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RESUMO

Os trabalhos de biossintese e compartimentalizacdo em espécies da familia
Celastraceae realizados pelo grupo de pesquisa da Profa. Maysa Furlan trouxeram
importantes elucidacfes no processo de formacado dos triterpenos quinonametideos,
metabdlitos secundarios que mostram exclusivo acumulo em espécies jovens dessa
familia e apresentam potencialidades bioldgicas, incluindo antitumoral,
antimicrobiana e anti-inflamatéria. Estudos bioldégicos recentes com foco na
avaliacdo antimicrobiana desenvolvidos pelo nosso grupo em colaboracdo com o
Prof. Rafael Guido do Instituto de Fisica da USP/Séo Carlos, demonstraram que o0s
triterpenos quinonametideos apresentam potencial atividade contra a bactéria
Xanthomonas albilineans, a qual estd presente no solo e é causadora da
escaldadura das folhas em plantacdes de cana de agucar trazendo limitacdes a
producdo de alcool e aclucar. Desta forma, o acumulo dos triterpenos
guinonametideos pode estar relacionado a uma resposta da planta ao ataque de
agentes infectantes como a X. albilineans, o que permitiria avaliar a sua via
biossintética pela alteracdo do nivel de expressdo génica responsavel por dirigir a
producdo desses metabdlitos. Com isso, o presente trabalho propde avaliar a
interacdo entre a espécie M. ilicifolia (Celastraceae) e a bactéria X. albilineans de
forma a investigar se a biossintese dos triterpenos quinonametideos pode ser
induzida e/ou otimizada pela acdo do microrganismo. Os experimentos foram
realizados pela interacdo entre cepas de X. albilineans e plantulas de M. ilicifolia e
posterior analise dos extratos de raizes e folhas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para detectar e quantificar os metabdlitos de interesse. Outrossim,
analises de expressédo génica da planta in natura e infectada foram realizadas para
avaliar se houve alteracdo da expressao de genes conhecidos da via dos triterpenos
em resposta a infec¢cdo. Os estudos demonstraram aumento da concentracdo em
até 48 vezes para a pristimerina e até 44 vezes para a maitenina apoés infeccéo das
plantulas de M. ilicifolia com X. albilineans, demonstrando que a interacao
planta/microrganismo pode potencializar a producao desta classe de substancias, o
gue corrobora os resultados antibacterianos previamente obtidos. Por outro lado,
ndo houve alteracdo significativa do nivel de expressédo dos genes que codificam a
friedelina sintase e a oxidorredutase CYP712K4, indicando que a quantidade dessas

enzimas pode nédo ser limitante para a via biossintética dos compostos em estudo.



Assim, os resultados do presente trabalho proporcionam a busca de outras enzimas

gue sejam determinantes para a biossintese dos triterpenos quinonametideos nas
condicdes de estresse bidtico.

Palavras-chave: Maytenus Iilicifolia, Xanthomonas albilineans, pristimerina,

maitenina, biossintese.



ABSTRACT

Studies dealing on biosynthesis and compartmentalization in species of the
Celastraceae family carried out by the research group of Profa. Maysa Furlan
brought important elucidation of the quinonemethide triterpenes pathway. These
compounds are secondary metabolites that show exclusive accumulation in
seedlings of Celastraceae species and show biological potentials, including
antitumor, antimicrobial and anti-inflammatory. Recent biological studies focusing on
antimicrobial evaluation developed by our research group, in collaboration with Prof.
Rafael Guido from the Physics Institute of USP/Sédo Carlos, demonstrated that the
guinonemethide triterpenes show potential activity against Xanthomonas albilineans,
which is present in the soil and infects sugarcane plantations, bringing limitations to
the production of alcohol and sugar. Thus, the present work proposes to evaluate the
in vivo interaction between M. ilicifolia (Celastraceae) and X. albilineans in order to
study whether the biosynthesis of quinonemethide triterpenes can be induced and/or
optimized by the action of such microorganism. These experiments were carried out
by contact between X. albilineans strains and M. ilicifolia seedlings and subsequent
analysis by high performance liquid chromatography coupled to a photodiode array
detector to detect the presence and concentration of the metabolites of interest.
Furthermore, gene expression analyzes of the in natura and infected plant were
performed to evaluate whether there was variation of the expression of known genes
of the triterpene pathway in response to infection. The studies showed an increase in
the production up to 48 times of pristimerin and up to 44 times of maytenin after
infection of M. ilicifolia seedlings with X. albilineans, demonstrating that the plant-
microorganism interaction can potentiate the production of this class of compounds,
which corroborates the antibacterial results previously obtained. Furthermore, there
was no significant change in the expression level of the genes that encode friedelin
synthase and CYP712K4 oxidoreductase, indicating that the amount of these
enzymes may not be limiting for the biosynthetic pathway of the compounds under
study. Thus, the results of this work provide the search for other enzymes that are
crucial for the biosynthesis of quinonemethide triterpenes under biotic stress

conditions.

Keywords: Maytenus ilicifolia, Xanthomonas albilineans, pristimerin, maytenin,

biosynthesis.
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1 - INTRODUCAO

A espécie Maytenus ilicifolia, popularmente conhecida como “espinheira-
santa”, € empregada para aliviar dores de estdmago, nauseas, Ulceras e gastrites
(Biral et al., 2018; Niero; Faloni de Andrade; Cechinel Filho, 2011). As cascas das
raizes, mostram o acumulo de triterpenos quinonametideos (TQMSs), considerados
marcadores quimicos de espécies da familia Celastraceae. Os TQMs demonstram
diversas potencialidades bioldgicas, incluindo atividades antioxidantes (Carvalho et
al., 2005; Santos et al., 2010; Klai¢; Morimoto; Silverman, 2012; Yang et al., 2020),
antiprotozoaria (Dos Santos et al., 2013; Nufiez et al., 2021), anti-inflamatoria
(Veloso et al., 2017; Coppede et al., 2014; Kim; Park; Kim, 2013; Zhan et al., 2018;
Huang et al., 2021; Zhao et al., 2021), contraceptiva (Mannowetz; Miller; Lishko,
2017), antimicrobiana e antibacteriana (Inacio et al.,, 2019; Morales et al., 2020;
Huang et al., 2021; Padilla-Montafio; Guerra; Mouijir, 2021), antitumoral (Cevatemre
et al., 2018; Park; Kim, 2018; Hernandes et al., 2020; Morales et al., 2020; Huang et
al.,, 2021; Zhao et al., 2021) e, em um trabalho recente ainda ndo publicado, a Dra
Vania Aparecida de Freitas Formenton Macedo dos Santos, realizou ensaio
antibacteriano contra Xanthomonas albilineans. Esses estudos mostraram que dois
TQMs, pristimerina (1) (ICso 1,0 mM) e maitenina (2) (ICso 0,46 mM) (Figura 1) sé&o
potencialmente ativos, sendo a maitenina duas vezes mais ativa que o padrao
positivo, tetraciclina (ICso 1,0 mM). Esses estudos foram desenvolvidos pelo nosso
grupo de pesquisa em colaboracdo com o Prof. Rafael Guido do IFSC/USP/Séao

Carlos (dados nao publicados).

Figura 1. Estrutura quimica da pristimerina (1), maitenina (2) e do padréo positivo tetraciclina com os

respectivos ICso contra Xanthomonas albilineans.

(1 (2) Tetraciclina
1C20=1,0mM IC50=0,46 mM [C50=1.0 mM
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1.1 - Triterpenos quinonametideos

Os triterpenos quinonametideos sdo conhecidos como celastroloides e
apresentam nas suas estruturas quimicas o nucleo 24-nor-D:A-friedo-oleanano
(Gunatilaka; Fernando; Kikuchi, 1996), sendo que o sistema quinonametideo
apresenta insaturacbes e funcbes oxigenadas nos C-2 e C-3. Os triterpenos
guinonametideos classificados como 6-oxofendlico-nor-triterpenoide e 7-oxo-
quinonametideo séo resultados das oxidagbes no C-6 e C-7, enquanto as
insaturacdes adicionais em C-14 (15) dao origem aos 14 (15)-enoquinonametideos.
Além dessas caracteristicas do sistema quinonametideo, normalmente apresenta o
C-29 oxidado a -CO2zH ou a -CO2Me que, apés descarboxilacdo, origina a série 29-
nor. Os C-15, C-21, C-22, C-23 e C-28 também sofrem oxidac¢des (Santos; Furlan;
Amorim, 2016) (Figura 2).

Figura 2. Estrutura quimica do 24-nor-D:A-friedo-oleanano.
29

RY
“‘

Fonte: Santos; Furlan; Amorim, 2016, p. 112.

1.2 - Biossintese dos triterpenos friedelanicos e quinonametideos

Os trabalhos de biossintese dos TQMs até entdo desenvolvidos (Corsino et
al., 2000; Buffa Filho et al., 2002; Buffa Filho et al., 2004; Jeller et al., 2004; Souza-
Moreira et al., 2016; Pina et al., 2016; Inacio et al., 2017; Souza-Moreira et al., 2018;
Alves et al., 2018; Inacio et al., 2019; Bicalho et al., 2019; Mazzeu et al., 2021)
demonstraram a biossintese compartimentalizada de triterpenos quinonametideos
nas raizes e friedelina nas folhas abrindo novas perspectivas de estudos, incluindo a
analise protedbmica, a qual, em trabalhos recentes, indicou que as raizes de M.
ilicifolia apresentam elevado teor de proteinas de defesa (Paz et al., 2013; Paz et al.,
2017; Santos, et al., 2021). O alto teor dessas proteinas pode estar associado a
necessidade de producédo de metabdlitos de defesa.
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Experimentos de engenharia metabdlica tém sido utilizados para a
superexpressao das sequéncias codificadoras de enzimas envolvidas na biossintese
dos TQMs e de seus precursores. A producdo do primeiro precursor, a friedelina,
em sistema heterélogo constituido por Saccharomyces cerevisae ja € realidade
(Alves et al., 2018; Souza-Moreira et al., 2016). Outrossim, a caracterizacdo da
CYP712K4, uma enzima identificada como oxidorredutase do tipo P450 de M.
ilicifolia, responséavel pelas etapas posteriores de oxidacdo da friedelina no C-29,
levou a producédo heterdloga do &cido maitendico, um intermediério importante da
via de biossintese de TQMs (Bicalho et al., 2019) (Figura 3).

Figura 3. Biossintese da friedelina e do acido maitendico, respectivamente precursor e intermediario

na via biossintética dos TQMs.
OPP

Y

. o OPP
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L —» — | —
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3-oxo-friedelan-29-al acido maitendico

Fonte: Adaptado de Alves et al., 2018; Bicalho et al., 2019; Mazzeu et al., 2021.

A via biossintética dos TQMs em plantas tem como precursor base a
friedelina e as etapas de oxidacdo em varias posi¢cdes séo catalisadas por enzimas

oxidoredutase do tipo citocromo P450 (Bicalho et al., 2019). As enzimas citocromo
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P450 ja descritas apresentam importantes funcdes na biossintese de TQMs como
oxidacbes em diferentes posicdes do esqueleto triterpénico e propostas
biossintéticas com oxidagbes no anel A dos triterpenos sugerem a origem do
sistema quinonametideo (Bicalho et al., 2019; Zhou et al., 2021; Hansen et al., 2020;
Miettinen et al., 2018; Thimmappa et al., 2014; Seki; Tamura; Muranaka, 2015;
Moses et al., 2013) (Figura 4).

Figura 4. Proposta de biossintese dos TQMs.

acido maitenéico acido wilférico C acido 3-hidroxi-2-oxo-D:A-
friedelan-3-en-29-6ico

P450-2 |

celastrol

P450-3

maitenina pristimerina

Proposta de biossintese para os TQMs pela atividade combinada dos citocromos P450s. O metabdlito
secundario em cinza, ainda nao foi identificado em plantas que produzem os TQMs. A seta tracejada
indica varias etapas enzimaticas.

Fonte: Adaptado de Jeller et al., 2004 e Bicalho et al., 2019.
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A compartimentalizacdo dos TQMs nas raizes pode estar relacionada também
a uma compartimentalizacdo da expressao dos genes das proteinas envolvidas na
sintese desses compostos visto que potencialmente geram uma resposta ao
estresse metabdlico, aumentando a tolerancia da planta aos estresses bidticos e
abidticos (Etalo; Jeon; Raaijmakers, 2018; Santos et al., 2021; Abdul Haseeb et al.,
2022). Assim, a biossintese dos TQMs pode desempenhar importante funcéo

biologica na protecdo da M. ilicifolia contra patégenos presentes no solo.

1.3 - InteragBes interespecificas na producdo de metabolitos secundarios

A expansao dos estudos em Quimica de Produtos Naturais ao longo dos anos
tem demonstrado diferentes funcdes ecoldgicas dos metabolitos secundarios de
plantas que podem estar envolvidos na protecdo e na atragédo de polinizadores. Os
microrganismos que habitam os tecidos da planta podem induzir vias biossintéticas
de tal forma a alterar o metaboloma da espécie vegetal ou induzir a bioproducéo de
metabdlitos ainda desconhecidos (Figura 5). O entendimento da funcédo bioldgica
pode se dar pela caracterizacdo genética e de enzimas envolvidas de forma a
introduzir novas perspectivas sobre os mecanismos com que essas substancias

atuam na natureza (Etalo; Jeon; Raaijmakers, 2018).

Figura 5. Alteracao das vias biossintéticas de espécies vegetais relacionada as interagfes ecoldgicas.
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Fonte: Etalo; Jeon; Raaijmakers, 2018.
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A rizosfera, ecossistema que compreende as raizes, solo e diversos
microrganismos, € rica em substancias que servem como fonte de carbono para o
crescimento microbiano. Por outro lado, o microbioma da rizosfera colabora na
defesa contra os patdgenos de raiz, aquisicdo de nutrientes, promoc¢do do
crescimento, inducao de resisténcia sistémica contra patdégenos e insetos herbivoros
gue se nutrem de material vegetal nas partes aéreas. Outrossim, pode aumentar a
tolerancia da planta ao estresse abidtico, como salinidade, seca e congelamento
(Valette et al., 2020; Wei et al., 2022).

A interacdo ecolégica entre vegetais e microrganismos da rizosfera €
responsavel por induzir a producdo de metabdlitos secundarios, biossintetizados nas
raizes, que exibem uma diversidade de atividades biol6gicas como resposta ao
estresse bidtico e abibdtico e podem impulsionar a producdo de substancias de
interesse agricola e/ou farmacéutica. No entanto, ainda pouco se sabe como os
microrganismos alteram a quimica das plantas. Contudo, ha relatos na literatura
sobre a importancia da colonizagcdo de microrganismos na qual a colonizacao
radicular é um passo fundamental para as associacdes benéficas e infec¢des por
patdogenos do solo. Tais interacBes envolvem a atracdo dos microrganismos por
plantas e ativacdo da resisténcia induzida por plantas com evasdo microbiana.
Pesquisas mais recentes visam compreender a alteracdo no metabolismo dos
organismos envolvidos nas interacdes simbibticas ou patogénicas a partir dos genes
responsaveis pela transcricdo de proteinas e enzimas vinculadas ao metabolismo
primario e secundario de plantas (Chagas et al., 2018; Abdul Haseeb et al., 2022;
Dhara; Raichaudhuri, 2021; Han et al., 2021; Wei et al., 2022; Etalo; Jeon;
Raaijmakers, 2018).

Nas raizes de Maytenus ilicifolia ha abundante presenca de metabdlitos,
incluindo os terpenos quinonametideos (Santos et al., 2010; Dos Santos et al., 2013;
Paz et al., 2017; Santos et al.,, 2021), alcaloides sesquiterpenicos piridinicos
(Corsino et al., 1998; Santos et al., 2012; Huang et al., 2021; Santos et al., 2021) e
flavonoides (Santos, et al.,, 2021). As enzimas responsaveis pela biossintese de
triterpenos, 2,3-oxidoesqualeno sintase e ciclizacdo da friedelina (precursor dos
triterpenos quinonametideos), friedelina sintase, foram identificadas em andlise

histoquimica realizada por Santos, V.A.F.F.M e colaboradores (2021). Neste
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trabalho, os triterpenos quinonametideos foram encontrados nas camadas externas
da periderme, regido vegetal constituida por suberina associada a ceras, cutina e
lignina que formam barreira protetora contra microrganismos patogénicos que
habitam o solo (Santos et al., 2021). Tais resultados, associados a atividade
antimicrobiana que estas substancias possuem, corroboram sua importante funcéo
biolégica na protecdo da espécie vegetal em resposta a estresses bidticos e

abioticos.

1.4 - Xanthomonas albilineans

A escaldadura das folhas é uma doenca vascular e letal que afeta folhas,
caules e raizes da cana de acUcar. Dentre os sintomas apresentados por plantas
infectadas, estdo o aparecimento de estrias brancas e ressecamento das folhas
(Figura 6). Essa doenca vascular e letal é causada por bactérias Xanthomonas
albilineans (Lin et al., 2018). A contaminacdo das plantacdes ocorre por estacas e
ferramentas de colheita infectadas (Mensi et al., 2016), incidindo de forma astuciosa,
pois as plantas infectadas podem apresentar os sintomas depois de estarem
doentes por anos (Rott et al., 2017). Estudos relatados na literatura demonstraram
uma elevada variedade genética deste patdbgeno no mundo todo dentre as quais
foram identificadas, no minimo, trés cepas sorolégicas e diversas variantes
virulentas associadas ao surto de escaldadura nas folhas. Destas linhagens foi
isolada uma fitotoxina, a albicidina, responséavel por inibir a diferenciacdo do
cloroplasto interrompendo a fotossintese (Rott et al., 2017).

Figura 6. Folha de cana de acucar infectada com X. albilineans.

Fonte: Rott, L. et al., 2017.
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Diante da tardia observacdo dos sintomas que contribui significativamente
para o alastramento da escaldadura das folhas nas plantacdes de cana de acgucar, a
rapida identificacdo do patdégeno € essencial para impedir a disseminacdo da
doenca. Para tanto, varios estudos de deteccdo de X. albilineans utilizando técnicas
de biologia molecular tém sido desenvolvidos (Lin et al., 2018), sendo a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) uma técnica que pode ser utilizada para detectar
microrganismos invasores em estagios iniciais da infeccdo, a partir de um molde
original de DNA ou RNA.

Outrossim, as funcdes celulares e teciduais sdo mediadas pela expressao
génica na qual o RNA é traduzido em uma proteina. O RNA possui a importante
funcdo de carregar a informacao contida no DNA para o processo de transcricdo e
posterior traducdo de proteinas especificas da célula tornando possivel investigar a
producdo dos metabdlitos secundarios de interesse na espécie vegetal em estudo.
Assim, o RNA isolado e purificado de fontes biolégicas serve como molde para a
sintese de cDNA e fornece perfis quantitativos e qualitativos de um polipeptidio
funcional utilizando a amplificacdo desse fragmento alvo pela PCR (Farrell, 2017).
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5 - CONCLUSAO

As analises de quantificacdo da pristimerina (1), maitenina (2) e friedelina (3)
das plantulas de Maytenus ilicifolia indicaram que existe uma possivel resposta
metabdlica induzida pelos estresses causados com as extracdes e infecgcbes com
Xanthomonas albilineans. As plantulas utilizadas como controle também tiveram as
concentracbes desses metabolitos alteradas apos a falsa infeccdo indicando a
biossintese destas substancias como resposta do estresse gerado com as coletas
de folhas e raizes para as extracbes dos metabolitos, DNA e RNA realizadas
durante este estudo. Contudo, as plantulas de trabalho mostraram concentracéo de
(1) e de (2) significativamente elevada indicando o metabolismo ativo em defesa
contra 0 patdgeno visto que sdo potentes agentes antibactericidas. Além disso, a
concentracéo de (3) € menor apls 0 ensaio com meio de cultura para as plantulas
de controle e de infeccdo com X. albilineans para as plantulas de trabalho indicando
gue esse metabdlito, precursor dos TQMs, esta sendo consumido para a producéo
dos metabdlitos antimicrobianos, (1) e (2) e pode indicar resposta de defesa das
plantulas contra o patdgeno. Na plantula Mi5 esses resultados sdo ainda mais
expressivos nos quais o aumento de (1) e (2) chegam a 43 e 45 vezes maior,
respectivamente. Enquanto isso, (3) passa a ter concentracdo 5 vezes menor
mostrando o metabolismo dessa plantula ainda mais ativo na producédo de (1) e (2).
Estes resultados demonstraram a biossintese compartimentalizada de (1), (2) e (3)
nas raizes e folhas das plantulas de M. ilicifolia que, associada a potente atividade
antibacteriana, estdo diretamente relacionadas com o aumento das concentracdes

de (1) e (2) nas raizes e diminuicdo na concentracao de (3) nas folhas de M. ilicifolia.

A confirmacédo da infeccdo obtida por PCR e a andlise de expressdo génica
corroboraram com a especificidade tecidual de (1), (2) e (3) nas raizes e folhas de M.
ilicifolia. O nivel de expressdo do gene codificador CYP712K4 variou
significativamente na raiz quando comparado antes e apds a infeccdo com X.
albilineans, enquanto o nivel de expressdo da MiFRS néo variou significativamente.
Além disso, o nivel de expressdo da CYP712K4 e da MIFRS néo variou
significativamente nas folhas demonstrando que a via biossintética esta
respondendo geneticamente a bactéria na raiz das plantulas. Contudo, o aumento

da expresséao do gene codificador CYP712K4 pode ser melhor avaliado com nimero
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maior de individuos e coleta do material vegetal no mesmo periodo de tempo.
Ademais, a resposta do mecanismo de defesa da planta a infeccdo e o aumento da
producdo de TQMs pode estar relacionado ao aumento da expressdo de outra
enzima da via metabdlica das plantulas de M. ilicifolia, especialmente envolvidas nas
etapas de oxidacdo dos anéis A e B do esqueleto carbbnico dos TQMs. Portanto,
novos estudos da via biossintética podem determinar outras enzimas codificadoras

de genes envolvidos na biossintese de TQMs.
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