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RESUMO

Triterpenos quinonametideos (TQMs) constituem uma classe de compostos de
especial interesse devido a sua potente atividade antitumoral. Esses metabdlitos sédo
marcadores quimicos de plantas da familia Celastraceae, da qual faz parte a espécie
Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex Reissek) Biral, pertencente a biodiversidade brasileira.
O acumulo muito reduzido de TQMs nas raizes dessa espécie aliado a sua
complexidade quimica (que dificulta o desenvolvimento de rotas de sintese eficientes)
e 0 conhecimento ainda parcial das etapas da sua via biossintética em M. ilicifolia
motivou a integracao de ferramentas da engenharia metabdlica e da biologia sintética
para a reconstituicdo de etapas da sua biossintese nos sistemas heterdlogos
Nicotiana benthamiana e Saccharomyces cerevisiae. A analise transcriptdbmica,
associada ao nivel de expressdo de genes nas raizes, orientou previamente a
clonagem das sequéncias codificadoras de nove enzimas da familia citocromo P450
em vetores de expressdo em S. cerevisiae, sistema no qual elas foram caracterizadas
funcionalmente. Paralelamente, as sequéncias de sete dessas nove enzimas foram
clonadas e caracterizadas em N. benthamiana. Em ambos os sistemas heterdlogos,
quatro enzimas apresentaram atividade catalitica e produziram intermediarios
biossintéticos dos TQMs, identificados como acido wilférico C, 4cido salaspérmico e
acido 24-carboxi-polpunénico. O acido wilforico C foi produzido em larga escala tanto
em S. cerevisiae quanto em N. benthamiana, enquanto o acido salaspérmico e o acido
24-carboxi-polpunénico foram produzidos em larga escala apenas em N.
benthamiana. A analise cromatogréfica das raizes permitiu, pela primeira vez, a
anotacdo desses mesmos compostos na planta nativa produtora. Esse resultado
sugere que esses compostos ndo sejam apenas artefatos produzidos nos sistemas
heter6logos, mas possam estar efetivamente envolvidos na via biossintética dos
TQMs. Assim, os resultados obtidos fornecem uma base para a futura identificacéo
de etapas oxidativas subsequentes envolvidas nessa biossintese, contribuindo para
viabilizar a futura producédo biotecnologica em larga escala dos TQMs para sua
aplicacdo farmacoldgica.

Palavras-chave: Biossintese; Terpenos; Biologia Sintética; Biocatalise.



ABSTRACT

Quinonemethide triterpenes (QMTs) constitute a class of compounds of particular
interest because of their potent antitumor activity. These metabolites are chemical
markers of plants belonging to the Celastraceae family, which includes Monteverdia
ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral, a species from Brazilian biodiversity. The very low
accumulation of QMTs in the roots of this species, together with their chemical
complexity (which hinders the development of efficient synthetic routes) and the still
partial knowledge of the steps involved in their biosynthetic pathway in M. ilicifolia,
motivated the integration of metabolic engineering and synthetic biology tools to
reconstitute stages of their biosynthesis in the heterologous systems Nicotiana
benthamiana and Saccharomyces cerevisiae. Transcriptomic analysis, combined with
gene expression levels in roots, previously guided the cloning of the coding sequences
of nine enzymes from the cytochrome P450 family into expression vectors for S.
cerevisiae, a system in which they were functionally characterized. In parallel, the
sequences of seven of these nine enzymes were cloned and characterized in N.
benthamiana. In both heterologous systems, four enzymes showed catalytic activity
and produced biosynthetic intermediates of QMTSs, identified as wilforic acid C,
salaspermic acid, and 24-carboxy-polpunonic acid. Wilforic acid C was produced on a
large scale in both S. cerevisiae and N. benthamiana, whereas salaspermic acid and
24-carboxy-polpunonic acid were produced on a large scale only in N. benthamiana.
Chromatographic analysis of the roots enabled, for the first time, the annotation of
these same compounds in the native producing plant. This result suggests that these
compounds are not merely artifacts produced in the heterologous systems, but may
be effectively involved in the QMT biosynthetic pathway. Thus, the results obtained
provide a foundation for the future identification of subsequent oxidative steps involved
in this biosynthesis, contributing to enabling the future large-scale biotechnological
production of QMTs for pharmacological application.

Keywords: Biosynthesis; Terpenes; Synthetic Biology; Biocatalysis.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO GERAL E JUSTIFICATIVA
1.1 Biologia sintética e seu papel na revitalizacdo da Quimica de Produtos
Naturais na era pés-gendmica

A natureza é a maior origem da diversidade estrutural de substancias bioativas
e uma quantidade significativa de substancias com propriedades terapéuticas para
humanos sdo produtos naturais e derivados ou substancias sintetizadas tendo
produtos naturais como modelo (ATANASOV et al., 2021; MISHRA;TIWARI, 2011,
KINGHORN et al., 2011; NEWMAN; CRAGG, 2020; HARVEY, EDRADA-EBEL,
QUINN, 2015).

Entre 1981 e 2019 por exemplo, substancias relacionadas a produtos naturais
(PN), sejam elas obtidas diretamente da natureza, modificadas a partir das mesmas
ou desenvolvidas baseadas em suas estruturas quimicas, corresponderam a
aproximadamente 65% dos novos medicamentos aprovados (NEWMAN; CRAGG,
2020). Entretanto, apesar dos numerosos casos bem-sucedidos observados no
periodo 4ureo da descoberta de farmacos baseada em produtos naturais, dificuldades
importantes passaram a surgir no inicio da década de 1990, contribuindo para a
diminuicdo do interesse da industria farmacéutica nos mesmos (ATANASOQV et al.,
2021). Entre esses entraves, destacava-se a recorrente identificagdo de substancias
ja previamente conhecidas. Adicionalmente, o acumulo muito reduzido que compostos
bioativos podem apresentar em fontes naturais, aliados a barreiras técnicas como
dificuldades de isolamento, limitacdes de oferta e complexidade quimica que dificulta
0 estabelecimento de rotas de sintese eficazes para os mesmos também tem sido
obstaculos histéricos para o interesse industrial pela pesquisa em PN (SHEN, 2015;
ATANASOQV et al., 2021; SESHADRI et al., 2025).

Sob uma perspectiva histérica, a identificacdo, isolamento e a elucidacdo
estrutural de produtos naturais foram conduzidos principalmente por quimicos da area,
0S quais, apOs analisarem extratos de plantas e microrganismos na busca por
atividades biologicas inéditas e notarem efeitos promissores, enriqueciam fragdes
ativas e procediam com a identificacdo de compostos responsaveis por tais efeitos.
Nesse contexto, embora conhecimentos de botanica, bacteriologia e micologia fossem
relevantes, um dominio detalhado de bioguimica ou biologia molecular ndo era
esperado ou essencial para a conducéo racional dessas investigacdes (SESHADRI et

al., 2025). Somado a isso, antes do advento da genémica, a escassez de dados por
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muito tempo inviabilizou a investigacao eficaz de rotas metabdlicas e dos genes ou
enzimas associados a biossintese de produtos naturais, impedindo sua producdo em
larga escala. A caracteriza¢do dessas rotas, baseada em estratégias como marcacgao
isotépica, por exemplo, era demorada e trabalhosa, e o progresso na elucidacéo das
vias se mostrava limitado e lento (HERBERT, 2003; CHENG et al., 2025).

Em contraste, a partir da década de 1990, com a consolidacdo de abordagens
orientadas por genes para o0 estudo da biossintese de produtos naturais, os
determinantes genéticos associados a producao desses metabodlitos passaram a
receber relevancia (SESHADRI et al., 2025). Avancos na biologia molecular levaram
a area a priorizar estratégias de clonagem baseada em homologia e a busca por
mutantes que modificavam perfis metabdlicos, visando isolar enzimas biossintéticas
especificas (CHENG et al., 2025). Isso permitiu por exemplo que Unterlinner, Lenz e
Rainer (1999) identificassem genes importantes envolvidos na biossintese da morfina.
Em anos mais recentes, ocorreu uma reconfiguracdo ainda maior na pesquisa nesse
ambito e por consequéncia em quimica de produtos naturais de modo geral, a qual,
integrada a outras areas do saber, foi revitalizada majoritariamente devido a
incorporacdo de estratégias de descoberta de produtos naturais com o uso de
tecnologias in silico ou experimentais orientadas por gendmica e transcriptdmica,
aliadas ao emprego de ferramentas avancadas da biologia sintética, a qual pode ser
definida como a area do conhecimento que realiza o design racional, construcao e
reprogramacado de sistemas bioldgicos visando a obtencdo de comportamentos
biolégicos definidos que podem ser Uteis para 0s mais variados interesses
(SESHADRI et al., 2025; CHALLIS, 2008; BACHMANN, VAN LANEN, BALTZ, 2014,
ENDY, 2005, ATANASOV et al., 2021).

Assim, na era p6s-genémica, avancos em bioinforméatica possibilitaram, a partir
de genomas, a identificacdo de agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs), um
grupo de genes reunidos que codificam enzimas para a biossintese de um produto
natural. Esses mesmos avangos propiciaram a predi¢éo de estruturas e funcdes de
proteinas, a desreplicacdo estrutural computacional, além da disponibilidade de
bancos de dados publicos possibilitar que a pesquisa em PN também se tornasse um
campo rico em informacéo e, em grande medida, independente do organismo produtor
de compostos naturais, desde que haja informacdo gendémica disponivel a respeito

dele. Esses avancos, aliados aos rapidos progressos em sequenciamento genémico,
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na edicdo génica, na sintese e montagem de genes, e na engenharia de proteinas
possibilitaram pesquisas multidisciplinares visando explorar de modo pleno e
otimizado o potencial do repertério quimico da natureza para a descoberta de
farmacos, a biomanufatura e a sintese sustentavel (SESHADRI et al.,, 2025;
MEDEMA; FISCHBACH, 2015, KIM et al., 2023).

Com uso coletivo de gendmica comparativa e funcional, transcriptomica e
metaboldmica, o nimero de genes potencialmente ativos em um via metabdlica
puderam finalmente ser reduzidos, e apos essa filtragem, a comparacao de amostras
com diferentes niveis de metabdlitos possibilitou a identificacdo desses genes
candidatos, os quais poderiam ser validados por superexpressao ou tecnologias como
CRISPR, e ter suas fungfes finalmente confirmadas por analises metabolémicas.
Essa abordagem se tornou ainda mais capaz de elucidar vias biossintéticas
complexas quanto integradas ao emprego de sistemas de expresséao heterdlogos que
possibilitassem caracterizagao funcional desses genes candidatos (SUN et al., 2022;
DIXON; DICKSON, 2024; CHENG et al., 2025), os quais podem ser manipulados via
engenharia metabdlica, isto €, a alteracdo direcionada das redes metabdlicas,
regulatorias e de sinalizacdo em sistemas celulares a nivel genético e molecular,
visando propiciar e otimizar a biossintese de moléculas de interesse. Assim, nos
altimos 30 anos, avancos expressivos na producao heter6loga de compostos de
interesse foram obtidos pela convergéncia entre engenharia metabdlica, biologia

sintética, biologia de sistemas e métodos de ciéncia de dados (KIM et al., 2023).

1.2 Uso de sistemas heter6logos em biologia sintética para reconstituir a
biossintese de compostos naturais

Dentre os varios sistemas heterdlogos utilizado em estudos biossintéticos, o
organismo Saccharomyces cerevisiae se notabiliza como o principal eucarioto em
aplicacoes da biologia sintética, em partes por ter sido o0 primeiro organismo
eucariotico a ter o seu genoma completamente sequenciado (GOFFEAU et al., 1996).
Sua compartimentalizacdo celular semelhante a de eucariotos mais complexos
favorece a expressdo e caracterizacdo funcional de enzimas vegetais, sendo
considerado o padrao “ouro” como sistema heterdlogo para biossintese e produgao
biotecnoldgica de compostos de plantas. Também, seus sistemas de endomembranas
também contribuem para a produgcdo eficaz de proteinas vegetais de maior

complexidade estrutural, como as enzimas oxidoredutases do tipo citocromo P450
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(CYPs). Essas enzimas pertencem a uma das maiores superfamilias enzimaticas de
plantas; em algumas espécies, cerca de 1% de todos os genes codificam CYPs. Elas
se destacam pela elevada capacidade de catalisar reacdes altamente régio- e
estereosseletivas em substratos complexos (MALHOTRA; FRANKE, 2022; NELSON;
WERCK-REICHHART, 2011). Enzimas P450 de plantas, em seus organismos de
origem, estdo associadas ao reticulo endoplasmatico. Dessa forma, em procariotos, a
expressdo de tais enzimas costuma apresentar pouca confiabilidade e limitagbes, o
que torna S. cerevisiae um sistema heterdlogo atrativo para sua caracterizagdo. Além
disso, atributos como rapido crescimento, ferramentas genéticas amplamente
consolidadas e o status de GRAS (Generally Recognized as Safe; ZHAO et al., 2024b)
sdo motivos adicionais que despertam 0 interesse no seu uso para producéo
biotecnolégica de fitocompostos (WONG et al.,, 2022; WERCK-REICHHART;
FEYEREISEN, 2000; SESHADRI et al.,, 2025). A possibilidade do organismo S.
cerevisiae superexpressar enzimas de interesse através de estratégias relacionadas
a engenharia metabdlica como otimizacdo de cdédons, aumento do numero de copias
de genes, por exemplo, aliados a selecao de vetores de expressdo apropriados e
regulacao transcricional também o tornam atrativo do ponto de vista biotecnolégico e
biossintético (ZHAO et al., 2024b).

Um exemplo mais antigo porém proeminente de producdo bem sucedida de
fitocompostos em levedura é o acido artemisinico (Fig. 1, a esquerda, RO et al., 2006).
Sua producéo heteréloga em S. cerevisiae viabilizou sua producdo em quantidades
apreciaveis e com significativa reducdo de custos em comparacdo a extracado
convencional desse composto da planta Artemisia annua (HOFF et al., 2021;
DURAIRAJ, HUR;YUN, 2016; PADDON et al., 2013). O &cido artemisinico € um
terpeno precursor da artemisinina, importante droga antimaléarica (TU, 2011; SHEN,
2015), cuja descoberta laureou a cientista Tu Youyou em conjunto com os cientistas
William C. Campbell e Satoshi Omura com o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina
do ano de 2015. A extracao ineficiente e o consequente custo elevado da artemisinina
a principio limitavam seu suprimento para regides mais pobres assoladas por
endemias de malaria. Essas adversidades foram superadas por esfor¢os do grupo do
renomado cientista Jay Keasling, que em conjunto com a Universidade Berkeley
(EUA) e a empresa biotecnologica Amyris, aplicou de maneira bem sucedida o uso

tecnologias fermentativas para produzir o precursor acido artemisinico na
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concentracdo de 25g/L, possibilitando a posterior semissintese eficiente da
artemisinina (PADDON et al., 2013). Esta tecnologia tem sido aplicada pela empresa
Sanofi desde 2013 e é um marco na producao biotecnoldgica de drogas terapéuticas
(HOFF et al., 2021).

No entanto, apesar de alguns exemplos bem-sucedidos de producao
heter6loga de compostos de interesse em leveduras, geralmente essa producao
ocorre apenas em niveis traco, e a otimizacdo do processo em termos de
escalabilidade nédo é trivial, a depender do caso. Por exemplo, estima-se que 0
desenvolvimento da plataforma de levedura bem-sucedida para a producéo de acido
artemisinico tenha exigido mais de 150 pessoa-anos de esfor¢os (REED et al., 2017,
KWOK, 2010). Outro exemplo mais recente é um trabalho publicado na Nature (LIU et
al., 2024) e coordenado por Keasling que elucidou em S. cerevisiae a via de
biossintese do composto QS21 (cujo isbmero majoritario € apresentado na Fig. 1, a
direita). Trata-se de um potente adjuvante de vacina, clinicamente aprovado para uso
em humanos e que se encontra em baixissimas concentragfes em sua fonte natural,
a espécie vegetal Quillaja saponaria, nativa do Chile. 38 enzimas foram introduzidas
em S. cerevisiae para reconstituir a biossintese desse composto, mas obteve-se 0
rendimento de apenas 0,0012% (m/m) de QS-21 por massa de células secas de

levedura.

\\?iOH
\(ZQ

Acido
artemisinico

QS-21-apiose

Figura 1: Estrutura do acido artemisinico (a esquerda) e o isbmero que apresenta a forma majoritaria
da saponina QS-21 (QS-21-apiose, com a presenga de [3-D-apiofuranose; a direita), exemplos notaveis
de metabdlitos de planta com biossintese reconstituida em S. cerevisiae. Fonte: RO et al., 2006; LIU
et al., 2024.

Evidentemente as linhagens de levedura podem ser submetidas a otimizacoes

futuras com vistas a aumentar essa producao, mas isso € um indicativo de que, apesar
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da vasta experiéncia de diversos grupos de pesquisa bem estabelecidos em
engenharia metabdlica/bioquimica e biologia sintética, transformar leveduras em
biofabricas eficientes para a producdo, em escala preparativa, de metabdlitos
heterdlogos ainda constitui um grande gargalo, sendo dificultado pelo conhecimento
crescente, porém ainda limitado, sobre processos celulares e/ou de engenharia
especificos e complexos, indispensaveis para escalar esse tipo de producéo
(SESHADRI et al., 2025; NIELSEN;KEASLING, 2016).

Uma alternativa mais simples para se realizar a produ¢do de compostos-alvo
rapidamente e com a possibilidade de se atingir a escala de gramas é utilizar plantas
como hospedeiros heter6logos. Além de necessitarem apenas de nutrientes
inorganicos simples, diéxido de carbono, agua e luz solar para um crescimento
eficiente, algumas espécies vegetais podem compartilhar compartimentalizacéo,
cofatores e coenzimas comuns com outras. E o caso de Nicotiana benthamiana
(Figura 2), um parente silvestre do tabaco, cujas vantagens tornaram essa espécie
inclusive uma plataforma de fabricacdo atualmente empregada para vacinas
recombinantes, por exemplo, contra influenza e COVID-19 (MOLINA-HIDALGO et al.,
2021).

Figura 2: Individuos de Nicotiana benthamiana. Fonte: Arquivo pessoal

Em particular, essa espécie é adequada para expressao transiente mediada
por Agrobacterium, processo no qual suas folhas séo infiltradas com uma suspenséo
de Agrobacterium tumefaciens contendo vetores modificados com genes de interesse
clonados (por exemplo, enzimas P450 de interesse), permitindo a transferéncia
facilitada desses genes para a planta. Essa abordagem é rapida, pois possibilita a

expressdo génica e a deteccdo da proteina-alvo ou do produto desejado em poucos
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dias. QS-21 é um exemplo de metabdlito que, além de S. cerevisiae, também teve sua
biossintese reconstituida em N. benthamiana (MARTIN et al.,, 2024). Além da
possibilidade de compartimentalizacdo de vias tanto no nivel celular quanto no nivel
de tecido, uma vantagem notavel € a possibilidade de realizar co-infiltracdes
simultaneas de diferentes linhagens de Agrobacterium contendo distintos construtos
de expresséo, o que viabiliza a expressao de vias multietapas e, consequentemente,
a realizacdo de biossintese combinatdria. O processo pode ser facilmente escalonado
para aumentar a producdo dos compostos desejados com o uso de dezenas ou
centenas de plantas, aumentando as possibilidades de seu posterior isolamento e a
elucidacao estrutural confiavel (CARQUEIJEIRO et al., 2020; REED et al., 2017,
REED E OSBOURN, 2018; STEPHENSON et al., 2018; MOLINA-HIDALGO et al.,
2021; COURDAVAULT et al., 2021).

Em particular, o uso de ferramentas biotecnolégicas que permitem converter
uma cultura ndo alimentar, como N. benthamiana, em uma biof4brica para a producéo
em larga escala de terpenos de valor agregado oferece perspectivas positivas e
solucdes aplicaveis no mundo real para contornar as limitacdes da extracdo a partir
de fontes naturais ou da sintese total de produtos naturais estruturalmente complexos,
em termos de rendimento, viabilidade e sustentabilidade. Essa estratégia possibilita a
transicdo para uma economia circular ao aumentar a produtividade e,
simultaneamente, ajudar a reduzir (ou mesmo evitar completamente) o uso de
insumos petroquimicos perigosos, ndo renovaveis e/ou de origem sintética,
substituindo-os por alternativas de base biolégica. Ela representa uma contribuicéo
sélida para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030 das
Nacdes Unidas e, portanto, espera-se que seja uma solucéo eficaz e um ativo robusto
em direcdo a uma bioeconomia moderna e sustentavel (FRENCH, 2019; MOLINA-
HIDALGO et al., 2021).

1.3 Potencial da Biologia Sintética para se explorar o potencial de triterpenos
bioativos — Contribui¢cdes do Brasil

As tecnologias e abordagens supracitadas podem ser empregadas para se
explorar de modo mais racional e dinamico o potencial farmacologico dos cerca de
500.000-600.000 produtos naturais, de potencial muitas vezes desconhecido, que tém

sido isolados até os dias atuais (SESHADRI et al., 2025), além dos possiveis 5 milhdes
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gue ainda nao foram descobertos mas que sdo estimados segundo predi¢cdes de
agrupamentos de genes biossintéticos, ou BGCs (WALSH;TANG, 2022).

Dentre toda essa multiplicidade de compostos, 0s terpenos constituem a maior
classe de produtos naturais, com mais de 75.000 representantes ja descritos. E um
consenso na literatura que a biossintese dos compostos dessa classe ocorre a partir
da polimerizacdo de unidades de cinco carbonos derivadas do pirofosfato de
isopentenila, especificamente o A2-isoprenil pirofosfato (também denominado
pirofosfato demetilalila, ou DMAPP, em verde, Figura 3) e o A3-isoprenil pirofosfato
(ou pirofosfato de isopentenila, IPP, em rosa, Figura 3). Etapas de alongamento de
sua cadeia carbOnica e subsequente ciclizacdo sdo conduzidas pela geracdo e
neutralizacdo de carbocéations (GERSHENZON E DUDAREVA, 2007; SESHADRI et
al., 2025).

Terpenos com 10,15, 20 e 25 &tomos de carbono sdo denominados
respectivamente monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e sesterterpenos. Além
disso, a dimerizacéo do pirofosfato de farnesila (FPP, C-15) origina o esqualeno (C-
30). Curiosamente, derivados do esqualeno (C-30, em laranja, Fig. 3) ou de outros
precursores C-30 relacionados ao esqualeno e que apresentam como blocos
construtores as unidades isoprénicas supracitadas IPP e DMAPP (Fig. 3) constituem
o grupo dos triterpenos, 0 maior grupo de produtos naturais derivados especificamente
de plantas reunindo mais de 20.000 substancias conhecidas e apresentando elevada
diversidade estrutural (~200 esqueletos triterpénicos) (XU, FAZIO, MATSUDA, 2004;
PETRONELLI, PANNITTERI, TESTA, 2009; SESHADRI et al., 2025; HILL,
CONNOLLY, 2020; REN, KINGHORN, 2019; GHOSH et al., 2021).

Do ponto de vista enzimatico e, consequentemente, biossintético, a literatura
afirma que triterpenos séo produzidos pela via do mevalonato (Fig. 3, em preto, LU et
al., 2021), na qual o esqualeno (no caso de bactérias) e o 2,3-epoxidoesqualeno (no
caso de animais, fungos e plantas; em azul, Fig. 3) séo produzidos antes de sofrer
uma série de ciclizagdes enzimaticas complexas (THIMMAPPA et al., 2014). As
enzimas que catalisam a biossintese dos triterpenos dividem-se em dois grandes
grupos: (1) as esqualeno-hopeno ciclases (SHC), responsaveis por converter o
esqualeno em hopeno e (2) oxidoesqualeno ciclases (OSC), conversoras do 2,3-
epoxidoesqualeno (ou 2,3-oxidosqualeno; RACOLTA et al.,, 2012). No caso de

plantas, por exemplo, o intermediario 2,3-oxidoesqualeno é ciclizado em conformacao
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cadeira-cadeira-cadeira (C-C-C) para sintese dos triterpenos (THIMMAPPA et al.,
2014). Como primeira etapa biossintética dos triterpenos especializados em plantas,
o intermediario 2,3-epoxidoesqualeno é protonado no grupamento epoéxido para
posterior ciclizacdo e rearranjos de carbocation, de modo que triterpenos
pentaciclicos, sejam formados por meio de oxidosqualenociclases (LU et al., 2021;
WANG et al., 2010; SOUZA-MOREIRA et al., 2016; ALVES et al., 2018; HAN et al.,
2019). Especificamente, as enzimas OSCs estabelecem a fronteira entre o
metabolismo primério e secundario das plantas considerando seu carater produto-
especifico e por sua competicdo pelo substrato 2,3-epoxidoesqualeno para a
biossintese de fitosterdéis e triterpenos pentaciclicos (LU et al., 2021). Para fins de
clareza, a Fig. 3 inicialmente apresenta apenas as vias do metil-eritrolfosfato (MEV,
em cinza), que ocorre nos cloroplastos, em fronteira com a via do mevalonato (MVA,
em preto), que ocorre no citoplasma e é responsavel pela biossintese do 2,3-
epoxidosqualeno (ou 2,3-oxidosqualeno), o qual posteriormente sera o substrato de

outros triterpenos que seréo apresentados durante o texto.
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Figura 3: A via do metil-eritrolfosfato (MEP), nos cloropastos (em fronteira), esta destacada em ,
a via geral do mevalonato que produz, dentre outros compostos, o acido meval6nico (em vermelho),
IPP (em rosa), DMAPP (em verde), esqualeno (em ) e 2,3-oxidosqualeno (em azul), no

) — DXS: 1-deoxi-D-xilulose-5-
fosfato redutoisomerase; DXS: 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato redutoisomerase sintase; MCT: 2-C-metil-
D-eritrol 4-fosfato citidililtransferase; CMK: 4-(citidina 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritrol cinase; MDS: 2-C-

metil-D-eritrol-2,4-ciclodifosfato sintase; HDS: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato sintase; HDR: 4-

citoplasma, esta destacada em preto. Enzimas da via MEP (

hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato redutase; IDI: isopentenil difosfato isomerase. Enzimas da via MVA
(em preto) — AACT: acetil-COA (coenzima A) C-acetiltransferase; HMGS: 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA
sintase; HMGR: HMG-CoA sintase dependente de NADPH; MVK: &cido mevalbnico cinase; PMK:
fosfomevalonato cinase; MDD: mevalonato-5-difosfato descarboxilase; FPS: farnesil pirofosfato

sintase; SQS: esqualeno sintase; SQE. Esqualeno epoxidase. Fonte: Adaptado de LU et al., 2021.

Dentre os triterpenos com potencial farmacoldgico, merecem atencéo especial
os triterpenos quinonametideos (TQMs) substancias de estrutura pentaciclica que

apresentam como esqueleto basico o nucleo 24-nor-D:A-friedo-oleanano (Figura 4),
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com um sistema conjugado que envolve os anéis A e B da estrutura (ALVARENGA,;
FERRO, 2006). .

Figura 4: Esqueleto 24-nor-D:A-friedo-oleanano, tipico de triterpenos quinonametideos. Fonte:
Adaptado de Gunatilaka, 1996; Santos, Furlan, Amorim, 2016; Fontanin, 2023

Os TQMs sao considerados marcadores quimiotaxonémicos da familia
Celastraceae, a qual abrange plantas lianas, arbustivas e arbdreas encontradas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do globo (SIMMONS, 2004;
ALVARENGA;FERRO, 2006) e retune aproximadamente 55 géneros e 855 espécies,
as quais estao majoritariamente inclusas nos géneros Maytenus e Euonymus, cada
um com cerca de 200 espécies (SCHWEINGRUBER, BORNER, SCHULZE, 2011).

Dentre as varias espécies vegetais pertencentes a familia, tém se como uma
das representantes no Brasil a planta Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek
(popularmente conhecida como espinheira-santa e reclassificada para Monteverdia
ilicifolia; Fig. 5). Usada na medicina popular para o tratamento de Ulceras gastricas,
essa espécie apresenta uma variedade de compostos bioativos em sua constituicao -
incluindo os TQMs — que justificam sua presenca na Relacdo Nacional de Plantas de
Interesse ao SUS (ReniSUS), em virtude do seu potencial para desenvolvimento de
fitoterapicos acessiveis & populacéo brasileira (BIRAL et al., 2017; PERICO et al.,
2018; NIERO, FALONI DE ANDRADE, CECHINEL FILHO, 2011; MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2025).
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Figura 5: Individuo adulto de Monteverdia ilicifolia Mart. Ex Reissek. Fonte: Arquivo pessoal

Especificamente no caso dos TQMs de M. ilicifolia, historicamente, o grupo de
pesquisa da Profa. Dra. Maysa Furlan no Nucleo de Bioensaios, Biossintese de
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) tém se dedicado a, dentre outros
objetivos, realizar estudos fitoquimicos, proteémicos, metabolémicos e biossintéticos

de plantas como M. ilicifolia visando a exploracéo racional e terapéutica dos TQMs.

Por exemplo, um estudo piloto identificou que os TQMs majoritarios produzidos
por essa planta sdo maitenina e pristimerina (BUFFA FILHO et al.,, 2002),
provavelmente biosintetizados a partir do celastrol, um composto promissor para o
tratamento da obesidade (LIU et al., 2015). Estudos do grupo da Profa. Furlan
indicaram que esses compostos, acumulados nas raizes da planta, apresentam,

dentre outras atividades terapéuticas, potente atividade antitumoral (CORSINO et al.,
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1998; DA COSTA et al., 2008; BUFFA-FILHO et al., 2002; 2004; SANTOS et al., 2010;
estruturas disponiveis na Fig. 6). No entanto, embora as potencialidades anticancer
dessas substancias (e potencialmente de seus anélogos ou derivados) as tornem
muito relevantes do ponto de vista medicinal (SALVADOR et al.,, 2017), sua
concentracdo muito reduzida no sistema radicular de M. ilicifolia (na faixa de 0,015-
0,0008%; BUFFA-FILHO et al.,, 2002) estabelece um obstaculo a sua aplicacao
terapéutica, em virtude da elevada quantidade de matéria-prima vegetal que seria
mandatdria para a obtencdo de quantidades adequadas de TQMs que atendessem a

demandas industriais.

Esse conhecimento, alinhado a um estudo antigo do grupo realizado por
Corsino et al. (2000), estabeleceram o interesse na via biossintética desses
compostos visando sua futura exploracao terapéutica. Com base no conhecimento da
co-ocorréncia de triterpenos friedelanicos e quinonametideos, respectivamente, nas
folhas e nas raizes de plantas das familias Hippocrateaceae (a qual pertence a
espécie Salacia campestris) e Celastraceae (a qual pertence a espécie Maytenus
aquifolium) e na hipotese de que, embora fossem de diferentes classes, esses
triterpenos tivessem uma biogénese comum (KUTNEY et al., 1981), Corsino et al.
(2000) prepararam extratos enzimaticos de S. campestris e M. aquifolium que foram
capazes de converter o substrato 2,3-oxidosqualeno em 3B-friedelanol e friedelina. A
mevalonolactona € um intermediario biossintético de triterpenos (uma forma ciclica do
acido mevalbnico, em equilibrio com sua forma aberta na via MVA, destacada em
vermelho na Fig. 3). Com base nisso, ensaios de marcacao isotépica utilizando (+)5-
3H mevalonolactona em Maytenus aquifolium produziram friedelina radiomarcada nas
folhas, ramos e caules e produziram TQMs radiomarcados nas raizes da espécie. Isso
indicou essencialmente que o triterpeno pentaciclico friedelina (Fig. 6, em verde) é
translocado das folhas para as raizes, onde € posteriormente convertida a triterpenos
guinonametideos (Fig. 6, em laranja). Isso confirmou o postulado de biogénese
comum entre triterpenos friedelanicos e quinonametideos, possibilitando estudos

posteriores. Essa translocacéo esta esquematizada na Fig. 6.
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Fig. 6: Partes aéreas (a) e raizes (b) de individuo jovem de M. aquifolium, coletado no Horto de Plantas
Medicinais e Téxicas da Unesp de Araraquara (arquivo pessoal), e (¢) Representacdo esquemaética
(com fotografia da espécie alterada digitalmente) do transporte da friedelina das folhas de M. aquifolium
(estrutura em verde) para as raizes (estrutura em laranja, a esquerda), onde postula-se que seja
posteriormente convertida para os triterpenos quinonametideos (1) maitenina, (2) pristimerina, (3) 223-
hidroximaitenina, (4) 20a-hidroximaitenina, (5) celastrol (estruturas em laranja, a direita, canto superior)

e (6) netzahualcoyona (em laranja, a direita, canto inferior). Fonte: Adaptado de Corsino et al. (2000).
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Com base nessas informacdes e motivados pelas vantagens que as
abordagens contemporaneas que integram biologia sintética e engenharia metabdlica
apresentam em estudos biossintéticos, prosseguiu-se com os estudos biossintéticos
dos triterpenos quinonametideos em M. ilicifolia mas via expresséo heteréloga em S.
cerevisiae e, qguando possivel e viavel, N. benthamiana, visto que, além das vantagens
supracitadas do ponto de vista de producdo biotecnolégica de (fito)compostos, S.
cerevisiae possui uma via do mevalonato (MVA) enddgena (MOSER; PICHLER, 2019;
BYUN et al., 2025) e as folhas de N. benthamiana possuem o intermediario 2,3-
oxidosqualeno (CZECHOWSKI et al., 2025), de modo que ambos os sistemas, de
modo independente ou integrado, possibilitariam reconstituir a biossintese de TQMs
de alto valor agregado. De modo paralelo, estudos realizados ao longo de anos pelo
grupo com cultura de células vegetais e estimulo exdgeno, por exemplo, (PAZ et al.,
2013; PAZ et al., 2017) apresentaram resultados interessantes mas uma rota de
producdo ainda incipiente de triterpenos quinonametideos, fornecendo uma razao
adicional para a necessidade de aplicar um modelo alternativo mais eficiente para

compreender e otimizar a producao dessas substancias.

Os estudos se seguiram com um enfoque de descobrir qual era a enzima capaz
de ciclizar 2,3-oxidosqualeno a friedelina. Nesse contexto, em um dos trabalhos
subsequentes do grupo em parceria com o grupo do Dr. Jens Nielsen (Departamento
de Biologia e Engenharia Biolégica da Chalmers University of Technology,
Gotemburgo, Suécia), Souza-Moreira et al. (2016) identificaram uma
oxidosqualenociclase (OSC) de M. ilicifolia capaz de realizar essa conversao,
identificada como MiIFRS (Cdédigo de Acesso GenBank: KX147270). Essa conversao
foi considerada a primeira etapa da via biossintética dos TQMs na espécie. Utilizou-
se como sistema heterélogo a linhagem de S. cerevisiae geneticamente modificada
VZL 1303 com niveis reduzidos de mRNA do gene ERG7, reduzindo a competicao da
OSC codificada por esse gene (a lanosterol sintase) pelo mesmo substrato 2,3-
oxidoesqualeno, viabilizando a converséo do mesmo em friedelina. O avango
cientifico também foi significativo do ponto de vista da enzimologia. O estudo, ao
integrar analises filogenéticas, estudos estruturais in silico, alinhamento multiplo da
sequéncia primaria de enzimas, estudos de clonagem e também, caracterizacéo
funcional de enzimas oxidosqualenociclases (com otimizacdo dos codons para

expressado) usando sistema heterélogo, possibilitou aos autores concluir que ha um
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residuo de leucina na posicédo 482 da sequéncia primaria da MiFRS duas posices
acima do motif catalitico DCTAE, enquanto a maioria das OSCs ja caracterizadas
apresentam um residuo de valina ou isoleucina ha mesma posi¢ao. A substituicdo de
um residuo de leucina por isoleucina, treonina ou valina na sequéncia de MiFRS
interferiu no reconhecimento do substrato e levou a producéo heteréloga de outros
triterpenos ao invés da friedelina. Assim, além de identificar qual enzima cicliza o 2,3-
oxidosqualeno, foi possivel compreender melhor como esse processo ocorre a nivel
molecular (SOUZA-MOREIRA et al., 2016).

Até 2018, apenas o gene de M. ilicifolia identificado por Souza-Moreira et al.
(2016) que codifica a enzima OSC MiFRS e um gene da espécie vegetal Kalanchoe
daigremontiana, identificado por Wang et al. (2010) haviam sido caracterizados
funcionalmente como friedelina sintases. Esse cenario se modificou quando um
trabalho do grupo, desenvolvido por Alves et al. (2018), observou diferentes
polimorfismos no gene que codifica MiFRS. Realizou-se um alinhamento mdultiplo
global com as sequéncias que codificam as isoformas encontradas (identificadas
como MiFRS2, MiIFRS3 e MiFRS4 e com Cadigo de Acesso GenBank: MG677552,
MG677553 e MG677554, respectivamente) e notou-se que elas apresentam
identidade entre 99,63 e 99,80% em relacdo a sequéncia de MIFRS e mesmo
comprimento de quadro de leitura aberto (open reading frame, ou ORF, de 2316 pb).
Todas codificam 771 aminoacidos e possuem ponto isoelétrico e peso molecular
previstos muito similares. Elas também foram caracterizadas funcionalmente
utilizando como sistema heterélogo a linhagem modificada de S. cerevisiae VZL 1303,
e notou-se que a isoforma MiFRS4 foi capaz de produzir uma maior quantidade de
friedelina. Um ano depois, estudos de um grupo coreano (HAN et al., 2019) e de um
chinés (ZHOU et al., 2019) caracterizaram friedelina sintases nas plantas Populus

davidiana e Tripterygium wilfordii, respectivamente.

A isoforma MiFRS4 de M. ilicifolia contribuiu para a elucidagédo de uma etapa
adicional da via biossintética dos TQMs. Em 2019, em colabora¢cdo com o grupo do
Dr. Alain Goossens, do Centro para Sistemas Biologicos de Plantas do VIB-Ghent,
Vlaams Instituut voor Biotechnologie (VIB), em Ghent, Bélgica, o grupo de pesquisa
publicou um artigo (Bicalho et al., 2019) no qual descreveu a segunda etapa da via
biossintética dos triterpenos quinonametideos. Essa etapa envolve a formacao de um

derivado carboxilado da friedelina (denominado acido maitenoico) bem como a
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identificacdo da enzima P450 responsavel por catalisar essa reacdo. Esse estudo foi
motivado, dentre outras razGes por (1) especulacbes antigas da literatura que
apontavam uma possivel relacdo biogenética de acido maitenoico com o triterpeno
quinonametideo maitenina em virtude da co-ocorréncia de ambos em Pleuckia
Polpunea (DELLEMONACHE et al., 1972), e (2) pelo fato de que oxidacbes no
esqueleto triterpénico sao frequentemente mediadas por enzimas P450 (MIETTINEN
et al.,, 2018; THIMMAPPA et al.,, 2014; MOSES et al.,, 2013; SEKI, TAMURA E
MURANAKA, 2015). Esse estudo, integrando andlise transcriptbmica da raiz e
expressdo heterdloga, identificou que a enzima P450 de M. ilicifolia CYP712K4
(Caodigo de Acesso GenBank: MG677554) catalisa a oxidacdo (em trés etapas) da
friedelina (em C-29) a acido maitenoico (também conhecido como polpunénico ou
maiten6nico). Adicionalmente, além de fornecer a base para a descoberta futura das
etapas subsequentes da via biossintética dos TQMs e as enzimas P450
potencialmente envolvidas, o trabalho propiciou uma rota sustentavel e rapida para
producéo heterdloga de quantidades apreciaveis de friedelina usando uma linhagem
modificada de S. cerevisiae através do controle de fatores como meio de cultura,
superexpressao de genes codificadores de enzimas formadoras dos precursores da
via, regulacdo da expressdo do gene codificador da OSC de levedura lanosterol
sintase e supressao de PAH1 (BICALHO et al., 2019).

Nesse trabalho em especifico, Nicotiana benthamiana também foi utilizada
como sistema heterdlogo: coexpressando a enzima CYP712K4 com a enzima OSC
MiFRS4 [identificada previamente por Alves et al. (2018) como a isoforma de MIFRS
gue mais produz friedelina] e a verséo truncada de tHMGR1 de Medicago truncatula
capaz de aumentar os precursores da via (POLLIER et al., 2013; REED;OSBOURN,
2018), foi possivel realizar nas folhas de N. benthamiana a biossintese combinatoria
em larga escala do acido maitenoico. Isso viabilizou seu posterior isolamento e
elucidacdo estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) mono e
bidimensional. Alguns anos apos a publicacdo desse trabalho, estudos posteriores
independentes de grupos na Dinamarca e na China identificaram que as enzimas
TwCYP712K1, TwCYP712K2 e TwCYP712K3 possuem atividade catalitica idéntica
em C-29 da friedelina na espécie Tripterygium wilfordii (ZHOU et al., 2021; HANSEN
et al., 2020), e o mesmo ocorre com a enzima ThCYP712K1 em Tripterygium

hypoglaucum (Levl.) Hutch (XIAO-CHAO et al., 2022), ambas da familia Celastraceae,
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assim como M. ilicifolia. A primeira e segunda etapas da via dos TQMs elucidadas em

M. ilicifolia estdo apresentadas na Figura 7.

MiFRS4

Friedelina
o
129

H  CYP712K4
—_—

24

Friedelina 29-hidroxifriedelina 3-oxo-friedelan-29-ol Acido maitenoico

Figura 7: Primeira (a) e segunda (b) etapas da via biossintética dos TQMs, elucidadas por Souza-
Moreira et al.(2016) e Bicalho et al.(2019). A posicao C-3 da friedelina, onde h& uma carbonila, e a
posicdo C-29, oxidada por CYP712K4, estdo destacadas, assim como a posicdo C-24. Fonte:
Adaptado de Souza-Moreira et al. (2016) e Bicalho et al. (2019).

1.4 Uma proposta de biogénese de triterpenos quinonametideos em M. ilicifolia

Uma contribuicdo adicional do trabalho de Bicalho et al. (2019) foi a proposicao
de uma proposta biogenética plausivel para a biossintese de TQMs em M. ilicifolia,
alicercada em propostas de biogénese de décadas anteriores [como, por exemplo, a
de Kutney et al. (1981) e Gunatilaka (1996)] ou em trabalhos fitoquimicos que
descreviam compostos estruturalmente semelhantes aos TQMs e que poderiam ter
uma biogénese comum. Embora ela tenha permanecido apenas especulativa durante
anos, durante um certo tempo foi a mais completa da literatura e bem citada por
trabalhos contemporaneos a sua publicacéo (LU et al., 2021). Essa via de biogénese,
assim como as etapas da via biossintética dos TQMs elucidadas pelo grupo e o
conhecimento estabelecido acerca da via do mevalonato sao resumidos na Figura 8.
Compostos relevantes para a discussdo da proposta de biogénese estdo destacadas

com numeros em vermelho.

Essa proposta de biogénese havia especulado que um dos possiveis
intermediarios biossintéticos dos TQMs apoés a biossintese do acido maitenoico seria

a cangoronina (com estrutura destacada com o numero 3, em vermelho na Fig. 8),
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uma substancia que, assim como a maitenina e pristimerina, ja foi previamente isolada
das raizes de M. ilicifolia por Itokawa et al. (1991), e que provavelmente seria um
produto de oxidagdo do &cido maitenoico em C-2 e C-24. Isso é possivel visto que,
por exemplo, Miettinen et al. (2017) identificaram que na espécie Centella asiatica a
enzima P450 CYP716C11 catalisa a oxidacdo do triterpeno pentaciclico acido
oleandlico em C-2a, formando acido maslinico. Uma enzima possivelmente catalisaria
a oxidacdo do acido maitenoico em C-2 e apresentaria em tese como produtos 0s
compostos acido wilférico C e acido 3-hidroxi-2-oxo-D:A-friedelan-3-en-29-oico (Fig.
8, destacados com o nuamero 1 e 2, em vermelho), os quais se acumulam em
Tripterygium wilfordii, uma espécie vegetal que, assim como M. ilicifolia, é da familia
Celastraceae e, consequentemente, também produzem triterpenos quinonametideos
(LI et al.,, 1997; MOROTA et al., 1995). O metabdlito &cido 3-hidroxi-2-oxo-D:A-
friedelan-3-en-29-oico (2) poderia ser posteriormente convertido a cangoronina (3;
BICALHO et al., 2019).

Por outro lado, a oxidagdo do acido maitenoico em C-24 poderia resultar em
um composto com uma hidroxila ligada a esse carbono (Fig. 8, composto 4), que por
sua vez poderia sofrer interconversdo ao acido salaspérmico (5) a partir de adicéo
nucleofilica intramolecular envolvendo a hidroxila de C-24 e a carbonila de C-3. A
ocorréncia dessa reacao € plausivel considerando a possibilidade de relacdo
biogenética do acido maitenoico com o acido salaspérmico (5), visto que este, de
modo paralelo ao acido 3-hidroxi-2-oxo-D:A-friedelan-3-en-29-oico (2), por exemplo,
também foi isolado de uma planta da familia Celastraceae que também acumula
maitenina e pristimerina (no caso, a espécie Salacia macrosperma;
VISWANATHAN,1979). Adicionalmente, o isolamento prévio dos triterpenos acido
wilférico E (Fig. 8, composto 7) de T. wilfordii (DUAN et al.,, 2000) e do &cido
ortosfénico (6) de Orthospenia mexicana Standley (GONZALEZ et al., 1983)
respectivamente, indicam que provavelmente o acido salaspérmico (5) pode ser o
substrato de uma enzima P450 que catalisa a oxidacdo de C-2 em duas etapas. No
caso especifico do acido wilférico E (7), sua conversdo a cangoronina (3) exigiria a
abertura do anel hemicetal intramolecular presente em sua estrutura estavel, o que é
energeticamente disfavoravel e portanto improvavel. Assim, coletivamente falando,
esses fatores apontam que o acido maitenoico poderia servir como substrato e alvo

da acéo catalitica competitiva de duas enzimas P450: enquanto a oxidacdo em C-24
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formaria um hemicetal estavel com conversdo improvavel a cangoronina (3) e a
triterpenos derivados, se a oxidagcao ocorresse a principio em C-2, o produto acido 3-
hidroxi-2-oxo-D:A-friedelan-3-en-29-oico (2), por apresentar uma hidroxila em C-3,
inviabilizaria a ocorréncia de uma adi¢cdo nucleofilica intramolecular e possibilitaria
uma nova oxidacdo em C-24, o que provavelmente resultaria na cangoronina (3,
BICALHO et al., 2019).

Comparando-se as estruturas da cangoronina (3) e do celastrol (Fig. 8), a
remocao do grupo aldeido em C-5B da cangoronina (3) seria necessaria para se
biossintetizar esse triterpeno quinonametideo. Uma vez que a cangoronina (3) e o
acido salaspérmico (5) apresentem uma carbonila e uma hidroxila em C-58,
respectivamente, Bicalho et al. (2019) especularam a possibilidade de eliminacéo de
grupo metila no C-5B do esqueleto friedelanico. Essa hipotese foi sustentada pelo fato
de que essa eliminacéo ja foi reportada na literatura. Por exemplo, enzimas P450 da
familia CYP51 estdo envolvidas na biossintese de esterdis, possibilitando a
desmetilacdo de produtos formados pela ciclizagdo do 2,3-oxidoesqualeno, como o
lanosterol e o cicloartenol, por meio de trés etapas oxidativas sucessivas. Nas duas
primeiras etapas, o grupo metil na posi¢cao 14a € progressivamente oxidado, passando
por um intermediario alcodlico até ser convertido em um aldeido. Na etapa final, esse
grupo aldeido é eliminado na forma de &cido férmico, enquanto, de maneira
concomitante, ocorre a introducdo de uma ligacdo dupla na estrutura principal do
esterol (LEPESHEVA; WATERMAN, 2007).
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Figura 8: Via biossintética geral do acido maitenoico e proposta de biogénese dos triterpenos
quinonametideos. As enzimas da via do metil-eritrolfosfato (MEP) em , @ via geral do mevalonato,
em preto, sdo explicadas na legenda da Fig. 3. A oxidagdo da friedelina ao acido maitenoico esta

destacada em azul. A proposta biogenética publicada pelo mesmo trabalho para construgao
esqueleto quinonametideo (bem como as possiveis rea¢des e enzimas do tipo P450 participantes

do
na

formacao do celastrol, pristimerina e maitenina), publicada pelo nosso grupo esta destacada em verde.
A ciclizacdo do esqueleto pentaciclico pode ocorrer na conformacéo cadeira-cadeira-cadeira (C-C-C)
ou cadeira-barco-cadeira (ambos destacados em vermelho). A ciclizagdo do 2,3-epoxidoesqualeno
envolvendo o rearranjo complexo de carbocations (com cargas positivas destacadas em vermelho) e
levando a friedelina é catalisado por oxidoesqualenociclases (OSCs). P4501,2 e P450s: Potenciais
enzimas P450 envolvidas na biogénese dos TQMs (destacadas em verde). MeT: possivel
metiltransferase (destacada em verde). Fonte: Adaptado de Corsino et al., 2000; Gunatilaka, 1996,

Bicalho et al., 2019 e Lu et al., 2021.
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Apesar da plausibilidade de um mecanismo semelhante na via biossintética de
TQMSs, outros processos possiveis de desmetilacdo também devem ser considerados,
e alguns mecanismos distntos ja foram descritos na literatura. LV et al. (2017)
reportam por exemplo que na biossintese do triterpeno acido helvdlico, a desmetilacao
em C-4f3 ocorre por meio da atuagao consecutiva de uma enzima P450 e de uma
desidrogenase/redutase de cadeia curta com ampla especificidade de substrato. Em
contraste, na formacao de esterdis, sabe-se que a remoc¢ao do grupo metil em C-4a
resulta da agdo sequencial das enzimas C-4 esterol metiloxidase, esterol C4-
descarboxilase e 3-ceto redutase (NES, 2011). Em ambos os mecanismos, a etapa
de descarboxilacdo depende da presenca de uma carbonila no carbono C-3 da
molécula. Ha uma carbonila exatamente nessa posi¢cao no acido maitenoico, mas ndo
na cangoronina, o que tornaria a presenca dos mecanismos citados improvaveis na
via biossintética em questdo (BICALHO et al., 2019).

Adicionalmente, especulava-se que, caso tais mecanismos fossem
responsaveis pela remocao do grupo metil no esqueleto friedelanico, ndo se esperaria
a formacéo de uma nova ligacéo dupla durante o processo. Outro aspecto importante
€ que esses mecanismos implicariam a oxidacdo subsequente do grupo aldeido
presente na posicdo C-24 até a formacédo de um acido carboxilico, e até 0 momento
de publicacdo dessa via de biogénese em questao, compostos friedelanicos contendo
uma carboxila em C-24 ndo haviam sido descritos na literatura. Assim, a participacao
de um sistema multienzimatico semelhante aos descritos anteriormente parecia
menos provavel para essa etapa da via metabdlica. Dessa forma, foi proposta uma
alternativa em que a remoc¢édo do grupo metil em C-5B ocorreria por meio de um
processo de trés oxidacdes sucessivas catalisadas por uma Unica enzima P450 que
resultaria nos compostos 8, 9 e 10 (Fig. 8), sequencial e respectivamente. Apds essa
etapa de desmetilacdo, o esqueleto resultante do tipo 24-norfriedelano (Fig. 8,
composto 10) ainda necessitaria sofrer modificacbes adicionais para originar o
celastrol. Mais especificamente, a formagédo dessa molécula exigiria a introducdo de

duas liga¢des duplas adicionais no esqueleto triterpénico (BICALHO et al., 2019).

A ocorréncia natural de diversos derivados fenolicos de 24-norfriedelano
contendo grupos hidroxila ou carbonila nas posi¢cdes C-6 e/ou C-7 (SHAN et al., 2013)
sugeria que essas insaturacdes poderiam surgir a partir de reagcdes sequenciais de

oxidacdo seguidas de desidratacdo nessas posicOoes. Esse conjunto de
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transformacdes estruturais em tese poderiam conduzir, portanto, a formacédo do
celastrol. Em M. ilicifolia, o celastrol poderia ainda sofrer transformacfes adicionais
catalisadas por enzimas especializadas considerando a presenca dos TQMs
maitenina e pristimerina na sua raiz. Uma dessas etapas envolve a metilagdo do grupo
acido carboxilico localizado na posicdo C-29, uma reacao que poderia catalisada por
uma metiltransferase e que resultaria na formacao de pristimerina. Paralelamente,
uma reacgao de oxidacdo na posicao C-21 (possivelmente mediada por outra enzima
P450) poderia resultar em desmetilagdo oxidativa do esqueleto friedelanico,

culminando na formacédo de maitenina (BICALHO et al., 2019).

1. 5. Elucidacé&o da via biossintética do celastrol em Tripterygium wilfordii
Recentemente, avangos significativos na compreensdo de como plantas da
familia Celastraceae podem biossintetizar triterpenos quinonametideos foram
apresentados no trabalho de Zhao et al. (2023). Publicado no periédico Nature
Chemistry, o estudo foi coordenado pelo Professor Sotirios Kampranis, pesquisador
da Universidade de Copenhagen (Dinamarca) e referéncia mundial no uso de biologia
sintética para producédo heteréloga de terpenos. Combinando bioquimica de plantas,
engenharia metabdlica e semi(bio)ssintese, os autores foram capazes de elucidar a
via de biossintese do celastrol na espécie vegetal T. wilfordii utilizando expresséo
heter6loga de enzimas P450 em N. benthamiana e S. cerevisiae, seguido da posterior
conversdo quimica de intermediarios biossintéticos instaveis no produto-alvo em
bancada e em levedura geneticamente modificada (Figura 9). Compostos que
aparecem na via elucidada experimentalmente e que foram previstos na proposta de
biogénese (Fig. 8) foram destacados na Fig. 9 com o0 mesmo nimero correspondente,

em vermelho. Compostos instaveis estdo com colchetes.

Inicialmente, de modo analogo ao trabalho de Bicalho et al (2019), com base
no fato que o celastrol se acumula — e em quantidade muito reduzida - nas raizes de
T. wilfordii (assim como ocorre em M. ilicifolia; CORSINO et al.,, 2000) e portanto
esperando-se que 0s transcritos que correspondessem a enzimas ativas na via
metabdlica do celastrol fossem detectados nesse tecido, Zhao et al. (2023) realizaram
inicialmente analise da expresséo diferencial de genes P450 entre as raizes e folhas
de T. wilfordii. A partir de analise transcriptbmica foram selecionados 21 candidatos
das raizes para estudo. Através de caracterizacdo funcional em levedura e tabaco, os

autores notaram que a enzima TwCYP716C52 foi capaz de catalisar a hidroxilagéo do
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acido polpunénico (maitenoico) em C-2, formando o acido wilférico C (composto 1,
Figuras 8 e 9). Mais recentemente, de modo independente do estudo de Zhao e
outros, Lu et al.(2024) deram evidéncias adicionais do envolvimento dessa enzima
nessa etapa especifica da via biossintética por um estudo que integrou, além de
caracterizacao funcional desse gene em levedura, inducéo de suspensodes celulares
de T. wilfordii com metil jasmonato (um fitohorménio capaz de regular o metabolismo
secundério em plantas superiores; LIU et al., 2016) e experimento de interferéncia por
RNA (RNAI). O nivel do transcrito correspondente a esse gene aumentou em relagéo
as suspensdes nao tratadas com esse indutor, e paralelamente o seu silenciamento
levou a uma reducédo consideravel dos niveis de transcritos para TWCYP716C52, a
qual foi acompanhada de diminuicdo do acumulo de celastrol nas suspensdes
celulares. Esses resultados, de modo integrado, reforcam a hip6tese da participacéo
de TwCYP716C52 na via biossintética do celastrol (LU et al., 2024; ZHAO,
MIETTINEN, KAMPRANIS, 2024a, NIELSEN, 2023).

Em seguida, Zhao et al.(2023) identificaram, também através de caracterizagéo
funcional em levedura e tabaco, que a enzima TwCYP81AM1 converte o grupo
metilico do acido polpunénico (maitenoico) a um grupo carboxilico, e com base nos
compostos detectados é possivel que essa conversao ocorra em trés etapas. Embora
ainda néo se saiba em qual ordem ou sequéncia ocorra as oxida¢gdes dos carbonos
do substrato (C-2 ou C-24), considerando que TwCYP716C52 e TwWCYP81AM1 séo
igualmente capazes de oxidar o &cido polpundnico, € razoavel presumir que ambas
ocorram por meio de uma rota ramificada ou em rede, ou seja, 0 substrato sofra a
acdo competitiva e/ou simultinea de duas enzimas P450, o que converge
perfeitamente com o especulado pela via de biogénese proposta por Bicalho et al.
(2019). Subsequentemente, identificou-se que que dois genes parologos de
TwCYP716C52 (TwCYP716C57 e TwCYP716C52v2) e um gene pardlogo de
TwCYP81AM1 (TWCYP81AM2) apresentam a mesma atividade catalitica, mas uma
vez que, comparativamente falando, eles foram expressos em quantidades muito
menores nas raizes, os autores postulam que TwCYP716C52 e TwWCYP81AM1 sejam
as enzimas predominantes envolvidas na via biossintética (ZHAO, MIETTINEN,
KAMPRANIS, 2024a). Etapas de biossintese em que essas enzimas estéo envolvidas
na via do celastrol em T. wilfordii estdo destacadas na Figura 9.
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Figura 9: Via biossintética do celastrol em T. wilfordii. Enzimas majoritariamente envolvidas estdo em

negrito. Conversfes nao-enzimaticas estdo em vermelho. Fonte: Adaptado de Zhou et al. (2023).

Modificagbes quimicas catalisadas pelas enzimas de subfamilia TwWCYP716C
e TWCYP81AM estdo destacadas em azul e verde, respectivamente. Considerando
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que a caracterizacdo funcional de ambas as enzimas resultou em derivados
glicosilados dos compostos produzidos, visto que N. benthamiana apresenta varias
glicosiltransferases (NIELSEN, 2023; JANSING et al., 2019), seguiu-se o estudo
biossintético apenas em levedura. Em S. cerevisiae, a coexpressdo de
TwCYP716C52 e TWCYP81AML1 produziu um composto que apresentou modificacdes
oxidativas em C-2 e C-24 e foi nomeado pelos autores como acido celastrogénico.
Eles notaram que o acido celastrogénico é instdvel em pH baixo, sofrendo
interconversado para uma estrutura lactonica formada entre esses dois carbonos.
Devido ao tautomerismo ceto-endlico no anel A da molécula, essa lactona,
denominada de celastrogenilactona, foi detectada em mistura com acido
celastrogénico no ambiente acido tipico de meio de cultivo para leveduras (ZHAO et
al., 2023).

As etapas experimentalmente elucidadas da via biossintética do celastrol em T.
wilfordii apresentam relativa concordancia com o previsto pela via de biogénese de
Bicalho et al. (2019). 6 compostos aparecem simultaneamente na proposta de
biogénese e na via elucidada experimentalmente (compostos 1,4,5,6,8 e 9, Figuras 8
e 9). E evidente que pode-se notar certas diferencas, sobretudo em relacdo a
presenca de compostos como acido salaspérmico (5) e acido ortosfénico (6). Embora
eles tenham sido indicados como provaveis intermediarios biossintéticos na via de
biogénese, a via biossintética experimental indicou que na verdade eles podem se
tratar de is6bmeros (favorecidos pelo equilibrio) ou até mesmo artefatos (se
relacionados ao pH do meio de cultivo por exemplo) obtidos durante a tentativa de
isolamento do compostos produzidos pela acdo catalitica das enzimas; no caso, acido
24-hidroxipolpunénico e acido 24-hidroxi-wilférico C (ZHAO et al., 2023). Cabe
salientar que a producédo do acido 24-hidroxipolpunénico e sua conversdo a acido
salaspérmico (5) foram previstos pela via de biogénese, mas ela apontou o0 composto
5 como um intermediario biossintético ao invés do acido-24-carboxi-polpunénico,
intermediario da via putativamente detectado experimentalmente na segunda etapa
de oxidacdo catalisado por TwCYP81AM1. No entanto, com excecdo dessas
diferencas e/ou outras como a discrepancias na etapa em que compostos idénticos
aparecem na via biogenética e na via atestada experimentalmente, a via de biogénese
previu de modo minimamente coerente algumas etapas de oxidacéo apos a formacgao

do acido maitenoico na via dos TQMs.
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Porém, ha uma discrepancia notavel e fundamental entre a proposta de Bicalho
et al. (2019) e a via elucidada apo6s a producédo do acido celastrogénico em T. wilfordii,
a qual enfatiza a necessidade de abordagens interdisciplinares em estudos
biossintéticos e consagra o trabalho de Zhao et al. (2023) como um dos marcos da
biologia sintética moderna (NIELSEN, 2023): A via de biogénese especula que a
biossintese do celastrol seja totalmente mediada por enzimas P450. E de fato, até a
biossintese do intermediario acido celastrogénico, a via do celastrol, do ponto de vista
experimental, prossegue segundo um esquema classico de biossintese de triterpenos,
iniciando-se com a formacdo de um esqueleto que sera posteriormente modificado
por enzimas, incluindo as do tipo P450 (THIMMAPPA et al., 2014; BERGMAN et al.,
2024). Porém, os autores ndo encontraram nenhuma enzima P450 que utilizava o
acido celastrogénico como substrato, o que motivou investigacdes adicionais. Como
previamente comentado e apresentado na Fig. 9, o &cido celastrogénico, comparado
a outros triterpenos (como sapogeninas, por exemplo; ZHAO, MIETTINEN,
KAMPRANIS, 2024a) é instavel e esta sujeito a interconversdo em virtude da
presenca de um grupo cetol no anel A. Assim, esse composto pode sofrer auto-
oxidacdo. Essa constatacdo guiou Zhao et al. (2023) a descobrir uma cascata de
reacdes envolvendo sete etapas de auto-oxidacdo que converteram o &cido
celastrogénico a celastrol sem a necessidade de enzimas. As modificacdes quimicas

ocasionadas por essa cascata estdo destacadas na Figura 9 em vermelho.

E possivel dividir esse processo em dois médulos: O médulo 1 envolve a
descarboxilagdo ndo-enzimética do acido celastrogénico em C-24, reacdo que conduz
a formacéo do intermediario acido wilférico A, composto previamente identificado nas
raizes de T. wilfordii (LI et al.,1997). Propde-se que essa etapa tenha inicio com
eventos de oxidacao e isomerizacao no carbono C-2, 0s quais originam uma porcao
instavel de acido B,y-insaturado envolvendo os carbonos C-3, C-4 e C-24,
desencadeando assim a reacao de descarboxilacdo. O intermediario gerado passa
entdo por etapas adicionais de oxidacéo e tautomerizacao, resultando finalmente na
formacdo do sistema aromatico caracteristico do acido wilférico A. Por sua vez, no
modulo 2, a biossintese do celastrol é concluida por meio de uma cascata tandem de
oxidacgOes do tipo catecol. Inicialmente, o acido wilférico A € oxidado para formar uma
orto-benzoquinona, que posteriormente sofre tautomerizagdo formando um sistema p-

quinonametideo. Essa conversao promove a ampliagédo do sistema de duplas ligagdes
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até o anel B do esqueleto triterpénico. Em seguida, a estrutura intermediaria do tipo
ciclohexadienona obtida sofre isomerizacao, originando o composto homeado como
acido wilforico J, um triterpeno que ainda nao havia sido descrito na literatura e foi
detectado pelos autores nas raizes de T. wilfordii pela primeira vez. Processos
semelhantes de oxidacdo e isomerizacdo ocorrem novamente a partir desse
intermediario, culminando na formacdo da estrutura final do celastrol. Esses
resultados experimentais envolvendo uma cascata de oxidacfes, integrados a
constatacdo de que intermediérios presentes nessas reagfes (como os acidos
wilféricos A e J) sejam detectaveis em quantidade adequada na raiz de T. wilfordii,
apontam que a conversao do acido celastrogénico a celastrol seja um processo que
ocorra lentamente na planta, sem a mediagdo de enzimas P450 (ZHAO et al., 2023;
ZHAO, MIETTINEN, KAMPRANIS, 2024a).

Por fim, essencialmente, além de elucidar a biossintese do celastrol em
bancada via conversdo quimica de um intermediario instavel, os autores foram
capazes de realizar a producéo biotecnoldgica desse triterpeno quinonametideo em
levedura geneticamente modificada. Por meio de CRISPR/Cas9, os autores
integraram ao genoma da levedura multiplas copias de genes previamente associados
a biossintese do celastrol, além de uma redutase do tipo P450 de T. wilfordii
(TwCPR1) e uma verséo truncada do gene tHMG2. Esta Ultima € analoga a uma
enzima que aumenta a producdo de precursores na via do MVA (Figura 6). Essas
modificacbes foram realizadas em uma linhagem de levedura previamente
desenvolvida e otimizada para a producdo de terpenos, em um estudo anterior que
identificou a enzima TwCYP712K1 como responsavel pela conversédo de friedelina em
acido polpunénico (HANSEN et al., 2020). Em seguida, esse levedura modificada foi
cultivado em meio tamponado e néo &cido para evitar a formacdo de subprodutos,
considerando a instabilidade do acido celastrogénico em pH baixo. Dessa forma, foi
possivel produzir o acido celastrogénico, que sofreu auto-oxidagdo a celastrol em
levedura. Visto que esse processo de auto-oxidacdo em levedura durou 4 semanas,
obteve-se uma otimizagdo do mesmo (em termos de tempo, viabilidade e rendimento)
realizando-se alternativamente um processo semi(bio)sintético no qual (1) produziu-
se acido celastrogénico em levedura atraves da tecnologia fermentativa supracitada,
(2) isolou-se esse intermediario do meio de cultivo e (3) realizou-se em bancada a

conversdo quimica do acido celastrogénico a celastrol de maneira analoga a ja
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descrita, mas aquecendo-se esse intermediario a 60°C e em metanol, que resultou
na conversao de 21,4% do acido celastrogénico a celastrol (ZHAO et al., 2023; ZHAO,
MIETTINEN, KAMPRANIS, 2024a).

Embora apresente potencial em termos de escalabilidade, a producédo do
celastrol ainda ndo atingiu a escala de mg/L, o que € um obstaculo a sua aplicacao
terapéutica visto que sua semi(bio)sintese ainda ndo atende as demandas industriais
e portanto ainda ndo & comercialmente viavel. No entanto, esse trabalho pioneiro
estabelece a fundacdo para que, num futuro préximo, estratégias baseadas em
engenharia metabdlica otimizem a producédo desse triterpeno de alto valor agregado,

bem como de compostos com estrutura analoga (ZHAO et al., 2023).

1.5 Questdes remanescentes a respeito da atividade catalitica de enzimas
homologas e da biossintese de TQMs - justificativa da tese

Do ponto de vista biossintético, ainda h& questdes a serem respondidas. Por
mais inovador que tenham sido as conclusbes obtidas no trabalho de Zhao et al.
(2023), os proprios autores admitem que ndo se pode descartar completamente a
possibilidade de outras enzimas de T. wilfordii ainda n&o identificadas catalisarem e/ou
acelerarem a conversdo de acido celastrogénico a celastrol. Essa possibilidade é
plausivel, inclusive com as enzimas que ja foram identificadas e caracterizadas na
via. A literatura aponta por exemplo que enzimas P450 atuantes em compostos de
carater muito apolar (a exemplo de triterpenos) tem a tendéncia de metabolizar uma
maior amplitude de substratos, possivelmente porque seus sitios ativos e canais de
acesso sdo essencialmente revestidos por residuos hidrofébicos e, portanto, sdo
menos seletivos, pelo menos no que se refere a compostos hidrofébicos (HANSEN et
al., 2021). E o caso por exemplo da enzima TwCYP81AM1, identificada por Zhao e
colaboradores como ativa na via do celastrol. Dois anos antes de Zhao et al. (2023)
publicarem seu trabalho, um grupo de pesquisa chinés identificou que a mesma
enzima TwCYP81AML1 catalisa a hidroxilacdo do &acido dehidrodiabético em C-15
(WANG et al., 2021). Assim, por mais que essas enzimas sejam caracterizadas na
via, tais proteinas (assim como enzimas homologas) podem atuar em outras etapas

da via e carecem de mais estudos.

Além disso, embora CYPs da mesma subfamilia apresentem mais de 55% de
identidade de aminoacidos e a literatura afirme que enzimas de 60-70% de identidade
de aminoacidos podem apresentar a mesma atividade bioquimica (MALHOTRA,;
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FRANKE, 2022) ha varios casos descritos ha em que enzimas P450 homélogas,
pertencentes a mesma subfamilia, exibem padrées oxidativos divergentes sobre o
mesmo substrato. Por exemplo, Scheler et al. (2016) mostraram que a CYP76AH1 de
Salvia miltiorrhiza atua como ferruginol sintase, ao passo que CYP76AH4,
CYP76AH22, CYP76AH23 e CYP76AH24, de Rosmarinus officinalis e Salvia
fruticosa, também catalisam uma oxidacdo adicional e formam 11-hidroxiferruginol.
Embora essas enzimas apresentem alta similaridade de sequéncia (cerca de 80% de
identidade em média), elas diferem pela presenca dessa etapa oxidativa extra. De
modo analogo, outros trabalhos constataram que enzimas da subfamilia CYP76AK
em plantas do género Salvia divergem quanto ao grau de oxidacdo em C-20: enquanto
Hu et al. (2023) demonstrou que a enzima CYP76AK1 de S. miltiorrhiza catalsa
apenas a hidroxilagdo de 11-hidroxiferruginol, outras referéncias indicaram que a
enzima CYP76AKG6 de S. fruticosa e S. pomifera, bem como CYP76AK7 e CYP76AK8
de S. rosmarinus, catalisam oxidacfes sucessivas em C-20 até a formacédo de acido
carnosico (SCHELER et al., 2016; IGNEA et al., 2016; LI et al., 2022).

Esse indicativo que enzimas homologas da mesma espécie ou de outras nem
sempre apresentam a mesma atividade € uma motivacao adicional para se estudar
enzimas homoélogas as previamente caracterizadas na via do celastrol. Embora,
conforme jA mencionado, algumas enzimas da subfamilia CYP712K de T. wilfordii e
M. ilicifolia hidroxilem o mesmo carbono da friedelina, existe a possibilidade de que

outras enzimas homaologas apresentem uma atividade catalitica distinta.

Por fim, ainda ndo se elucidou a biossintese de triterpenos quinonametideos
provavelmente derivados do celastrol, como maitenina e pristimerina, detectados em
M. ilicifolia. Dessa forma, de modo coletivo, esses fatores motivam investigacoes
adicionais. Essa tese visa responder algumas dessas questdes e lancar luz sobre a
biossintese dos TQMs em M. ilicifolia usabdo abordagens atuais da engenharia

metabdlica e biologia sintética.
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1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivos gerais

Como parte da rede INCT-Bionat (Processo FAPESP #14/50926-0 e CNPq
#465637/2014-0) e vinculado ao CEPID-CIBFar (Processo FAPESP #13/07600-3), o

presente trabalho visa elucidar etapas adicionais da via biossintética de triterpenos

guinonametideos (TQMs) na espécie vegetal M. ilicifolia, viabilizando sua futura

producdo em larga escala e consequente aplicagédo terapéutica em virtude de suas

propriedades antitumorais.

1.6.2 Objetivos especificos

Clonar e caracterizar funcionalmente enzimas de M. ilicifolia
potencialmente envolvidas na biossintese dos TQMs e induzir a sua

expressdo em N. benthamiana;

Caracterizar as mesmas enzimas em S. cerevisiae visando validar a

caracterizagao funcional in planta;

Verificar a escalabilidade da producdo biotecnolégica de intermediarios
biossintéticos;

Verificar se 0os compostos produzidos via expressdo heterdloga de
enzimas de M. ilicifolia estéo originalmente presentes na espécie vegetal

nativa;

Propor uma via biogénese para os TQMs de M. ilicifolia.
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