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Chemical Ecology and Volatile Terpenes Biosynthesis of “Arnicas-da-Serra” from Brazil

Abstract: Lychnophora (Vernonieae: Asteraceae) is a genus endemic to “campos rupestres”, which are fragile
Habitats from Brazilian Savanas, the “Cerrado”. Leaves extracts of Lychnophora ericoides (“Arnica-da-serra”) are
commonly used as folk medicine and mainly as wound healer when in Hydro-alcoholic handcrafted medicines. The
essential oils from its leaves were chemically profiled as rich in sesquiterpenes. Such sesquiterpenes would always
be related to three possible carbon skeletons: bisabolene-like, cadinene-like, and caryophilllene-like carbon
skeletons. L. ericoides leaves essential oils are bioactive against invertebrate Acari. An anti-hypernociceptive ability
of its component orto-acetoxy bisabolol was also displayed by in vitro assays using Ratus malus macrophages.
Terpenes compounds are valuable in fine chemistry industry, e.g. Taxol® and Acheflan ®. Furthermore, terpene
synthases (TerpS) behind their biosynthesis are target of researches in plant sciences and biochemistry.
Identification of TerpS often led to conclusions with diverse impacts. Fundamental concepts on time-dependent
shifts of terpene productions in wild type species as well as the advances towards plant metabolites bioengineering
are examples of such impacts. Our brief review tends to provide the reader an overview of phytochemical relevance
of Lychnophora spp., regard both ecological and pharmaceutical traits. Furthermore, an introduction to dynamics
aspect of terpene biosynthesis in Asteraceae is furnished.

Keywords: Arnica-da-serra; bioactive terpenes; biosynthesis; combined “omics”.

Resumo

O género Lychnophora (Vernonieae: Asteraceae) apresenta plantas endémicas dos “campos rupestres”, habitat
fragil que floresce em meio ao bioma Cerrado, ameagado pela agdo antrépica. Extratos de folhas de Lychnophora
ericoides (“Arnica-da-serra”) sdo recorrentemente usados como “fitoterdpico” a despeito de registro perante os
O6rgdos competentes. Extratos hidroalcodlicos sdo utilizados como analgésico e anti-inflamatério. Os 6leos
essenciais de folhas sdo ricos em sesquiterpenos com predominancia dos derivados com esqueleto carbdnicos do
tipo bisabolano, cadinano e cariofilano. Dentre as atividades bioldgicas dos 6leos essenciais de L. ericoides
destacam-se a inibicdo do desenvolvimento de d4caros e o efeito anti-hipernociceptivo de um constituinte
majoritario do dleo, o orto-acetoxi bisabolol, em modelos in vitro utilizando macréfagos de Ratus malus. Esta ultima
atividade corrobora o uso popular. Os terpenos sdo uma das maiores classes de produtos naturais com valor
comercial na industria farmacéutica e cosmética e, portanto alvo constante de pesquisas. Estes estudos sobre o
metabolismo revelam que as terpeno sintases (TerpS), que sdo as enzimas responsdveis pela sua biossintese, sdo
alvo de pesquisas na area de plant science e bioquimica. A identificagdo das TerpS resultam frequentemente em
conclusdes de hipdteses com impactos diversos. Os conceitos fundamentais em fendOmenos de variabilidade
temporal da produgdo de terpenos em espécies selvagens, assim como os avangos na dire¢do da produgdo de
metabolitos secundarios por técnicas de bioengenharia, sdo dois exemplos destes impactos. A presente revisdao tem
de prover ao leitor uma visdo geral sobre a fitoquimica da fragdo volatil de folhas de Lychnophora spp., com
enfoque em aspectos ecoldgicos e farmacéuticos. Ndo obstante, intencionamos oferecer uma introdugdo aos
aspectos dinamicos da biossintese destes terpenos em Asteraceae (syn. Compositae).

Palavras-chave: Arnica-da-serra; terpenos bioativos; biossintese; ciéncias “omics”.
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Brasileira

As “Arnicas-da-Serra” do Brasil

i & BN

Perspectivas Futuras

1. A familia Asteraceae (syn.
Compositae) e sua
quimiodiversidade na Flora
Brasileira

Este item desta revisdo visa estabelecer a
relagio entre diversidade bioldgica e
diversidade quimica. Para tanto aqui sera
resumida a sistematica da familia Asteraceae
(syn: Compositae) que é a mais diversa
dentro da flora fanerogamica do globo.

A magnitude da biodiversidade brasileira é
tema classico e recorrente tanto em artigos
cientificos como na midia falada e escrita.
Um dos mais extensos e notérios trabalhos

A familia Asteraceae (syn. Compositae) e sua quimiodiversidade na Flora

Terpenos: Sua relevancia e a sua Biossintese

O proteoma e o transcriptoma no estudo da biossintese de terpenos

de levantamento floristico foi iniciado no
Brasil império pelos naturalistas Carl Friedrich
Philipp von Martius, August Wilhelm Eichler e
Ignatz Urban. Ao inicio do século XX o
trabalho resultou na publicacdo na imensa
obra Flora Brasiliensis. Hoje, todo material
levantado encontra-se digitalizado
(<http://florabrasiliensis.cria.org.br/>). Este
levantamento, o qual conta com tratamentos
taxondmicos de 22.767 espécies, ainda é
utilizado por pesquisadores atualmente, o
gue denota seu carater perene enquanto
obra.

Ademais, esta megabiodivesidade
brasileira ndo é conhecida com precisao, tal a
sua complexidade. Estima—se entre dois a dez
milhGes o numero de espécies distintas de
plantas, animais e microrganismos no planeta
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sendo que, segundo tal estimativa, o Brasil
seria detentor de 15 a 20% desta
biodiversidade.

A despeito deste cendrio, recentemente
foram somados esforcos de entidades de
diversos setores como institutos de Ensino e
Pesquisa (Universidade de Campinas-SP e O
Instituto Jardim Botanico do Rio de Janeiro-
RJ) e drgdos do Poder Publico como o Centro
Nacional de Conservacgao da Flora (CNCFlora).
Estes esforcos resultaram na atualiza¢cdo do
catdlogo da flora brasileira. A base de dados
criada sob a designacdo “Lista de Espécies da
Flora do Brasil”, conta com um sistema que
abriga a cifra de 45.773 espécies vegetais’,
sendo 32.682 espécies de Angiospermas.
Ainda neste sentido a recente publicacdo do
“Livro  Vermelho da Flora Brasileira”
aprofunda o debate sobre biodiversidade e
conservacdo do patriménio genético.?

Do ponto de vista da bioprospeccao,
constata-se que esta vastiddo de organismos
convivendo em habitats preservados fornece-
nos uma gigantesca fonte de moléculas, a
qual muitas vezes é denominada de
“quimiodiversidade”.* As propriedades fisico-
quimicas, bioldgicas e ecoldgicas de
moléculas  oriundas do  metabolismo
secunddrio dessas plantas devem ser objeto
de estudos de forma rapida considerando o
recente e crescente aumento dos danos a

este patrimbnio causados pela agdo
antrépica.’
Uma das  maiores familias de

Angiospermae, tanto em numeros de
espécies como em numero de géneros, é
Asteraceae (syn. Compositae). Esta distribui-
se biogeograficamente em todos os
continentes exceto a Antdrtida. Os censos e
estimativas de sua grandeza divergem. Funk
e colaboradores(2009)° estimam-na da
ordem de 24.000 espécies, ou até 10% das
angiospermas, distribuidas entre 1.600 e
1.700 géneros. Entretanto a base de dados
The Plant List (www.theplantlist.org)
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determina esta grandeza em 32.913 espécies
validas e 1.911 géneros.

No cenario da Flora Brasileira a familia
Asteraceae (syn. Compositae) se destaca
como a terceira maior representante entre as
angiospermas no Brasil, com 274 géneros e
2.028 espécies.7 Ademais, o0s autores
verificam que 64% espécies sdo endémicas da
flora Brasileira.

A grande diversidade morfoldgica e a
caracteristica cosmopolita de Asteraceae
(syn. Compositae) sdo refletidas em sua
peculiar habilidade de biossintetizar uma
ampla gama de metabdlitos secundarios
incluindo monoterpenos, diterpenos,
triterpenos, sesquiterpenos e lactonas
sesquiterpénicas além de flavonoides, acidos
fendlicos, benzofuranos e  alcaloides
pirolizidinicos (alcaloides restritos as tribos
Senecioneae e Eupatorie).® Dada esta grande
diversidade de perfis quimicos, os estudos
fitoquimicos de Asteraceae (syn. Compositae)
figuram entre alguns dos mais relevantes
dados utilizados na sistematica da familia.
Esta interpretacdo dos perfis quimicos com
vista em estudos evolutivos de plantas é
denominada quimiotaxonomia.?

2. As “Arnicas-da-Serra” do Brasil

Lychnophora spp. compde um género com
numero discutivel de espécies o qual estd
circunscrito na tribo Vernonieae e na
subtribo Lychnophorinae.

A tribo Vernonieae é representada por
cerca de 40 géneros e 450 espécies, sendo o
Brasil reconhecido como um de seus
principais centros de ocorréncia. Com uma
distribuicdo  tropical, apresenta ainda
espécies endémicas aos afloramentos
rochosos do Cerrado, os “campos

rupestres”.>*°
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Figura 1. Composicdo com trés registro fotograficos de individuos adultos de Lychnophora
spp. Acima a esquerda o capitulo floral de Lychnophora ericoides registrado pelos autores em
marco de 2009 no municipio de Furnas, MG. Acima a direita um afloramento de “campos
rupestres”, com detalhe para um individuo de L. ericoides exemplificando o habito
candelabriforme, na mesma localidade anterior registrado em abril de 2012. Abaixo um
capitulo floral de Lychnophora salicifolia registrado em abril de 2012 no municipio de Olhos

d'agua, MG. Fotos por Daniel Petinatti Pavarini

Lychnophorinae, subtribo pertencente a
tribo Vernonieae, destaca-se por sua
distribuicdo restrita ao territdério brasileiro.
Os estudos fitoquimicos abordam os
terpenos repetidamente, e apontam que esta
classe de metabdlitos apresenta-se na
subtribo com uma predominancia de
sesquiterpenos (65,8%)."* E comum o relato

de derivados de cariofileno nos estudos com
extratos de baixa polaridade e nos poucos
estudos sobre dleos essenciais em espécies
da tribo Lychnophorinae™ como, por
exemplo, em Eremanthus erythropappus,™
Eremanthus goyzensis™ e em Lychnophora
ericoides.'* Estes compostos ja foram
relacionados a diversos papéis
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semioquimicos portanto, sdo essenciais na
comunicacdo entre os seres vivos. Ademais,
estas fungBes semioquimicas ocorrem em
interacGes multitréficas, ou seja, mediando
relagGes de organismos vivos pertencentes a
diferentes niveis hierarquicos na teia
alimentar. E possivel citar a atracdo dos
predadores de herbivoros por emissdo de B-
cariofileno em acgdo sinérgica com a emissdo
de linalol induzida por ataque.'® Como agente
gerador de uma resposta de defesa por
mecanismo indireto é possivel citar ainda a
acdo atrativa que o (E)-B-cariofileno produz
sobre nematoides entomo patogénicos.'” O
sistema radicular das plantas de milho (Zea
mays) emite este terpeno na rizosfera em
resposta a acdo herbivora da Coleoptera
Diabrotica virgifera virgifera. Como efeito
final a planta se beneficia por atrair os
patégenos de seu predador. Uma interacao
tritréfica também mediada por derivados
cariofilano e analoga a supracitada ocorre
quando as folhas de Zea mays sdo atacadas
pela Lepdoptera Spodoptera littoralis.’® A
compreensdo destes fendbmenos a nivel
molecular é almejada pelo agronegdcio como
solucdo para as perdas na producdo deste
cereal.

As substancias oriundas do metabolismo
secunddrio sdo bioativas ndo somente em
relagbes ecoldgicas entre organismos vivos
mas também frente a células e alvos
terapéuticos em estudos controlados. A
capacidade de a¢do em modelos de estudo
terapéuticos que envolvem bioensaios in
vivo, in vitro e in silico demonstram que
varios compostos despertam o interesse da
industria farmacéutica.

O género Lychnophora compreende um
numero discutivel de espécies endémicas dos
“campos rupestres”, uma fitofisionomia do
cerrado.”™® As  espécies, geralmente
reconhecidas como “Arnicas-da-serra”, sao
utilizadas na forma de extratos
hidroalcodlicos de suas partes areas com
diversas finalidades terapéuticas.”**° Uma
série de atividades bioldgicas de espécies de
Lychnophora é registrada na literatura.
Destacamos algumas a seguir:

-Efeito tripanocida descrito em ensaios
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com lactonas sesquiterpénicas e flavonoides
de Lychnophora granmogolense,” e extratos
de L. passerina e L. Vilosissima®>*

-Comprovada atividade analgésica de
extratos aquosos de Lychnophora ericoides™.

-Capacidade antibacteriana de triterpenos
de Lychnophora pinaster.”

observado para
oriundos de

-Efeito  antifungico
derivados humuleno
Lychnophora salicifolia.”®

-Potencial moluscocida de Lychnophora
brunioides.”

-A atividade anti-inflamatdria pela qual as
espécies sdao mais conhecidas popularmente.
Averiguado para acidos cafeoilquinicos e
flavonoides de Lychnophora ericoides,”® em
uso de extratos etandlicos de L. Passerina,”
para lactonas sesquiterpénicas de L.
trichocarpha® e 4acido clorogénico de L.

salicifolia.>*

-Capacidade anticonvulsivante de 4&cido
cafeoilquinico de Lychnophora rupestris e L.
staavioides.*

-Efeito antihipernociceptivo de derivado
do bisabolano, em modelo in vitro,
majoritario na fracdo volatil de folhas de
Lychnophora ericoides.”

-Capacidade anti-carcinogénica

Lychnophora ericoides.®

A espécie Lychnophora ericoides é, dentre
as espécies do género, a mais utilizada na
medicina popular, na forma de extrato
hidroalcodlico de suas partes aéreas. L.
ericoides possui grande polimorfismo®
podendo ser facilmente confundida com
outras do mesmo género, principalmente L.
pseudovilosissima, L. vilosissima e L.
salicifolia, sendo que crescem em locais
xéricos, como campos pedregosos a
arenosos-graminosos.”*°

Lychnophora ericoides consta na lista
oficial do Ministério do Meio Ambiente®
como “ameacada de extin¢do”. Esta lista foi
elaborada a partir do relatério apresentado
ao ministério pelos pesquisadores da
fundacdo Biodiversitas, Belo Horizonte MG.
As conclusdes apresentadas nesse relatorio
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da fundagdo foram oriundas do debate de
um workshop realizado na capital mineira em
2005. Tais conclusGes enquadravam L.
ericoides na  categoria “Ameacada”.
Entretanto esta categoria possuia de acordo
com os pesquisadores trés niveis sendo que
L. ericoides foi considerada “vulneravel”, ou
seja, o nivel mais baixo de ameacga. Além do
desmatamento, hd uma massiva extragdo por
parte dos “erveiros” e “raizeiros” nativos da
regido de seu habitat.>™® Concluimos que a
afirmacdo de que existe alto risco de extincao
destoa da estratificacdo de riscos tracada
pelos taxonomistas no workshop mencionado
acima.

Complementarmente a necessidade de
preservacdo da espécie fomenta a
propagacao in vitro dos tecidos bem como a
manuten¢do de embrides em bancos
germopldsmicos.** Adicionalmente, o uso da
biotecnologia com o sentido de explorar de
forma sustentdvel o patrimbnio genético
ameacado é uma fronteira a ser explorada.

Os estudos fitoquimicos da Ultima metade
do século XX envolvendo L. ericoides haviam
sido restritos praticamente a investigacao
fitoquimica incremental de componentes nao
volateis, ou componentes fixos. Estes estudos
revelaram uma  composicdo  quimica
majoritaria de lactonas sesquiterpénicas e
flavonoides em fra¢gdes de média polaridade
de extratos de folhas’”*® enquanto
encontram-se em fragdes polares os acidos
cafeoilquinicos e as di-C-glicosilflavonas.'**
Compostos C-glicosilflavonas como vicenina 2
e 6,8-di-C-B-glicosil-crisina sdo conhecidos
pela sua capacidade antioxidante e anti-
inflamatdria em ensaios in vitro.">*** Ainda
sobre a fitoquimica hd o relato de Borsato e
colaboradores®* de que as raizes desta
espécie apresentam lignanas.

Historicamente houve uma falta de
interesse na investigacdo das fra¢Oes volateis
de folhas de Lychnophora spp. O espaco
quimico® ocupado pelos derivados
sesquiterpénicos volateis foi ocupado por
compostos descritos como componentes
apolares da fragdo dos compostos fixos. Os
trabalhos descritivos da fitoquimica de

Pavarini, D. P.; Lopes, N. P.

fracGes apolares de espécies de Lychnophora
como L. uniflora e L. Salicifolia,™ bem como L.
pinaster apontam a ocorréncia de
sesquiterpenos funcionalizados a partir das
olefinas de cariofileno.

Mais profundamente acerca do tema
localizagdo  tecidual dos  metabolitos
secunddrio em Lychnophora, um estudo
recente do nosso grupo de pesquisas
rastreou por MALDI imaging os flavonoides C-
glicosilados.** O estudo demonstra que o
adensamento destes compostos em tecidos
epidérmicos na face adaxial das folhas pode
estar relacionado a um mecanismo de
protecdo ao fator abidtico de estresse
radiacdo UV. Ha uma extensa discussao sobre
a importancia desse fator de estresse
disposta em revisbes diversas da
literatura.**°

Este recente estudo resulta em aspecto
convergente a outros estudos que envolvem
morfologia, anatomia e taxonomia de
espécies de Asteraceae (syn. Compositae) e
gue ja determinaram a localizacdo dos
tricomas glandulares.””*® Dentro da familia
Asteraceae (syn. Compositae), outros
tricomas glandulares ja foram descritos como
compartimentos que concentram terpenos e
expressam toda a maquinaria enzimatica da
via biossintética destes compostos em suas
células.’*® Em um horizonte além da familia
Asteraceae (syn. Compositae) pode-se
contemplar esta compartimentalizagdo dos
metabolitos no exemplo descrito para
tomates [Solanum spp. (Solanaceae)].”

Até recentemente era relatado que em
Lychnophora ericoides a concentracdo de
metabolitos secunddrios nos tricomas
glandulares de folhas era basicamente de
flavonoides.>

A compreensao da localizagdo dos tecidos
que compartimentalizam a producdo de
terpenos bioativos é crucial para o
desenvolvimento de estudos de
bioprospeccao.

Dentre os poucos trabalhos publicados
sobre os Compostos Organicos Volateis
(COVs) de partes aéreas de Lychnophora
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ericoides, destaca-se os sesquiterpenos e
monoterpenos que sdo observados em seu
6leo essencial.”™® Dentre os sesquiterpenos
majoritarios encontram-se a-cadinol, (E)-
nerolidol, éxido de cariofileno e uma série de
compostos que derivam do esqueleto
carbonico do tipo bisabolano.
Majoritariamente os derivados do bisabolano

OH
S
HO |

cadinol nerolidol

(B 58

ascurcumeno tunneml
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sdao a-bisabolol, ar-diidro-turmerona, ar-
curcumeno e ar-turmerol (Figura 2). O mais
comumente conhecido destes derivados de
bisabolano é o a-bisabolol, que inclusive é
descrito em Lychnophora ericoides. Este
composto é bioativo em ensaios de avaliacdo
de capacidade anti-inflamatéria.>*

< 0,

casiofileno demeno

40 G0

TRHNEnna bisabolol

Figura 2. Sesquiterpenos volateis majoritarios identificados em fragdes volateis de folhas de L.

ericoides

Oleos essenciais de L. ericoides que
ocorrem no municipio de S3do Jodo batista do
Gldria — MG apresentam atividade acaricida
frente a Tetranychus urticae (Tetranychidae)
em ensaios de efeito fumigante.>® A avaliacdo
quimica desta fracdo volatil levou a
identificacdo dos majoritarios da fragdo
volatil em Headspace acoplado ao dispositivo
de Micro Extracdo em Fase Soélida [HS-SPME
(Solid Phase Micro Extraction)]. Sete
monoterpenos e dois derivados de
bisabolano (sesquicineol e orto-acetoxi-
bisabolol) (Figura 3) foram identificados.”*>®
Foi ainda verificado que estes sesquiterpenos

51-53

estao presentes em preparados
hidroalcodlicos, o que instigou a realizacdo
de bioensaios do material isolado. A
avaliacdo do potencial anti-hipernociceptivo
in vitro utilizando-se macrofagos peritoneais,
isolados de ratos, em meio de cultura sugeriu

um efeito analgésico do orto-acetoxi-
bisabolol.”>>> A redugdo significativa dos
niveis dos mediadores IL-18 e TNF-a
produzidos pelas células isoladas &
responsavel pelo efeito de anti-

hipernocicep¢do, o que denota efeito fisico, e
nao cognitivo, sobre a da dor inflamatéria.>®
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Figura 3. Sesquiterpenos identificados recentemente em fragdes volateis de folhas de

Lychnophora ericoides

Derivados do tipo bisabolano sdo de
amplo interesse académico, cientifico e
tecnolégico. Um dos exemplos mais atuais
dentre as aplicacdes da classe de terpenos
inclui a exploracdo do potencial de uso do
esqueleto carbonico na industria de
biocombustiveis através da domesticagdo
biotecnologia das bisaboleno-sintases de
Picia abiens (Pinaceae) e Arabdopsis thaliana
(Brassicaceae) e transfectados em Escherichia
coli para geragdo do terpeno bisaboleno e
posterior emprego de redugdo catalitica para
geracdo do bisabolano.””’

Nos campos da ecologia quimica e da
fisiologia vegetal o estudo das terpeno
sintases e das repostas nos niveis de seus
produtos, 0s terpenos volateis
principalmente, tém avancado no sentido de
reforcar os papéis semio-quimicos destes
metabolitos principalmente no nivel tréfico
de comunicagdo “planta-inseto” implicando,
portanto, que ha aquisicio evolutiva dos
organismos que  biossintetizam  estes
compostos. Em um experimento de
campo envolvendo afericdo da capacidade de
respostas da emissdao de derivado do tipo
bisabolano das folhas de L. ericoides pode-se
notar um aumento expressivo no conteudo
do orto-acetoxi-bisabolol em Headspace de
folhas de L. ericoides agredidas
manualmente, com a finalidade de reproduzir
experimentalmente os efeitos da agressdo
por herbivoria.®®
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Ao passo em que as pesquisas sobre a

20,55

guimica da fragao voldtil de Lychnophora
ericoides sofreram avang¢o, a maior parte
destas contribuiu restritamente ao campo da
fitoquimica classica. Entretanto  estas
contribuicGes trazem a luz uma questdo de
cunho biossintético: a diversidade de
derivados do bisabolano observada estaria
relacionada a um tipo especifico de
bisaboleno sintase como ocorre em outras
espécies,” que apresenta isoformas com
determinado grau de conservagdo nas
populagdes de Lychnophora ericoides do
Brasil? Caso estas isoformas sejam as
responsaveis pela formagdo do esqueleto
bisabolano, seriam os citocromos os
responsaveis pela diversidade de fungdes
organicas como cetonas, alcodis e ésteres?
Haja vista tal diversidade de isoformas foi
descrita para derivados germacrano de
espécies domesticadas como a alface
[Lactuca sativa (Asteraceae)],”” o girassol
[Helianthus annus (Asteraceae)]®® e a
alcachofra [Cynara cardunculus
(Asteraceae)].’ Tais questdes podem ser
respondidas por estudos de protedmica
dirigida e comprovadas por estudos com RNA
e transcricdo reversa para geragcao de genes
clonados e consequente sequenciamento dos
mesmos.

Fundamentalmente a questdao se ampara
no conhecimento de que a biossintese dos
terpenos apresenta quatro grandes etapas,
sendo que as duas Ultimas s3o as
responsaveis pela enorme diversidade de
terpenos. S3o elas a reagdo de ciclizagdo do
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precursor fosfatado catalisada por Terpeno
sintases (TerpS) e a funcionalizacdo dos
esqueletos carboOnicos pelos citocromos
P450 65,67-69

3. Terpenos: Sua relevancia e a sua
Biossintese

Derivados do tipo bisabolano sdo de
amplo interesse académico, cientifico e
tecnolégico. Um dos exemplos mais atuais
dentre as aplicacdes da classe de terpenos
inclui a exploracdo do potencial de uso do
esqueleto carbbnico na indUstria de
biocombustiveis através da domesticacdo
biotecnologia das bisaboleno-sintases de
Picia abiens (Pinaceae) e Arabdopsis thaliana
(Brassicaceae) e transfectados em Escherichia
coli para geracao do terpeno bisaboleno e
posterior emprego de reducdo catalitica para
gerac3o do bisabolano.””’

Nos campos da ecologia quimica e da
fisiologia vegetal o estudo das terpeno
sintases e das repostas nos niveis de seus
produtos, os terpenos volateis
principalmente, tém avancado no sentido de
reforcar os papéis semio-quimicos destes
metabolitos principalmente no nivel tréfico
de comunicacdo “planta-inseto” implicando,
portanto, que ha aquisicio evolutiva dos
organismos que  biossintetizam  estes
compostos. Em um experimento de
campo envolvendo aferi¢do da capacidade de
respostas da emissdao de derivado do tipo
bisabolano das folhas de L. ericoides pode-se
notar um aumento expressivo no conteudo
do orto-acetoxi-bisabolol em Headspace de
folhas de L. ericoides agredidas
manualmente, com a finalidade de reproduzir

60-62
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experimentalmente os efeitos da agressao
por herbivoria.®®

Ao passo em que as pesquisas sobre a
guimica da fracdo volatil de Lychnophora
ericoides sofreram avang¢o, a maior parte
destas contribuiu restritamente ao campo da
fitoquimica  classica. Entretanto  estas
contribuicGes trazem a luz uma questdo de
cunho biossintético: a diversidade de
derivados do bisabolano observada estaria
relacionada a um tipo especifico de
bisaboleno sintase como ocorre em outras
espécies,*® que apresenta isoformas com
determinado grau de conservacdo nas
populacbes de Lychnophora ericoides do
Brasil? Caso estas isoformas sejam as
responsdveis pela formacdo do esqueleto
bisabolano, seriam os citocromos os
responsdveis pela diversidade de funcdes
organicas como cetonas, alcodis e ésteres?
Haja vista tal diversidade de isoformas foi
descrita para derivados germacrano de
espécies domesticadas como a alface
[Lactuca sativa (Asteraceae)],”® o girassol
[Helianthus annus (Asteraceae)]® e a
alcachofra [Cynara cardunculus
(Asteraceae)].’ Tais questdes podem ser
respondidas por estudos de protedmica
dirigida e comprovadas por estudos com RNA
e transcricao reversa para geragao de genes
clonados e consequente sequenciamento dos
mesmos.

Fundamentalmente a questdo se ampara
no conhecimento de que a biossintese dos
terpenos apresenta quatro grandes etapas,
sendo que as duas Ultimas s3o as
responsaveis pela enorme diversidade de
terpenos. Sao elas a reagdo de ciclizagdo do
precursor fosfatado catalisada por Terpeno
sintases (TerpS) e a funcionalizacdo dos
esqueletos carbOnicos pelos citocromos
P450.65'67_69
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Figura 4. Estrutura quimica representando uma série de terpenos com valor para a industria
farmacéutica

De acordo com Croteau e colaboradores®
a biossintese dos terpenoides a partir do
mais simples metabdlito primario pode ser
basicamente dividida em 4 etapas (Figura 5):
(a) sintese do precursor fundamental IPP; (b)
oligomerizacdo das unidades de IPP para
formacdo de séries homdlogas de prenilas

difosfatadas, por meio de adicGes
eletrofilicas; (c) ciclizagdo destes
prenildifosfatos  alilicos resultando na

formacgao dos esqueletos dos sequiterpenos
e; (d) modificagbes enzimaticas secundarias
(majoritariamente reagdes redox) que fazem
surgir as fungBes organicas das moléculas e a
quimiodiversidade desta familia de produtos
naturais.

A seguir, a Figura 5 ilustra com estruturas
de Lewis estas etapas da via biossintética dos

sesquiterpenos de Lychnophora spp. Em (c)
sdo exemplificados os processos catalisados
pelos TerpS para formacdo dos produtos
principais das fracGes ricas em
sesquiterpenos: derivados bisabolano,®*®
derivados cadinano,®® derivados cariofilano™®
e derivados germacrano.® Apesar de o laco
em comum ser o esqueleto insaturado, os
produtos sdo estereosisomeros dos alcenos:
bisabolenos, cadinenos, cariofilenos e
germacrenos. Em (d) sdo demonstrados os
produtos da germacreno A monoxidase
(GAO) que foi descrita em diversas espécies
de Asteraceae.®” Em (d) é possivel notar que
o produto das etapas oxidativas gera um
composto esterificado e hidroxilado o qual
espontaneamente forma uma lactona.
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(a)

0

germacrano A

Figura 5. As 4 etapas fundamentais da biogénese dos terpenoides. (a) sintese de IPP; (b)
oligomerizagdo das unidades de IPP; (c) ciclizagdo das prenilas alifaticas precursoras dos
esqueletos dos principais tipos de sesquiterpenos de Lychnophora spp. via catalise enzimatica
por germacreno sintase (GAS), cadineno sintase (CadS), bisaboleno sintase (BS) e cariofileno
sintase (CarS); e (d) formagdo de fung¢des organicas oxigenadas no exemplo de formagdo do
custanolideo a partir de germacreno A envolvendo trés etapas de oxidagdo catalisadas pela
germacreno A monoxidase (GAO). Este conjunto de reacbes gera a quimiodiversidade desta
familia de produtos naturais

Todo o processo de produgdo, que governam a emissdo de sesquiterpenos
armazenamento e liberacdo/volatilizacdo  por partes aéreas de plantas, ha uma
destes  sesquiterpenos oferece varidveis grosseira, porém didatica, divisdo: fatores

multiplas, as quais estdo sujeitas a
variabilidade temporal. Este espaco de tempo
se encaixa em diferentes intervalos, desde
circadianos a ultradianos. Dentre os fatores

bidticos e abidticos.’® Dentre os fatores
abidticos talvez o mais determinante seja a
temperatura. Baseado em aferigbes a partir
de galhos de laranjeiras ndo adultas, os

Rev. Virtual Quim. |Vol 8| |No. 1| |242-261|



LYa

autores Hansen e Seufert’” construiram uma
curva que expressa os niveis de B-cariofileno
emitidos pela planta em funcdo da
temperatura e puderam encontrar um
aumento de 5,6 vezes a partir do aumento de
10 °C na temperatura a qual foi submetida a
amostra. Outro exemplo deste controle
abidtico é a emissdo de sesquiterpenos por
folhas de Pinus taeda. Os valores apresentam
uma forte dependéncia com a temperatura,
sendo que os mdaximos sdo observados pela
manha e ao horario do crepusculo enquanto
durante a noite ocorre um declinio.®®

Os mecanismos de alocacdo de
precursores de fosfatos de prenila sdo
tépicos estudados atualmente, sendo que
hoje é possivel afirmar que a via de
biossintese a partir do acido mevalbnico
fornece unidades de IPP passiveis de
armazenamentos no citosol,”” o que pode
estar relacionado com os ritmos infradianos
de liberacdo de sesquiterpenos por partes
aéreas de Arabidopsis thaliana.®®

4. O proteoma e o transcriptoma
no estudo da biossintese de
terpenos

A  maior parte do conhecimento
relacionado a biossintese de produtos
naturais, incluindo os terpenos das espécies
endémicas que compde a Flora Brasileira, foi
gerada dentro de um modelo experimental.
Este modelo é a andlise de fluxo metabdlico
por meio da incorporacdao de precursores
com marcagio radioisotdpica.”

Recentemente, foram tomados esforgos
relacionados a caracterizagdo estrutural e
funcional de enzimas chave das rotas
metabdlicas a exemplo de Zulak e
colaboradores.”® Este empenho acabou por
gerar um nicho para o uso de técnicas de
biologia molecular na compreensdao do
biossintese de terpenos.

Este novo ambito da pesquisa de Produtos
Naturais bioativos é permeado por estudos

Pavarini, D. P.; Lopes, N. P.

bioldgicos como a compreensdo do Proteoma
e do Transcriptoma.

Andlises de proteomas podem ser
consideradas como o tipo mais fundamental
de estudo para determinacdo de diferencgas
entre os organismos vivos. A caracterizagao
gendmica dos organismos vivos proporciona
a determinacdo do cédigo genético, o que,
notoriamente, ndo determina per si o
fendtipo deste organismo. Por exemplo: um
Unico organismo podera apresentar em
resposta a estimulos internos ou externos, a
ativacdo da transcricdo de uma série de
proteinas o que nos leva a afirmar que um
organismo com seu genoma, em situacdes
diferentes, pode apresentar mais que um
proteoma.”

As técnicas empregadas nas andlises
protedmicas incluem as de separacdo, ou
seja, Eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE), High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), e também incluem
as técnicas de caracterizacdo das proteinas,
as quais se baseiam na espectrometria de
massas.”® Atualmente Matrix Assisted Laser
Dessorption lonisation — Time of Flight
(MALDI-TOF) é a técnica espectrométrica
mais utilizada nos estudos de caracterizacao
de proteinas. Segundo alguns autores® o
papel desta técnica na area da protedmica é,
de fato, indispensavel. Entretanto sua
condigdo indispensavel ainda suscita debate
no meio académico.

Ainda ponto passivel de debate é a
necessidade prévia de separagdo das
proteinas em mistura. De um lado a
separac¢do bidimensional previa de proteinas
por PAGE possibilita a geracdo de mapas de
distribuicdo de proteinas com coordenadas
referentes ao seu ponto isolelétrico e seu
peso molecular.”® De outro lado a técnica de
shot gun traz a tona a capacidade de
identificar as proteinas de interesse sem uma
prévia separacdo das mesmas.””> O uso de
digestdo com tripsina das proteinas em
mistura ja seria suficiente para a gerac¢do dos
peptideos identificaveis.

A andlise prote6mica de qualquer célula
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compreende nada menos  que o
levantamento de todas as proteinas que esta
célula expressa no momento. Observando o
fato de que esta tarefa é dificil de ser
executada rapidamente, recentemente os
estudos vém sendo direcionados a uma
organela celular ou até mesmo, por vezes, a
uma proteina de interesse. Esse tipo de
levantamento pode ser denominado como
“andlise sub-proteémica” ou ainda “andlise
protedmica dirigida”. °*°*%’ Estas analises
diferenciam-se  sumariamente por ser
respectivamente uma busca por proteinas a
nivel subcelular e a outra busca por proteinas
especificas. Alguns dados estruturais das
proteinas sdo passiveis de predicdo através
de software de andlise de mapas proteicos
em géis eletroforéticos bidimensionais. Essa
possibilidade viabiliza ainda mais estudos
direcionados como os de sub-proteémica e
ainda de “protedmica dirigida”.

Todo e qualquer estudo sub-protedmico
ou de “protedbmica dirigida” é realizado
visando demonstrar a ocorréncia de uma
proteina, seja ela estrutural ou ainda uma
enzima envolvida em um evento bioquimico
determinado daquela célula, ou organela, em
estudo. Entretanto a necessidade da
caracterizacdo da funcdo deste alvo é crucial
para os estudos de biossintese de produtos
naturais, caso contrdrio as hipdteses de rotas
biossintéticas nao podem ser
confirmadas/derrubadas por estes estudos. A
partir da prospec¢ao de transcritos expressos
em tecidos vegetais de interesse de estudo, o
transcriptoma se torna matéria prima das
pesquisas que visam a caracterizagdo
funcional de enzimas.”

Os avangos na pesquisa de sesquiterpeno-
sintase (SesS) tém sido através de estudos de
clonagem de genes responsaveis pela
transcricao destas enzimas, sendo que estes
genes sao obtidos geralmente pela
transcricdo reversa de RNA mensageiro
(RNAmM). Em 1998 a primeira bisaboleno-
sintase foi clonada através da obtencdo de
cDNAs e subsequente expressdo heterdloga
em organismos fermentadores.”* Desde
entdo foram descritas, de forma precisa e
extensiva, outras isoformas desta terpeno
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sintase responsavel pela etapa determinante
na biogénese de derivados bisabolano.®
Como exemplo de sucesso na caracterizagdo
das SesS por essa estratégia podemos citar as
bisaboleno-sintases isoladas a partir do caule
de Abies grandis,® das raizes de Arabidopsis
thaliana (Brassicaceae)®® e de plantulas de
Picea abies (Pinaceae),” e ainda a cadineno
sintase isolada de Eleutherococcus
trifoliatus'® e de sementes de algoddo
(Gossypium sp.).®® Entre os derivados que
sesquiterpénicos frequentemente
encontrados na fracao volatil, ou ainda fixa
apolar, de folhas de Lychnophora spp., de
forma majoritdria, temos exemplos de
sucesso na clonagem de cariofileno sintases e
germacreno sintases. Entretanto estes
exemplos também se tratam de resultados
de pesquisas com espécies domésticas como
o milho (Zea mays)'® e a alface [Lactuca
sativa(Asteraceae)],” respectivamente.

Ao curso de uma determinacdo de
enzimas de rotas biossintéticas definidas de
espécies vegetais através da caracterizacdo
funcional, os procedimentos que sucedem o
colecionamento de DNAs complementares,
os conhecidos cDNAs, adquiridos a partir dos
transcritos, sdo basicamente a transfecgao e
expressdo heteréloga dos genes. Pode-se
definir a transfeccdo como um procedimento
de transgenia que envolve a inser¢do destes
genes de interesse em material genético,
geralmente plasmidial, de “organismos
hospedeiros”.'® A conveniéncia da escolha
dos microrganismos hospedeiros dos genes é
baseada em viabilidade da inser¢do dos
genes e compatibilidade da via biossintética
do hospedeiro com a via de estudo. A grande
maior parte de modelos emprega Escherichia
coli  ou Saccharomyces cerevisige.®®
Alternativamente, ja foi descrito a
capacidade de expressao dos genes clonados

em plantas receptoras do vetor como
Nicotiana  benthamiana.® A  ativacdo
gendbmica do DNA recombinante, apds

periodo de incubacdo, gera a transcricdo dos
genes que sao traduzidos nas enzimas da via
de biossintese, via esta que pode ser
utilizada, agora pelo organismo transgénico,
na conversao de substrato em produto
mediante suplementagdo adequada dos
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meios de cultura. O resultado final é a
formacdo dos metabolitos secunddrios
originalmente encontrados na espécie
vegetal estudada. Esta estratégia tem sido
utilizada de forma ampla na caracterizacdo
funcional de enzimas.'®

5. Perspectivas Futuras

Nesse contexto se destaca a gama de
Bioatividade dos derivados de bisabolano
como, por exemplo, os estereoisdmeros do
o-bisabolol com efeitos anti-inflamatdrio,
analgésico e antibidtico.”

A despeito do carater raro, os trabalhos
gue se propdes a determinar a ocorréncia de
terpeno sintases e enzimas da rota
biossintética de terpenos em espécimes
selvagens da flora Brasileira deverdo ser
fundamentados no potencial da
bioengenharia.'®'®  Sabe-se que esta
apresenta uma perspectiva inovadora para a
manipulacdo de organismos geneticamente
modificados em favor da producdo de
moléculas de interesse comercial.
Considerando que esta realidade ¢é
estreitamente atrelada a estudos na area da
Pesquisa Fundamental, e ndo aplicada, estes
trabalho em fase de desenvolvimento deve
caminhar no sentido de estabelecer quais sdo
as entidades enzimaticas que sdo
responsaveis pela diversidade quimica
através de técnicas espectrométricas e de
biologia molecular.

Destaca-se, mais uma vez, a importancia
destas micromoléculas que podem exercer
papel na interacdo “planta-inseto”, ou ainda
“planta-planta”, bem como sua proeminéncia
para a terapéutica e a agroquimica. A
possibilidade de domesticacao dos genes em
favor de producdo biotecnoldgica destas
micromoléculas incita ainda mais o alcance
dos objetivos destes trabalhos.

Por fim, cabe aqui ressaltar as implicacGes
terapéuticas que o estudo da fragdo volatil
oriunda de folhas de Lychnophopra ericoides
pode apresentar. Uma série de constituintes
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identificados dentro de grupos vegetais
proximos a esta espécie é comum a fracao
volatil de folhas de Cordia verbenaceae
(Boraginaceae).”* O humuleno e cariofileno
sdo considerados “ativos” da formulagdo
comercialmente disponivel com nome
fantasia de Acheflan®. Ademais a presenca de
bisabolol nestas fra¢gdes converge para a
habilidade anti-inflamatdria conclamada pela
populacdo que utiliza o preparado de folhas
de Lychnophora ericoides como fitoterapico.
A fracdo volatil de Lychnophora ericoides foi
negligenciada nos estudos fitoquimicos e
farmacolégicos durante as ultimas décadas.
Entretanto, os trabalhos recentes fomentam
a realizacdo de estudos para além da
investigacdao do potencial bioativo das LSTs e
dos flavonoides da espécie.
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