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RESUMO

Plantas biossintetizam uma ampla variedade de metabdlitos secundarios cujas atividades
farmacoldgicas séo consolidadas. No entanto, a obtencdo em escala de metabdlitos secundarios
a partir de plantas, muitas vezes, € restringida pelo acimulo minoritario desses compostos em
seus tecidos. Como muitas dessas moléculas apresentam elevada complexidade estrutural, sua
obtencdo por sintese organica pode ser ainda mais dificultada, tanto do ponto de vista
econdmico quanto ecoldgico. Contudo, as elucidaces das vias metabdlicas utilizadas pelas
plantas na biossintese dessas moléculas, sobretudo do ponto de vista enzimatico, podem
subsidiar o desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas, como a engenharia metabdlica,
para enfrentar esses desafios. Nesse contexto, surge a espécie Maytenus ilicifolia
(Celastraceae), uma planta medicinal conhecida por produzir uma gama de metabolitos
secundarios bioativos, em especial, os triterpenos quinonametideos (TQs), moléculas com
pronunciada e abrangente atividade antitumoral. Desta forma, no presente trabalho foi realizado
um estudo proteémico de celulas de M. ilicifolia com o objetivo principal de inventariar as
enzimas de suas vias metabolicas secundarias, principalmente relacionadas a biossintese dos
TQs. Para isso, culturas de células de M. ilicifolia produtoras de TQs, maitenina (1) e 22-p-
hidroximaitenina (2), foram elicitadas com metil jasmonato (100 uM) por 12, 24, 48e 96 h e
monitoradas quanto a producdo dos TQs por CLAE-DAD. Das células que apresentaram maior
diferenca de acimulo de TQs (entre elicitadas e ndo - controle), foram realizadas extracGes
proteicas (proteinas sollveis) e analises por LCMS-IT-TOF, utilizando a estratégia shotgun.
Por comparacdo com proteinas de espécies de plantas modelo, utilizando bases de dados, um
total de 1319 proteinas foram detectadas em ambas as células. Dentre essas, foram identificadas,
enzimas envolvidas na biossintese de TQs, incluindo dos tipos P450 (CYP450s), que
potencialmente catalisam os passos finais desta sintese. Enzimas envolvidas também na
biossintese de outros metabolitos secundarios caracteristicos da espécie, além de proteinas
relacionadas ao metabolismo primario e ao estresse vegetal, também foram detectadas. Os
resultados indicaram que a elicitacdo das células provocaram uma pronunciada variacdo em sua
composicdo proteica, no entanto, preservando seu perfil funcional. As vias metabolicas
secundarias intrinsecas a espécie, que levam, principalmente, a biossintese de alcaloides
(piridinicos sesquiterpénicos), polifendis (catequinas, flavonoides e taninos) e terpenoides,
permaneceram-se preservadas apos a elicitagdo com MeJA. Em suma, os resultados obtidos
neste estudo forneceram valiosas informagdes do proteoma de células de M. ilicifolia e

oferecem possibilidades interessantes para futuras pesquisas, incluindo a perspectiva de



utilizacdo do sistema in vitro para experimentos de engenharia metabolica, na busca de

metabdlitos secundarios de interesse.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia. Cultura de células in vitro. Metil jasmonato. Protedmica.
Proteoma. Metabolitos secundarios. Triterpenos quinonametideos. Maitenina. 22-f-

hidroximaitenina.



ABSTRACT

Plants biosynthesize a wide variety of secondary metabolites with consolidated
pharmacological activities. However, the large-scale production of secondary metabolites
by plants is often restricted by minor accumulation of these compounds in their tissues.
Many of these molecules shows high structural complexity so their obtainment by organic
synthesis can be further complicated both economically and ecologically. However, the
elucidation of metabolic pathways used by plants in the biosynthesis of these molecules,
especially from the enzymatic point of view, can support the development of
biotechnological tools such as metabolic engineering, to address these challenges. In this
context, emphasis can be given to Maytenus ilicifolia species (Celastraceae), a medicinal
plant that produces a range of bioactive compounds, including quinonamethide triterpenes
(QMTSs). Thus, in this study we performed a proteomic study of M. ilicifolia cells with the
primary goal to provide an enzyme inventory of their secondary metabolic pathways,
mainly for biosynthesis of QMTs. Based on it, M. ilicifolia cell cultures producing the
QMTs maytenin (1) and 22-B-hydroxymaytenin (2) were elicited with methyl jasmonate
(200 pM) during 12, 24, 48 and 96 h and monitoring for QMTSs production by HPLC-DAD.
Cells that showed a higher QMTs accumulation (when comparing elicited and control cells.)
were submitted to protein extractions and analyzed by LCMS-IT-TOF, using shotgun
strategy. We have found 1319 proteins in both cells by comparison with proteins of the
model plants from databases. Among them, enzymes involved in the biosynthesis of QMTSs,
including the cytochrome P450 (CYP450s) that potentially catalyze the final steps of this
synthesis. We also have found enzymes involved in the biosynthesis of others secondary
metabolites characteristic of the species, and proteins related to primary metabolism and the
plant stress. The results indicated that the elicitation of cells caused pronounced change in
their protein composition, however, maintaining its functional profile. The secondary
pathways of species, leading mainly to alkaloid (sesquiterpene pyridine) biosynthesis,
polyphenols (catechins, flavonoids and tannins) and terpenoids remained be preserved after
elicitation with MeJA. In short, the results of this study provided valuable information M.
ilicifolia cell proteome and offer interesting possibilities for future research, including in
vitro system using perspective for metabolic engineering experiments in the search for

secondary metabolites of interest.



Keywords: Maytenus ilicifolia. In vitro cell culture. Methyl jasmonate. Proteomics.
Proteome. Secondary metabolites. Quinonamethide triterpenes. Maitenin. 22-f-

hidroximaitenina.
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1 INTRODUCAO

1.1 A familia Celastraceae e o género Maytenus

A familia Celastraceae € composta, em sua maioria, por espécies vegetais distribuidas
nas regides tropicais de todo o planeta e, em sua minoria, nas regides subtropicais e
temperadas'. Essa familia consiste de arvores, arbustos, lianas lenhosas e, menos comumente,
ervas perenes e anuais. Suas flores sdo normalmente pequenas, actinomorfas, bi ou unissexuais,
tetrdmeras ou pentdmeras e apresentam uma ampla variedade de tipos de frutos e cardnculas.?

No taxon Celastraceae estdo incluidos cerca de 100 géneros e 1200 espécies, agrupadas
e quatro subfamilias: Celastroideae, Hippocrateoideae, Salacioideae e Stackhousioideae®.
Entretanto, principalmente em razdo do numero limitado de trabalhos taxonémicos realizados
na familia e da delimitacdo controversa de alguns géneros, esses nimeros podem variar de 55
a 94 géneros e de 850 a 1300 espécies.*

A familia foi descrita em 1814 pelo naturalista Robert Brown e, desde entéo, diversas
variacdes em sua delimitagdo ocorreram, de acordo com os sistemas de classificagdo adotados®.
Uma das mais importantes divergéncias foi o caso da Hippocrateaceae, ora reconhecida como
uma familia independente®’, ora considerada membro de Celastraceae®. No entanto, baseado
nas Ultimas pesquisas em filogenia molecular, Celastraceae s6 pode ser considerada
monofilética se Hippocrateaceae estiver incluida.r®°

Dentre os numerosos géneros de Celastraceae encontrados no continente americano, o
maior deles € o Maytenus. Este agrupa cerca de 120-140 espécies, as quais sdo amplamente
distribuidas e ocorrem desde as regides subantarticas da Terra do Fogo, no extremo sul do
continente, até o sul dos Estados Unidos (estados da Fldrida e Texas), numa amplitude que vai
desde o nivel do mar até 3900 m de altitude em regiGes andinas.®

Exemplares de Maytenus podem ser encontrados em praticamente todos os tipos de
vegetacdo. Além de diversificadas areas florestais e savanicas (Cerrado), hd espécies presentes
em chacos Umidos e secos, salinas, campos rupestres, mangues e afloramentos rochosos®. Seu
centro de diversidade é a América do Sul', sendo o Brasil 0 pais que possui 0 maior nimero
de espécies deste género: 49 taxons, dos quais 36 sdo endémicos, distribuidos em todos os
dominios fitogeogréaficos e ao longo de todos os estados brasileiros.!

Do pondo de vista etnofarmacoldgico, as plantas do género Maytenus desempenham um
papel de grande destaque, principalmente no cenario Sul Americano. Um grande ndmero

espécies de Maytenus tém sido relatadas por sua utilizacdo na medicina popular, para os mais
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variados fins terapéuticos, em especial para o tratamento de gastrites. Dentre as varias espécies
relatadas para esses propositos, a mais comumente utilizada é a Maytenus ilicifolia.!?

Em relacdo a estudos quimicos das espécies de Celastraceae, uma grande variedade de
metabolitos secundarios bioativos tém sido isolados, com destaque para terpenos, incluindo
sesquiterpenos de esqueleto agarofurano®*4, diterpenos dos tipos ent-rosano®®, abietano®?’,
ent-labdano®®, kaurano®, norisopimaradieno?, totarano!’ e podocarpano?! e triterpenos dos
tipos friedelano!*?2, lupano?, oleanano, ursano®*, glutinano®, fendlico®, dimérico?,

trimérico?® e quinonametideo.?*32

1.2 A Espécie Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek

A espécie Maytenus ilicifolia (Figura 1) ocorre no Brasil, nos Estados de Mato Grosso
do Sul, S&o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, no Paraguai, na Bolivia e no
leste da Argentina®®2*, Pesquisas etnobotanicas em conjunto com levantamentos bibliograficos
realizados por Mariot e Barbieri®® em 2007, revelaram que Maytenus ilicifolia é conhecida
popularmente no Brasil, dependendo da regido, como: “cancerosa”, “cancorosa”, “cancorosa-
de-sete-espinhos”, ‘“‘congor¢a”, “erva-cancerosa”, “erva-santa-maria”, “espinheira-santa”,
“espinho-de-deus” e “salva-vidas”. Na Argentina e Uruguai pode ser conhecida como
“quebrachillo”, “sombra-de-toro”, “maiteno”, “cancerosa”, “cancrosa” e ‘“coromilho-do-
campo”.

Ha relatos etnofarmacoldgicos de que M. ilicifolia € utilizada na medicina tradicional
para o tratamento de problemas renais, intestinais, de bexiga, como depurativa do sangue, como
analgésica, contraceptiva, afrodisiaca, cicatrizante, antitumoral e, em especial, para tratamento
de desordens estomacais como gastrites cronicas e Glceras.>%

Atualmente, a espinheira-santa € explorada comercialmente pela indastria de
fitoterapicos e ndo é dificil encontra-la no comércio informal na forma de extrato seco
liofilizado (para preparacdo de chas), na forma de tintura, em capsulas e como droga vegetal
(planta in natura seca e moida)®. Atualmente, a indUstria farmacéutica tem produzido e
comercializado fitomedicamentos contendo M. ilicifolia (Gastrosil®, Gastriless®, Epaliv® e
outros)®. A acdo farmacoldgica antiulcerogénica M. ilicifolia € reconhecida pelo Ministério da
Saude do Brasil e atualmente esta presente na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS).%°

Os inimeros estudos quimicos pioneiros e contemporaneos realizados com a espécie em

questdo, possibilitaram a aquisicdo de um pequeno inventario das estruturas quimicas
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intrinsecas ao metabolismo secundario de M. ilicifolia. Entre as classes de metabolitos
secundarios isolados na espécies, destacam-se: flavonoides*, taninos*?, alcaloides®® e

triterpenoides quinonametideos.?244-46

Figura 1 - Planta da espécie Maytenus ilicifolia.

Fonte: Lorenzi*3(1998, p. 70).

Anélises por espectrometria de massas com ioniza¢do por electrospray (IES-EM)
realizadas (off-line) com extratos de folhas de M. ilicifolia, previamente fracionados por
cromatografia, culminaram na identificagdo mono-, di-, tri- e tetra-glicosideos de flavonol

contendo kaempferol, quercetina ou miricetina*’. Outras investigagdes quimicas de folhas
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levaram a identificagdo dos fendlicos catequina, epicatequina, quercetina, kaempferol,
epigalocatequina, procianidina B1 e B2, 29 flavonois glicosilados e oito taninos.3947

Leite at al.®® identificaram em extratos etanolicos de folhas os flavonoides glicosilados
mauritianina, trifolina, hiperina, epicatequina, um derivado de kaempferol tetra-glicosilado e
galactitol. Outros pesquisadores encontraram em folhas de M. ilicifolia os glicosideos
ilicifolinosidos A, B e C*. Muitos outros cientistas tém verificado o acimulo de variados
compostos fendlicos nas folhas da espécie, tais como taninos condensados (mono-, di-, tri- e
tetrameros)*24° e muitos outros, 383941475052

Em se tratando de metabdlitos secundarios nitrogenados, em M. ilicifolia tém sido
isolados uma série de compostos diidro-p-agarofuranos, um grupo de sesquiterpenoides
poliésteres caracterizados por um esqueleto base 5,11-epoxi-58,10a-eudesmano-4-(14)-eno
altamente oxidado. Os diidro-p-agarofuranos sdo conhecidos por sua enorme diversidade
quimica, concomitante a sua altissima complexidade estrutural (presenca de multiplos centros
estereogénicos) e pelo amplo espectro de atividades bioldgicas®, incluindo: inseticida®*>®,

imunossupressora®, anti-HIV®', citotdxica®®, antitumoral®®, entre outras.

Figura 2 - Congorinas isoladas de cascas de raizes de Maytenus ilicifolia.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na década de 1990 foram identificados nas cascas de raizes M. ilicifolia uma série de
10 sesquiterpenoides diidro-p-agarofuranos, a congorinas A, B, CD, E, F G, H e I, do tipo 4a-
hidroxi-9-epi-alatol, e a congorina J, do tipo zinowol®®%! (Figura 2). Foram identificados

também as cangorininas W-1 e W-II, do tipo wilfordato de base euoniminol e a cangorinina E-
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I, do tipo evoninato de base euoniminol®? (Figura 3). As cangorininas citadas também se

incluem na categoria de alcaloides piridinicos sesquiterpénicos. 36263

Figura 3 - Alcaloides piridinicos sesquiterpénicos isolados de cascas de raizes
de Maytenus ilicifolia.
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cangorinina W-II  Nic

(o) (@]
0N N
R1 R2 X
ilicifoliunina A OH Bz ilicifoliunina B

aquifoliunina E-I  OAc Bz
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Mais recentemente (2012), também a partir das cascas de raizes da espécie, foram
isolados quatro alcaloides piridinicos cujas estruturas quimicas foram estabelecidas por analises
espectrométricas como: ilicifoliuninas A e B, maiteina e aquifoliunina E-I (Figura 3).
Avaliacdes das atividades biologicas desses alcaloides revelaram que a aquifoliunina E-1 € um
potente antiprotozoério. Seus valores de 1Csq frente a Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi,
respectivamente, foram de 1,4 e 41,9 uM, numeros Similares aos apresentados pelos controles
positivos (pentamidina, 1Cso = 5,1 uM e benzonidazol, ICso = 42,7 uM), 0s quais sao farmacos
atualmente utilizados nos tratamentos de leishmaniose e tripanossomiase. Os autores do mesmo

trabalho sugerem que a acdo antiprotozodria dessas substancias nitrogenadas esta relacionada
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aos diferenciados substituintes ésteres do diidro-p-agarofurano (porgéo sesquiterpénica) desses
alcaloides.*®

Figura 4 - Maitansinoides (ansamicinas) isolados de Maytenus ilicifolia e trastuzumabe entansina
(Kadcyla®), farmaco derivado de maitansina utilizado no tratamento de cancer de mama.

Trastuzumabe entansina
(Kadcyla®)

maitansina CH3
maitanprina  CH2CHj,4 =, >¥R

. . N
maitanbutina CH(CH
(CHs), O{ \

Fonte: Elaborada pelo autor.

Além dos alcaloides piridinicos sesquiterpénicos, em Maytenus ilicifolia foram isolados
trés maitansinoides: maitansina, maitanprina e maitanbutina® (Figura 4). Os maitansinoides
sdo alcaloides macrolideos pertencentes a classe das ansamicinas, moléculas conhecidas por
sua potente acdo antibiotica, bem como citotdxica®® 8. Entre eles, maitansina é uma potente
droga que atua nos microttbulos de células tumorais®. Este agente citotoxico liga-se a proteina
tubulina, localizada nas extremidades dos microtubulos, provocando sua supressao dinamica
(despolimerizacéo) e, consequentemente, interrompendo o ciclo celular’®. Com o proposito de
atenuar sua extrema citotoxicidade, bem como direcionar sua acdo especificamente para células
carcinogénicas, extensivos estudos utilizando maitansina conjugada a anticorpos foram
realizados’. Consequentemente, em 2013, o complexo formado pela conjugacio de maitansina
e o0 anticorpo monoclonal trastuzumabe, através de uma molécula adaptadora (ligante) (Figura
4), foi aprovado como medicamento antineoplasico para utilizacdo no tratamento de cancer de
mama’2. Atualmente, esse medicamento, trastuzumabe entansina, € comercializado pela

companhia farmacéutica Roche (F. Hoffmann—La Roche AG) com o0 nome de Kadcyla®.
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Embora a diversidade quimica de Maytenus ilicifolia ja se afigure rica pelo exposto, a
maior pluralidade, dentre os metabdlitos secundérios relatados na espécie, € atribuida aos
triterpenos, em especial aos triterpenos quinonametideos, biossintetizados a partir do triterpeno

friedelano friedelina.??

1.3 Triterpenos de Maytenus ilicifolia

Variadas classes de triterpenoides tém sido reportadas na espécie Maytenus ilicifolia,
tanto nas folhas quanto nas raizes. Nas folhas, Ohsaki et al.”® isolaram e caracterizaram as
estruturas dos triterpenos lupanos maitefolina A, betulina, e betulina-3-cafeato, dos triterpenos
oleananos maitefolina B, moradiol, eritrodiol e eritrodiol-3-cafeato, do ursano uvaol-3-cafeato
e do triterpeno damarano, derivado do esqueleto D:A-friedoeufano, maitefolina C (Figura 5).
No mesmo trabalho, os pesquisadores verificaram acdo citotoxica de todos os compostos e
encontraram significante acdo citotoxica para eritrodiol frente a trés linhagens de células
tumorais.

Outra importante classe de metabdlitos secundarios biossintetizados pela espécie € a dos
friedelanos, um grupo de triterpenoides pentaciclicos baseados no esqueleto D: A-friedo-
oleanano’*"™ (Figura 6). Na natureza, os friedelanos sdo os triterpenos mais frequentemente

encontrados na familia Celastraceae’®.



Figura 5 - Triterpenos lupanos (1-3), oleananos (5-7), ursano (8) e damarano isolados de folhas de
Maytenus ilicifolia.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 6 - Ndcleo base (D: A-friedo-oleanano) dos
triterpenos friedelanos.

29 30

23

Fonte: Adaptado de Shirley; Hooper™ (1979, p. 711).

A partir de folhas de M. ilicifolia, foram caracterizados os triterpenos friedelanos 3f-
friedelanol e friedelina’’, enquanto nas cascas de raizes foi detectado a ilicifolina’ (Figura 7).
Experimentos de biossintese realizados por incorporagéo in vitro de mevalonolactona-5-*H em
folhas de M. aquifolia e Peritassa campestris (Celastraceae) e determinacéo de atividades das
enzimas ciclases presentes no mesmo 6rgdo, demonstraram que 0s ultimos triterpenos
friedelanos 3p-friedelanol e friedelina citados séo biossintetizados nas folhas e posteriormente
translocados para as raizes, onde sdo biotransformados nessas espécies (por oxidacdes

enzimaticas) nos triterpenos quinonametideos.??

Figura 7 - Triterpenos friedelanos isolados de Maytenus ilicifolia.

COxH

ilicifolina’ friedelina? 3-B-friedelanol?

Fonte: Elaborada pelo autor.
1solado de cascas de raizes; 2isolados de folhas.

1.3.1 Triterpenos quinonametideos

Os triterpenos quinonametideos (TQs) constituem um grupo relativamente pequeno de

metabolitos que ocorrem exclusivamente em plantas da familia Celastraceae. Sendo assim, sdo
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considerados marcadores quimiotaxdnomicos da familia e também conhecidos como
“celastroides”’>®, Do ponto de vista estrutural, sdo moléculas derivadas do niicleo 24-nor-D:
A-friedo-oleonano (figura 8) que apresentam um conjunto de insaturacbes variaveis e

funcionalidades oxigenadas nos carbonos 2 e 3, invariavelmente. *°

Figura 8 - Ndcleo base (24-nor-D: A-friedo-
oleonano) dos triterpenos quinonametideos.
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Fonte: Adaptado de Gunatilaka® (1996, p. 4).

Os celastroides, de acordo com suas caracteristicas estruturais, em especifico, nos
diferenciados sistemas de conjugacdo que podem apresentar, assim como oxigenacgoes
adicionais no anel B (C-6 e C-7), podem ser diferentemente classificados (Figura 9)"°%. A
classe mais comum e amplamente conhecida de celastroides, reportada simplesmente pelo seu
homdnimo (quinonametideos), constitui-se de moléculas baseadas no esqueleto triterpénico
citado, biossintetizadas a partir da friedelina, cujo cromoforo quinonametidico € estendido pelos
anéis A e B. Os triterpenos mais comuns e amplamente conhecidos sdo o celastrol e a
pristimerina, 0s quais, inclusive, tém sido isolados da espécie alvo deste trabalho, Maytenus
ilicifolia®.

A espécie Maytenus ilicifolia também tem demonstrado biossintetizar e acumular nas
cascas de suas raizes ndo apenas celastrol e pristimerina, mas também maitenina (ou tingenona),
200-hidroximatenina e 22p-hidroximatenina® (Figura 10). Além desses, também tem sido
reportado nas mesmas partes da planta o netzahualcoieno®®, triterpeno 14(15)-

enoquinonametideo (Figura 10).
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Figura 9 - Principais classes (tipos) de triterpenos quinonametideos.

quinonametideo
dimérico e trimérico
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9(11)-enoquinonametideo 14(15)-enoquinonametideo

Fonte: Elaborada pelo autor.

Atualmente, existe um grande interesse pelos TQs devido a sua variada gama de
atividades bioldgicas, as quais incluem: anti-inflamatoria®?, antioxidante®, contraceptiva®,
antifingica®®,  anti-tripanocida®®, antimicrobiana®’, bacteriostatica, fungistatica®® e,
principalmente, antitumoral.2®8%-% Qs cinco TQs reportados em M. ilicifolia possuem
atividades citotoxicas expressivas frente a uma infinidade de células tumorais, entre elas: 1A9%°,
SK-0OV3% (ambas de ovario), SNO (es6fago)®’, T47D%, COL-2%, HCT-8% (todas de colon),
U373 (gliobastoma)®, W2561%°, ZR-7 5-1%°, MDA-MB-23187%8 MCF-7%>101 BC-1% (todas de
mama), KB (boca)®*°, KB-v1 (+vLB) (boca resistente a vimblastina), KB-VIN (boca resistente

a vincristina) %, PC-3%, LNcaP®® (ambas de prostata), HL60%, (leucemia), HeLa (colo do
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utero)®’, P-388 (leucemia murina)®, NCI-H460%, LU-1%° A549% (ambas de pulmio),
RPMI8226 (mieloma)!®®, A431 (carcinoma epidermoide), HT-1080 (fibrosarcoma) e MEL-2
(pele)®. O triterpeno  enoquinonametideo  netzahualcoieno apresenta  atividades
antiproliferativas frente as células tumorais A2780 (ovario), HBL-100, T-47D (ambas de
mama), HeLa (colo do Gtero), SW1573 (pulm&o), WiDr (colon).%

Figura 10 - Triterpenos quinonametideos quinonametideos e 14(15)-eno quinonametideo isolados de cascas
de raizes de Maytenus ilicifolia.

\\COzH \\COzMe

maitenina

20a-hidroximatenina 22pB-hidroximatenina netzahualcoieno’

Fonte: Elaborada pelo autor.
Triterpeno 14(15)-eno quinonametideo.

Além dos TQs citados, outros tém sido isolados de cascas de raizes de M. ilicifolia, tais
como a cangoronina, celastroide que ndo apresenta sistema conjugado de insaturacdes
estendidas entre ciclos, os TQs fendlicos isotingenona, isopristimerina 11178, milicifolina B e
cheiloclina C*® e os TQs 6-oxofendlicos milicifolina A, milicifolina C, 6-oxotingenol*®® e 6-
oxopristimerol*® (Figura 11). Em se tratando de TQs diméricos, em Maytenus ilicifolia alguns
exemplares tém sido identificados. Em 1990, por exemplo, Itokawa et al.*°® isolaram de cascas
de raizes quatro triterpenos diméricos, os quais foram caracterizados estruturalmente e
nomeados como cangorisina A, atropcangorosina A, diidroatropcangorosina A e cangorisina B.
Em investigacdo realizada sete anos depois, 0s mesmos quatro triterpenos foram reisolados e,

a partir de técnicas espectrométricas e principalmente espectroscopicas mais atuais e robustas,
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especialmente de ressonancia magnética nuclear bidimensional, suas estruturas quimicas foram
revisadas. Finalmente, apds evidenciarem equivocos na elucidacdo das quatro substancias, 0s
autores retificaram as estruturas dos quatro TQs dimeros e sugeriram a renomeacdo de dois
deles: atropcangorosina A renomeada para isocangorosina A e diidroisocangorosina A e para
6',7"- isocangorosina A (Figura 12). Outros dois exemplares de TQs dimeros foram
identificados posteriormente em raizes de M. ilicifolia: 7,8-diidroescutidina oB e milicifolina
D*. Na figura 12 estdo representados todos os TQs dimeros encontrados na espécie até
momento.

Diante do exposto, a riqueza da diversidade quimica intrinseca & espécie M. ilicicifolia
se configura evidente. Porém, existe um limitante importante quando se trata da exploragdo das
atividades bioldgicas dessas biomoleculas, sua obtencdo. Este fato justifica-se pela alta
complexidade estrutural desses metabdlitos, o que torna sua sintese quimica desafiadora, e por
serem compartimentalizadas, em sua maioria, apenas numa por¢do minima da planta (cascas
das raizes) e ainda em concentragOes infimas. Neste contexto, ferramentas biotecnoldgicas

como a cultura de tecidos vegetais surgem como uma alternativa para suprir essa demanda.
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Figura 11 - Triterpenos quinonametideos fendlicos e 6-oxofendlicos isolados de cascas de raizes de Maytenus
ilicifolia.
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Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 12 - Triterpenos quinonametideos diméricos isolados de cascas de raizes de Maytenus ilicifolia.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

1.4 Cultura de tecidos vegetais como fonte metabolitos secundarios

H& uma série de vantagens na producdo de metabdlitos secundarios a partir de cultura

de tecidos e 6rgdos. Dentre elas, destaca-se: 1) a producéo de metabdlitos de interesse pode ser
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continua durante todo o ano, ndo havendo interferéncias sazonais; 2) o isolamento do composto
de interesse é facilitado, em comparacdo a extracdo da planta inteira, pela auséncia (ou menor
presenca) de compostos como clorofila, hidrocarbonetos, entre outros e 3) a produtividade dos
metabdlitos secundarios de interesse pode ser intensificada pelo uso de fitorreguladores e
elicitores como o metil jasmonato (MeJA).108-110

Sdo vérios os exemplos de sucesso em producdo de metabdlitos secundéarios utilizando
essas técnicas biotecnoldgicas'*~1%5, inclusive em escala industrial''®. Estudos realizados pelo
nosso grupo tém demonstrado que células de M. ilicifolia em suspensdo acumulam maitenina e
22B-hidroximaitenina em concentragcfes 3 e 100 vezes maiores, respectivamente, que a planta

cultivada em seu habitat natural.**

1.5 Elicitacdo em culturas in vitro de células vegetais

Elicitacdo € uma estratégia bem conhecida e amplamente utilizada para aumentar a
producéo de varias classes de metabdlitos secundarios em sistemas vegetais'’. Um elicitor é
um composto de origem natural ou sintética que, quando adicionado a uma cultura, simula
condicdes de estresse nas celulas vegetais, provocando respostas que ocorreriam no ambiente
natural da planta. Isso geralmente resulta em maior acimulo de metabdlitos secundarios, pois
os elicitores provocam alteracGes fisiologicas que envolvem a expressao ascendente de genes
associados ao metabolismo secundario.1!8:11°

Varios compostos tém sido utilizados como elicitores em culturas vegetais in vitro,
sendo os mais comuns o &cido jasménico (AJ), o acido salicilico (AS) e principalmente o metil
jasmonato (MeJA).1

Estudos tém demonstrado que culturas de células em suspensédo de 36 espécies vegetais
distintas, tratadas com acido AJ e/ou seu éter metilico MeJA, aumentaram o acimulo dos mais
diversos metabolitos secundarios!?’. Culturas de células Taxus spp elicitadas com MeJA
produziram até 46 vezes mais paclitaxel do que células ndo elicitadas.*?*1%

Com relacdo aos triterpenos, trabalhos realizados demostraram que eles podem ser
produzidos por culturas vegetais in vitro em concentracdes muito maiores quando estas sdo
elicitadas com MeJA. Por exemplo, Norrizah et al.*2* demonstraram que células em suspensdo
da espécie Hedyotis corymbosa acumularam os acidos ursélico e oleandlico em concentracdes
muito superiores quando adicionado no meio de cultura 200 e 100 uM de MelA,
respectivamente. Células em suspensdo de Centella asiatica, quando tratadas com 0,2 mM de

MeJA e mantidas por quatro dias nestas condigdes, produziram os triterpenos madecassosideo,
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asiaticosideo, &cido madecéssico e &cido asiatico em concentracoes 24,8, 38,6, 17,0 e 23,7 vezes
superiores, respectivamente, quando comparadas a células néo tratadas.'®

Nosso grupo também tem investigado o efeito do MeJA no acumulo de triterpenos em
culturas de células em suspensdo. Um exemplo que deve ser destacado é o caso de células de
M. ilicifolia em suspensdo elicitadas com MeJA, as quais acumularam os TQs maitenina e 22[3-
hidroximaitenina em concentragdes muito superiores que células ndo elicitadas (dados nédo
publicados).

Além da producdo em maior escala de substancias de interesse, a elicitacdo também
pode ser utilizada para compreender a regulacdo de processos metabdlicos secundarios através

de estudos de expresséo proteica diferencial.}%

1.6 Jasmonatos: biossintese, percepc¢do, sinalizacdo e resposta do metabolismo

secundario vegetal

Metil jasmonato (MeJA), acido jasmonico (AJ) e seus derivados, conhecidos como
jasmonatos (JAs), sdo fito-hormdnios oriundos da via do octadecanoide (Figura 13). Os JAs
regulam uma grande variedade de processos fisiologicos vegetais que vao desde o crescimento
até a reproducdo e defesa vegetal. Por estarem presentes no perfume das flores de jasmim
(Jasminum spp.), essas oxilipinas chegaram a ser classificadas apenas como produtos do
metabolismo secundario, mas, atualmente, é amplamente conhecido que as mesmas atuam
como indutores na producdo de metabdlitos secundarios em todo reino vegetal, tanto em
angiospermas quanto em gimnospermas, sendo assim considerados também como uma classe
hormona|_119,126—128

Estudos apontam que os JAs podem induzir a sintese de todas as principais classes de
metabolitos secundarios (terpenos, alcaloides, fenilpropanoides, entre outros) e, além disso,
podem atuar na modulacdo de vias metabdlicas primarias para fornecer precursores de
metabolitos secundarios relacionados com os substratos necessarios, 119127129

Anaélises de perfil de transcricdo demonstram que os JAs desencadeiam uma extensa
reprogramacao transcricional do metabolismo. A expressao de genes que codificam enzimas de
uma via metabdlica secundaria especifica, muitas vezes, exibe uma regulacdo ascendente
(upregulation) peculiar apos a elicitagdo com JAs, levando ao reconhecimento dos chamados
transcriptional regulons. Este fato incentivou pesquisadores do mundo todo a iniciarem
projetos para identificar os chamados genes interruptores mestres (master switches) do

metabolismo secundario, ou seja, proteinas capazes de ativar a expressdo de todos (ou a
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maioria) dos genes que codificam as enzimas envolvidas numa via metab6lica especifica?’130,
Esse conhecimento poderia ser convertido no desenvolvimento de ferramentas poderosas “mais
genéricas” na drea de engenharia metabdlica de plantas. A identificacdo de fatores
transcricionais (TFs) tais como octadecanoid-derivative responsive Catharanthus AP2-domain
2 e 3 (ORCA2 e ORCAZ3), que dirigem a biossintese de alcaloides ind6licos terpénicos em
Catharanthus roseus, production of anthocyanin pigment 1 (AtPAP1) em Arabidopsis thaliana,
C1/R em Zea mays (milho), que dirigem a biossintese de antocianinas, entre outros, aumentaram

muito essas expectativas3®1%,

1.6.1 Biossintese

Os JAs séo sintetizados pelas plantas a partir do acido linolénico (Figura 13) o qual é
liberado dos lipideos da membrana plasmatica. Duas organelas participam da biossintese: o
cloroplasto e o peroxissomo. No cloroplasto, o &cido linolénico é oxigenado pela linoleate 13S-
lipoxygenase sendo convertido em acido 13-hidroperéxi linolénico o qual, pela acdo da enzima
allene oxide synthase (AQOS), converte-se no epdxido acido 12, 13-epdxido linolénico que em
seguida é ciclizado pela allene oxide cyclase (AOC) no acido 12-oxo-fitodienoico. Apos ser
transportado para o peroxissomo, o acido 12-oxo-fitodienoico é reduzido pela enzima acid 12-
oxophytodienoate reductase (OPR3) a um intermediario (OPC-8:0) que sofre trés etapas
consecutivas de B-oxidacdo para formar o acido (+)-7-isojasmonico [(+)-7-iso-JA]. Esse, por
sua vez, é translocado para o citosol e convertido em AJ através de uma reacédo reversivel. Por
fim, o MeJA, seu homologo volatil, ¢ formado pela acdo da jasmonic acid carboxyl
methyltransferase (JMT) e, como na etapa anterior, a partir de uma reacao reversivel (reacao
de equilibrio), AJ pode ser formado a partir da desesterificacdo do MeJA catalisada pela methyl

jasmonate esterase (MeJA-esterase),126:134-140



Figura 13 - Rota biossintética dos jasmonatos a partir do acido linolénico.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

1.6.2 Percepcao e sinalizacdo

Nos altimos vinte anos, uma imensa gama de informac6es foi adquirida sobre proteinas

e enzimas envolvidas nas vias de percepcdo e sinalizacdo reguladas por JAs em plantas. Neste

contexto, a via ubiquitina-proteassoma foi reconhecida como o sistema central da regulacao de

sinalizagdo dos JAs em 1998, quando coronatine-insensitive 1 (COI1) foi identificado como

uma proteina do tipo F-box. COI1 forma um complexo Skp1/Cullin/F-box (SCF®C'), um tipo

de proteina E3 ubiquitin ligase, cujos alvos deste sdo as proteinas repressoras da familia JAZ
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(Jasmonate zim domain). As JAZs sdo conhecidas por serem reguladoras negativas de
expressdo de genes induzidos por JAs, 141-144

As JAZs possuem um motivo proteico Tify (Tify motif) altamente conservado dentro de
um dominio chamado ZIM, o qual media interacdes homo- e heterodiméricas entre diferentes
proteinas JAZ43145146 O dominio ZIM também permite que essas proteinas aliem-se a co-
repressores de transcricdo como o TOPLESS (TPL) por meio de uma “proteina adaptadora”
chamada NINJA (Novel INteractor of JAZ). Assim, ambas as proteinas NINJA e TPL agem
como reguladores negativos funcionais de resposta a JAs'*’. As proteinas JAZ ainda sdo
caracterizadas por um importante dominio C-terminal conservado (denominado “jas™) que é
responsavel pela ligacdo com COI1, mas também com uma gama de TFs'?’, as quais acabam

sendo funcionalmente desativados.*®

Figura 14 - Reacdo da formagéo do bioativo (+)-7-isojasmonico-L-isoleucina
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Em um estado elicitado por JAs, ou seja, com niveis elevados desses compostos
disponiveis para a planta, os mecanismos de percepcao e sinalizacdo regulados pelos horménios
iniciam-se pela formacéo de um conjugado bioativo pela reacao de (+)-7-iso-JA e L-isoleucina
(JA-lle) catalisada pela jasmonic acid-amido synthetase JAR1 (JAR1)¥° (Figura 14). O
complexo proteico SCFCC'!, apds ligar-se a JA-1le, conjuga-se com uma proteina JAZ, por meio
do dominio jas, para formar um complexo co-receptor. A ligagdo do complexo SCFCC'Y/JA-Ile
a proteina JAZ leva a poliubiquitinacdo e a subsequente degradacédo de JAZ pelo proteossomo
26S. A degradacédo proteossomal de JAZ, além de neutralizar a agdo das proteinas repressoras

de genes induzidos por JAs, como supracitado, permite a liberacdo de TFs tais como os das
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familias MYC e MYB, os quais ligam-se a promotores de genes de resposta a JAs (Figura
15)_150,151

Figura 15 - Médulos de percepgao e sinalizacdo de jasmonato (JAs) na regulacdo do metabolismo secundario
em plantas.

(@)

Regulacdo descendente de genes da
biossintese de metabolitos secundarios

Regulagdo ascendente de genes da
biossintese de metabolitos secundarios

Fonte: Adaptado de DE GEYTER¥® (2012, p. 351).

(a) Na auséncia de jasmonato-isoleucina (JA-1le), proteinas com dominios AJ ZIM (JAZ) interagem
com complexos co-repressores tais como NINJA e TOPLESS os quais podem se ligar fatores trancricionas
(TFs), como MYC, e inibirem sua agéo. (b) Com altos niveis de AJ o complexo Skp1/Cullin/F-box (SCFCY),
apos ligar-se a e JA-lle, conjuga-se com as proteinas JAZ levando-as a poliubiquitinacdo e subsequente
degradagdo no proteossomo 26S. Finalmente ocorre a liberagdo de TFs que modulam a expressao de genes
envolvidos na biossintese de metabolitos secundarios.
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O fator de transcri¢do alvo mais conhecido das JAZ em Arabidopsis € MYC2, envolvido
tanto direta quanto indiretamente na regulacdo de metabolitos secundarios. MYC2 regula
positivamente outros TFs e enzimas envolvidas na biossintese de flavonoides e, por outro lado,
controla negativamente a sintese de alcaloides ind6licos derivados do triptofano na mesma
plantal®2, Em Catharanthus roseus, um TF homo6logo a0 MYC2 regula a expressdo de outros
TFs que atuam diretamente na ativacao/desativacao do gene interruptor (on/off switch) do gene
ORCA3, que controla a rota dos alcaloides ind6licos terpénicos!®. Outros TFs alvo das JAZ,
relacionados a regulacdo ascendente de metabdlitos secundarios, foram encontradas em outras
espécies vegetais™®* 17, Essas informagdes indicam que o complexo co-receptor COI1-JAZ
exerce o papel principal na reprogramacao do metabolismo secundario mediada por JAs em
varias espécies vegetais'*.

Apesar de ser elevado nivel de compreensdo sobre os mecanismos moleculares
mediados pelos JAs, ele restringe-se, quase que exclusivamente, a plantas modelo. Muitas
lacunas referentes aos mesmos (ou andlogos) mecanismos moleculares relacionados a
biossintese de inimeros metabolitos de interesse, em plantas ndo modelo, ainda precisam ser
desvendados. Neste contexto, abordagens utilizando técnicas “6micas”, como a protedmica,

surgem como uma alternativa no esclarecimento de muitos desses processos bioquimicos.

1.7 Proteoma

O termo “proteoma” foi cunhado pela primeira vez em 1994 a partir da adaptacao (e
analogia) de outro termo ja bastante difundido na época, o “genoma”. Proteoma foi definido
originalmente como o conjunto de todas as proteinas expressas por um genoma, célula, tecido
ou organismo. Atualmente, deve ser entendido como o conjunto total de espécies proteicas ou
produtos de genes em uma unidade bioldgica (ecossistema, populacdo, organismo, 6rgao,
tecido, célula, ou organela), em um estagio de desenvolvimento especifico sob determinadas
condicdes externas (bidticas ou abidticas).°8 160

Em se tratando de plantas, muitas espécies apresentam mais genes do que o genoma
humano e, por isso, podem ser consideradas como um dos organismos com proteoma mais
complexo. N&o obstante, 0 nimero de genes de um organismo ndo pode ser facilmente
correlacionado com o namero total de proteinas, tendo em vista que a expressdo génica pode
ser regulada durante a transcrigdo, splicing, traducéo e apds modificagGes pds-traducionais de
proteinas. Além disso, varios fatores fisicos, tais como: o tipo de tecido, estdgio de

desenvolvimento, estimulo ambiental e estresse também afetam a expressdo génica e,
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consequentemente, modificam seu proteoma. Todos esses fatores contribuem para que a
investigacdo completa de um proteoma seja muito mais complexa e desafiadora que o

sequenciamento de um genoma. 162

1.8 Protedmica

O ramo da ciéncia responsavel pelo estudo do proteoma é a “protedmica” que surgiu ja
em 1995 com a publicacdo de um estudo de proteinas em larga-escala da espécie Arabidopsis
thaliana'®. Entretanto, o termo “protedmica” foi utilizado pela primeira vez em 1997 em
analogia ao termo “gendmica”, estudo do genoma.'®

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento tecnoldgico das técnicas de separacdo de
proteinas/peptideos, tais como a espectrometria de massas (EM), marcacdo isotopica para
quantificacdo de proteinas e bioinformatica para anélises de dados, tem contribuido
substancialmente para evolugéo dos estudos protedmicos contemporaneos. Dentre essas, a EM
exerce papel de grande destaque na evolugéo das analises de proteinas em larga escala, devido
ao acelerado avanco da espectrometria de massas, principalmente em se tratando de resolucéo,
precisdo e velocidade de varredura.®!

De modo geral, os estudos protedbmicos seguem duas abordagens distintas: a protedmica
bottom-up e a proteémica top-down. Na abordagem bottom-up as proteinas sdo caracterizadas
a partir da analise de peptideos, derivados da mesma, através de proteodlise. Quando uma analise
bottom-up é realizada em uma mistura de proteinas, esta é chamada de protedmica
shotgun16°166,

Em um experimento de shotgun tipico, uma mistura de peptideos é fracionada e
submetida a uma analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CL-EM/EM). Os espectros de massas, resultantes das fragmentacdes peptidicas,
sdo entdo comparados com espectros de massas tedricos de peptideos, os quais sdo gerados a
partir de digestdo in silico de proteinas depositadas em bases de dados. Por fim, infere-se a
identidade da(s) proteina(s), depositada(s) nas bases de dados, pela atribuicdo da(s)
sequéncia(s) de peptideo(s) identificada(s)**’-1%°, Em contrapartida, a abordagem top-down é
empregada na caracterizacdo das proteinas intactas. Esta estratégia possui vantagens em relacéo
a protedmica bottom-up, em especial quando trata-se de analises de espécies proteicas criadas
apo6s modificacdes pos-traducionais e determinacdo de isoformas de proteinas. Utilizando essa

técnica, proteinas intactas de até 200 KDa tém sido analisadas com sucesso’’®, além da
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identificacdo de mais de 1000 proteinas a partir de amostras complexas utilizando separagdes
multidimensionais.t’

No entanto, quando comparado ao shotgun, o método top-down apresenta limitacfes
significativas, tais como: proteinas sdo dificeis de manusear e degradam-se com facilidade;
tanto a solubilizacdo quanto o fracionamento (separacao) de proteinas podem ser desafiantes;
e, a ionizacdo e fragmentacdo em fase gasosa ndo € facilmente controlada. Em contrapartida,
como peptideos podem ser mais facilmente solubilizados, fracionados, ionizados e
fragmentados, a protedmica shotgun pode ser universalmente adaptada para analises de
proteinas. Nos Ultimos anos, incontaveis avan¢os no campo da biologia de sistemas tém sido
alcancados com a aplicacéo da protedmica shotgun nos mais variados experimentos, incluindo:
perfil protedbmico; quantificacdo de proteinas; estudo de proteinas formadas ap6s modificacdes

pos-traducionais; interacdes proteina-proteina; entre outros!’217®

1.8.1 Digestdo proteolitica para analises de shotgun

Muitos desafios associados a caracterizacdo de proteinas intactas por EM, tais como
separacao e ionizacdo, podem ser contornados analisando-se seus peptideos proteoliticos. Em
geral, um lisado proteico é constituido de uma mistura altamente heterogénea de proteinas que
apresentam diferenciadas propriedades fisico-quimicas e, no primeiro momento, pensar em
aumentar essa complexidade antes da analise, pode parecer um contrassenso. Entretanto, em
uma digestdo proteolitica seletiva/controlada a peptideos, ocorre a normalizacdo e
compartimentalizacdo da heterogeneidade bioquimica das proteinas de uma amostra,
facilitando a analise. Adicionalmente, multiplas representacdes de uma proteina em particular,
na forma de peptideos, aumentam sua probabilidade de identificacdo quando presente em baixa
concentragdo na amostra e/ou quando é produto de modificagdes pos-traducionais.t®*

Com relacdo as enzimas proteoliticas (proteases), estas diferem-se por sua
especificidade ao clivarem as ligacdes peptidicas entre os residuos individuais de uma proteina.
A clivagem ocorre por hidrolise de uma ligacdo peptidica antes ou ap6s um residuo especifico,
residuos, ou combinacdo de residuos. Em analises de shotgun, a enzima de digestdo de proteinas
mais utilizada é a trypsin, uma serino protease que cliva as ligacdes na extremidade C-terminal
dos residuos da arginina (R) e da lisina (K), desde que o residuo seguinte ndo seja a prolina (P),
gerando peptideos com massas moleculares e cargas adequadas para analise por CL-
EM/EM.179_181
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1.8.2 Métodos de separacao e fracionamento em protedmica

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
é um método altamente eficiente para separacao de proteinas de misturas complexas e é o0 mais
utilizado em anélises protedmicas baseadas em gel. Nesse método, as separacfes das proteinas
podem ser conduzidas no gel em uma Gnica direcdo (1D), com base nas massas moleculares
das espécies proteicas, ou em duas dimensdes (2D), com base nas massas moleculares em uma
dimensdo e nos pontos isoelétricos (focalizacdo isoelétrica) das proteinas em outra. Em uma
analise tipica, apds serem separadas por SDS-PAGE, as proteinas sdo analisadas diretamente
por MALDI-EM, no caso de uma abordagem top-down, ou analisadas por CL-EM, apds uma
digest&o in-gel, na forma de peptideos (bottom-up).162182

Eletroforese 2D-SDS-PAGE é a abordagem mais difundida em protedmica de plantas,
uma vez que permite a separacao e posterior identificagdo de milhares de proteinas em um unico
gel'®, Entretanto, géis 2D possuem varias limitagcdes em termos de resolugio de separacio de
proteomas complexos, nimero de spots e recuperacdo de proteinas. Ndo obstante, a utilizacdo
de geis 2D no dia-a-dia de um laboratdrio de pesquisa exige um trabalho técnico altamente
intensivo, além de um tempo consideravelmente demasiado. Contudo, as técnicas
eletroforéticas atuais de separacdo de proteinas ainda sdo deficitarias e melhorias
tecnoldgicas/metodoldgicas nessa area sao indispensaveis.'62184

Muitas das limitacbes da protedmica baseada em gel podem ser superadas com a
protedmica livre de gel. O desenvolvimento recente de metodologias livres de gel tem
proporcionado um grande avanco na investigacdo de proteomas. Essas metodologias baseiam-
se na MudPIT (tecnologia multidimensional para identifcacdo de proteinas) e, apesar existirem
atualmente abordagens ndo baseadas em EM, tais como microarranjo de proteinas, que
possibilitam detectar proteinas de misturas complexas com concentracdes extremamente baixas
185 ‘métodos baseados em EM sdo considerados atualmente como padrdo ouro e sdo amplamente
utilizados pelos pesquisadores.*®®

De modo geral, nas analises protedmicas livres de gel, misturas complexas de proteinas
sdo digeridas em solucdo e os peptideos resultantes sdo fracionados a partir de cromatografia
de troca catibnica forte (SCX), seguida de cromatografia em fase reversa (FR) acoplada a EM
sequencial (EM™, Inicialmente, esses estudos de shotgun eram realizados com sistemas
cromatograficos que operavam em vasfes extremamente baixas (nano vasao), acoplados a

espectrometros de massas do tipo triplo quadrupolo ou IT. No entanto, 0s aparatos em questéo,
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apresentavam limitacOes significativas, especialmente quando tratava-se de sensibilidade,
resolugdo e velocidade na caracterizagdo e quantificacdo de proteomas.87:188

O desenvolvimento de uma nova geragéo de espectrometros de massas, principalmente
0 Orbitrap!®, tem permitido um avanco sem precedentes no campo da protedmica,
possibilitando a caracterizagdo completa de peptideos presentes em amostras com sensibilidade

de partes por milhdo (ppm).1*

1.8.3 Espectrometria de massas aplicada em protedmica shotgun/bottom-up

Uma das principais razdes que tém impulsionado a utilizagdo da abordagem shotgun em
protedmica € a compatibilidade de acoplamento de metodos cromatograficos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) aos espectrdometros de massas, 0S quais
realizam a separacdo de peptideos antes da EM. Entre as modalidades de CLAE, destacam-se:
a extracdo em fase sélida (EFS); a cromatografia de troca cationica forte e a cromatografia
liquida em fase reversa.®!

Nos ultimos anos, os crescentes projetos dedicados a investigacdo de proteomas por EM
tém impulsionado significantemente o desenvolvimento de novos métodos experimentais, bem
como instrumentacdo. Um dos desenvolvimentos instrumentais mais importantes foi a
introducdo dos métodos de ionizacdo por electrospray (ESI, electrospray ionization) e
dessorcdo/ionizacdo a laser auxiliada por matriz (MALDI, matrix-assisted laser
desorption/ionization), ambos métodos suaves que possibilitam a vaporizacdo e subsequente
ionizacdo dos peptideos sem extensiva degradacdo estrutural. ESI aplicada a analise de
peptideos produz preferencialmente espécies duplamente carregadas, enquanto MALDI gera
quase que exclusivamente fons monocarregados.t*

Ainda em se tratando de instrumentacdo, os analisadores de massas mais comuns
aplicados em analise de proteinas/peptideos, a partir de misturas complexas, sdo os do tipo
quadrupolo, armadilha de ions (IT) (tridimensionais e lineares), tempo de voo (TOF),
ressonancia ciclotrdnica de ions com transformada de Fourier (FT-ICR), Orbitrap, entre outros.
Cada analisador possui suas vantagens, ou desvantagens, de acordo com o tipo de experimento
e 0 resultado esperado.161:1%

Atualmente, equipamentos que combinam diferentes analisadores de massas e fontes de
ionizagdo/fragmentacdo tém sido desenvolvidos. Comparados aos instrumentos tradicionais, 0s
equipamentos hibridos tém possibilitado a realizacdo de analises de peptideos com altissimo

grau de resolucdo e rapidez. Este fato tem contribuido para uma melhora substancial na acuracia
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das medicGes de ions peptidicos precursores bem como seus fragmentos (EM/EM),
disponibilizando profundas informacGes sobre fragmentacdo peptidica a partir de diferentes
métodos de fragmentagdo. Neste contexto, esses instrumentos estdo na vanguarda dos estudos
protedmicos,1°8:161.192

Um exemplo de equipamento hibrido é o LCMS-IT-TOF [cromatografia
liquida/espectrometria de massas/armadilha de ions/tempo de voo (liquid chromatograph/mass
spectrometry/ion trap/time-of-flight)] um tipo de espectrémetro de massas constituido de um
CLAE acoplado aos analisadores de massas IT e TOF combinados. Analisadores do tipo IT
comuns destacam-se por serem altamente eficientes em realizar experimentos de EM em
sequenciais, mas com baixa acurécia e resolucao. Por outro lado, os do tipo TOF possuem alta
capacidade tanto de resolugdo quanto de acuracia nas medicdes, mas com capacidades limitadas
na execucao de experimentos EM/EM. Neste contexto, 0 LCMS-IT-TOF permite analisar com
altissimo grau de preciséo e resolucédo ions peptidicos precursores bem como seus fragmentos,
pois, considera simultaneamente, as caracteristicas positivas dos dois analisadores

combinados.193-19

1.8.4 Identificacdo de proteinas em bancos de dados

Concomitantemente com o aumento da eficiéncia dos equipamentos, a evolucdo de
ferramentas de bioinformatica, principalmente algoritmos de busca, tais como: Mascot,
Sequest, X! Tandem, OMSSA, entre outros, tem permitido o mapeamento quase que completo
dos mais variados proteomas, incluindo proteomas vegetais, tanto de plantas modelo como de
plantas ndo modelo.19-198

Na abordagem shotgun, as analises por LC- EM geram os espectros de massas referentes
a massa molecular (MM) dos peptideos intactos (oriundos da digestdo enzimatica). Para esse
resultado da-se o nome de impressdo digital de massas peptidicas (PMF, peptide mass
fingerprint). Apos a obtencdo do PMF, os peptideos detectados (ions precursores) sdo entdo
isolados e submetidos a fragmentacdo (ou mdaltiplas fragmentacbes) para obtencdo dos
espectros EM/EM (ou EM"). Os algoritmos de busca processam esses espectros experimentais
(ndo interpretados) e compara-0s com espectros teoricos (calculados in silico pelos préprios
softwares) de sequéncias de aminoacidos de proteinas depositadas em bases de dados. De modo
geral, os algoritmos tém como objetivo encontrar a sequéncia de aminoacidos, em um
determinado banco de dados, que melhor descreve os ions fragmentos encontrados em um

espectro. 16519
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Muitas vezes, a identificacdo en masse de proteinas é co-dependente da identificacdo de
centenas de milhares de peptideos a partir do processamento de mais de um milh&o de espectros
EM/EM pelos softwares.'’8

Além das bases de proteinas, os referidos softwares possibilitam fazer o mesmo tipo de
correlacdo com bases de dados de sequéncias de nucleotideos. Para isso, a partir do codigo
genérico universal, os softwares simulam sequéncias primarias de aminoacidos de uma proteina
correspondentes as sequéncias de nucleotideos encontrados nas bases génicas. Posteriormente,
a digestdo enzimatica e os espectros das fragmentac6es das sequéncias peptidicas das proteinas
sdo simulados.*®

Dentre os algoritmos citados anteriormente, um dos mais conhecidos e comumente
empregado em protedmica shotgun é o Mascot. Assim como outros softwares de busca, 0
Mascot compara os valores de m/z obtidos experimentalmente (sequéncias candidatas),
referentes a MM dos peptideos (PMF) e as fragmentacbes EM" dos mesmos, com valores de
m/z obtidos a partir de fragmentacéo in silico de todos os peptideos contidos em uma base de
dados. Os resultados das comparag6es sdo sempre baseados em termos probabilisticos, 0s quais
indicam se os valores obtidos sdo significantes ou ndo. A probabilidade absoluta (P) dos valores
de m/z tedricos coincidirem com os valores experimentais, de forma randdémica, é calculada
experimentalmente pelo algoritmo e expressa em termos de score, o qual é calculado como o
negativo do logaritmo de P (- Log P). Assim, quanto maior for o valor de score para uma
“correspondéncia” (um matching) de valores de m/z observada, menor é a probabilidade de se
de configurar em um evento aleatdrio, ou seja, maior a confiabilidade do resultado. O Mascot
também fornece para cada busca realizada um valor limite (dependendo das condicGes
utilizadas) a partir do qual o valor obtido indica que a determinacdo possui probabilidade

inferior a 5% de ser um evento randdmico.°1:193.199

1.8.5 Processos de fragmentacdo de peptideos

Peptideos podem ser fragmentados por EM e posteriormente analisados para fornecer
informacBes sobre a composicdo de seus aminoacidos. Métodos de fragmentacdo com
diferentes mecanismos fundamentais tém sido implementados em protedmica shotgun.
Entretanto, o método de fragmentacao mais comum e robusto aplicado em analises de peptideos
é a dissociagdo induzida por colisdo (Collision-induced dissociation, CID), também chamada

de dissociacdo ativada por colisdo (collision-activated dissociation, CAD).16!
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Em um experimento tipico utilizando o método de fragmentacdo CID, peptideos em
solucdo levemente acida séo introduzidos para uma regido de vacuo do espectrometro de massas
via ESI ou MALDI. Os ions peptidicos sdo entdo acelerados e levados a colisdo com moléculas
de um géas inerte, geralmente hélio, argbnio ou nitrogénio. Utilizando uma descri¢do
simplificada, a energia adicional gerada nas colisdes é convertida em energia interna que induz
transferéncias intramoleculares de prétons resultando na desestabilizacdo das ligacdes
peptidicas, provocando sua clivagem e, consequentemente, produzindo fragmentos i6nicos.
Outros tipos de ligacGes contidas em peptideos também podem ser quebradas, mas a aplicacao
de CID de baixa energia cliva preferencialmente as ligac6es peptidicas (formando ions do tipo
b- e y-). Uma vez produzidos os ions fragmentos, o espectrdmetro de massas registra suas

relagdes m/z em um espectro obtido via EM".2%°

Figura 16 - Estrutura quimica de um peptideo com as principais fragmentacdes.

Fonte: Steen;Mann?% (2004; p. 704).
(a) Principais fragmentacdes (nomenclatura proposta por Roepstorff—Fohlmann—Biemann) observadas em
dissociagdo induzida por colisdo (CID); (b) Os ions formados sdo inumerados a partir do N-terminal.

Os ions fragmentos de peptideos possuem uma classificacdo (nomenclatura) universal
a qual foi proposta por Roepstorff-Fohlmann-Biemann em 1984 e posteriormente
revista/modificada em 19872°12%2_ De acordo com a classificacdo, quando a carga fica retida no

lado do peptideo que possui 0 N-terminal, os ions fragmentos formados sdo rotulados como am,
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bm OU cm € quando a carga permanece no fragmento que possui o C-terminal, os ions produzidos
S80 0S X(n-m), Y(n-m) OU Z(n-m). NUmeros em subscrito indicam a quantidade de grupos R (residuos)
contidos em cada ion, contados consecutivamente a partir do N-terminal original. A letran é o
namero total de residuos, ou grupos R, contidos no peptideo inteiro e m representa 0 nimero
de grupos R que os ions a-, b- ou c¢- conteriam (Figura 16).2%

Apesar de, teoricamente, todos os tipos de ions supracitados poderem ser produzidos
em condicdes de CID, os ions b- e y- correspondem a grande maioria, enquanto os do tipo a-, a
minoria®®. Peptideos tripticos duplamente carregados produzem ifons y- e b- quase que
exclusivamente, entretanto, formacgéo de ions a- pode ocorrer pela perda de CO (diferenca de
27,9949 Da) relativos a ions b-, mas, isso geralmente é observado apenas para ions bz, dando
origem assim a pares a2/b; (figura 16)?%4. Cabe ainda salientar que peptideos tripsinizados
formam preferencialmente ions y- em relagdo a b-, devido a elevada basicidade de alguns
residuos. Além disso, como CID geralmente é utilizado em baixa energia para analises
protedmicas, dificilmente ocorrerd rompimento de ligacdes entre o carbono-o e o carbono da
carbonila, bem como entre o nitrogénio e o carbono-o adjacente, e assim, os ions c-, x- e z-
raramente s3o observados no espectro.?®

Além dos fragmentos citados, ions “satélites” podem ser produzidos pelas perdas de
NHs, bastante pronunciada para os aminoacidos R, K, Q e N (arginina, lisina, glutamina,
asparagina) e H.O, comum para os aminoacidos S, T e E (serina, treonina e glutamato) 2%,
Quando as fragmentacgdes ocorrem simultaneamente nas posicées N- e C-terminal do mesmo
residuo de aminodcido, ions iménio sdo produzidos, 0s quais também servem como ions
diagnostico, indicando a presenca ou ndo de certos aminoacidos na sequéncia. Ademais,
modificacdes pos-traducionais especificas tais como fosforilacdo ocorridas nas cadeias laterais
de S e T, oxidacdo de M, entre outros, aumentam a labilidade desses grupos laterais,
favorecendo a perda neutra destes ions. 19203

E importante ressaltar que, apesar da extensa gama de estudos dedicados ao
entendimento de fragmentacGes peptidicas por CID, os mecanismos ainda ndo sdo
completamente conhecidos.?6:207

Apesar de ser possivel determinar sequéncias de aminoacidos de peptideos a partir de
espectros, aplicando-se célculos simples como diferencas de massas entre picos vizinhos, este
pode ser um trabalho extremamente arduo. Uma série de fatores podem contribuir para este
fato. SO para citar alguns, a auséncia de conjuntos de ions das séries b- e y-, que sdo sempre
esperados, podem ndo estar presentes em determinados espectros; alguns fragmentos podem

sofrer rearranjos internos e subsequente fragmentacéo; alguns ions podem estar presentes com
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estados de carga diferentes do esperado, dificultando sua correta atribuicao; alguns fragmentos
podem sofrer rearranjo neutro de hidrogénios durante a fragmentagéo; entre outros. Levando-
se em conta a soma desses fatores, muitas vezes a atribuicdo de uma série de ions de um
peptideo pode ser passivel de erros, tornando a interpretagdo “manual” de espectros uma tarefa
um tanto desafiadora®’. Neste contexto, a utilizacdo da bioinformatica ganha cada vez mais
espaco no campo da protedmica pelo desenvolvimento de algoritmos robustos aplicados para

interpretacdo dos espectros de massas de peptideos.

1.8.6 Anotacédo funcional de proteinas

Sem duvidas, a caracteristica mais importante de uma proteina € sua funcdo. Pode-se
até mesmo dizer que sua existéncia € dependente dessa caracteristica. Para se determinar
experimentalmente a funcdo de uma proteina, é necessario, na maioria dos casos, isola-la do
organismo em questdo, purifica-la e posteriormente testar sua atividade (biologica, molecular
ou quimica) in vitro. Alternativamente, métodos biotecnologicos que utilizam ferramentas
modernas de biologia molecular, como por exemplo, expressdao génica controlada, também
podem ser empregados nesse tipo de investigacdo. Entretanto, todas essas técnicas necessitam
de grandes investimentos laboratoriais, bem como tempo demasiado. Além disso, sdo realizadas
individualmente para cada proteina, ou em um cenario mais otimista, para uma porcédo minima
de proteinas de um organismo.2%®

Estudos focados nas técnicas “Omicas” (genOmica, transcriptOmica, protedmica,
peptidémica, entre outras) geram enormes quantidades de dados. Dependendo das abordagens
escolhidas, os dados gerados sdo referentes a sequéncias de acidos nucleicos, que podem ser
atribuidas, por exemplo, a genes de interesse do estudo, bem como a sequéncias de aminoacidos
(peptideos) que podem ser utilizadas na identificacdo de proteinas. Em se tratando de
protedmica, milhares de proteinas podem ser identificadas em apenas um organismo. Contudo,
fica evidente que descobrir as funcbes de cada proteina presente em um proteoma, por métodos
tradicionais, € uma tarefa altamente inviavel, para ndo dizer impossivel.

Em contrapartida, é possivel atribuir funcGes biologicas a grandes conjuntos de
sequéncias a partir de uma abordagem alternativa, a anotacdo funcional (ou anotacdo génica)
utilizando bases de dados biol6gicos. Anotacédo funcional é o processo de atribuir informacdes
bioldgicas, em larga escala, a produtos de genes?®. As anotacdes podem ser realizadas por
métodos automatizados ou de maneira manual. Os dois métodos apresentam vantagens e

desvantagens, dependendo dos resultados desejados. Naturalmente, devido ao massivo volume
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de dados, os métodos manuais demandam longos periodos de tempo e exigem um trabalho
extremamente &rduo e exaustivo para os anotadores. Além disso, podem resultar em
interpretagdes de dados conflitantes. Por outro lado, anotagfes automatizadas possuem a
vantagem de serem rapidas, ndo requererem treinamentos prévios de anotadores e de
processarem grandes quantidades de dados brutos de forma consistente.?1

O Gene Ontology (GO) é uma ferramenta de bioinformética utilizada para fornecer
informacdes de funcdes bioldgicas de produtos de genes. A iniciativa GO surgiu a partir da
necessidade de se criar um vocabulario padrdo para a comunidade cientifica, o qual descreve
funcdes para produtos génicos de todas as espécies. Este consiste em trés divisdes: funcéo
molecular (atividade especifica do produto de gene em questdo, como atividade enzimatica de
uma proteina, por exemplo), processos bioldgicos (processo no qual o produto de gene esta
inserido, como a mitose) e componentes celulares (estrutura celular na qual as funcgdes
ocorrem).?!!

Apos quase duas décadas de existéncia, 0 GO ja integra informagdes funcionais para
genes de mais de 460 mil espécies (incluindo linhagens), dentre plantas, animais e
microrganismos?*2, Grande parte dessas informagdes é disponibilizada pela base de dados de
sequéncias proteicas e anotacdo funcionais UniProt (Universal Protein Resource,

http://www.uniprot.org) que, até 2015, continha mais de 90 milhdes de registros. Esta base e

considerada a maior e mais completa do género e tem sido citada pelos pesquisadores como

“padrio ouro” para esse tipo de contetido.?!3214
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5 CONCLUSAO

A partir do presente estudo evidenciou-se que a especializacdo das células de Maytenus
ilicifolia para biossintese dos TQs maitenina e 22B-hidroxi-maitenina foi aumentada pela
elicitagdo com 100 uM MeJA.

Os estudos protedmicos revelaram que a elicitacdo das células provocaram uma
pronunciada variagdo em sua composi¢do proteica, no entanto, preservando seu perfil
funcional. As vias metabdlicas secundérias intrinsecas a espécie, que levam, principalmente, a
biossintese de alcaloides (piridinicos sesquiterpénicos), polifendis (catequinas, flavonoides e
taninos) e terpenoides, permaneceram-se preservadas apos a elicitacdo com MeJA. Além disso,
as analises protemicas de ambas as células, induzidas (e ndo), para biossintese dos TQs, foram
complementares para deteccdo de enzimas envolvidas na via dos TQs, incluindo enzimas
CYP450s que, potencialmente, catalisam as etapas finais da biossintese desses compostos alvo:
as oxidacOes de friedelina a TQs.

N&o obstante, nas celulas foram encontradas enzimas relacionadas a sintese de
metabolitos primarios precursores (diretos) de metabdlitos secundarios caracteristicos de M.
ilicifolia, bem como outras categorias de proteinas reportadas ao estresse vegetal e a processos
metabolicos essenciais, incluindo sintese de proteinas, acidos nucleicos e outros.

Tomados em conjunto, os resultados deste estudo mostram que investigacdes
protedmicas oferecem e permitem, além de novas introspeccdes proteicas/enzimaticas sobre
determinados alvos, a identificacdo de vias atraentes, candidatas para investigacbes mais
aprofundadas. Em resumo, os resultados apresentados neste estudo forneceram valiosas
informacGes do proteoma de células de M. ilicifolia, elicitadas para superproducéo de TQs, 0s
quais oferecem possibilidades interessantes para futuras pesquisas, tais como no campo da

engenharia metabdlica para a obtencdo de metabdlitos secundarios alvo.
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