the potential of B. bassiana isolates and B. bassiana ATCC 7159 to produce
metabolites of quercetin; investigate quercetin 2,3-dioxygenase production by the
isolates and B. bassiana ATCC 7159; determine the genetic variability among the
isolates of B. bassiana and establish possible correlations between molecular data and
quercetin 2,3-dioxygenase production. All isolates and B. bassiana ATCC 7159 were
capable of metabolizing quercetin and form compounds described in mammalian
quercetin biotransformation studies and isolate IP 94 produced a higher number of
metabolites compared with the others. B. bassiana ATCC 7159 and isolates IP 94, IP
98, IP 129, IP 147 produced methylated metabolites, while isolates IP 8, IP 11, and IP
94 produced glucuronidated metabolites. All the isolates produced sulphated
metabolites and methylated and glucuronidated metabolites simultaneously and were
capable to synthesize quercetin 2,3-dioxygenase. Quercetin 2,3-dioxygenase synthesis
on PDSM, used in its biotransformation process was higher than on basic medium. B.
bassiana ATCC 7159 and the isolates IP 11 and IP 132 presented the highest quercetin
2,3-dioxigenase activity, whereas the isolates IP 153 and IP 3a presented the lowest
ones. Quercetin metabolites formation and quercetin 2,3-dioxygenase production were
not correlated with the geographic origin of the isolates. Genetic variability analysis by
RAPD allowed the separation of the isolates into three distinct groups and showed high
genetic diversity among them; however, the RFLP-PCR of ITS region did not provide
characteristic markers to differentiate the isolates. The ITS region sequencing confirmed
the identity of the isolates as B. bassiana. The results obtained can lead to the following
conclusions: B. bassiana constitutes an interesting alternative to the use of chemical
methods and biological systems to produce quercetin metabolites, but is necessary to
optimize the biotransformation process in order to obtain a more expressive amount of
metabolites; B. bassiana is able to produce quercetin 2,3-dioxygenase, although more
detailed studies are needed to explain its production pathway, regulation, and
mechanism of action.

Key words: Beauveria bassiana, microbial biotransformation, quercetin, quercetin 2,3-
dioxygenase, genetic variability.
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1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DE Beauveria bassiana

Investigacdes cientificas t€ém indicado o potencial dos fungos do género
Beauveria (sub-divisdo Ascomycotina, familia Clavicipitaceae) em biotecnologia
principalmente no controle bioldgico de insetos, buscando-se diminuir o uso de
pesticidas quimicos (DEVI et al, 2006).

Estes fungos encontram-se amplamente distribuidos em todas as regides do
mundo podendo ser isolados de insetos, acaros, solo e plantas. Apresentam grande
variagdo genética entre isolados e, a patogenicidade e a viruléncia sdo varidveis
(ALVES et al., 2002; CASTRILLO et al., 2004). No género Beauveria encontram-se
duas principais espécies patogénicas para insetos: Beauveria bassiana e Beauveria
brongniartii, sendo que, a maioria dos estudos desenvolvidos tem sido relativos a B.
bassiana (ALVES et al., 2002; CASTRILLO et al., 2004).

Muitos isolados de B. bassiana tém sido estudados devido ao seu potencial uso
como bioinseticida, no controle de insetos causadores de doengas. Esse fungo apresenta
capacidade de sobrevivéncia no ambiente de seus hospedeiros, capacidade para resistir
as Dbarreiras fisico-quimicas do tegumento e da hemolinfa do hospedeiro e,
posteriormente causar sua morte rapidamente (ATHAYDE et al., 2001). Os conideos
deste fungo germinam e for¢am o tubo germinativo através da cuticula de insetos
suscetiveis em combinacdo com a acdo enzimdtica e pressdo fisica. Desta forma, a
multiplicagdo do fungo dentro do inseto causa a morte deste (ALVES et al., 2002;
MURO et al., 2003).

Formulagdes contendo esporos de isolados de B. bassiana tem sido registradas
como produtos comerciais. Em alguns paises esse fungo tem sido empregado em escala
comercial, entre eles os Estados Unidos, México e Brasil (FARIA & MAGALHAES,
2001). O produto soviético Boverin®, formulagio que contém 6x10° conidios/g do
fungo B. bassiana tornou-se conhecido internacionalmente. Consiste de uma
combinag¢do dos conidios com os produtos quimicos malathion e trichlorphon (ALVES,
1998).

Para utilizagdo de fungos como agente em controle bioldégico ¢ importante

investigar as variagdes genéticas, como complemento as informagdes bioldgicas
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requeridas para o registro como bioinseticida (WANG et al., 2004; CASTRILLO et al.,
2004).

1.2 CARACTERIZACAO MICROBIANA

A caracterizacdo de microrganismos pode ser realizada pela identificacdo de
aspectos morfologicos, fisiologicos, comportamentais e genéticos (SOSA-GOMEZ et
al., 1998).

O estudo da variabilidade genética permite se obter além de informagdes sobre a
variagdo genética, informacgdes sobre relacdes taxondmicas e filogenéticas. Até meados
dos anos 60 a variabilidade era observada somente por meio de caracteres morfologicos,
aspectos comportamentais e viruléncia. A partir dos anos 80, passou-se a utilizar
marcadores bioquimicos como isoenzimas € técnicas moleculares o que viabilizou a
diferenciagdo precisa entre isolados flngicos pertencentes a espécies taxondmicas
proximas e expandiu o conhecimento da variabilidade intra-especifica (SOSA-GOMEZ
et al., 1998).

O desenvolvimento de métodos de anélises do DNA ofereceu a possibilidade de
diferenciagdo em nivel genético com maior poder discriminatorio. Estes métodos
baseiam-se no principio de que diferentes isolados de um mesmo microrganismo
apresentam padrao de DNA idéntico, enquanto, cepas nao relacionadas, apresentam
padrdes distintos. Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para
detec¢do de variabilidade genética do DNA, ou seja, para a detec¢do de polimorfismo
genético propiciando diferentes tipos de marcadores moleculares (JEFFREYS et al.,
1985).

O evento que possibilitou a tecnologia do DNA recombinante foi a descoberta
das enzimas de restricdo por Arber e Linn (1969). Tais enzimas sdo produzidas pelas
bactérias como um mecanismo de defesa contra os fagos, cortando o DNA dos fagos,
inativando-o. Ja foram identificadas diversas enzimas de restricio com especificidades
diferentes. Elas clivam o DNA em seqiiéncias alvo especificas que existem ao acaso no
DNA de outros organismos, o que constitui uma das caracteristicas principais que as
tornam adequadas a manipulagdo do DNA (GRIFFITH et al., 2002).

A separagdo de fragmentos resultantes da digestdo de parte ou de todo o DNA

cromossdmico ou plasmidial em um campo elétrico, produz padrdes tnicos que podem
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ser considerados “impressao digital” ou perfil genético dos microrganismos (GRIFFITH
et al., 2002).

A partir de meados dos anos 80 com o advento da técnica da PCR (Polimerase
Chain Reaction) reagdao em cadeia da polimerase (MULLIS & FALOONA, 1987)
estudos moleculares foram grandemente facilitados e se tornaram mais rapidos em
funcdo da versatilidade e sensibilidade que essa técnica apresenta, sendo possivel a
obtencdo de grandes quantidades de fragmentos especificos de DNA.

Investigagdes sobre variagdes genéticas em B. bassiana, vem sendo realizadas
por meio de técnicas diversificadas a exemplo de: perfil isoenzimatico, cariotipagem,
polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrigao (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism — RFLP), DNA polimorfico amplificado ao acaso (Random Amplified
Polymorphic DNA — RAPD), microssatélites, tendo sido observadas variagdes genéticas
consideraveis nesse fungo (WANG et al., 2003; ESTRADA et al., 2007).

Por RFLP (GRODZICKER et al., 1974) entende-se o polimorfismo no
comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita dupla de DNA por enzimas de
restricdo. Para que o polimorfismo seja detectado, ¢ necessario que as seqiiéncias de
nucleotideos nas fitas de DNA (mapas de restricio) de dois ou mais individuos
comparados sejam distintas. A analise de RAPD (WILLIAMS et al., 1990) ¢ baseada na
amplificacdo termociclica de DNA empregando uma gama de oligonucleotideos como
iniciadores. Seqiliéncias de DNA gendmico sdo amplificadas ao acaso a partir de
“primers” de seqiliéncia aleatoria. Esta técnica permite a geracao de um perfil de bandas
do DNA apo6s amplificagdao e eletroforese em gel sendo evidenciado o polimorfismo
pela presen¢a ou auséncia das bandas.

A seqiiéncia de nucleotideos do DNA ribossomal (rDNA) apresenta-se
constituida de repeticdes em tandem dos genes: 18S, 5,8S e 28S. Estes sdao separados
por regides denominadas ITS (Internal Transcribed Spacer) ¢ IGS (Inter Genic Spacer).
O rDNA apresenta regides altamente conservadas e outras varidveis o que tem
permitido a andlise de variagdes de diferentes niveis taxondmicos. As regides ITS
evoluem rapidamente sendo apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou
variabilidade genética em uma mesma espécie. Na técnica da PCR-RFLP para estudos
do rDNA somente a regido coberta pela sonda ¢ amplificada o que resulta em redugdo
na detecg¢@o do polimorfismo original. Isto pode ser recuperado por meio da clivagem

dos fragmentos amplificados com enzimas de restricdo. Assim ¢ possivel identificar
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perdas ou ganhos de sitios em fun¢do, principalmente, de mutagdes de ponto que
possam ter ocorrido ao longo do processo evolutivo na regidao do rDNA.

O uso de diferentes técnicas associadas vem sendo empregado em estudos de
fungos entomopatogénicos e a associacdo com o sequenciamento de nucleotideos do
rDNA tem resultado em maior eficiéncia para a diferenciacdo de espécies e ainda para
diferenciar subgrupos dentre espécies (ZHANG et al., 1997; ESTRADA, CAMACHO e
BENITO, 2007).

A identificagdo precisa de isolados microbianos além de ser de grande valor para
o conhecimento da biodiversidade de espécies e para o reconhecimento de cepas, ¢
essencial para aplicagdes biotecnologicas, e tornou-se um pré-requisito para o registro e
a obtencdo da patente de um produto comercial. A caracterizagdo de isolados fungicos ¢
um requisito importante para sua utilizacdo em controle biolégico e para o

desenvolvimento de mico-inseticidas (KOUVELIS et al., 2008).

1.3 BIOTRANSFORMACAO

Um aspecto essencial no estudo de compostos visando seu emprego como
farmaco ou a obtencdo e posterior desenvolvimento de medicamentos refere-se a
elucidagdo de sua metabolizagdo, incluindo sua biotransformacdo in vivo.
Biotransformagdo compreende a metabolizacdo de xenobidticos entendidos como
farmacos e/ou outras substancias quimicas estranhas ao organismo. Engloba reacoes de
oxidacdo, redugdo, hidrolise e/ou conjugagdes. Dificilmente um composto organico
resiste & agdo catalitica dos diversos sistemas enzimaticos presentes em células de
organismos vivos ¢ as alteragcdes promovidas em sua estrutura quimica podem resultar
em mudancas consideraveis em sua agdo farmacologica (BARREIRO & FRAGA,
2001).

Modelos microbianos para estudos de biotransformagdes vém sendo empregados
ha, aproximadamente, trinta anos desde que Smith & Rosazza (1979) estabeleceram o
conceito de que fungos possuem um sistema enzimatico muito similar ao de mamiferos
e, em conseqiiéncia, o metabolismo de ambos ¢ muito semelhante. Existe correlagdao
entre estudos realizados utilizando modelos microbianos e estudos realizados em

mamiferos (RATHBONE & BRUCE, 2002).
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Uma variedade de microrganismos tem sido empregada em processos de
biotransformag¢des de produtos naturais. Dessa forma, tem se conseguido obter
metabolitos ja conhecidos, novos metabolitos e, por vezes, metabolitos dificeis de serem
sintetizados por métodos quimicos, em virtude de ser complexa a obtencdo de
estereoespecificidade em reagdes quimicas (LACROIX et al., 1999; MANOSROI &
MANOSROI, 1999). A biotransformagdo microbiana prové além de metabolitos para
estudos do metabolismo animal (ORABI, 2001), uma diversidade de moléculas. Estas
moléculas podem servir de substratos para a semi-sintese na preparagdo de compostos
organicos, em associagdo aos métodos convencionais da quimica organica
(SARTASLANI & ROSAZZA, 1984), com potencial para o desenvolvimento de novos
compostos bioativos. Manosroi & Manosroi (1999), chamaram a aten¢do também
quanto a utilizacdo de microrganismos e salientaram como vantagens a obtengdo de
produtos mais especificos e poucos efeitos secundarios como a geragdo de residuos
quimicos.

Microrganismos filamentosos tais como Cunninghamella, Beauveria,
Streptomyces, tém sido freqlientemente empregados em reacdes de biotransformagdes.
Biotransformagdes microbianas t€ém despertado interesse e se tornado relevante frente
aos resultados obtidos com esta metodologia (HOLLAND, 1981; FABER &
FRANSSEN, 1993; AZERAD, 1995; RATHBONE & BRUCE, 2002). Diversos
estudos tém demonstrado o potencial de B. bassiana em promover diferentes reagoes
quimicas incluindo oxidagdes, redugdes e hidrdlise de uma grande variedade de
substratos. Essa habilidade apresenta-se como uma ferramenta importante para os
processos de biotransformag¢do microbiana de diversos substratos, podendo fazer
contribui¢des significativas em sinteses organicas. Devido a diversidade de reacdes que
¢ capaz de promover B. bassiana ATCC 7159 encontra-se, entre as cepas mais
freqiientemente utilizadas em biocatalise sendo superada apenas pelo fungo Aspergillus
niger (GROGAN & HOLLAND, 2000).

Nos processos de biotransformagdes inicialmente procede-se a escolha do
microrganismo ¢ do meio de cultivo a serem utilizados. Apoés a inoculacdo do
microrganismo no meio de cultivo, o experimento ¢ mantido sob agitagdo e temperatura
constantes por um periodo pré-estabelecido. Em seguida, adiciona-se a substincia a ser
biotransformada e retiram-se aliquotas do sobrenadante da cultura, em intervalos
definidos, para monitoramento da cinética reacional. Ao término do periodo de

incubagdo separa-se a biomassa por filtracdo sendo o filtrado submetido aos
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procedimentos de extracdo, purificagdo e identificagdo de metabolitos formados
(AZERAD, 1999).

Biotransformagdes microbianas se constituem em um poderoso arsenal em face
da ndo exigéncia de condigdes como pH e temperatura extremos, da diminui¢cdo de
residuos toxicos e, principalmente, por propiciar a obtencdo de produtos de maneira
mais rdpida e em quantidades suficientes para identificacdo e estudos toxicoldgicos e
farmacoldgicos em comparagdo métodos quimicos (RATHBONE & BRUCE, 2002).

Reacdes de biotransformagdo constituem um mecanismo de defesa contra
substancias xenobioticas, incluindo farmacos. Em seres humanos o intestino e o figado
sao reconhecidos como os principais Orgdos responsaveis por processos de
biotransforma¢do (BARREIRO & FRAGA, 2001, ZHANG, 2007). Em sua grande
maioria, os produtos de biotransformagdo sdo mais soliiveis do que as moléculas das
substancias que lhes deram origem, sendo, dessa forma mais facilmente excretados
(FURA, 2006).

Féarmacos biotransformados podem originar metabolitos ativos cujos efeitos
farmacoldgicos sejam superiores aos de seu precursor ou que podem até desencadear
reacOes toxicas. Na maioria das vezes, a agdo farmacolodgica que ¢é atribuida aos
metabolitos ativos ¢ similar a aquela apresentada pela substancia precursora. Existem
casos em que os metabolitos ativos podem ser alvo de modificacdes estruturais, com a
finalidade de otimizar suas agdes farmacoldgicas e converté-los em novos
medicamentos (BARREIRO & FRAGA , 2008; FURA, 2006).

Exemplos de metabolitos farmacologicamente ativos que vem sendo utilizados
como medicamentos incluem: atorvastatina (Lipit0r®) (WILLIAMS & FEELY, 2002),
simvastatina (Zocor™) (WILLIAMS & FEELY, 2002), fluoxetina (Prozac™) (CHEER &
GOA, 2001) e fexofenadina (Alegra®) (GOLIGHTLY & GREOS, 2005).

O conhecimento das vias metabolicas e das estruturas dos metabolitos formados
sdo essenciais no processo de desenvolvimento de medicamentos (TUKEY &
STRASSBURG, 2000). Este processo, se encontra dividido em etapas de pesquisa e de
estudos pré-clinicos e clinicos (MARRER & DIETERLE, 2007). O reconhecimento de
metabolitos ativos de forma precoce favorece a interpretacio de dados
farmacodindmicos observados na etapa pré-clinica. Os dados obtidos nesta etapa,
desenvolvida em modelos animais, podem ser extensivos aos seres humanos (FURA et

al., 2004; MARRER & DIETERLE, 2007), facilitando a proposi¢cdo adequada de
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estudos clinicos e ainda, o estudo do metabolismo pode também trazer dados
importantes sobre a segurang¢a ou toxicidade dos farmacos.

As reacdes de biotransformacao responsaveis pela formacao de metabolitos sdo
divididas em duas categorias, designadas reacdes de fase I e reagdes de fase II.

Reacdes de fase I sdo reacdes de funcionalizacdo que introduzem novos grupos
quimicos polares ou modificam grupos ja existentes através de reagdes de oxidacdo,
reducdo ou hidrdlise, obtendo na maioria das vezes produtos mais polares. Sdo
mediadas por enzimas como os citocromos P450, monooxigenases, esterases e amidases
(BARREIRO & FRAGA , 2008).

Nas reacoes de fase II pequenas moléculas polares endogenas como o acido
glucurdnico (derivado do co-fator acido glucurénico uridino-difosfato — UDPGA) se
conjugam com grupos funcionais formados durante reagdes de fase I como: hidroxilas,
aminas, sulfidrilas e acido carboxilico. Conjugag¢des diretas, sem a ocorréncia da fase I
podem acontecer se 0 composto ja contém algum grupo funcional apropriado (TUKEY
& STRAUSSBURG, 2000; PATTEN, 2006; ZHANG, 2007). As reagdes de conjugagdo
sdo mediadas por enzimas como a glucuroniltransferase (UGT), a sulfotransferase e a
N-acetiltransferase (FURA, 2006). Elas podem catalizar a biotransformagdo de
substratos hidrofobicos para metabolitos hidrofilicos diretamente, sem o pré-requisito
da fase I, facilitando sua elimina¢do (mecanismo de detoxificagdo) ou ainda promover a
bioativagdo de compostos (BARREIRO & FRAGA, 2001).

Exemplos de reagdes de biotransformagao de fase II que formam metabdlitos
ativos incluem: a 6-O-glucuronidacao da morfina (RITTER, 2000), a sulfatagdo da
morfina e da codeina para formar a morfina-6-sulfato e a codeina-6-sufato
(ZUCKERMAN et. al., 1999) respectivamente, a sulfatagdo do minoxidil (agente
antihipertensivo e indutor de crescimento capilar na alopecia androgéncia)
(ANDERSON et. al., 1998) e a acetilagdo da procainamida (usada para o tratamento de
contracdo ventricular prematura) (OKUMURA et. al., 1997).

1.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE METABOLITOS

Me¢étodos analiticos modernos como a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas ou a ressonancia magnética nuclear constituem os principais

recursos para a identificacdo e elucidagdo estrutural de substancias organicas (LOPES &
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FASCIO, 2004). Apresentam alta relevancia na determina¢ao da pureza e quantificagao
de metabdlitos com, grande sensibilidade, especificidade e rapidez (WATT et. al.,
2003), através de andlises “on-line”. Além da redu¢do no tempo de andlise, essas
técnicas permitem a obtencdo de informag¢des qualitativas e quantitativas
simultaneamente, dos metabolitos formados e dos substratos, através de amostras
obtidas in vivo ou in vitro. Outra vantagem ¢ que necessitam de pequenas quantidades
de amostras (LI et. al. 2005).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
a deteccdo de picos com massa igual & massa do substrato ou de um metabolito de fase
I, acrescida de 176 unidades de massa (massa do acido glicurénico) ¢ indicativa de
glicuronidacdo (PATTEN, 2006) e 80 unidades de massa (massa do SOs) ¢ indicativa de

sulfatacao.

1.4.1 Obtenc&o de metabolitos para estudos

M¢étodos quimicos ou biologicos podem ser utilizados para a obtengdo de
metabolitos visando investigagdes de suas atividades biologicas. Métodos biologicos
incluem a incuba¢do do substrato com fracdes celulares como microssomos, células
inteiras como hepatdcitos ou parte de tecidos. Metabolitos também podem ser obtidos
através de coletas in vivo de bile, urina ¢ plasma de animais experimentais e seres
humanos, apds a administracdo de compostos em estudo. Quando quantidades maiores
de metabolitos sdo necessarias para as pesquisas, modelos microbianos se constituem
em alternativas importantes (FURA et al., 2004; FURA, 2006), capazes de suprir essa

necessidade.

1.5 MODELOS MICROBIANOS

Modelos microbianos aqui nominados como biotransformagdes microbianas,
constituem uma alternativa admiravel para investigacdes cientificas, devido ao grande
potencial das reagdes microbianas para gerar diversidade molecular ou para produzir
metabolitos secundarios, similares a metabolitos produzidos por mamiferos (AZERAD,

1999; ISHIGE et al., 2005). A utilizagao deste método apresenta outra grande vantagem,
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que ¢ contribuir para a diminui¢do da demanda por animais de laboratorio. Pesquisas
utilizando animais de laboratério, além de envolver custos mais elevados, envolvem
questdes éticas como a toxicidade dos compostos em estudo (AZERAD, 1999) e
possiveis sofrimentos fisicos ou mentais dos animais. Foi aprovado recentemente no
Senado Federal um projeto que dispde sobre a utilizagdo de animais para fins cientificos
e cria o Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (Concea). O Concea tera a
atribuicdo de monitorar e avaliar a introdu¢do de técnicas alternativas que substituam o
uso de animais no ensino e nas pesquisas cientificas (Projeto de Lei 03/98 aprovado em
14/09/2008).

Tanto enzimas isoladas de microrganismos, quanto cé¢lulas inteiras de
microrganismos tem sido utilizadas em industrias farmo-quimicas (ISHIGE et. al.,
2005; PANKE & WUBBOLTS, 2005). O uso de células inteiras apresenta vantagens
como reducdo de custos por ndo necessitar de isolar, purificar e estabilizar as enzimas
(MULINACCI et. al., 2005) e permite a obtencdo de derivados com estereo e régio-
seletividade (KEPPLER et. al., 2005) aliada a condi¢des menos agressivas ao ambiente
se comparadas as sinteses quimicas.

A utilizagdo de biotransformag¢des microbianas, empregando células inteiras,
vem sendo ampliada para além da biorremediagdao, sendo usada em biossintese na
quimica fina, em substituicdo a sinteses quimicas convencionais que envolvem
procedimentos demorados constituidos de varias etapas (KEPPLER et. al., 2005).

O processo de biotransformagdo microbiana utilizando células inteiras tem
atraido cada vez mais, a atencao das industrias quimicas. Na industria farmacéutica, um
exemplo importante a ser citado dessa utilizagdo, ¢ seu emprego em parte do processo
de producdo das estatinas, substancias redutoras da sintese do colesterol (PANKE &
WUBBOLTS, 2005), utilizadas por milhdes de pessoas no mundo todo.

Uma analise de processos de biotransformacgdo realizados por industrias em

escala comercial mostrou que, seu nimero total aumentou em mais de 100% nas ultimas

décadas (Fig. 1).
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Figura 1- Numeros cumulativos de processos de biotransformagao
iniciados em escala industrial até o ano de 2007 — adaptado de Straathof
et al., 2002 e atualizado pelo Sci Finder Scholar.

A maioria dos processos citados tem aplicacdo no setor farmacéutico e em geral
a utilizagdo de células inteiras, livres, predomina sobre a utilizagdo de células ou
enzimas imobilizadas. Essa tendéncia se deve em parte a tendéncia em utilizar células
inteiras quando se deseja promover reacdes de reducdo/oxidacdo. Nesse caso, €
necessaria a presenca de oxigénio para manter a atividade metabolica e a imobilizacdo ¢
evitada para prevenir a limitacao da difusdo do oxigénio (STRAATHOF et al., 2002).

Diversos microrganismos com habilidade catalitica rara, tém sido encontrados
através de triagens intensivas e utilizados em processos biotecnologicos devido ao fato
de serem capazes de catalizar reagdes que geram enantidmeros puros € de promover a
biossintese de metabolitos complexos (ISHIGE et al., 2005; PANKE & WUBBOLTS,
2005).

1.5.1 Beauveria bassiana

Fungos entomopatogénicos secretam substancias toxicas que estdo relacionadas

com sua capacidade de infectar e posteriormente levar o hospedeiro a morte (ALVES,

1998). Nesses fungos, tem sido descrita a produgdo de proteinas toxicas como
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beauvericina e oosporeina (HEGEDUS & KHACHATOURIANS, 1995). Investigagdes
cientificas tém ressaltado o uso de B. bassiana, no controle biologico contra insetos
(PURWAR & SACHAN, 2006) e Quesada-Moraga (2004) ao investigar a produgdo de
toxinas pela cepa B. bassiana EABb 90/2-Dm, relatou a produgdo da substincia
bassiacridina e a atividade de 19 enzimas detectadas pelo sistema API-ZYM
(BioMeyrieux, Marcy I'Etoile, France): fosfatase alcalina, esterase (C4), esterase lipase
(C8), lipase (C14), leucina arilamidase, valina arilamidase, cistina arilamidase, tripsina,
a-quimiotripsina, fosfatase acida, fosfohidrolase, a-galactosidase, (-galactosidase, [-
glucuronidase, a- glucosidase, B-glucosidase, B-glucosaminidase, a-manosidase ¢ a-
fucosidase.

Grogan & Holland (2000), realizaram uma revisdo bibliografica em 109 artigos
cientificos que tratam da utilizagdo de Beauveria sp com énfase em biotransformagoes ¢
relataram diversas reagdes catalisadas por B. bassiana ATCC7159.

Processos de biotransformacgao de mais de 300 substratos diferentes, utilizando
células inteiras de B. bassiana, resultaram em uma diversidade de reagdes, entre elas,
hidroxilagdes de carbonos saturados e de carbonos aromaticos (HOLLAND et al. 1999).

A capacidade de B. bassiana para hidroxilar uma variedade de amidas, anéis
lactamicos, carbamatos, azidas e sulfonamidas tem sido extensivamente explorada
exemplificando-se o uso de substratos como benzamida e p-toluenosulfonamida,
obtendo-se rendimentos entre 25% a 60% (produtos hidroxilados). O fungo Beauveria
tem sido utilizado com sucesso para a hidroxilagdo de uma variedade de produtos
naturais, compostos aromaticos e hidrocarbonetos. Tais reacdes t€m apresentado alta
régioseletividade e baixa especificidade de substrato. O perfil das hidroxilagdes sugere a
possibilidade da existéncia, nesse microrganismo, de enzimas hidroxilases distintas. Da
mesma forma outras oxidagdes, oxidagdo de heterodtomos, oxidagdes tipo Baeyer-
Villiger (transformacdo da progesterona para testosterona) por vdarias cepas, N —
acetilacdo, hidrolise de epoxidos, hidrdlise de ésteres, atividade oOxidoredutase sdo
relatadas (Grogan & Holland, 2000).

Nesses processos de biotransformagdo, algumas vezes tém sido reportada
glicosilagdo subseqiiente, a exemplo da hidroxilacdo do herbicida Propham® seguida de
glicosilacdo e da bioconversdo do anticoagulante Warfarin em um metabolito 3°, 4’-
dihidroxiwarfarin 4-metoxiglicosideo. Estudos bioquimicos sugerem que as reacdes de
hidroxilagdo sejam mediadas por citocromos P450 e que, a obtencdo de derivados

glicosilados indica a possibilidade do emprego de B. bassiana em modelos microbianos
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para o estudo de metabolismo, fase Il (GROGAN & HOLLAND, 2000; HAUFE et al.,
2002; OLIVO et al., 2003).

Herat et al. (2006) utilizaram B. bassiana (ATCC 13144) para investigar o
metabolismo microbiano do composto 3-hidroxiflavona e B. bassiana (ATCC 7159)
para investigar o metabolismo microbiano do composto 7-hidroxiflavona. Obtiveram
quatro metabdlitos do primeiro composto citado e dois metabolitos do segundo

composto, ambos em quantidades suficientes para estudos posteriores.

1.6 FLAVONOIDES

Flavonoides sdo compostos polifendlicos presentes em relativa abundancia entre
os metabolitos secundarios das plantas. S3o encontrados em frutas, vegetais, graos,
sementes, flores, chas e vinho. Constituem um grupo de produtos naturais utilizados em
alguns paises como medicamentos e em outros como alimentos funcionais. Sdo
compostos aromaticos divididos em vdarios grupos (antocianidinas, catequinas,
flavononas, isoflavonas, flavonas e flavondis) com base no grau de oxidagdo do anel C
(AHERNE & O’BRIEN, 2002). Os diversos grupos possuem a mesma estrutura
primdria (Fig. 2) e, apresentam algumas atividades biolégicas semelhantes
(HAVSTEEN, 2002). Cada grupo de flavondide pode apresentar modificacdes em sua
molécula como: hidroxilacdo, metilagdo, acilacdo, glicosilagdo ou ramnosilacao,
resultando em uma grande diversidade destes compostos na natureza (HAVSTEEN,

2002).

Figura 2 - Estrutura geral dos flavonoides. Fonte: Heim et al. (2002).
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Os flavonodides interferem no metabolismo celular das plantas e atuam
juntamente com hormodnios regulando o seu crescimento (JIANG et al., 1999).
Interferem também na transferéncia de elétrons durante a fosforilagdo oxidativa que
ocorre no cloroplasto além de desempenhar um papel importante na fixacdo do
nitrogénio (MORTENSON & THORNELEY, 1979).

A estes compostos, tem sido atribuida uma vasta gama de efeitos benéficos na
satde humana e na prevenc¢do de doencas cronicas e doencas degenerativas como:
doengas cardiovasculares, doengas cerebrovasculares, mal de Parkinson e doenga de
Alzheimer (HAVSTEEN, 2002). A atividade bioldgica dos flavondides depende da
estrutura quimica e orientacao relativa das diversas partes da molécula (AHERNE &
O’BRIEN, 2002; HEIM et al., 2002).

Em mamiferos, existem evidencias de que muitos efeitos celulares exercidos
pelos flavonoides estejam relacionados a interagdes com vias protéicas especificas
(WALLE, 2004; WILLIAMS et al., 2004) como as MAP-Kinases. Flavonoides sao
substratos para varias uridino-difosfoglicuronil transferases (UGTs) e alguns tem sido
identificados como capazes de induzir a expressdo génica das mesmas (ZHANG et al.,
2007). A indugdo de UGTs por flavonodides pode acelerar a detoxificacdo de toxinas
exdgenas como: substancias carcinogénicas e pesticidas, e também acelerar a
metaboliza¢do de medicamentos que sejam substratos de UGTs (ZHANG et al., 2007).

Dados da literatura indicam que a ingestdo, a distribuicdo e a metabolizagdo de
alguns flavonoides, t€m sido caracterizadas em mamiferos (HOSNY et al., 2001). A
grande maioria dos estudos ¢ relativa a quercetina, provavelmente, em funcao das
diversas atividades bioldgicas atribuidas a este flavonoide pertecente ao grupo flavonol
(MANACH et al., 1998; WALLE et al., 2001). Estas, provavelmente, ocorram em
funcao da semelhanga entre a estrutura quimica da quercetina com moléculas intrinsecas
ao metabolismo de células animais, a exemplo das bases de &cidos nucléicos,
coenzimas, hormonios esterdides e neurotransmissores. Isto responde, em parte, pelos
efeitos deste composto e de outros flavonodides sobre enzimas, ligagdo em receptores e
inducdo de genes (HAVSTEEN, 2002).

A maioria dos estudos sobre metabolismo de flavondides tem sido realizados in
Vitro e estes nem sempre sdo extrapolaveis para situagdes in vivo. Em seus estudos,
Walle (2004), relatou as dificuldades para quantificar metabdlitos de flavondides em

fluidos biologicos e para estabelecer estudos clinicos destas substancias em seres
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humanos, o que justifica a busca por outras metodologias capazes de superar tais

dificuldades.

1.6.1 Processos de biotransformacéo da quercetina

A quercetina e outros flavonoides provenientes da dieta, se encontram em sua
maioria na forma glicosilada. Estudos de pesquisadores como Day et al. (2001), Heim et
al. (2002), Walle (2004) e Zhang (2007) indicaram uma extensa biotransforma¢ao dos
flavonoides, principalmente nos enterdcitos e nos hepatocitos. Quando ingerida, ao
atingir o intestino delgado a molécula da quercetina glicosilada sera hidrolisada por [3-
glicosidases de bactérias intestinais havendo a liberagdo da quercetina. A quercetina
livre podera ser absorvida como componente de micelas formadas por lipideos e sais
biliares e atingir a circulacdo entero-hepatica (DAY et al., 2001; HEIM et al., 2002;
MUROTA & TERAO 2003; WALLE, 2004).

A quercetina glicosilada ndo hidrolisada, podera penetrar nas células intestinais
através dos transportadores de glicose dependentes de sddio -SGLT1 (MUROTA &
TERAO, 2003), momento em que sera hidrolisada pela agdo de -glicosidases contidas
nestas células, resultando na separacdo da porcdo  aglicona da molécula do
monossacarideo (AHERNE & O’BRIEN, 2002; O’LEARY et al., 2003; WALLE,
2004). No interior destas células ou posteriormente no figado, a quercetina passara pelo
processo de biotransformac¢do sendo conjugada com compostos enddgenos pela acdo de
enzimas como a uridinodifosfo-glucuroniltransferase (UGT), a sulfotransferase ou a
catecol-0-metiltransferase formando metabdlitos glicuronados, sulfatados ou metilados,
que poderao atingir os 6rgaos periféricos por meio da circulacao sanguinea (MUROTA
& TERAO, 2003; ZHANG et al. 2007).

Estudos recentes enfatizaram a bioatividade dos flavondides através da
modulac¢do de sinalizadores celulares como fosfatidilinositol-3-Kinase (PI3-kinase) e
inducdo de expressao génica (WILLIAMS et al., 2004; ZHANG, 2007). Indicaram que,
células expostas a quercetina apresentam concentracdes elevadas de enzimas de fase I e
que este composto esteja envolvido na ativagdo da transcricdo de enzimas do grupo dos
citocromos P450 (HAVSTEEN, 2002). Tem sido proposto que baixas concentragdes de
quercetina podem levar a expressao de enzimas de fase II, como a UDP-

glucuronosiltransferase (WILLIAMS et al., 2004). A quercetina tem sido reportada
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como indutora de UGT 1A em linhagens celulares Caco-2 (ZHANG, 2007). Em
contraste, existem estudos que indicaram que altas concentragdes de flavonoides sdo
capazes de ativar MAP kinases podendo resultar na indugdo de apoptoses (WILLIAMS
et al., 2004).

Biotransformagdes microbianas da quercetina por microrganismos dos géneros
Bacillus, Aspergillus e Streptomyces originaram metabolitos provenientes de reagdes de
hidroxilagdo, glicosilacdo ou metilacdao (Fig. 3). Nas biotransformagoes citadas, apenas
o Streptomyces griseus parece ser capaz de simular, parcialmente, o metabolismo da
quercetina em mamiferos, propiciando a metilacio da quercetina. Os demais
apresentaram um padrdo de metabolizacdo da quercetina similar ao observado em

plantas (DAS & ROSAZZA, 2006).

Quercetina

(3, 3",4°,5,7 pentahidroxiflavona)

Ref. Microrganismos Metabolitos
Hosny et. al, 2001 Streptomyces griseus Hidroxilado e metilado
ATCC 13273
Rao & Weiner, 1981 Glicosilado (isoquercitrina e acido
Bacillus cereus protocatequico)
Masri et. al, 1959 Aspergillus flavus Monoxido de carbono e 2,3 acido
carboxilico
protocatequilfloroglucinol

Figura 3 - Biotransformagdo microbiana da quercetina por diferentes espécies de
microrganismos.
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1.7 QUERCETINASE

Dioxigenases sdo enzimas extracelulares capazes de oxidar substratos pela
inser¢do de 4atomos de oxigénio molecular nos mesmos. Sido secretadas por
microrganismos como fungos, leveduras ou bactérias e desempenham um papel
importante na degradacdo de compostos aromaticos. Uma dessas enzimas, a quercetina
2,3-dioxigenase (2,3QD — EC.1.13.11.24) ou quercetinase encontra-se envolvida na
degradagao de flavonoides, especificamente pertencentes ao grupo flavonol (IACAZIO,
2004; TRANCHIMAND et al., 2005).

Diversos experimentos, tém sido desenvolvidos no sentido de aperfeicoar a
producdo de quercetinase para fins de estudos de caracterizagdo bioquimica e molecular
e ainda para elucidar sua a¢do sobre compostos aromaticos (TRANCHIMAND et al.,
2008). A secreg@o da enzima ocorre ao se inocular o microrganismo em meio de cultura
enriquecido ou mesmo em meio minimo, acrescido de uma ou mais molécula organica
(cromoforo) que se constituira em fator de estresse, tendo-se como resultado a inducao
enzimatica. A enzima sera secretada e a substancia indutora sera posteriormente alvo
(substrato) de sua atividade (SCHAAB et al., 2006; MERKENS & FETZNER, 2009).

Iacasio (2004) investigou a produgdo de quercetinase por Penicillium olsonii em
meio minimo em diferentes condi¢des e verificou que a presenga e a concentracdo de
extrato de levedura sdo fatores fundamentais para intensificar a produ¢do. Tranchimand
et al. (2005) investigaram o efeito de dez compostos fendlicos e dois agucares (glucose
e rhamnose) como indutores da quercetinase. Observaram que os flvondides rutina e
quercetina e o composto acido carboxilico floroglucinol sdo efetivos na inducdo da
quercetinase.

A quercetinase catalisa a oxidagdo da quercetina para um composto denominado
acido carboxilico protocatequilfloroglucinol com a formagdo concomitante de
monoxido de carbono (Fig. 4). O mecanismo de acdo da enzima consiste no
rompimento da ligagdo carbono-carbono da posicdo 3 da molécula da quercetina e
inser¢ao de oxigénio molecular no substrato, captado do meio (IACAZIO, 2004;

SCHAAB et al., 2006; TRANCHIMAND et al., 2005; TRANCHIMAND et al., 2008).
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Figura 4 - Catabolismo da quercetina pela enzima quercetinase

Estudos espectroscopicos e sobre a cinética enzimatica também tem sido
realizados, no sentido de otimizar a producao da quercetinase (BARNEY et al., 2004;
SCHAAB et al, 2006). Existem patentes registradas, visando o emprego de
quercetinases como aditivo a detergentes, para eliminar manchas, a exemplo das
produzidas por vinho. Sua acdo se da durante o processo de lavagem de téxteis, devido a
sua capacidade de oxidar cromo6foros complexos que compdem as manchas, diminuindo
a intensidade da cor dos mesmos (van der HELM et al., 1997).

Quercetinases tem sido obtidas de Aspergillus japonicus, Aspergillus flavus,
Diapothe eres, Neurospora crassa, Diplodia gossypin, Penicillium minioluteum,
Penicillium roquefortii, Penicillium olsonii, Aspergillus awamori, Aspergillus niger,
Aspergillus foetidus, Aspergillus soyae e Aspergillus oryzae e ainda de Bacillus subtilis
(SCHAAB et al., 2006; TRANCHIMAND et al., 2008).

Considerando-se o potencial biotecnologico descrito para a B. bassiana, a
versatilidade que a biotransformagdo microbiana apresenta, as importantes atividades
bioldgicas atribuidas ao flavondide quercetina e as perspectivas quanto ao seu uso
terapéutico, pretendeu-se avaliar a metabolizacdo da quercetina por isolados de B.

bassiana obtidos da regido centro-oeste do Brasil e pela cepa B. bassiana ATCC7159.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a metabolizacdo da quercetina e a produgdo da enzima quercetina 2,3-
dioxigenase por fungos da espécie B. bassiana isolados da regido Centro-Oeste do

Brasil.

2.1.2 Objetivos especificos

1- Avaliar os isolados de Beauveria bassiana e a cepa Beauveria bassiana
ATCC 7159 quanto a potencial capacidade para metabolizar a quercetina;

2- Investigar a produgao de quercetinase pelos isolados de Beauveria bassiana e
pela cepa Beauveria bassiana ATCC 7159;

3- Determinar a variabilidade genética entre os isolados de Beauveria bassiana;

4- Estabelecer possiveis correlagdes entre os dados moleculares, a producao de

quercetinase e a origem geografica dos isolados.
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ABSTRACT

Microbial biotransformations constitute an important alternative as models for drug metabolism study in
mammalians and have been used for the industrial synthesis of chemicals with pharmaceutical purposes.
Several microorganisms with unique biotransformation ability have been found by intensive screening and
putin comumercial applications. Tenisolates of Beauveria sp genus filamentous fungi, isolated from soil in the
central Brazil, and Beawuveria bassiana ATCC 7159 were evaluated for their capability of quercetin
biotransformation. Biotransformation processes were carried out for 24 up to 96 hours and monitored by mass
spectrometry analyses of the culture broth. All strains were able to metabolize quercetin, forming mammalian
metabolites. The results were different from those presented by other microorganisms previously utilized,
attrackting attention because of the great diversity of reactions. Methylated, sulphated, monoglucuronidated,
and glucuronidated conjugated metabolites were simultaneously detected.

Key-words: Beauwveria bassiana, Biotransformation, Quercetin.

INTRODUCTION

Beauveria sp belong to the Moniliaceae family and
Beauveria bassiana is the most common species. This species
is an entomophatogenic fungus that performs many complex
conversions (15) and investigations underlined its potential use
as a biological control agent for insect pests, as an alternative
to harmful chemical insecticides (14).

B. bassiana ATCC 7159 has been used as a model for different
substrates biotransformation. Biochemical evidences showed
that the reactions are often mediated by cytochrome P450 and
phase Il metabolism enzymes (3,5,12).

The biotransformation process using the microorganism
whole cell has attracted more aftention for the production of
pharmaceutical derivatives. One of the advantages to use the
intact cell is the reduced cost. Therefore it is not necessary to
isolate, purify and stabilize the enzyme (9). The derivatives
preparation with high stereo and regio-selectivity under

environmental conditions constitute an alternative to chemical
reagents (7). The microorganism whole cells also could be
employed for bioremediation, biomonitoring, or in the targeted
biosynthesis of fine chemicals that are otherwise difficult to
manufacture via conventional chemical means that involve
complicated procedures (7). An important example of this
versatile process for manufacturing a complex pharmaceutical
ingredient is the synthesis of statins, which are cholesterol-
lowering drugs (13).

The approval of a substance for human use depends on the
evaluation of its metabolism. In some cases the drug metabolism
results in metabolites with raised pharmacological activity and
potential toxicity. Metabolic studies are carried out in animal
models, perfused organs or cellular cultures (1). The microbial
biotransformation constitute an important alternative, because
mimics the mammalian metabolism. Moreover, the high potential
of microbial reactions can be used for the creation of molecular
diversity (1). These methodologies have the advantage of a
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reduced animals demand, and permit to obtain higher
concentrations of metabolites that facilitate structural
identification and toxicological and pharmacological studies,
without chemical synthesis (1).

Microbial biotransformations that mimic mammalian
metabolism are well understood (8,15), and they include
oxidation, reduction (similar to hepatic phase I in animal
metabolism) or conjugation (phase II in animal metabolism)
reactions. Beauveria bassiana constitute a reliable and efficient
alternative to the use of animals or synthetic chemistry and are
frequently used in microbial conversion processes (1).

Flavonoids are polyphenolic metabolites of plants and have
been proposed to exert a wide range of beneficial effects in human
health, preventing chronic and degenerative diseases such as
cardiovascular, cerebrovascular, Parkinson’s and Alzheimer’s
diseases (5). Evidences suggest that flavonoids exercise cellular
effects, many of which are linked to their interactions with specific
proteins pathways (16,17). Quercetin, a flavonoid compound,
inhibits protein kinases, DNA topoisomerase, regulates gene
expression and has been involved in the transcriptional activation
of cytochrome P450 enzymes (5). It is possible that cells exposed
to quercetin have higher levels of phase I detoxification enzymes
(5). Low concentrations of quercetin could lead to expression of
survival and defensive genes, including those related to phase II
detoxifying enzymes, such as UDP-glucuronosyltransferase (17).

In this study, ten strains of Beauveria sp and Beauveria
bassiana ATCC 7159 were explored for their biotransformation
potential, specially for their capability to produce metabolites
similar to those produced by mammalian cells or new compounds
with interesting biological activities.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals
Quercetin was purchased from Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO (USA).

Microorganisms

Beauveria sp strains (IP3a. IP6, IP8, IP11, IP94, P98, IP129,
IP132,1P147 and IP153) were isolated from soil samples of central
Brazil and belong to the fungal culture collection of the Instituto
de Patologia Tropical e Saude Publica of the Universidade
Federal de Goias. All strains were cultured in potato agar.

Culture and biotransformation

Aliquots of 0.5 mL of each Beawveria sp and Beauveria
bassiana ATCC 7159 conidia suspensions, prepared after seven
days of culture, were transferred to Erlenmyer flasks with 100
mL of liquid peptone dextrose soybean meal - PDSM (peptone
5 g, dextrose 20 g, soybean meal 5 g, dihydrogen potassium
phosphate 5 g, sodium chloride 5 g, yeast extract 3 gin [ L of
distilled water). The flasks were maintained in shaker under 200
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rpm at 29 + 2°C for 72 hours. Substrate was added to the cultures
at a final concentration of 0.5 g/L and incubated in the same
conditions. Aliquots (1.0 mL) of the supernatant were taken
every 24 hours, up to 96h. The samples were saturated with
sodium chloride, extracted with ethyl acetate, and centrifuged
at 3000 x g for 10 min. The organic phases were dried on MgSOs,
evaporated and then added to 500 pL of HPLC-grade methanol
before injection into ESI/MS.

Chromatographic procedures

Analytical reverse-phase HPLC was carried outusing Gilson
pumps, a Gilson 321 sample injector equipped with a 20 pl loop
and a UV detector. ALichospher 100 RP 18 colunm (0.5 p, 250
mm x 4.6 mm) was used. The analyses were carried out at room
temperature. Detection was set at 254 nm. The flow rate was 1.0
ml/min. A gradient elution of methanol-water (65:35) was used
over 9 min. Calibration was performed using previously prepared
standard solutions of quercetin and their metabolites, purified
and characterized by 'H and “C NMR and LC-MS (data not
shown).

ESI-MS analysis

This analysis was carried out in an Atmospheric Pressure
Ionization 1200L quadrupole MS/MS instrument (VARIAN, inc.)
at 400°C, nebulizer pressure 23-24 psi, capillary voltage 40V,
needle 5000V, and shield 600V, using the previously described
reverse-phase chromatographic method, substituting the
gradient system with water by methanol in isocratic conditions
at flow rate 0.5 mL/min. The flow rate of the electrospray
solutions to the ion source was 5 pL/min. and nifrogen was
used as collision gas. The analyses were carried out in the
positive ionization mode and were recorded in scan mode in the
mass range from 250 to 1000 Th. A VARIAN® Workstation
system software was used for data acquisition and processing.

RESULTS AND DISCUSSION

The molecular ions of relevant quercetin metabolites, showed
in Beauveria sp biotransformation were: m/= (315-316), m/= (380-
383), m/=(477-479 and m/= (491-492). These 1ons corresponded
to the metabolites 2, 3, 4 and 5 (Fig. 1) reported in previous
studies on quercetin metabolism by various biological systems
(10,11,18).

ESI- MS spectrum revealed that quercetin was extensively
metabolized by fungal enzymes and irrelevant ditferences were
observed in the distribution of quercetin derivatives after
substrate contact. The time courses of metabolites accumulation
were similar and the biotransformation produced conjugated
metabolites. In general, the conjugates formed the molecular
ion (m/= 383) suggesting quercetin sulphatation, m/z (479)
monoglucuronidation and m/= (492) monoglucurenidation and
sulphatation. The molecular ions (m/z 315) and (m/z 303
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Figure 1. Quercetin (1) and various metabolites; (2) = 3’ O-methylquercetin; (3) quercetin-3’-O-sulphate; (4) quercetin-3’-glucuronide

and (3) = 3’O-methylquercetin-7-glicuronide (10,11,18).

[MP*1]) corresponded to a methylation and quercetin aglycone,
respectively. Table 1 shows the metabolites detected in the
supernatant after incubation of each isolate for 72 hours. Five
strains (IP 94, IP98_ 1P 129, IP 147 and B. bassiana ATCC 7159)
produced methylation, three isolates (IP 8, TP 11 and TP 94)
produced monoglucuronidation and all strains produced
sulphatation and methylation and monoglucuronidation
simultaneously. The strain IP 94 produced all reactions types.

Species of Bacillus, Aspergillus, Streptomyces and
Penicillium transformed quercetin info numerous metabolites
by hydroxylation, glucosylation and methylation (2). Only
Streptomyces griseus appear to mimic mammalian metabolism,
mediating methylation of quercetin. The other fungi simulate
metabolic patterns observed in plants (2).

Comparing the ESI-MS profiles to previous studies on the
enzymatic derivatization of flavonoids, it was possible to confirm
that reactions occurred on the aglycone structure. The hydroxil
groups of quercetin were targets for conjugation reactions such
as glucuronidation, sulphation and methylation. As reported
by different authors, conjugations are the most common final
step reactions in mammalian metabolism of intact flavenoids.
After absorbed and metabolized in the intestine, they are further
metabolized in the liver to yield various conjugated forms (6, 10,
11, 18). Several flavonoids such as quercetin, naringin, and

genistein are observed commonly in mammal’s urine or bile as
glucuronide or sulfate conjugates or methyl ethers (2).

The molecular ions observed in the ESI-MS results are in
consonance with LC-MS analysis and H Nuclear Magnetic
Ressonance (HNMR) data reported by Oliveira & Watson (11)
and O’ Leary er al. (10). Woude et o/ (18) also detected 14 different
phase 1T mono and mixed conjugates of quercetin in various
biological systems such as rat liver microsomes, human hepatic
microsomes, rat small intestine, human small intestine, rat plasma
and human plasma. These authors concluded that the plasma
phase IT metabolic pattern in mammalians is a result of interplay
of different organs with metabolizing capacity, specially the
liver and the small intestine. The same pattern was observed by
Herath e al. (6) in experiments with Beauveria bassiana ATCC
7159, for 3- and 7-hydroxyflavones.

Glucuronidation, sulphatation and methylation were the most
common metabolic pathways in quercetin biotransformation,
indicating that the screened fungi express phase II metabolic
enzymes when exposed to these xenobiotics.

The investigation leads to the conclusion that the tested
filamentous fungi presented phase II biotransformation
patterns. They offer significant potential for use in microbial
models to mimic mammalian metabolism and represent powerful
biotechnological research tools for biotransformation of
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Table 1. Biotransformation of quercetin by strains of Beauveria
sp and Beauveria bassiana ATCC 7159.

Metabolites
Strains 2) (k)] ) (3)
m/z /= /= m/z

(315-316) (380-383) (477-479) (491-492)

Beauveria bassiana
ATCC 7159

IP3a -
P6 -
P8 -
P11 -
P94 +
P98 +
P129 +
P132 -
P 147 +
IP 153 -

-+
1
-+

+ 4+ + + ++ F++ o+
+ 4+ + + o+ o+ o+

(+) presence, (-) absence; Metabolites pattern fragmentation detected
by ESI-MS in the supernatant at 72 hours after incubation. Analysis
conditions: mobile phase. methanol, drying gas temperature 400°C,
flow rate 0.5 mL/min, nebulizer pressure 23-24 psi. capillary voltage
40V, needle 5000V, and shield 600V. The flow rate of the electrospray
solutions to the ion source was 5 pL/min.

quercetin, specially the strain IP 94, that presented the largest
reaction diversity.

RESUMO

Selecio de fungos filamentosos do género Beauveria
capazes de metabolizar quercetina de forma
semelhante aos mamiferos

Biotransformagoes microbianas constituem wma alternativa
importante como modelo para o estudo do metabolismo de
medicamentos em mamiferos e sio empregadas em processos
sintéficos industriais com propositos farmacéuticos. Diversos
microrganismos com potencial para biotransformacdo tém sido
encontrados através de sereening intensivo e aplicados
comercialmente. Dez cepas de fungos filamentosos do género
Beauveria, isolados na regido central do Brasil, e a cepa Beauveria
bassiana ATCC 7159 foram avaliadas quanto a capacidade de
biotransformagao da quercetina. As reagdes de biotransformagdes
foram realizadas por um periodo de 24 a 96 horas, e monitoradas
através de espectrometria de massas do meio reacional. Todas as
cepas foram capazes de metabolizar a quercetina, formando
metabolitos encontrados nos mamiferos. Os resultados foram
diferentes dos resultados apresentados por outros
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microrganismos utilizados anteriormente e chamam a atengao
devido a diversidade das reagdes evidenciadas. Diferentes
metabolitos conjugados foram detectados simultaneamente:
metilados, sulfatados, monoglicuronados, e glicuronados.

Palavras-chave: Beauveria bassiana, Biotransformacao,
Quercetina.
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7. RESULTADOS

e O isolado IP 94 produziu um niimero maior de metabolitos da quercetina quando
comparado com os demais isolados.

e A cepa B. bassiana ATCC 7159 e os isolados IP 11 e IP 132 apresentaram
atividade da quercetinase mais intensa.

e Osisolados IP 153 e IP 3a apresentaram atividade de quercetinase mais baixa.

e Todos os isolados foram capazes de sintetizar a enzima quercetinase em meio
minimo.

e No meio de cultivo PDSM utilizado para a biotransformacdo, a sintese de
quercetinase foi superior em relacdo a sintese em meio minimo.

e A formacdo dos metabodlitos da quercetina e a producdo de quercetinase
aparentemente ndo estdo relacionadas com a origem geografica dos fungos
estudados.

e A andlise da variabilidade genética por meio de RAPD permitiu dividir os
isolados em 03 grupos distintos e explicitou alta diversidade genética entre os
isolados.

e A RFLP-PCR da regidao ITS demonstrou ndo ser um bom marcador para
diferenciar os isolados.

e A andlise da sequéncia da regido ITS confirmou a identidade dos isolados como

Beauveria bassiana.
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8. CONCLUSOES

Isolados de Beauverias bassianas da regido Centro-Oeste do Brasil constituem
uma alternativa ao uso de métodos quimicos e sistemas bioldgicos para a

obten¢do de metabolitos da quercetina.

Isolados de Beauverias bassianas da regido Centro-Oeste do Brasil sdo capazes
de produzir metabolitos da quercetina similares aos metabolitos da quercetina

produzidos por mamiferos.

Isolados de Beauverias bassianas da regido Centro-Oeste do Brasil sdo capazes

de produzir a enzima querctinase.
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9. PERSPECTIVAS
e Otimizagdo do modelo microbiano para aumentar o rendimento da formagdo de
metabolitos da quercetina utilizando B. bassianas isoladas da regido Centro-
Oeste.

e Obtencao da enzima quercetinase visando sua utilizagao industrial.

e [Estudos mais detalhados para elucidacdo da via de producdo, regulagdo e

mecanismo de a¢ao da quercetinase em B. bassiana.

e Pesquisa da produgdo de outras enzimas pelos isolados.
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