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RESUMO

Diversas espécies do género Pilocarpus Vahl sdo nativas do territério brasileiro.
Popularmente conhecidas como jaborandi, elas apresentam, dentre outros metabodlitos
secundérios, o alcaloide pilocarpina. A pilocarpina, de acdo farmacoldgica, possui alto valor
econOmico, sendo extraida e comercializada no Brasil a partir de dreas cultivadas ou
programas de colheita sustentdvel. Nao hd até o presente momento a definicdo dos genes
atuantes na rota de biossintese de pilocarpina, o que traria ganhos em trabalhos futuros para o
aumento da quantidade deste alcaloide em jaborandi. Dessa forma, o presente trabalho teve
como objetivo elencar genes que possam atuar na rota de biossintese de pilocarpina. Para isso,
foram realizados estudos com o intuito de alterar a concentracdo dos alcaloides em jaborandi,
além de estudos no ambito da protedmica e transcritoma, em que folhas de duas espécies de
jaborandi (P. spicatus e P. microphyllus) foram utilizadas ao longo do trabalho por
apresentarem concentracdes discrepantes do alcaloide. O foco das buscas foi para enzimas
que pudessem atuar na desaminacdo dos aminodcidos L-histidina e L-treonina (possiveis
precursores) e iniciar a via de biossintese de pilocarpina, ou para enzimas que pudessem atuar
dentro da via, tendo como principais alvos as enzimas CYP450 que sdo conhecidas por
estarem envolvidas em diversas vias de metabdlitos secundérios. Os dados de protedmica do
presente trabalho retornaram o total de 4.168 proteinas que foram analisadas e classificadas
em seus respectivos processos bioldgicos. A partir dos dados de transcritoma foi realizada a
montagem de novo das reads sequenciadas e realizadas as andlises para a obtencdo dos genes
diferencialmente expressos entre as duas espécies estudadas, que somaram o total de 13.497
sequéncias. Destas, 7.777 foram mapeadas e verificadas com o intuito de encontrar genes
participantes da via de biossintese de pilocarpina. Enzimas como treonina amonia-liase e
fenilalanina amodnia-liase foram encontradas nos dados sequenciados, podendo atuar no
catabolismo dos aminodcidos precursores da via de alcaloides em jaborandi. Outros 45
transcritos foram alvos do presente estudo por terem sido mapeados como enzimas CYP450.
Diversas CYP450 vistas nos dados de RNAseq de jaborandi ja foram descritas em outros
trabalhos atuando em vias de biossintese de diferentes alcaloides. O presente trabalho traz,
portanto, um banco de dados de genes e proteinas de duas espécies de jaborandi com
indicacdes para as enzimas que poderiam atuar na via de biossintese de pilocarpina e dos

demais alcaloides em jaborandi e que servirdo de base para trabalhos futuros.



ABSTRACT

Several Pilocarpus Vahl species are native to Brazilian territory. Popularly known
as jaborandi, they have among other secondary metabolites, the alkaloid pilocarpine.
Pilocarpine has pharmacological interest and is extract and commercialized in Brazil from
cultivated areas and/or sustainable harvest programs. Until now there is no definition of the
genes that are involved in natural pilocarpine production, being important to uncover the
biosynthetic pathway to optimize pilocarpine concentrations in jaborandi leaves. The present
study aims to score genes that may be present at pilocarpine biosynthetic pathway through
assays of modulation of alkaloids concentration in leaves and through proteomics and
transcriptomics data. Two jaborandi species (P. spicatus and P. microphyllus) were chosen to
this study by their contrasting pilocarpine concentrations. All generated data were used to
search enzymes from amino acids catabolism, in special from L-threonine and L-histidine that
could be involved as jaborandi alkaloids precursors or CYP450 enzymes that can be present
along the pathway. Proteomics data provided a total of 4,168 proteins that were analyzed and
classified at their respective biological process. From transcriptomic data, the sequenced reads
were de novo assembled and analyzed to obtain a list of different expressed genes between the
two studied species. From 13,497 different expressed genes, 7,777 were mapped and used to
search genes presented in pilocarpine biosynthetic pathway. Threonine ammonia-lyase and
phenylalanine ammonia-lyase were found at the sequenced data. Those enzymes can act in the
amino acids catabolism in jaborandi alkaloids pathway. CYP450s were mapped through 45
genes with different expression levels between the two jaborandi studied species. Most of the
CYP450 genes found in this work were described in other species to be involved in alkaloids
biosynthetic pathways. Therefore, the present work brings a database of genes and proteins
from two jaborandi species with indication for enzymes that could be acting in the pilocarpine

biosynthetic pathway and that can be used in future works.
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1 INTRODUCAO

Jaborandi é o nome popularmente dado as espécies do género Pilocarpus Vahl,
pertencente a familia das Rutdceas. De porte arbustivo, as plantas deste gé€nero podem atingir
de 3 a 7,5 metros de altura. O género Pilocarpus possui 17 espécies, ocorrendo do México a
Argentina, com ampla distribuicdo no territdrio brasileiro, sendo encontradas tanto em areas
abertas e de vegetacdo baixa quanto em dreas com vegetacdo densa, como a floresta
amazoOnica e mata atlantica (figura 1A) (Oliveira 2007; Pinheiro 1997; Pirani e Groppo 2020).
Das 17 espécies apenas P. demerarae Sandwith e P. racemosus Vahl ndo ocorrem no Brasil
(Pirani e Groppo 2020).

No territério brasileiro, a ocorréncia se da desde o norte do Para até o Rio Grande
do Sul, com maior concentracdo na regido nordeste do pais (figura 1B) (Pinheiro 1997; Pirani
e Groppo 2020). O estado do Maranhao foi caracterizado como o grande centro de producdo
de folhas de jaborandi, compondo 95% de toda a produg¢do nacional até 1992 (Pinheiro 1997).

Segundo dados do IBGE, em 2014, 2015 e 2016 foram extraidos 252, 238 e 229
toneladas (t) de folhas de jaborandi no Brasil, respectivamente (IBGE 2014; IBGE 2016).
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Figura 1. Distribuicdo do nimero de espécies do género Pilocarpus entre os
dominios fitogeograficos do Brasil (A) e entre as regides brasileiras (B). Fonte: Pirani e

Groppo (2020).

Na figura 2 € possivel observar a distribuicdo geografica no territério brasileiro
das duas espécies de jaborandi que serdo alvo do presente estudo: P. spicatus (figura 2A),
espécie nativa, endémica do Brasil, podendo ser chamada de arengueiro, catinga-de-porco,

jaborandi-da-restinga e pimentinha; e P. microphyllus (figura 2B), espécie nativa, ndo
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endémica, considerada como “em perigo” de extin¢do pelo Ministério do Meio Ambiente,

podendo ser chamada de arruda e arruda-brava (Pirani e Groppo 2020).

Figura 2. Distribuicdo geogrifica em territério brasileiro das espécies de

jaborandi: P. spicatus (A) e P. microphyllus (B). Fonte: Pirani e Groppo (2020).

Entre os vérios metabdlitos secundédrios encontrados nas folhas das espécies do
género Pilocarpus, o alcaloide pilocarpina é o de maior interesse econdmico (Santos e
Moreno 2004). O jaborandi € a unica fonte natural de pilocarpina, um alcaloide imidazdlico
ativador do sistema nervoso autdbnomo parassimpatico, utilizado pela industria farmacéutica
no tratamento de doencas como glaucoma e xerostomia. Um dos seus efeitos € a estimulacdo
das glandulas lacrimais, de suor e salivares (Valdez et al. 1993).

Naturalmente sao encontradas variacdes na concentracdo deste alcaloide (2 a 70%
do total de alcaloides presentes nas plantas) entre as espécies de jaborandi, sendo que P.
jaborandi, P. racemosus, P. trachyllophus e P. microphyllus apresentam as maiores
concentracdes e P. spicatus apresenta apenas tracos do alcaloide (Sawaya et al. 2011). Esta
informacao justifica a escolha das espécies P. microphyllus e P. spicatus para este estudo, ja
que apresentam concentragdes discrepantes do alcaloide pilocarpina.

Os fatores que controlam a concentragdo do alcaloide nas folhas de jaborandi sdo
desconhecidos. De forma geral, a concentracdo de alcaloides em plantas pode responder a
diversos tratamentos bidticos e abidticos, como variagdes de temperatura, estresse osmatico,
nutricional e presenga de indutores, como metiljasmonato e dcido abscisico (Avancini et al.

2003; Idrees et al. 2013; Namdeo 2007).
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O alto valor econdmico associado a pilocarpina incentivou por muito tempo a
atividade extrativista de suas folhas, levando ao risco de extincdo (Pinheiro 1997; Pinheiro
2002). O sistema de exploracao extrativista do jaborandi tinha como problema central a coleta
excessiva e frequente de folhas de uma mesma planta ou grupo de plantas, o que ndo permitia
o tempo necessdrio para o completo desenvolvimento foliar. Como consequéncia ocorria alta
taxa de mortalidade, além da reducdo de altura e vigor das plantas e redu¢do do tamanho de
novas folhas, levando a inclusdo de espécies do género Pilocarpus em listas de plantas
ameacadas de extincdo (Centroflora 2020; Pinheiro 2002). Dentre as espécies ameacgadas
estdo: P. jaborandi Holm., P. microphyllus tapf ex Wardl. e P. trachylophus Holmes (Pirani e
Groppo 2020).

Apesar da ameaca as espécies, apenas entre os anos de 1989/90 um programa foi
iniciado para a domesticacdo do jaborandi. Este processo foi feito pela empresa Merck,
principal companhia na época atuando com a exploragdo do jaborandi e a extracdo de
pilocarpina (Pinheiro 1997; Pinheiro 2002). A Merck € detentora da patente US5059531A de
1991, que tem como principal reinvindica¢do o isolamento de pilocarpina a partir do cultivo
in vitro de células vegetais de Pilocarpus (Reuther 1991).

Atualmente o grupo Centroflora e a empresa Sourcetech atuam na extracdo e
comercializa¢do de pilocarpina no Brasil. Em conjunto com comunidades de trés estados do
nordeste brasileiro, o grupo Centroflora criou em 2008 um programa de valorizacdo do
jaborandi, com o incentivo da colheita sustentdvel das folhas. Por esta acdo, em 2015 a
empresa recebeu o Prémio Nacional da Biodiversidade (Centroflora 2020). J4 a empresa
Sourcetech cultiva jaborandi no municipio Barra do Corda no Maranhdo, em uma fazenda de
465 hectares, com atividade de colheita mecanizada (Sourcetech 2020).

O valor medicinal de espécies nativas brasileiras em associacdo a ag¢do predatéria
do homem tem motivado o estudo destas plantas visando sua preservacao e mostrando que €
essencial ter acesso a métodos que permitem o rdpido isolamento e identificacdo dos produtos
bioativos naturais (Hostettmann er al. 1997; Souza et al. 2003).

O estudo de compostos como a pilocarpina tem requerido cada vez mais
conhecimento do aparato gé€nico envolvido nas vias de biossintese. Dentre as técnicas
amplamente usadas, destaca-se o RNAseq, uma técnica de sequenciamento de alta geracdo
que se mostra vantajosa para a andlise global de expressao génica (transcritoma) (Guo et al.
2014; Wang et al. 2009). Através do RNAseq € possivel identificar e quantificar os transcritos
em um determinado momento do genoma, analisando entre outros pontos, 0s genes

diferencialmente expressos de tratamentos de interesse (Maroli et al. 2018).
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Apesar de alguns estudos apontarem para o aminodcido L-histidina como um
possivel precursor para a producdo de pilocarpina pela similaridade entre a estrutura do
aminoécido e o anel imidazdlico do alcaloide (Sawaya et al. 2011), pouco se sabe ainda sobre
a rota de biossintese da pilocarpina e dos demais alcaloides imidazélicos de jaborandi.

Dados de transcritoma associados a estudos de metaboldomica podem auxiliar na
descoberta dos genes envolvidos em vias metabodlicas (Lau e Sattely 2015; Marques et al.
2013). Esta técnica se mostra bastante vantajosa para o estudo de grandes familias génicas,
como € o caso de enzimas do citocromo P450 (CYP450), que formam uma superfamilia de
proteinas com aproximadamente 245 genes e 28 pseudogenes presentes em Arabidopsis
thaliana. Estas enzimas estdo envolvidas no metabolismo secundério de plantas, como na
biossintese de cumarinas, flavonoides, ésteres fendlicos e alcaloides (Ehlting et al. 2006;
Werck-Reichhart et al. 2002). O estudo da expressao diferencial de enzimas como as CYP450
entre as espécies de jaborandi pode trazer respostas quanto a via de biossintese de pilocarpina,
J4 que as reagdes catalisadas por elas se mostram presentes no pouco que se conhece sobre a
biossintese desse alcaloide.

A interacdo de diversas dmicas vem sendo amplamente utilizada para diferentes
estudos em plantas, como: estresses abidticos, variagdes fenotipicas, interagdo planta-
patégeno, entre outros (Su et al. 2018; Wang et al. 2020; Xiaoxia et al. 2020; Zhuang et al.
2014).

O presente trabalho tem como propdsito analisar os dados de protedmica e
transcritomica de duas espécies de jaborandi, P. microphyllus e P. spicatus, que se
diferenciam pela quantidade de pilocarpina produzida, além dos dados de extracdo de
alcaloides de ambas as espécies. A hipdtese a ser testada € que através dos resultados gerados
serd possivel trazer uma compreensao maior da rota de biossintese de pilocarpina, nomeando

0s precursores € as enzimas participantes da via de alcaloides em jaborandi.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pilocarpina e sua biossintese

Os alcaloides sao metabdlitos secunddrios sintetizados a partir de aminodcidos,
compostos por um ou mais dtomos de nitrogénio. Os alcaloides geralmente tem natureza
basica, sendo armazenados na forma protonada frequentemente no vactolo das células (Heldt
e Heldt 2005). Sao classificados pelo seu anel heterociclico, sendo a pilocarpina, um dos
alcaloides presentes em espécies de jaborandi, pertencente ao grupo dos alcaloides
imidazdlicos, por ter um anel imidazélico. O género Pilocarpus € o Unico género de plantas
com a presenga de alcaloides com este tipo de anel heterociclico (Allevato et al. 2019a).

As folhas de jaborandi vém sendo utilizadas hd muito tempo por indios sul-
americanos. Entretanto, ndo se tem relatos de uma finalidade especifica para o seu uso na
época. Ha sugestdes de que eram utilizadas para o tratamento de diversas doengas, existindo
registros do conhecimento sobre o seu efeito na salivacdo e no aumento do suor. A introdugdo
de folhas de jaborandi na Europa se deu através do médico Symphronio Olympio Cezar
Coutinho, por volta de 1873, sendo a descoberta da pilocarpina dada independentemente por
Hardy e Gerrard em 1875 (Holmstedt et al. 1979).

A pilocarpina ativa o sistema nervoso auténomo parassimpatico, que é
responsavel pela homeostase das funcdes do corpo (Segal ef al. 1996). Ela é amplamente
utilizada no tratamento de certos tipos de glaucoma, atuando na reducdo da pressao
intraocular, em procedimentos cirdrgicos (na contragdo de pupila), e no tratamento da
xerostomia, principalmente em pacientes que passam por radioterapia, pois promove aumento
da salivacdo (Holmstedt er al. 1979; Valdez et al. 1993). Mais recentemente um estudo in
silico mostrou que alguns alcaloides imidazdlicos de jaborandi (epiisopiloturina,
epiisopilosina, isopilosina e pilosina) poderiam ser potenciais inibidores contra a protease
MP® do virus SARS-CoV-2 causador da COVID-19 (de S4 et al. 2021).

Seguindo um padrdo geral para alcaloides, a maior concentragdo de pilocarpina é
encontrada em tecidos jovens (Abreu et al. 2011), porém, pouco se sabe sobre o controle
metabdlico desse alcaloide nas folhas de jaborandi. Abreu et al. (2007b) compararam
amostras de P. microphyllus coletadas em diferentes épocas do ano, e mostraram variagcdes na
concentragdo de pilocarpina (m/z 209), sendo que a maior concentragdo nas folhas ocorreu no
verao em comparagcao com o outono e inverno. O inverso foi visto com o alcaloide pilosina
(m/z 287), que estava mais presente nas amostras do outono e inverno. Com relacao as

estagdes chuvosas, Lima et al. (2017) verificaram menor concentracdo de pilocarpina na



20

época das 4dguas e maior concentracdo nas estacdes secas, sendo este estudo conduzido no
nordeste brasileiro.

Algumas espécies de jaborandi apresentam grandes variacdes nao s6 no contetdo,
mas também nos tipos de alcaloides imidazoélicos presentes. Sawaya et al. (2011) compararam
sete espécies de jaborandi e observaram uma variagdo entre 0,88% e 1,08% de alcaloides
totais extraidos a partir de folhas secas, sendo que a propor¢do de pilocarpina em relacdo ao
total de alcaloides variou de 2,6% em P. carajaensis a 70,8% em P. jaborandi. As espécies P.
jaborandi, P. racemosus e P. trachyllophus foram as que apresentaram as maiores
concentracdes de pilocarpina, ja na espécie P. microphyllus a porcentagem de pilocarpina no
extrato de alcaloides € representada por 23,6% a 34,5%. Apesar de ter sido encontrado em P.
spicatus 0,88% de alcaloides totais nas folhas, ndo foi encontrada pilocarpina no extrato. A
tabela 1 mostra dados qualitativos sobre a presenga ou nao dos alcaloides imidazdlicos
identificados até o momento nas espécies de jaborandi.

Resultados semelhantes foram obtidos por Allevato et al. (2019b), em que foi
observado maiores concentracdes de pilocarpina em P. sulcatus, P. trachyllophus e P.
grandiflorus, e auséncia do alcaloide em P. spicatus e P. giganteus.

Estudos filogenéticos mostram a divisdo das espécies P. microphyllus e P.
spicatus em diferentes clados, sendo estes associados as regides geograficas de ocorréncia das
espécies, ou seja, diferentes condicdes ambientais. Estes clados apresentam diferencas na
diversidade de alguns metabdlitos secundarios, sendo o clado no qual P. microphyllus foi
incluida o de espécies que apresentam maior diversidade de alcaloides e menor diversidade de
cumarinas. O clado que agrupa P. spicatus tem a maior diversidade de cumarinas e menor de
alcaloides (Allevato et al. 2019b).

O trabalho com genétipos selvagens de P. pennatifolius de seis localidades
realizado por Allevato et al. (2019a) mostrou a associag@o de alteracdes no perfil metabdlico
(alcaloides e compostos fendlicos) das plantas em detrimento a adaptacdo a diferentes
condi¢des ambientais de cada regido. As varidveis mais importantes que contribuiram para a
varia¢do no padrao de alcaloides das plantas foram: temperatura média do quartil mais imido,
concentracdo de fésforo e magnésio no solo e saturacio de bases do solo (V%). As condi¢des
ambientais que favoreceram a maior abundancia de pilocarpina nas plantas, foram as mesmas
para os alcaloides pilocarpidine (m/z 195) e 4-(3Himidazol-4-ylmethyl)-3-methyl-SH-furan-2-
one (m/z 179).

O método cromatografico proposto por Sawaya et al. (2008) permitiu separar e

quantificar 13 alcaloides de amostras de jaborandi incluindo seus isdmeros. Com este método
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foi possivel analisar sete espécies de jaborandi, e observar variagdes no perfil e contetido dos
alcaloides, informacdes importantes para os estudos da rota biossintética de pilocarpina

(Sawaya et al. 2011).

Tabela 1. Alcaloides encontrados em amostras de folhas de jaborandi,
caracterizadas pela alta resolucdo de massa da molécula protonada (m/z) e tempo de retencdo
(Rt) em cromatégrafo liquido acoplado a espectrometro de massa. P = presenca, P.
microphyllus (PmM e PmS), P. carajaensis (Pc), P. spicatus (Ps), P. trachyllophus (Pt), P.
pennatifolius (Pp), P. jaborandi (Pj), P. racemosus (Pr) (Sawaya et al., 2011).

No. High resolution R Sanples

[M?H]? miz min —= =] R[ 1R » 8 &
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21 260.12834 24 | p p
2 260.12834 29 p

Apesar de existirem informacdes sobre o teor de pilocarpina nas diversas partes
das plantas de jaborandi (Abreu et al. 2011), e de existirem trabalhos com cultivo in vitro de
células de P. microphyllus (Andreazza et al. 2009), a sua biossintese ainda € pouco conhecida.
Por tempos, tem-se sugerido que a pilocarpina e outros alcaloides andlogos em plantas sdo
derivados do aminodcido L-histidina, porém ainda nao existem trabalhos que comprovem esta

relacdo. Esta teoria se baseia no fato de haver similaridade entre a estrutura do aminoécido e o
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anel aromatico do alcaloide (Brochmann—Hanssen et al. 1975). As estruturas do aminoécido

histidina e do alcaloide pilocarpina sao mostradas na figura 3.

N N
4 OH I
Hg J NH, NS

Histidina (m/z 154) Pilocarpina (m/z 209)

Figura 3. Estrutura quimica do aminodcido histidina e do alcaloide pilocarpina

com suas respectivas massas/carga (m/z).

A fim de encontrar um modelo de estudo da rota biossintética de pilocarpina em
jaborandi, diferentes técnicas ja foram testadas, dentre elas, a de aumentar o nivel do alcaloide
em suspensoes celulares (Abreu et al. 2007a; Andreazza et al. 2009), em calos (Abreu et al.
2005) e em plantulas (Avancini et al. 2003).

Conforme dito anteriormente, sugere-se que o inicio da via de biossintese dos
alcaloides imidazolicos em Pilocarpus ocorra através da retirada do grupo amina dos
aminoécidos L-histidina e L-treonina. O primeiro passo para o catabolismo dos aminodcidos €
a retirada do nitrogénio em forma de amonia, esta reacdo pode ser realizada por enzimas
denominadas amonia-liases (desaminases), como € o caso, por exemplo, do aminoécido L-
treonina, em que a enzima treonina desaminase atua formando acido a-cetobutirico + NHy e o
aminodcido L-histidina em que a enzima histidina amdnia-liase (em animais) forma &4cido
urocinico + NHy (Givot et al. 1969; Hildebrandt et al. 2015; Jander e Joshi 2009).

Para alguns aminoécidos, entretanto, a reacdo que ocorre neste primeiro passo €
através das enzimas aminotransferases (Hildebrandt et al. 2015). As aminotransferases
transferem o grupamento amina de um composto doador para um composto receptor. Um
exemplo de aminotransferase caracterizada em Arabidopsis € a histidinol-phosphate
aminotransferase (EC 2.6.1.9) presente na via de biossintese de histidina (Liepman e Olsen
2004).

Brochmann—Hanssen et al. (1975) em seu estudo com aminoacidos marcados com
C em ramos de P. pennatifolius observou a incorporacio de [S-metil-14C] L-metionina pelas

folhas, mas ndo de [S-metil-14C] L-histidina e [S-metil-14C] L-treonina (possiveis precursores
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de pilocarpina), o que levantou a hipétese de que o inicio da via de biossintese de pilocarpina
pudesse ocorrer em outra parte da planta que ndo as folhas, como por exemplo, nas raizes.
Sabe-se que o nivel de pilocarpina nas raizes € menor do que em folhas (jovens e adultas) e
caule (Abreu et al. 2011). Brochmann—Hanssen et al. (1975) sugeriram ainda o transporte do
alcaloide pilocarpidina das raizes para as folhas, onde ocorreria a finalizagdo da biossintese de
pilocarpina.

Conceicdo (2004) utilizou extratos protéicos de folhas e raizes de P. pennatifolius
para verificar a possivel acdo das enzimas histidina aminotransferase (HAT - EC 2.6.1.38) e
histina amonia-liase (HAL — EC 4.3.1.3), sob a hipétese de que a L-histidina fosse o precursor
primério de pilocarpina. Ao final do estudo observou apenas a acdo de HAT nas amostras de
raizes, ja que foi verificada a formag¢do do composto dcido imidazol-pirivico e nenhuma
formacdo do dcido trans-urocanico sob a presenca do aminodcido histidina, supondo que os
precursores da pilocarpina possam ser formados nas raizes e translocados para as folhas e que
a L-histidina possa ser o fornecedor do nucleo imidazdlico da pilocarpina. Entretanto, até o
momento a presenca da enzima HAL ainda ndo foi confirmada em plantas (Barros e Dixon
2019).

Andreazza et al. (2015) estudaram o transporte pela membrana celular e acimulo
de pilocarpina em suspensdes celulares de P. microphyllus, mostrando que proteinas ABC,
principalmente, e ATPases controlam a entrada de pilocarpina para dentro e fora das células.
A maior absor¢@o de pilocarpina do meio de cultura pelas celulas se deu com pH entre 5,8 e
6,8. Foi verificado ainda que no interior das células a pilocarpina que ndo é metabolizada fica
estocada nos vacuolos.

Sawaya et al. (2015) descreveram uma possivel rota de biossintese de pilocarpina
(figura 4). As estruturas encontradas até o momento e que auxiliaram a defini¢dao desta rota
sao mostradas na figura 5. Nela, uma enzima no inicio da via catalisaria o primeiro passo para
a degradacdo do aminodcido L-histidina, retirando o grupo amina para a formagdo do 4cido
urocanico (Givot et al. 1969; Katona et al. 2006). Sendo a treonina outro precursor potencial,
a remocdo do grupo amina seria feita pela treonina amonia-liase (TAL, EC 4.3.1.19), com a
formacdo do dcido a-cetobutirico, sendo este um dos primeiros passos para a biossintese da

isoleucina (Umbarger 1978).
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Figura 4. Rota de biossintese de pilocarpina e demais alcaloides em jaborandi

proposta por Sawaya et al. (2015).

Com relacdo a producgao sintética de pilocarpina, o estudo realizado por Schmidt
et al. (2021) detalha a sintese com bom rendimento dos dois enantidmeros de pilocarpina,
tendo como material de partida o dcido Furan-2-carboxylic. Segundo os autores, muitos dos
processos de sintese antes descritos sdo laboriosos e com muitos passos, gerando
frequentemente baixo rendimento na producao.

Através dos estudos realizados até o momento percebe-se um trabalho intenso na
caracterizacdo e quantificacdo de alcaloides em espécies produtoras de pilocarpina em
jaborandi, e auséncia de andlises genomicas. O presente estudo tem como um dos objetivos

trazer este comparativo com dados de RNAseq de P. microphyllus e P. spicatus.
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Figura 5. Alcaloides imidazdlicos encontrados em jaborandi. A. pilocarpina, B.
isopilocarpine, C. pilosina, D. isopilosine, E. epi-isopilosine, F. epi-pilosine, G. piloturine, H.
epi-isopiloturine, 1. pilosinine, J. dehydropilosinine, K. pilocarpidina, L. isopilocarpidine, M.
13-nor-7(11) dehydropilocarpine, N. anhydropilosine, O. 4,6-dehydro-1,2,4,5-tetrahydro-2,5-
dioxopilocarpine, P. 3-(3-methyl-3H-imidazol-4-ylmethyl)-1-phenyl-but-3-en-1-one, Q. 3-
Hidroximetil-4-(3-methyl-3H-imidazol-4-1)1-phenyl-butan-1-one, R. 3-Benzoyl-4-(3-methyl-
3H-imidazol-4-Imethyl)-dihydro-furan-2-one (Sawaya et al. 2011).

2.2 Proteinas CYP450

CYP é uma superfamilia de proteinas que apresentam forte absor¢do de luz em
450 nm, caracteristica de onde vem o nome CYP450 (Pigment absorbing at 450 nm — P450)
(Jun et al. 2015). Os genes CYPs representam por volta de 1% do total de genes codificadores
em plantas (aproximadamente 245 genes e 28 pseudogenes presentes em A. thaliana),
constituindo, portanto, a maior familia de enzimas do metabolismo vegetal, seguida das

glicosiltransferases 1 (aproximadamente 123 genes em A. thaliana), e a terceira maior familia
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de genes vegetais, regulando diversos processos celulares importantes que afetam o
desenvolvimento e crescimento das plantas. Sendo assim, as CYPs sdo uma excelente imagem
da evolugdo e do papel do metabolismo vegetal no desenvolvimento e adaptacdo das plantas
(Nelson e Werck-Reichhart 2011).

Nelson et al. (2008) realizaram um estudo comparativo de seis genomas vegetais
previamente sequenciados, sendo eles Vitis vinifera (uva), Carica papaya (mamao), Populus
trichocarpa (populus), Oryza sativa (arroz), Arabidopsis thaliana e Physcomitrella patens
(musgo), mostrando que a superfamilia de P450 foi fundamental para a adaptagao das plantas
no ambiente terrestre € na evolugdo de estruturas mais complexas de 6rgaos e tecidos.

Alguns genes de CYP450s estdo envolvidos na biossintese de compostos em
varias vias metabodlicas. Diversos grupos de metabdlitos secunddrios como terpenoides,
flavonoides, esteroides, alcaloides e fenilpropanoides sao catalizados por CYPs (Jun et al.
2015). CYP450s também contribuem para a homeostase de hormonios vegetais, na
sinalizacdo de moléculas pelo controle de sua biossintese (ex: giberelinas, auxinas,
brassinosteroides, citocininas, jasmonato, estrigolactonas) e catabolismo (ex: giberelinas,
brassinosteroides e 4cido abscisico) (Bak et al. 2011), além de mediarem diversos aspectos da
fisiologia vegetal, incluindo a formacgdo de estruturas lignificadas, coloracado de flores e frutos,
odores e compostos de defesa (Nelson et al. 2008).

As CYP450s estdo distribuidas em 11 diferentes clados em plantas, seis destes
clados sdo compostos por uma unica familia, que sdao CYP51, CYP74, CYP97, CYP710,
CYP711, CYP727 e CYP746, e quatro deles sdo multifamilias, sendo nomeados com o
cddigo do membro da familia de menor nimero, sendo eles, CYP71, CYP72, CYPS8S5 e
CYP86. O clado CYP727 esta presente apenas em monocotiledoneas e o CYP746 esta
presente apenas em musgos e algas verdes, ndo estando presente em plantas vasculares
(Nelson e Werck-Reichhart 2011). A classificagcdo filogenética dos genes do citocromo P450
em plantas foi primeiramente reportada em 1995 (Nelson et al. 2004). Uma familia de CYP é
composta por membros com pelo menos 39% de identidade na sequéncia de aminoécidos, ou
por 37 — 38% para grandes familias. A familia é representada por um nimero enquanto que a
subfamilia é representada por uma letra, sendo as sequéncias com pelo menos 55% de
identidade classificadas em uma mesma subfamilia (Bak et al. 2011; Nelson e
Werck-Reichhart 2011).

Através de andlises filogenéticas as CYP450s foram divididas em dois grupos,
sendo eles: grupo tipo-A e nao-tipo A P450. As familias pertencentes ao grupo A sdo as

CYP71, 73, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 83 e 89, grupo especifico de plantas, sendo todas
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pertencentes ao clado CYP71, as enzimas deste grupo, de acordo com algumas fungdes ja
conhecidas, sdo relacionadas ao desenvolvimento, metabolismo e defesa das plantas. As
familias pertencentes ao grupo ndo-tipo A sao CYP72, 74, 86 e 87, ficando agrupadas na
andlise filogenética mais préximas a outros organismos do que as préprias sequéncias de
plantas (Durst e Nelson 1995).

O clado CYP71 representa mais de 50% de todas as CYPs em plantas,
consequentemente apresenta uma enorme diversidade de funcdes, como o metabolismo de
derivados de aminodcidos aromdticos e alifaticos (fenilpropanoides, derivados inddlicos,
glucosinolatos, glicosideos cianogénicos), pequenos isoprenoides (mono e sesquiterpenoides)
e alguns derivados de triterpenoides, alcaloides, dcidos graxos e precursores de hormonios
(Nelson e Werck-Reichhart 2011).

A maioria das CYP450 de Arabidopsis estao localizadas acopladas na membrana
do reticulo endoplasmético com parte da estrutura no lado citoplasmatico da membrana, e um
menor nimero localizada nos cloroplastos (Schuler et al. 2006), estas enzimas apresentam um
centro catalitico comum, formado por um grupamento heme e ferro sendo, portanto,
denominadas hemeproteinas (Werck-Reichhart et al. 2002). O fato da molécula de ferro das
P450 existir sob grande diversidade de estados de oxidagdo e ser acessivel a diversos
substratos faz com que as enzimas P450 apresentem uma grande diversidade de reagdes,
sendo entre outras, reagdes de oxidagdes ou reducdes envolvendo quebras de ligacdo C-C ou
C=N, desidratagdo, desidrogenagao e isomerizacao (Mansuy 1998).

Sabe-se que determinadas familias de CYP450 dos clados CYP71 e CYP72 atuam
em alguns grupos taxondmicos das angiospermas na biossintese de diterpenos, contribuindo
para a diversidade metabolica destes compostos (Bathe e Tissier 2019).

Com relacdo as vias de biossintese de alcaloides em plantas, estd bem
estabelecido o papel predominante das enzimas CYP450 em realizar reacdes de oxidacdo e
hidroxilagdao (Pauli e Kutchan 1998). Na biossintese de alcaloides isoquinolinicos ja foram
reportadas reagdes de hidroxilagdo, formacao de pontes metilenodioxi e acoplamento de fenol
mediados por P450s (Ikezawa et al. 2008).

A familia CYP80 foi mencionada em diversos trabalhos por estar associada a
biossintese de diversos alcaloides, como por exemplo: CYP80OB1 na biossintese de alcaloide
de benzofenantridina na papoula-da-califérnia (Eschscholzia californica) (Apuya et al. 2008),
CYP8OF1 envolvido no rearranjo de littorine para hiosciamina em meimendro negro
(Hyoscyamus niger) na via de biossintese de alcaloides tropanicos (Li et al. 2006), CYP80G2

que pode estar envolvido na biossintese de magnoflorina em Coptis japonica (Ikezawa et al.
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2008), entre outros. Um exemplo da familia CYP82 € a atuacdo da enzima CYP82E na
conversdo dos alcaloides nicotina para nornicotina em espécies do género Nicotiana (tabaco)
(Gavilano e Siminszky 2007).

As enzimas CYP719 fazem parte das mesmas vias de biossintese de alcaloides das
CYP80s para a formacdo de pontes metilenodioxi, estas pontes sdo um passo chave para a
biossintese de varios tipos diferentes de produtos naturais vegetais (Dang e Facchini 2014;
Ikezawa et al. 2008; Nelson e Werck-Reichhart 2011). Em um estudo utilizando o
silenciamento génico da enzima CYP719A21, Dang e Facchini (2014) obtiveram como
resultado a reducdo dos niveis de noscapina em papoula (Papaver somniferum), mostrando a
relacdo entre a enzima e a producgdo do alcaloide.

Levando em conta a grande participagdo de enzimas do citocromo P450 em
diversas vias de biossintese de alcaloides em plantas, estas serdo alvo de estudo no presente
trabalho com a busca de enzimas diferencialmente expressas entre plantas das espécies P.

microphyllus e P. spicatus nos dados de RNAseq.

2.3 Sequenciamento de RNA

A compreensdo do transcritoma (conjunto completo dos transcritos de um
material em uma determinada condig¢do fisioldgica e estdgio de desenvolvimento) € essencial,
entre outros motivos, para a interpretacao dos elementos funcionais do genoma, tendo como
um dos objetivos a quantificacdo das mudangas no nivel de expressdo de cada transcrito
durante o desenvolvimento e sob diferentes condi¢des de um organismo (Wang et al. 2009).

O RNAseq ¢ um método de sequenciamento de DNA de alto rendimento, que com
o seu desenvolvimento forneceu a possibilidade da descoberta de novos genes, mapeamento
de transcritomas e identificacdo e quantificacdo dos niveis de expressao global de transcritos,
sendo os dados gerados altamente quantitativos (Marguerat e Bdhler 2010; Trapnell et al.
2012; Wang et al. 2009).

Para o sequenciamento, uma populacdo de RNA € convertida em uma biblioteca
de fragmentos de cDNA com adaptadores em uma ou nas duas terminagdes. Cada molécula é
sequenciada para obter pequenas sequéncias (reads) com aproximadamente 30-400 pares de
bases, dependendo da tecnologia de sequenciamento de DNA utilizada. As reads sdo entdao
alinhadas em um genoma ou transcritos de referéncia ou montadas de novo sem o uso do
genoma (Wang et al. 2009). Com relacdo a andlise dos dados gerados pelo RNAseq,

normalmente sdo utilizadas ferramentas de bioinformdtica que realizam o alinhamento das
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reads sequenciadas, montagem dos transcritos, anotacdo do genoma e quantificacdo dos genes
e transcritos (Trapnell et al. 2012).

Algumas ferramentas de andlise necessitam um genoma de referéncia para o
alinhamento e montagem das reads, como é o caso do TopHat (http://tophat.cbcb.umd.edu/) e
Cufflinks (http://cufflinks.cbcb.umd.edu/) e para trabalhos onde ndo existe um genoma de
referéncia uma das ferramentas utilizadas para a montagem de novo € o Trinity (Grabherr et
al. 2011; Trapnell et al. 2012).

A ferramenta Trinity € um método de reconstru¢do de novo de transcritomas
aplicado para processar grandes volumes de reads provenientes de RNAseq. A metodologia é
composta por trés softwares, Inchworm (que realiza a montagem dos transcritos), Chrysalis
(reine os contigs que sdo relacionados entre si e constréi um grafo de Bruijn para cada
conjunto de contigs) e Butterfly (analisa o caminho tomado pelas reads e pelo pareamento das
reads no contexto dos grafos de Bruijn, e reporta todas as sequéncias plausiveis de
transcritos) (Grabherr et al. 2011).

Para a andlise e visualizacdo dos dados existe a plataforma Galaxy
(https://usegalaxy.org) que tem como objetivo a andlise de dados de forma acessivel, com
reprodutibilidade e comunicag@o transparente entre andlises, contando com comunidades
distintas atuando em melhorias, producdo de tutoriais, etc (Afgan et al. 2018).

A tecnologia de RNAseq necessita apenas uma pequena quantidade inicial de
amostras de RNA para gerar os dados, sendo altamente precisa para a quantificacdo dos niveis
de expressdao dos transcritos e mostrando altos niveis de reprodutibilidade, tanto para
replicatas técnicas quanto bioldgicas (Wang et al. 2009).

Diversos trabalhos utilizaram dados de RNAseq para encontrar genes candidatos
que pudessem estar envolvidos na rota de biossintese de metabdlitos secundarios, tais como a
selecao de sete CYP450s e cinco UDP-glucosiltransferase como potenciais candidatos para a
biossintese de um triterpeno em Siraitia grosvenorii (Tang et al. 2011), selecdo de genes
relacionados a via de sintese de alcaloides em Dendrobium (Shen et al. 2017), sintese do
monoterpenoide secoiridoide em Gentiana macrophylla (Hua et al. 2014) e selecao de
potenciais genes envolvidos na sintese de ginsenosideos em Panax japonicus (Rai et al.
2016), entre outros.

O presente trabalho trard o0 mesmo foco, onde dados de RNAseq serdo utilizados
na tentativa de encontrar genes candidatos que possam atuar na via de biossintese de

pilocarpina.
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3 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo identificar, por meio de dados de
transcritoma e protedmica, possiveis precursores da via de biossintese de pilocarpina, bem
como selecionar os genes que possam atuar na rota de biossintese, seja na desaminagdo dos
aminodcidos L-histidina e/ou L-treonina ou na conversdo de um alcaloide em outro até a

producdo de pilocarpina.

3.1 Objetivos Especificos

O presente trabalho visa: (1) realizar um estudo mais detalhado da espécie P.
spicatus em relacdo a presenca e inducdo de alcaloides, ja que a grande maioria dos trabalhos
publicados até o momento tem como foco principal as espécies com maior produgdo de
pilocarpina, (2) andlise de expressao diferencial dos transcritos sequenciados a partir de folhas
de P. spicatus e P. microphyllus, bem como a selecdo de genes candidatos na participa¢cdo da
via de biossintese de pilocarpina e selecdo dos possiveis precursores com base nos dados do
transcritoma e (3) indugdo da alteracdo dos niveis de alcaloides em plantas das espécies P.

microphyllus e P. spicatus para melhor compreensao da rota de biossintese.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extracao e purificacao de alcaloides

O produto remanescente do processo de extracdo comercial de pilocarpina de
folhas de jaborandi (denominado “pasta”) foi cedido pelo grupo Centroflora (Botucatu, SP,
Brasil - http://www.centroflora.com.br) e utilizado para a extracdo em larga escala de
alcaloides com o objetivo de obter os compostos isolados para uso nos demais ensaios. Os
alcaloides totais foram extraidos desta pasta pelo método de dgua 4cida descrito no item 4.4.
Ap6s a extracdo, a solucdo de alcaloides foi neutralizada com hidréxido de amonio (10%) até
o pH atingir 9,0. Os alcaloides foram filtrados em papel Whatman (1,2 um), congelados e
liofilizados.

A quantidade de 1 grama (g) de alcaloide seco foi solubilizada em 20 mililitros
(ml) de tampdo (10 mM de acetato de amonio pH 3), acidificado com écido férmico e
utilizada em cromatografia liquida de alta performance (HPLC) usando coluna preparativa.
Para a HPLC preparativa utilizou-se uma coluna C18 (250 x 21,2 mm de didmetro x 5 pm de
tamanho de particula), com inje¢do de 2 ml de amostra e vazao de solvente de 17 ml/minuto

(min). Como solventes foram usados: fase A (10 mM de acetato de amonio pH 3,0) e fase B
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(acetonitrila), conforme descrito por Sawaya et al. (2011). O gradiente utilizado comecou com
5% de fase B, indo para 10% até 8 min e para 25% até 20 min, se mantendo estavel por 2 min
e descendo para 5% de fase B até o tempo de 25 min, mantendo-se estdvel até o final da
corrida com 30 min. O comprimento de onda utilizado no detector de UV foi de 212 nm
(Sawaya et al. 2008). Foi realizada uma corrida inicial em LC/MS para a determinacao de
quais alcaloides estavam presentes na pasta e quais os tempos de reten¢cdo. Foram encontrados
o total de 4 alcaloides (pilosinina, pilosina, traquilofilina e anidropilosina), que foram
coletados via HPLC preparativa. Para cada pico (alcaloide) foram utilizados de trés a seis
tubos de coleta, sendo as fragdes coletadas no intervalo de 6 segundos por tubo. A corrida em
HPLC preparativa foi repetida até que se obtivesse o minimo de 20 ml para cada fracdo.
Corridas em LC/MS foram realizadas para cada uma das fragdes com o intuito de confirmar a
presenca de um tnico pico e do tempo de retengdo do composto isolado, as fracdes foram
entdo neutralizadas com gotas de hidroxido de amoénio 89,5% até que o pH fosse de
aproximadamente 4,0 para 9,0. Apds a neutralizacdo, as fracdes foram extraidas com
cloroférmio para facilitar a etapa posterior de secagem. A extracao foi realizada com a adi¢ao
de 10 ml de cloroférmio para cada 20 ml de solucdo. A mistura passou por agitacdo e a fase
inferior foi recuperada. O produto da extracao foi seco em capela de exaustdo.

Dos alcaloides isolados neste ensaio, a pilosina (m/z 287) foi utilizada nos ensaios

a seguir de inducao de alcaloides, os demais ndo apresentaram concentracao suficiente.

4.2 Caracterizacao do perfil de alcaloides em P. spicatus

O objetivo deste ensaio foi analisar o perfil de alcaloides em diferentes partes da
planta da espécie de jaborandi P. spicatus. Conforme dito anteriormente, esta espécie serd
utilizada durante todo o trabalho como forma de comparacao contra a espécie P. microphyllus
por apresentar apenas tracos ou auséncia da producdo de pilocarpina, j4 a espécie P.
microphyllus ja foi amplamente estudada e caracterizada por trabalhos anteriores (Abreu et al.
2011; Abreu et al. 2007b).

Materiais de trés individuos de P. spicatus foram coletados, sendo a coleta
realizada no periodo do outono (abril — maio /19). As plantas que forneceram material para
este ensaio apresentavam no momento da coleta aproximadamente 1 metro de altura, sendo
cultivadas em vasos plasticos de 21,5 litros com substrato a base de turfa e casca de pinus,
mantidas na casa-de-vegetacdo do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas, SP.



32

Os tratamentos foram compostos por folhas adultas (segundo e terceiro par de
folhas), folhas jovens (primeiro par de folhas), e raiz (figura 6). Foram coletadas cinco
amostras de cada tratamento para cada individuo. As amostras foram coletadas, lavadas em
agua corrente, congeladas em nitrogé€nio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) até o
processamento. Antes da extracdo, o material foi macerado em nitrogénio liquido, liofilizado

e mantido em dessecador com silica sob vacuo.

Figura 6. Detalhe do material coletado para o ensaio de caracterizacdo de

alcaloides de P. spicatus. A. Folhas jovens, B. Folhas adultas, e C. Raiz. Barra =1 cm.

A extragdo foi realizada pelo método de dgua édcida descrito no item 4.4, partindo
de 30 mg de material seco. Apds a extracdo, a solucdo de alcaloides foi injetada no

espectrometro de massas (item 4.4) para a andlise do perfil de alcaloides.

4.3 Alteracio no padrao de alcaloides de folhas de jaborandi

Os ensaios a seguir tiveram como objetivo induzir a alteracdo (aumento ou
reducdo) do padrao de alcaloides produzidos pelas espécies P. microphyllus e P. spicatus.
Para isso, folhas jovens de ambas as espécies foram coletadas, tiveram um pedago do peciolo
cortado debaixo d’dgua (dgua destilada) e colocadas imersas imediatamente nos tratamentos
(solugdes), a fim de favorecer a absorcao das solucdes testadas evitando a formacdo de
bolhas, conforme realizado também no trabalho descrito por Sawaya et al. (2015). Foram

conduzidos dois diferentes ensaios de indugao que serdo descritos a seguir.

4.3.1 Ensaio de Inducao 1
O primeiro ensaio foi composto por cinco tratamentos, onde as folhas coletadas
tiveram seu peciolo imerso nas seguintes solucdes:

. Controle: tampao 25 mM fosfato pH 6,0
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. Pilocarpina (0,5 mM) em tampao 25 mM fosfato pH 6,0
. Pilosina (0,5 mM) em tampao 25 mM fosfato pH 6,0
. Acido Salicilico (0,5 mM e 2,0 mM) em tampéo 25 mM fosfato pH 6,0.

O é4cido salicilico foi diluido primeiramente em algumas gotas de etanol 96%
antes de ser adicionado ao tampao fosfato e o volume de solugdo ajustado até atingir a
concentracdo final desejada. J4 para os tratamentos contendo alcaloides, os mesmos foram
diluidos com o auxilio de algumas gotas de 4cido férmico 85% na solugdo de tampao fosfato.
O pH foi verificado e se manteve préximo de 6.

O ensaio foi composto por 4 replicatas bioldgicas (4 folhas) por tratamento. Cada
replicata bioldgica foi colocada individualmente em frascos contendo 10 ml e 15 ml da
solucdo, para P. microphyllus e P. spicatus, respectivamente. Os frascos foram mantidos em
camara BOD a 25 °C, com fotoperiodo de 16 h de luz. Foram realizadas duas coletas, uma
com trés e outra com seis dias apds o inicio do ensaio. Em cada uma das coletas as folhas
foram retiradas das solugdes testadas, lavadas em dgua destilada, maceradas em nitrogénio
liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) até o processamento. O material foi entdo
liofilizado e utilizado para a extracdo de alcaloides pelo método de dgua dcida (item 4.4) e

para a extracdo de aminoacidos por metanol 80% (item 4.5).

4.3.2 Ensaio de Induciao 2
O segundo ensaio de indugdo foi composto por seis tratamentos, nos quais foram
testados possiveis aminodcidos precursores da via de biossintese de pilocarpina em P.

microphyllus:

. Sem aminoécidos: meio base composto por sais de MS (Murashige e Skoog 1962)

acrescido de 30 g/L de glicose, sem adi¢ao de aminoéacidos;

. Histidina: meio base + 5 mM de histidina;

. Treonina: meio base + 5 mM de treonina;

. Fenilalanina: meio base + 5 mM de fenilalanina;

. Mix de aminoécidos: meio base + 5 mM de histidina + 5 mM de treonina + 5 mM

de fenilalanina;
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Ao final do preparo das solucdes o pH foi ajustado para 5,75 com o auxilio de
KOH e HCL 1M. O ensaio foi composto por 8 replicatas bioldgicas (folhas) para cada
tratamento.

Cada replicata bioldgica foi colocada individualmente nos tratamentos em tubos
falcon contendo 5 ml de solucdo. Os tubos foram fechados com papel aluminio e levados para
camara BOD a 26 °C e fotoperiodo de 16 h de luz.

Ao final de oito dias as folhas foram coletadas, lavadas em dgua corrente,
maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) até o processamento.
O material foi entdo liofilizado e utilizado para a extracao de alcaloides pelo método de dgua

acida.

4.4 Extracao de alcaloides e analises no espectrometro de massas

Para a extracdo pelo método de 4dgua 4cida (método desenvolvido pela Prof*
Alexandra Sawaya — Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos — UNICAMP), 50 mg
de material liofilizado e moido foi extraido com 1 ml de dgua MilliQ contendo 0,1 % de 4cido
férmico em banho de ultrassom por 20 min. O sobrenadante foi retirado e guardado, o
material foi re-extraido mais duas vezes e os extratos aquosos agregados. Os extratos foram
filtrados em filtro Millipore de 0,45 um para posterior injecio no cromatdgrafo liquido
acoplado a um espectrometro de massas (LC-MS). O equipamento utilizado foi o Acquity
UPLC da Waters acoplado ao espectrometro de massas Acquity Q-trap detector, com coluna
Acquity UPLC® BEH C18 com tamanho de particula de 1,7 um e injecdo de 1 pl de amostra
(5 pl para o ensaio de caracterizagdo de P. spicatus). Os solventes utilizados como fase movel
foram: fase A (0,1% de 4cido férmico diluido em 4gua) e fase B (acetonitrila). O gradiente
dos solventes utilizado foi de 5% de fase B no inicio da corrida se mantendo estavel por 1
min, passando para 25% até 9 min, se mantendo estavel por 1 min e descendo novamente para
5% até 11 min, se mantendo estavel até o final da corrida com 12 min. O comprimento de
onda utilizado no detector foi de 212 nm. Foram obtidos dados de massa entre m/z 150 e 500.
Os parametros operacionais utilizados no espectrometro de massas foram: capilaridade de
3500V, temperatura de 150 °C, cone de 30V e extrator de 1V, com ionizacdo por eletro spray
em modo positivo.

Para a determinagdo da pilocarpina nas amostras, representada pela area dos picos
encontrados nos cromatogramas, foram injetadas quantidades conhecidas de uma dilui¢ao
seriada do padrdao pilocarpina (SIGMA). Foram feitas duas curvas, sendo uma para

concentracdes menores, com as dilui¢des de 0,625 pg/ml a 50 pg/ml (contendo sete pontos na
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curva) e outra de 5 pg/ml a 200 pg/ml (contendo 6 pontos na curva) para concentracdes
maiores. O padrao de pilocarpina foi utilizado como referéncia para a quantificacao de todos

os compostos encontrados nas corridas de HPLC/MS das extragdes de alcaloides.

4.5 Extracao e analise de aminoacidos

Para a extra¢do de aminodcidos 20 mg de material vegetal liofilizado foi extraido
com 1 ml de metanol 80% em banho de ultrassom por 15 min. Posteriormente foi realizada
uma centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi recuperado e filtrado em filtro
Millipore de 0,45 pm para posterior inje¢do no LC-MS (Mokochinski et al. 2013). O
equipamento utilizado foi o Acquity UPLC da Waters acoplado ao espectrometro de massas
Acquity Q-trap detector, com coluna Acquity UPLC® BEH C18 com tamanho de particula de
1,7 pm.

4.6 Extracao de proteinas e analise de protedomica

Folhas jovens de duas espécies de jaborandi (P. microphyllus e P. spicatus) foram
coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e maceradas. Cerca de 3 g de material macerado
foi utilizado para extracdo de proteinas pelo método de fenol (Hurkman e Tanaka 1986). Ao
final do processo de extracdo, foram separadas duas amostras de cada espécie, sendo que em
uma o pellet foi seco em capela de exaustdo para andlise protedmica e em outra o pellet foi
solubilizado em 400 ul de tampao de amostra (2X Laemmli Buffer — 125 mM Tris pH 6,8,
20% glicerol, 1% SDS, 1% DTT) para verificar a qualidade da extracdo em eletroforese
desnaturante e andlise de concentracdo de proteinas (Bradford 1976). Para a eletroforese
desnaturante foi utilizado gel pronto para uso - ECL Gel - da Amersham-GE e tampao de
corrida 1X (Tris/glicina/SDS) na cuba de corrida. Adicionou-se 25 ul de tampdo de corrida
3X (Tris/HCI pH 6,8 100mM; SDS 4,0%; azul de bromofenol 0,2%; glicerol 20,0% e B-
mercaptoetanol) em 50 ul de amostra, que foram colocadas em banho seco por 5 min a 95 °C
para posterior aplicacdo em gel. A corrida foi realizada a 160 V por 1 h, e aplicados no gel o
peso molecular da BioRad de 250 kD e amostra de 1 ug de cada espécie. O gel foi corado em
solucdo de Coomassie blue por 2,5 h e depois lavado com 4gua destilada e mantido em
solucdo descorante (metanol/acido acético glacial/dgua Milli-Q) overnight sob constante
agitacdo.

As amostras secas foram encaminhadas para o centro Charles W. Gehrke
Proteomics em Missouri, EUA para identificacdo proteica pela técnica de espectrometria de

massas (LC-MS/MS). Os dados obtidos foram comparados contra o banco de dados do Swiss-
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Prot e a estratégia de quantificacdo relativa de proteinas utilizada foi a Label-Free
Quantification (LFQ) intensity. Na abordagem Label-Free a quantificacdo € mensurada
baseada na intensidade do sinal de espectrometria de massas de um fon precursor de peptideo
e este valor de intensidade pode ser comparado com os seus respectivos sinais entre diferentes

amostras/experimentos (Bantscheff ef al. 2007; Latosinska et al. 2015; Tyanova et al. 2016).

4.7 Extracao de RNA e sequenciamento

As espécies Pilocarpus spicatus e P. microphyllus foram selecionadas para a
andlise de transcritoma. A extragdo de RNA foi realizada a partir de folhas jovens de ambas
as espécies e o método utilizado foi o de perclorato de sodio (Rezaian e Krake 1987). Foi
enviado para sequenciamento o total de trés amostras de cada espécie. As amostras de P.
spicatus apresentaram dados de qualidade do RNA (RNA Integrity Number - RIN, (Schroeder
et al. 2006)) de 7,30; 7,80 e 5,40 e as amostras de P. microphyllus apresentaram RIN de 8,50;
8,30 e 8,20. O sequenciamento foi obtido pela plataforma Illumina HiSeq2500, pelo LaCTAD
(UNICAMP), com geracdo de paired end reads de 100 pares de bases (pb).

4.7.1 Montagem de novo e analise do banco de dados

Utilizando o servidor publico (http://galaxyproject.org/) da plataforma Galaxy
(Afgan et al. 2018), os reads sequenciados passaram por uma sele¢do para verificacdo da
qualidade das sequéncias, sendo “trimadas” aquelas com baixa qualidade. Para isto foi
utilizada a ferramenta TRIMMOMATIC (Bolger ef al. 2014) com média de qualidade exigida
= 20 e a abordagem sliding window trimming que atua escaneando a read partindo da regido
5’ e removendo o final 3’ quando a qualidade média de um grupo de bases estd abaixo do
threshold exigido.

Apés esta etapa as reads de ambas as espécies foram reunidas e através da
plataforma Trinity (Grabherr et al. 2011) foi feita a montagem de novo e geracdo de um
genoma de referéncia para o género Pilocarpus. Com o intuito de saber quais transcritos eram
diferencialmente expressos entre os dados de P. microphyllus e P. spicatus, as reads iniciais
(trimadas) de cada espécie foram mapeadas através da ferramenta Tophat (Trapnell et al.
2009) contra o genoma de referéncia recém-criado. Apds o mapeamento as reads foram
montadas pela ferramenta Cufflinks (Trapnell et al. 2012). As montagens dos transcritos das
duas espécies foram unidas e pela ferramenta Cuffdiff foram comparadas obtendo os
transcritos diferencialmente expressos entre elas. Os transcritos diferencialmente expressos e

significativos estatisticamente (p<0,05) foram entdo analisados no software Blast2GO
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(Conesa et al. 2005), onde foi realizado um blastx contra o banco de dados de Arabidopsis
com e-value de 1.0E-3, retorno de dois hits por sequéncia e tamanho minimo de alinhamento
dos hits de 33 bases. Posteriormente foi realizado, utilizando ainda o software Blast2GO, o
mapeamento e anotacdo dos transcritos, sendo a anotagdo realizada com base nos seguintes
parametros: e-value minimo dos hits de 1.0E-6 para geragdo de GO (Gene Ontology),
Annotation Cut-Off (menor termo que se encontra acima do limite estabelecido) = 55 e GO-
Weight = 5.

A partir deste banco de dados foi realizada uma busca para saber se teriam
sequéncias relacionadas aos aminoécidos histidina e treonina e sequéncias do citocromo P450
(enzimas que podem estar atuando dentro da via de biossintese na conversdo de um alcaloide
a outro).

Para os transcritos com valor de expressio FPKM > 0 (fragmentos por quilobase
de transcrito por milhdo de fragmentos mapeados) para ambas as espécies, foi calculado o
valor de log, da razdo (fold change) entre os valores de FPKM de P. microphyllus pelos
valores de P. spicatus. Dessa maneira os transcritos com valores positivos de log, apresentam
maior expressao em P. microphyllus e os de valor negativo apresentam maior expressao em P.
spicatus. Estes dados foram utilizados para a constru¢cdo de um mapa de calor facilitando a
visualizacdo dos resultados e pontuagdo dos transcritos com maior diferenca de expressdao
entre as duas espécies.

Uma andlise final foi realizada, onde as sequéncias anotadas pelo Blast2GO foram
analisadas através do banco de dados do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

(Kanehisa e Goto 2000) e as sequéncias classificadas em suas possiveis vias metabdlicas.

4.7.2 Alinhamento das CYP450 e montagem da arvore filogenética

As sequéncias de CYP450 com valores de expressao (FPKM) maiores que zero
para ambas as espécies foram selecionadas e analisadas no software MEGA7 (Kumar et al.
2016) para alinhamento das sequéncias e montagem da arvore filogenética. O alinhamento de
multiplas sequéncias foi realizado pela ferramenta MUSCLE (Edgar 2004) utilizando a
metodologia Neighbor Joining.

A 4rvore filogenética foi construida pelo método Neighbor Joining, que fornece
ndo somente a topologia, mas também o comprimento dos ramos no final da arvore (Saitou e
Nei 1987). A arvore foi construida seguindo os seguintes parametros: distdncia p com

supressdo pairwise (método para lidar com os gaps entre os alinhamentos das sequéncias,
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comparagdo sempre dois a dois (Nei e Kumar 2000)) e teste de filogenia pelo método

bootstrap com n=1000.

4.8 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas e apresentacdo dos dados dos ensaios de extracdo de
alcaloides foram utilizados os valores em porcentagem (% de um determinado alcaloide em
relacdo ao total de alcaloides encontrados) ou em ug de alcaloide / mg massa seca.

Os ensaios contendo diferentes tratamentos foram realizados utilizando
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo a andlise estatistica dos dados realizada
no software R (RStudio 2018) e/ou no Minitab® Statistical Software (Minitab 2021) com
andlises de varidncia (ANOVA), analise de residuos, teste de normalidade (Anderson-
Darling), igualdade de variancias, teste de médias Tukey com intervalo de confianga de 95%
ou teste Games-Howell (95% de confianca) no caso de ndo assumir variancias iguais entre as

varidveis e andlise de componentes principais (PCA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificacio de alcaloides

Primeiramente foi realizada a extracdo de alcaloides da pasta remanescente de
extracdo cedida pela empresa Centroflora com o intuito de obter compostos que poderiam
servir como padrdes em ensaios de fornecimento de alcaloides a folhas das duas espécies de
jaborandi estudadas. Os extratos foram injetados em HPLC-MS onde foi possivel observar os
picos dos ions referentes aos alcaloides: pilosinina (m/z 181), pilosina (m/z 287), traquilofilina
(m/z 259) e anidropilosina (m/z 269), que podem ser observados na figura 7, com os tempos
de retencdo de 1,41; 4,87; 9,68 e 10,80 min, respectivamente. A pilocarpina (m/z 209) pode
ser observada no tempo de 3,68 min. No total foram extraidos aproximadamente 600 ml de
solucdo de alcaloides, o que resultou apds a liofilizagdo no total de 6 g de alcaloide seco. Os
alcaloides secos foram solubilizados e aplicados em coluna preparativa. O padrdo do
cromatograma na HPLC preparativa pode ser visto na figura 8, com detalhe para os picos
coletados.

Foram isoladas diversas fragdes de cada alcaloide encontrado na pasta. As fracdes
foram analisadas em espectrdmetro de massas para confirmar alguns parametros como: m/z do

alcaloide, tempo de retencao e presenca de apenas um Unico pico.
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Figura 7. Cromatograma do extrato de alcaloides da pasta remanescente da
extracdo de pilocarpina de folhas de jaborandi, onde pode-se observar os compostos:
pilosinina (m/z 181, tempo de retencdo de 1,41), pilosina (m/z 287, tempo de retencdo de
4,87), traquilofilina (m/z 259, tempo de reten¢do de 9,68) e anidropilosina (m/z 269, tempo de
retengao de 10,80).

As fracdes contendo os mesmos compostos foram agrupadas para posterior
neutralizacdo e extracdo por cloroférmio. Dos alcaloides isolados, apenas a pilosina (m/z 287)

apresentou quantidade suficiente para ser utilizada nos ensaios de indu¢do de alcaloides em

folhas de jaborandi, como serd mostrado a seguir.
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Figura 8. Cromatograma em HPLC preparativa do extrato de alcaloides utilizado

para a coleta e isolamento dos compostos. Detalhe para os picos dos ions coletados, sendo 1:

pilosinina (m/z 181), 2: pilosina (m/z 287), 3: traquilofilina (m/z 259) e 4: anidropilosina (m/z

269).
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5.2 Caracterizacao de alcaloides em P. spicatus

O perfil de alcaloides em diferentes partes da planta (folhas jovens, folhas adultas
e raiz) de trés individuos de P. spicatus (Psp1, Psp2 e Psp3) foi analisado e os cromatogramas
de fons totais (TIC) podem ser visualizados na figura 9.

Foi possivel observar que a maior intensidade de picos dos ions ocorre nos trés
primeiros minutos da corrida, sendo este periodo, portanto, analisado para verificar quais os
compostos estdo presentes nos diferentes materiais vegetais e em qual concentragao.

Ao analisar os picos foi possivel encontrar o total de dois alcaloides, tomando
como base o trabalho de Sawaya et al. (2015), sendo eles: fons com m/z 193 (3-nor-7(11)
dehydropilocarpine, tempo de retencao de 0,58 min) e m/z 179 (4-(3H-imidazol-4-ylmethyl)-
3-methyl-5H-furan-2-one, tempo de reten¢do de 0,97 min). Outros picos foram encontrados,
porém nao foi possivel realizar andlises para a identificacdo e determinacao da natureza destes
compostos, que ndo foram descritos anteriormente nos trabalhos com Pilocarpus. Em uma
andlise exploratoria foi possivel observar que dentre estes compostos desconhecidos existe um
com tempo de retencao de 2,92+0,2 min e m/z 391 que ndo estd presente em nenhuma amostra
foliar, apenas nas amostras de raizes, podendo ser o indicativo de um marcador das raizes
(detalhe em tracejado na figura 9). A elucidagcdo de sua estrutura poderd definir a natureza

desse composto.
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Figura 9. Cromatograma do extrato de alcaloides de P. spicatus do ensaio de
caracterizacdo. Amostra de folhas adultas (A). Amostra de folhas jovens (B). Amostra de raiz
(C). Destaque em tracejado para o composto com m/z 391 presente apenas nas amostras de

raizes.
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Os dados foram analisados quanto a concentragdo através da curva realizada para
o padrao comercial pilocarpina, sendo os dados da curva extrapolados para todos os alcaloides
e compostos encontrados. Para o composto com m/z 381 foi possivel verificar que nao houve
diferenca significativa na concentracdo, tendo variacdo de apenas 0,04 ug/mg entre as
amostras foliares e radiculares analisadas (figura 10A). Dentre os individuos testados, o Psp2
apresentou maior concentracdo do composto com m/z 381 em comparacdo aos demais (figura
10A). Com relagdo ao alcaloide 3-nor-7(11)-dehydropilocarpine (m/z 193) nao houve
diferenca entre os individuos testados, tendo todos eles apresentado concentragdo similar do
alcaloide. Porém, foi possivel observar diferenga entre os tecidos, com maior concentracao
nas amostras de raizes, passando de uma média de 0,33 ug/mg nas amostras de folhas para 0,4
pg/mg para as amostras de raiz (figura 10B). O mesmo comportamento foi visto para o
composto com m/z 215 que também apresentou maior concentracao nas raizes de P. spicatus
quando comparado com o perfil de compostos das folhas. Para este composto foi observado
maior concentracdo no individuo Psp2 em comparacdo com Pspl e Psp3, que apresentaram
concentracoes semelhantes entre si (figura 10C).

O alcaloide 4-(3H-imidazol-4-ylmethyl)-3-methyl-5H-furan-2-one (m/z 179), com
base nos dados apresentados por Sawaya et al. (2015), é um dos primeiros alcaloides na via
de biossintese da pilocarpina. Este alcaloide foi encontrado apenas nas amostras de folhas
jovens e folhas adultas, ndo havendo nenhum tragco em raizes de P. spicatus. Os trés
individuos apresentaram concentracdes similares do alcaloide em folhas adultas, com média
de concentracdao de 0,47+0,02 ug/mg. Valores préximos foram encontrados para as folhas
jovens, exceto pelo individuo Psp3, no qual a concentracdo do alcaloide foi significativamente
maior, atingindo 1,02 pg/mg, fazendo este individuo diferir dos demais (figura 11A).

Os alcaloides com m/z 179 e m/z 193 foram descritos anteriormente por Sawaya et
al. (2011), sendo encontrados em amostras foliares de P. spicatus. Ambos os compostos
seriam antecessores a pilocarpina na via de biossintese (Sawaya et al. 2015), o fato desta
espécie nao produzir pilocarpina demonstra uma possivel auséncia da enzima responsavel
pela conversao do alcaloide 3-nor-7(11)-dehydropilocarpine (m/z 193) em pilocarpina.

Assim como o alcaloide 4-(3H-imidazol-4-ylmethyl)-3-methyl-5H-furan-2-one
(m/z 179) foi encontrado exclusivamente nas amostras foliares, o composto com m/z 391 por
sua vez, foi observado apenas nas raizes de P. spicatus, estando em maior concentracdo no
individuo Psp2, com variacdo de 0,43 pug/mg a 0,57 pg/mg nas demais plantas estudadas

(figura 11B).
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Abreu et al. (2011) em um trabalho de caracterizagdo de metabdlitos em
diferentes estdgios de desenvolvimento e diferentes partes das plantas de P. microphyllus,
observaram maiores concentracdes de pilocarpina em tecidos foliares mais jovens em
comparac¢do com folhas adultas, tronco e raiz. O alcaloide 3-nor-8(11)-dihydropilocarpine foi
encontrado apenas em folhas de plantas adultas, ndo sendo quantificado em folhas de plantas
jovens, mostrando alteragdes no padriao de metabdlitos dependendo do tipo de tecido estudado

e estdgio de desenvolvimento da planta, assim como visto no presente estudo com P. spicatus.
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Figura 10. Dados de concentracdo (ug/mg) dos alcaloides e demais compostos
encontrados no ensaio de caracterizacdo do perfil de P. spicatus para os tratamentos e
individuos estudados. A. Composto com m/z 381. B. Alcaloide com m/z 193. C. Composto

com m/z 215. Letras distintas diferem pelo teste de Tukey com p<0,05. Barras = erro padrao.
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O sexto composto encontrado foi o com m/z 341, sendo este presente nas trés
partes das plantas estudadas, porém, com maior variagdo de concentracdo. Nao foi possivel
observar diferenca estatistica no perfil do composto entre os individuos testados, apenas entre
os tecidos, sendo a maior concentracdo encontrada nas amostras de folhas adultas, para as
folhas jovens e raizes a concentra¢do encontrada foi similar, exceto pelo individuo Psp3, no

qual ndo foi encontrado o composto em folhas jovens (figura 12).
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Figura 11. Dados de concentracdo (ug/mg) dos compostos encontrados no ensaio
de caracterizacdo do perfil de alcaloides de P. spicatus para os tratamentos e individuos
estudados. A. Alcaloide com m/z 179, onde letras maidsculas mostram diferenca entre os
individuos e minuscula diferenca entre os tratamentos. B. Composto com m/z 391. Letras

distintas diferem pelo teste de Tukey com p<0,05. Barras = erro padrao.
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Figura 12. Dados de concentracio (ug/mg) do composto com m/z 341 encontrado
nos diferentes tratamentos e individuos estudados de P. spicatus. Letras distintas diferem pelo
teste de Tukey com p<0,05, sendo as comparagdes realizadas entre os tratamentos, dentro de

cada individuo testado. Barras = erro padrao.
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Com os dados obtidos foi realizada uma andlise de componentes principais (PCA)
para obter uma visdo mais clara do peso de cada composto encontrado nas variagdes dos
tratamentos e individuos estudados. O total de seis componentes principais foi obtido, sendo
que destes, os trés primeiros explicaram 81,9% de toda a varia¢do dos dados, como pode ser

visto ao somar a proporcao de variancia de cada um dos componentes (figura 13).
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Figura 13. Porcentagem de variancia dos seis componentes principais obtidos na
andlise dos dados (PCA) do ensaio de caracterizagdo do perfil de alcaloides de P. spicatus,

sendo a soma dos trés primeiros totalizando 81,9% de toda a varia¢do dos dados obtidos.

Ao observar a clusterizacdo dos dados obtida pelo plano bidimensional da PC1 x
PC2 (figura 14) e da PC1 x PC3 (figura 15) é possivel observar a sobreposicao das amostras
foliares e a separacdo das amostras de folhas e raiz. Para saber quais sdo os principais
componentes responsaveis por esta diferenciacdo, foi analisado o grafico denominado biplot
(Gabriel 1971), no qual se pode observar que para a PC1 os compostos com maior score
positivo de variacdo sdo os com m/z 193 e m/z 215, sendo exatamente os compostos com
maior concentracdo nas raizes quando comparado com as folhas e o composto com m/z 391,
presente apenas nas raizes (figura 16). J4 com score negativo estdo 0os compostos com maior
concentracdo em folhas (m/z 179 e m/z 341). Sendo assim, através da andlise de PCA foi
possivel pontuar os principais compostos responsdveis pela maior fonte de variagdo dos
tratamentos estudados, representado pela PC1, sendo esta responsédvel pela separacdo do perfil

de folhas e raizes.
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Figura 14. Resultado da andlise de componentes principais. Agrupamento dos
dados da PC1 (48% da variagao) versus PC2 (17,8% da variagdo) nos diferentes tratamentos

estudados.
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Figura 15. Resultado da andlise de componentes principais. Agrupamento dos

dados da PC1 (48% da variagdo) versus PC3 (16,2% da variagdo) nos diferentes tratamentos

estudados.

No trabalho realizado por Abreu et al. (2011), foi possivel através da andlise de
componentes principais, separar o perfil de metabdlitos das diferentes partes (amostras
foliares, caule e raiz) de plantas jovens de P. microphyllus, além da separacdo do perfil de

plantas em estdgios diferentes de desenvolvimento (plantas jovens x plantas adultas).
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Figura 16. Resultado da anédlise de componentes principais. Grafico Biplot com a
sobreposicdo dos escores de cada amostra e das varidveis analisadas no ensaio de
caracterizacdo do perfil do extrato de alcaloides de P. spicatus para a PC1 (48% da variagdo)

versus PC2 (17,8% da variagdo), em vermelho pode-se observar os compostos identificados.

5.3 Ensaio Inducao de alcaloides

5.3.1 Ensaio de Inducio 1

Folhas de duas espécies de jaborandi foram imersas em diferentes solugdes
(tratamentos) com o intuito de verificar a ocorréncia de altera¢des nos niveis de alcaloides
produzidos. Os dados das folhas coletadas com apenas trés dias de ensaio ndo geraram
resultados diferentes de concentracdo de alcaloides entre as solucdes testadas, sendo este
tempo insuficiente para gerar dados contrastantes, foi possivel observar diferenca apenas entre
o controle e os demais tratamentos, porém nao entre os tratamentos, que era o intuito do
ensaio.

Para o tempo de seis dias e a espécie P. microphyllus, ao colocar o peciolo das
folhas em solugao de pilosina, o total de alcaloides extraidos a partir das folhas foi superior
estatisticamente ao total encontrado nos demais tratamentos (com excecdo do controle), o
inverso foi observado no tratamento em solucdo de pilocarpina, que apresentou a menor
concentracdo de alcaloides totais, sendo observado valor inferior que a metade do que foi

encontrado nos tratamentos em solucdo de pilosina e 4cido salicilico (AS) (figura 17).
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Figura 17. Total de alcaloides obtidos na espécie P. microphyllus (em pg/mg)
ap6s 6 dias das folhas imersas nas diferentes solugdes de elicitores e alcaloides. Barras =
desvio padrdo. Letras distintas diferem estatisticamente pelo método Games-Howell com

p=<0,05.

O perfil de alcaloides da planta de P. microphyllus utilizada no presente trabalho
pode ser visualizado no cromatograma proveniente da corrida de LC-MS (figura 18). O total
de nove alcaloides/isdmeros tiveram seu pico amostrado e a drea quantificada, o tempo de

retencao e a massa/carga (m/z) de cada alcaloide encontrado podem ser vistos na tabela 2.

100+
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Figura 18. Cromatograma dos alcaloides extraidos da espécie P. microphyllus,

com detalhe para o tempo de retencao (rt) da pilocarpina (rt = 1,92 min).
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Tabela 2. Descricdo dos alcaloides encontrados na extracdo a partir de folhas de

P. microphyllus. Detalhe do tempo de retencdo (min) e massa/carga (m/z) de cada alcaloide.

Tempo de Retencdo (min) m/z Alcaloide
0,98 193 3-nor-7(11)-dehydropilocarpine
1,04 241 3-(3-methyl-3H-imidazol-4-ylmethyl)- 1 -phenyl-but-3-en-1-one
1,92 209 Pilocarpina
2,63/3,75/6,59 287 Pilosina e isOmeros
5,76 255 3-Benzylidene-4-(3H-imidazol-4-ylmethyl)-dihydro-furan-2-one
6,01 269 Anidropilosina

Ao manter as folhas com o peciolo imerso em solugao de pilocarpina foi possivel
observar maior propor¢do do alcaloide com m/z 193 (tabela 3) em comparacdo com o
tratamento em solu¢do de dcido salicilico 5 mM (1,35% e 0,55%, respectivamente). No
trabalho realizado por Sawaya et al. (2015), foi observado o aumento do alcaloide com m/z
193 em solugdo de pilocarpina, mostrando que o alcaloide 3-nor-7(11) dehydropilocarpine
(m/z 193) é um precursor da pilocarpina na via de biossintese de alcaloides de jaborandi,
sendo que o excesso de pilocarpina pode ter ocasionado uma retroinibicao da sua formacao e,
consequentemente, acimulo do composto com m/z 193 e desvio de rota para a produgdo de
anidropilosina. Pode-se observar no presente estudo o aumento de 12,11% para 16,7% de um
dos isomeros de pilosina (passo anterior a producao de anidropilosina) e de 3,51% para 3,71%
de anidropilosina (tabela 3), o que pode comprovar a mudanca de rota de producdo de
pilocarpina para a producdo de anidropilosina, confirmando novamente mais uma parte da
rota descrita por Sawaya et al. (2015) (tabela 3).

Ja para o tratamento em que foi adicionado o alcaloide pilosina na solu¢do de
imersdo, pode-se observar que os niveis de pilosina e de seus isdOmeros nas folhas
mantiveram-se constantes, nao ocorrendo retroinibi¢ao.

Com relacdo aos tratamentos contendo 4cido salicilico, a concentragio de 0,5 mM
manteve o perfil de alcaloides semelhante ao controle, ja a concentragao de 2 mM ocasionou
aumento de 55% para 65,99% de pilocarpina e redugdo de pilosina e seus isdmeros.

Alguns trabalhos citam o uso do 4cido salicilico para o aumento do nivel de
alcaloides, como em Catharanthus roseus (L.) (Idrees et al. 2013) e Eschscholtzia californica
(Cho et al. 2007). O acido salicilico, entre outras caracteristicas, apresenta um importante
papel na tolerancia das plantas a estresses abidticos e atua como um sinalizador envolvido na
resisténcia sistémica adquirida pelas plantas ao ataque de patdégenos (Avancini et al. 2003;

Idrees et al. 2011; Verpoorte e Memelink 2002). Avancini et al. (2003) em seu trabalho com
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aplicacdo de 4cido salicilico via spray foliar, verificou um aumento significativo de
pilocarpina em folhas de jaborandi apds 9 dias da aplicac@o, corroborando com os dados aqui
apresentados.

Os alcaloides com m/z 241, m/z 269, m/z 255 e m/z 287 foram os que mantiveram

os niveis mais estaveis dentre os tratamentos testados.

Tabela 3. Dados do ensaio de indugdo de alcaloides da espécie P. microphyllus.
Perfil de alcaloides apresentado em porcentagem (+ desvio padrdo) para os diferentes
tratamentos. Letras distintas diferem estatisticamente pelo teste de médias Tukey (p<0,05)

entre os tratamentos.

Perfil de alcaloides (%)

Tratamentos m/z 193 m/z 241 m/z 209 m/z 287 m/z 287 m/z 287 m/z269  m/z 255
Controle 0,85+0,29 (ab) 5,58 +1,31 55+3,54 (bc) 10,28 £2,56 12,22 +1,74 (ab) 12,11 £5,61 (ab) 3,51 +041 0,45+0,08

Pilocarpina 135+0,22(a) 6,22+1,86 47,95+472 (c) 10,5+2,16 13,08 £2,22 (a) 16,7+2.92 (a) 3,71+045 0,5+0,11
Pilosina 0,83 £044 (ab) 5,59 +3,11 5824+8,33(abc) 10,36+0,66 11,84+1,15(ab) 8,83 +44 (ab) 3,86 £0,36 0,45 +0,06
ASOSmM  0,55+0,09(®b) 4,73+123 60,43 +1,67 (ab) 10,18 £0,59 11,77+0,51 (ab) 8,37 £0,5 (ab) 3,54+0,12 0,42 +0,09
AS2,0mM 0,79+0,18 (ab) 5,74 +1,24 65,99 + 3,65 (a) 845+1,4 9,54 + 1,48 (b) 5,78 £ 1,5 (b) 329+ 1,11 0,41+0,04

Os mesmos tratamentos foram aplicados em P. spicatus, porém nesta espécie s
foi possivel detectar o alcaloide com m/z 179 (4-(3H-imidazol-4-ylmethyl)-3-methyl-5H-
furan-2-one), com tempo de retencdo de 0,92 min (figura 19). O total de alcaloides ndo se
alterou dentre os tratamentos testados, ficando em média com 0,03 pg/mg (figura 20). O
alcaloide 4-(3H-imidazol-4-ylmethyl)-3-methyl-5H-furan-2-one (m/z 179), conforme dito
anteriormente seria um dos primeiros alcaloides na via de biossintese da pilocarpina dando
origem ao alcaloide 3-nor-7(11)-dehydropilocarpine (m/z 193), sendo este o precursor da

pilocarpina e encontrado nas amostras de P. microphyllus deste ensaio.
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Figura 19. Cromatograma dos alcaloides extraidos a partir de amostras foliares da

espécie P. spicatus.
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Figura 20. Dados do ensaio de indugao de alcaloides da espécie P. spicatus. Perfil

de alcaloides apresentado em pg/mg para os diferentes tratamentos. Barras = erro padrao.

5.3.2 Analise de aminoacidos nos tratamentos de inducao 1

As mesmas amostras foliares dos tratamentos testados no item 5.3.1 foram
utilizadas para a andlise de histidina e treonina (possiveis precursores do alcaloide
pilocarpina). Pode-se observar que ndo houve diferenca significativa na concentragdo dos
aminodcidos entre os tratamentos testados, porém o que se pode observar € a maior
concentracdo de treonina em relacdo ao aminoacido histidina para a espécie P. microphyllus
(figura 21A). Para P. spicatus nao houve diferenca de concentracido entre os tratamentos e

nem entre os aminodcidos. Porém foi realizado um comparativo entre as espécies P. spicatus

e P. microphyllus, onde foi possivel observar que tanto para histidina quanto para treonina a
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concentracdo dos aminodcidos € maior em P. microphyllus do que em P. spicatus (figura
21B), dado que corrobora com o fato da primeira espécie apresentar maiores concentracdes de

alcaloides em comparacdo com a segunda.

Andlise de aminoacidos - P. microphyllus B Concentragdo total de aminoacidos/espécie

0,25 0,20
0,20 0,15

a
0,10 3 b
b
0,00 0,00

ng/mg

Controle ~ Pilocarpina  Pilosina  AS 0,5mM AS 2,0 mM P. microphyllus  P. spicatus  P. microphyllus  P. spicatus
Tratamentos Histidina Treonina
m Histidina ™ Treonina Tratamentos

Figura 21. Andlise dos aminodcidos histidina e treonina da espécie P.
microphyllus para todos os tratamentos testados no ensaio de inducdo de alcaloides (A).
Comparacdo da concentracdo dos aminodcidos histidina e treonina entre as espécies P.
microphyllus e P. spicatus independente do tratamento testado (B). Letras distintas diferem

estatisticamente pelo teste de médias Tukey (p<0,05). Barras = desvio padrao.

5.3.3 Ensaio de Indugao 2

O segundo ensaio de indugdo teve por objetivo tentar alterar os niveis dos
alcaloides presentes nas folhas através da suplementacdo de aminodcidos que sdao possiveis
precursores da via de biossintese de pilocarpina. O ensaio foi realizado com a espécie P.
microphyllus, que contem alta concentracao de pilocarpina. Ao analisar os dados provenientes
da corrida de HPLC-MS verificou-se que os tratamentos testados ndo foram capazes de
provocar oscilacio nas concentragdes dos alcaloides nas folhas. Neste ensaio foram
identificados e quantificados 12 alcaloides/isdbmeros, sendo a pilocarpina encontrada em

maior quantidade representando 25,9% dos alcaloides encontrados (tabela 4).
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Tabela 4. Dados do ensaio de indugdo de alcaloides (2) da espécie P. microphyllus.
Perfil de alcaloides apresentado em porcentagem (+DP) para os diferentes tratamentos. Letras
distintas diferem estatisticamente pelo teste de médias Tukey (p<0,05) entre os tratamentos

testados.

Perfil de alcaloides % (tempo de retencio)

Tratamentos m/z 193 (0,98) m/z 241 (1,06) m/z209 (1,92) m/z 287 (2,53) m/z 287 (3,75) m/z 287 (6,58)

Sem aminoacidos 1,42+£0,31 3,37+0,44 (ab) 23,86 +4,32 9,32 +0,79 12,12+ 1,14 4,96 +1,12

Histidina (5 mM) 1,26 £0,11 4,00+£0,46 (a) 28,09 +1,63 8,43 £0,41 11,33 £0,58 43113

Treonina (5 mM) 1,19+£0,08 2,94+0,65() 2545+1,65 9,29 + 0,66 12,22 +0,77 4,04 £0,43

Phenilalanina 5 mM) 1,41 £0,20 3,45+0,59 (ab) 24,23 +5,56 9,21 +1,13 12,38 £1,76 4,79 +0,83

Mix de aminoacidos 1,42 +£0,30 3,44 +0,73 (ab) 24,92 +3,80 9,20 £ 0,93 12,10 + 1,21 4,53 £0,70

Perfil de alcaloides % (tempo de retencio)

Tratamentos m/z 269 (2,39) m/z 269 (3,62) m/z269 (6,01) m/z 255 (2,09) m/z 255 (3,45) m/z 255 (5,76)

Sem aminoacidos 26,06 1,45 8,07 £0,80 3,46 +0,20 3,66 +0,28 2,20 £0,08 1,49 £0,21

Histidina (5 mM) 24,38 £1,26 7,52 £0,28 3,87+0,29 3,31 +0,26 2,11 +0,11 1,39 +£0,12

Treonina (5 mM) 26,78 £1,75 7,97 £0,40 3,51 +0,60 3,42+0,35 1,93 £0,28 1,27 £0,10

Phenilalanina (5 mM) 25,76 +3,10 8,28 £1,02 3,45+0,41 3,43 +£0,23 2,15+£0,25 1,45 +£0,17

Mix de aminoacidos 25,81 £2,05 8,11+0,72 3,38 +0,40 3,54 £0,42 2,13 +0,36 1,43 £0,28

De acordo com os resultados obtidos ndo foi possivel obter uma conclusdo em
relacdo a participacdo dos aminodcidos testados na via de biossintese de pilocarpina.
Conforme dito anteriormente, em meados dos anos 70 foi realizado um estudo com
aminodcidos marcados (**C) em ramos de P. pennatifolius, onde ndo foi verificado resultado
positivo para a incorporacdo de histidina e treonina (Brochmann—Hanssen et al. 1975). Apesar
dos resultados encontrados, ainda existe a hipétese de estes dois aminodcidos serem
precursores da via de biossintese, uma das abordagens que serd tratada neste trabalho € a
busca de enzimas que possam atuar na desaminacdo destes aminodcidos, sendo este o

primeiro passo para o inicio da biossintese dos alcaloides em jaborandi.

5.4 Extracio de proteinas e analise proteomica
As amostras de proteinas, apds a extracdo, foram avaliadas quanto a sua qualidade

pelo gel de eletroforese, que pode ser visualizado na figura 22.
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Figura 22. Gel de poliacrilamida com as amostras da extragc@o total de proteinas
de jaborandi. Coluna 1: Marcador Bio-Rad 250 kD, Coluna 2: Amostra de P. microphyllus (1
pg) e Coluna 3: Amostra de P. spicatus (1 pg).

Na andlise de protedbmica foi encontrado o total de 4168 proteinas mapeadas em
397 cédigos proteicos distintos (podendo ter proteinas com 0 mesmo nome, porém mapeadas
de espécies diferentes). Ao analisar o nimero de peptideos encontrados em cada uma das
proteinas, pode-se observar que aproximadamente 67% apresentaram apenas um peptideo e os
demais 33% estdo distribuidos entre proteinas com mais de dois peptideos (figura 23A). Das
proteinas que apresentaram dois ou mais peptideos foi realizada a média da porcentagem de
cobertura destas sequéncias (sequence coverage %), ficando a média em 15% (figura 23B).
Existe um nimero varidvel de cobertura de sequéncia protéica encontrado em literatura, como
por exemplo, 44% em um trabalho recente com Arabidopsis (Mergner et al. 2020), faixa entre
15% e 57% encontrada em dados de raizes de Zea Mays L. (Li et al. 2007) e de 9% a 58% em
dados de folhas de Oryza sativa L. cv. Dongjin (Lee et al. 2010a). Fairchild et al. (2010) em
seu estudo, concluiu que um dos fatores que pode aumentar a taxa de cobertura de sequéncia é
a escolha apropriada da coluna cromatografica que € utilizada para a andlise dos peptideos,
sendo a correlagdo entre estas varidveis dependentes do diametro médio das particulas que sao
injetadas, comprimento da coluna cromatogréfica e do sistema de fases utilizado.

Das 397 proteinas encontradas no presente trabalho apenas 29 delas apresentavam

intensidade de sinal acima de zero para as duas espécies estudadas, como pode ser visto no
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diagrama de Venn (figura 24). Ao avaliar as 29 proteinas, verificou-se que em 55,2% delas a
intensidade foi maior em P. microphyllus em comparacdo a P. spicatus. Na figura 25 pode-se
visualizar a dispersdo do log, da razao entre P. microphyllus e P. spicatus, onde valores >0
significam maior intensidade do ion cromatografico em P. microphyllus e valores <0 maior

intensidade detectada em P. spicatus.

Numero de peptideo/proteina Cobertura da sequéncia
250 50,0
200 £ 400
100 S 200
50 <

: B e mm 3 100

1 2 3 >4 0.0

P. microphyllus P. spicatus

Nimero de peptideos

m P. microphyllus = P. spicatus Espécie

Figura 23. A. Numero de peptideos de cada uma das proteinas encontradas na
andlise de Protedmica de duas espécies de jaborandi. B. Porcentagem de cobertura das

sequéncias de proteinas na andlise de protedmica de duas espécies de jaborandi.

P. microphyllus 29 P. spicatus
129 239

Figura 24. Diagrama de Venn com o nimero total de proteinas expressas em cada

espécie estudada de jaborandi. Dados provenientes da andlise de protedmica.
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Figura 25. Log, da razdo entre as dreas dos picos cromatograficos (LFQ intensity)
de P. microphyllus sobre P. spicatus. Dados provenientes da andlise de protedmica de

jaborandi.

As sequéncias de proteinas que estavam presentes em ambas as espécies passaram
por um blastp contra o banco de dados nonredundant (nr) do NCBI através do software
Blast2GO. Na figura 26 pode ser visualizada a distribuicdo de espécies que retornaram

sequéncias semelhantes para todos os BLAST hits de proteinas de Pilocarpus.

Outros

Paenibacillus sp. IHB B 3415
Brassica napus

Oryza sativa Indica Group
Medicago sativa

Arabidopsis lyrata subsp. lyrata
Medicago truncatula

Oryza sativa |

Nicotiana tabacum

Lotus japonicus

Rumex obtusifolius

Solanum commersonii
Cucumis sativus

Solanum lycopersicum
Nicotiana sylvestris

Malus domestica

Pisum sativum

Solanum tuberosum

Oryza sativa Japonica Group
Arabidopsis thaliana

Espécies
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Numero de BLAST Hits

Figura 26. Distribuicdo de espécies dos blast hits das sequéncias de proteinas

encontradas nas duas espécies de jaborandi estudadas.

Ap6s o blastp as sequéncias foram mapeadas e anotadas, gerando um total de 179

anotacdes, que foram classificadas em processos bioldgicos (figura 27A), componentes
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celulares (figura 27B) e fung¢des moleculares (figura 27C), sendo em sua grande maioria
proteinas atuantes em processos celulares e metabdlicos, com atividades cataliticas e de
ligacdo (binding).

De forma geral, as proteinas que foram encontradas em maior quantidade estdo
relacionadas aos sistemas fotossintéticos (19,8%) e a proteina ribulose bisfosfato
carboxilase/oxigenasse — rubisco (14,7%), ou seja, o minimo de 34,5% das proteinas
encontradas estdo relacionadas diretamente a fotossintese.

Com relagdo a biossintese dos alcaloides imidazdlicos em Pilocarpus, foi
realizada uma busca com diversas palavras-chave entre as sequéncias de proteinas
encontradas com o intuito de encontrar enzimas do citocromo P450 ou que facam parte do
catabolismo de aminodcidos e que possam estar atuando na via de biossintese. Apds a busca
foi obtido como retorno positivo apenas uma sequéncia de aminodcidos de P. spicatus que no
alinhamento foi mapeada como histidina amonia-liase (HAL), porém de Homo sapiens
(P42357). A enzima HAL, até o momento, foi descrita apenas em animais € microrganismos,
ndo sendo encontrada nos membros dos filos Plantae (Emiliani et al. 2009; MacDonald e
D’Cunha 2007). Esta mesma sequéncia de proteina de Homo sapiens (P42357) foi utilizada
no NCBI para a realizacdo de um blastp contra A. thaliana. O melhor resultado de
alinhamento obtido foi com a enzima fenilalanina amodnia-liase (PAL) de Arabidopsis, com
75% de cobertura da sequéncia, 29% de identidade e E-value de 4% A PAL faz parte das
enzimas liases de aminodcidos aromaéticos, sendo responsavel pelo primeiro passo da via dos
fenilpropanoides (Barros e Dixon 2019). Trabalhos mostram a similaridade entre as enzimas
PAL e HAL através de comparacdes de sequéncias de aminodcidos (Roéther er al. 2002;

Taylor et al. 1990).
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Figura 27. Classificacao das sequéncias de proteinas dos dados de jaborandi em

processos bioldgicos (A), componentes celulares (B) e funcdes moleculares (C).

5.5 Extraciao de RNA e sequenciamento

Apés o sequenciamento as reads geradas foram trimadas pela ferramenta
TRIMMOMATIC permanecendo aquelas em que as bases apresentavam qualidade > 20 como
pode ser visto na figura 28. O total de reads sequenciadas de cada uma das amostras variou de
798.742 a 11.497.388 (tabela 5), de forma geral foi obtido um total de reads para P. spicatus
de 17.700.062 e para P. microphyllus de 13.903.705. As reads apresentaram tamanho entre 2-
101 pares de bases, sendo que 89,3% (£8,8%) e 85,9% (£5,5%) das reads de P. spicatus e P.

microphyllus, respectivamente, continham de 98 a 101 pares de bases.
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Figura 28. Pontuacdo de qualidade por base com detalhe ao threshold de

qualidade exigido (Q>20) para as reads sequenciadas.

Tabela 5. Total de reads das amostras de Pilocarpus sequenciadas, sendo trés

amostras de cada espécie estudada.

Amostra Niimero de Reads
P. spicatus 1 1.352.756
P. spicatus 2 4.849.918
P. spicatus 3 11.497.388
P. microphyllus 1 798.742
P. microphyllus 2 2.152.678
P. microphyllus 3 10.952.285

Apds o processo de trimagem 98,1% (+1,2%) das reads de P. spicatus (figura
29A) e 98,3% (*1,1%) das sequéncias de P. microphyllus (figura 29B) apresentaram
qualidade > 30, ou seja, probabilidade de uma base incorreta de 1 em 1000, sendo a acurécia

de 99,9% (Ewing e Green 1998).
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Figura 29. Pontuacdo de qualidade das reads forward (F) e reverse (R)
sequenciadas apds a ferramenta TRIMMOMATIC. A. Sequéncias de P. spicatus (Psp) e B.

Sequéncias de P. microphyllus (Pmc).

Em relacdo a porcentagem de bases GC nas reads sequenciadas, tanto para P.
spicatus (figura 30A) quanto para P. microphyllus (figura 30B) as sequéncias apresentaram
em sua grande maioria o total de 45% de bases GC, sendo este também um parametro de
qualidade do sequenciamento. Para as regides exdnicas o contetido GC normal € representado
por aproximadamente 49-51%, podendo ter um desvio de 10% deste valor (Guo et al. 2013),
sendo assim as reads sequenciadas estao dentro dos parametros normais de qualidade. Niveis
diferentes podem representar algum tipo de contaminacio. Yang et al. (2019) em seu trabalho
com transcritoma de folhas de Citrus sinensis observou conteido de GC de 45,36% a 46,58%.
Demais trabalhos com espécies da familia das Rutdceas também observaram valores de GC%
proximos aos encontrados no presente estudo, como por exemplo, 43,38% para Zanthoxylum
bungeanum (Feng et al. 2017), 43,43% a 44,28% para Shiranuhi (Citrus cv.) e 43,46% a
44,43% para Huangguogan (Citrus cv.) (Xiong et al. 2017).
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Figura 30. Distribuicao do contetido GC (%) nas reads forward (F) e reverse (R)

sequenciadas de jaborandi. A. Sequéncias de P. spicatus (Psp) e B. Sequéncias de P.

microphyllus (Pmc).

5.5.1 Montagem de novo e analise do banco de dados

Ao final da montagem dos transcritos foi realizado um comparativo pela

ferramenta Cuffdiff dos dados das duas espécies. Foram obtidas 23.098 sequéncias com

expressdo diferencial entre P. spicatus e P. microphyllus, sendo destas, 13.497 (58,4%)

estatisticamente significativas (p<0,05).

Os transcritos diferencialmente expressos (13.497) foram entdo analisados pelo

Blast2GO. O tamanho médio das sequéncias analisadas foi de 534 pb variando de pequenas

sequéncias de apenas 105 pb a sequéncias de 4495 pb (figura 31).
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Figura 31. Tamanho das sequéncias analisadas pelo Blast2GO provenientes dos

dados dos genes diferencialmente expressos de Pilocarpus.
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No software Blast2GO, foi realizado um blastx contra o banco de dados de
Arabidopsis. Das 13.497 sequéncias, 5710 ndo apresentaram hits. O valor médio de
similaridade dos alinhamentos com maior score (HSP - High-scoring Segment Pair) para os
hits encontrados foi de 76,7% +12,4%. As sequencias com hits seguiram para 0 mapeamento

e anotacdo dos transcritos conforme ilustrado na figura 32.
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Figura 32. Total de sequéncias de Pilocarpus que passaram por blast,

mapeamento e anotacdo apds andlise no software Blast2GO.

No total, 6911 transcritos foram anotados gerando 61048 anotagdes do Gene
Ontology (GO), que proporcionam o conhecimento das fun¢des dos transcritos, sendo eles
categorizados entre processo bioldgico (em qual processo o produto do gene contribui),
fun¢do molecular (atividade do produto do gene) e componentes celulares (onde o produto do
gene estd ativo) (Consortium 2019) (figura 33).

De forma geral a grande maioria das sequéncias estd envolvida em processos

celulares e metabdlicos com atividades cataliticas e de ligacdo atuando em toda a anatomia

celular.
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Figura 33. Distribuicdo das sequéncias em suas respectivas classes do Gene
Ontology, estando divididas entre: processos bioldgicos, fun¢des moleculares e componentes

celulares (CC).

Em relacdo as sequéncias codificadoras de enzimas, aproximadamente 70%
geraram enzimas classificadas como transferases e hidrolases, sendo 33% e 36,3%,

respectivamente. As demais classes de enzimas somam juntas pouco mais de 30% (figura 34).
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Figura 34. Classificacdo das sequéncias dos genes diferencialmente expressos de

Pilocarpus nas respectivas classes de enzimas, com o total de sequéncias para cada classe.

Através do software Blast2GO as sequéncias foram mapeadas contra o banco de
dados KEGG para verificar a funcdo bioldgica e classificacio dos transcritos em suas
respectivas vias metabodlicas. No total, 1246 sequéncias foram mapeadas em 136 vias
metabodlicas. Dentre as vias, as que apresentaram o maior nimero de sequéncias envolvidas
foram: metabolismo de purina, metabolismo de tiamina e biossintese de antibidticos, com
302, 278 e 235 sequéncias respectivamente. Em relagdo a biossintese de alcaloides, foram
encontradas sequéncias envolvidas em trés vias metabdlicas, biossintese de alcaloides
isoquinolinicos, biossintese de alcaloides tropanicos, piperidinicos e piridinicos e biossintese
de alcaloides inddlicos, com 7, 4 e 1 sequéncia, respectivamente. O total de 27 sequéncias
foram mapeadas em vias que envolvem enzimas do citocromo P450. Para as vias de
metabolismo de glicina, serina e treonina foram encontradas 55 sequéncias envolvidas e

apenas sete sequéncias relacionadas ao metabolismo de histidina.

5.5.2 Selecio de genes de interesse

A partir do mapeamento realizado no Blast2GO dos genes diferencialmente
expressos, foi realizada uma busca dentre os transcritos para a selecdo de alguns genes de
interesse que possam atuar na biossintese dos alcaloides imidazdlicos em Pilocarpus, em
especial na biossintese de pilocarpina.

Em relacdo aos possiveis precursores da pilocarpina, foi realizada uma primeira

andlise com base no aminoicido L-treonina. A enzima responsdvel pelo catabolismo da
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treonina e conversao em Aacido a-cetobutirico € a treonina deidratase (ou treonina amonia-
liase, treonina desaminase) (Jander e Joshi 2009), nos dados de GDE (genes diferencialmente
expressos) foram encontrados cinco transcritos anotados como treonina desidratase, destes,
quatro apresentaram expressao maior ou estavam presentes apenas em P. spicatus e apenas
um transcrito apresentou expressao maior em P. microphyllus.

Ao caminhar na via de biossintese da treonina, foram selecionadas mais duas
enzimas, s6 que desta vez que antecedem a formacdo do aminodcido, para verificar se ha a
interacdo entre a maior concentra¢io de precursores dos aminodcidos e maior diversidade de
alcaloides, sendo elas, treonina sintase (EC 4.2.3.1) que catalisa a ultima reacao na biossintese
da treonina (Jander e Joshi 2009) e malato desidrogenase (EC 1.1.1.37), sendo uma de suas
funcdes a atuagdo no ciclo do 4cido tricarboxilico (ciclo de Krebs) oxidando malato para a
formacdo de oxaloacetato (Taiz et al. 2017), que por sua vez atua na formacdo do aspartato,
precursor do aminodcido treonina (Jander e Joshi 2009). Para a enzima treonina sintase foram
encontrados dois transcritos, sendo eles presentes em ambas as espécies, porém mais
expressos em P. spicatus. Ja para a malato desidrogenase foram encontrados cinco transcritos,
sendo trés presentes apenas em P. microphyllus e dois mais expressos em P. spicatus. Os
dados de log, da razdo entre P. microphyllus / P. spicatus para os dados de expressdo dos
transcritos presentes em ambas as espécies pode ser visto na figura 35, onde valores acima de
zero indicam maior expressao em P. microphyllus.

Com relagdo ao aminodcido L-histidina, foi realizada uma busca para histidina
amonia-liase (HAL), que potencialmente seria uma das primeiras enzimas a atuar na rota de
biossintese de pilocarpina, porém esta ndo foi encontrada nos dados de RNAseq de
Pilocarpus. Trabalhos citam a HAL como sendo uma enzima presente apenas em procariotos
e animais, ndo estando presente em plantas. Existe a hipétese de que a enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL) seja proveniente da HAL evolutivamente (MacDonald e D’Cunha 2007),
sendo altamente encontrada em plantas, alguns fungos e apenas um procarioto, ndo estando
presente em bactérias verdadeiras e animais (MacDonald e D’Cunha 2007; Wu et al. 2014).

Calabrese et al. (2004) mostraram em seu estudo, similaridades na estrutura e no
mecanismo catalitico das enzimas HAL e PAL. Com relacdo as sequéncias de aminodacidos,
alinhamentos entre trés sequéncias de HAL e quatro sequéncias de PAL mostraram de 20% a
26% de identidade entre as duas enzimas (Taylor et al. 1990). A fenilalanina amonia-liase
atua na desamina¢ao do aminoacido aromético L-fenilalanina para a formagao de cinamato na
via de fenilpropanoides, se tornando uma das enzimas mais estudadas em plantas. Apesar da

similaridade entre as enzimas € esperado que o mecanismo de desaminagdo seja diferente
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entre a HAL e PAL, ja que a cadeia lateral da L-histidina é um anel imidazdlico enquanto da
L-fenilalanina é um anel fendlico (Barros e Dixon 2019).

O trabalho realizado por Watts et al. (2006) demonstrou que a seletividade para o
substrato da enzima amonia-liase TAL € definido por apenas um aminodcido presente no sitio
ativo da enzima. Ao realizar uma muta¢do neste aminodcido em especifico, a enzima que
tinha como substrato a tirosina, passa a atuar como PAL, utilizando a fenilalanina como
substrato. O inverso foi realizado com a PALI de A. thaliana, que ap6s a mutacao passou a ter
atividade de TAL. Segundo este trabalho, a andlise da sequéncia de aminodcidos da enzima

pode permitir uma predicdo, porém sem precisao, do substrato de maior interesse da enzima.
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Figura 35. Dados de expressao representados pelo valor de log, da razdo entre P.
microphyllus e P. spicatus para os transcritos relacionados a via do aminodcido treonina.
Dados provenientes da andlise dos genes diferencialmente expressos entre as duas espécies

estudadas de Pilocarpus.

Desta forma, levando em consideracdo a similaridade entre as enzimas, foi
realizada uma nova busca nos dados dos genes diferencialmente expressos a procura de
sequéncias da enzima fenilalanina amonia-liase. Como resultado, foram encontrados trés
transcritos referentes a PAL, sendo dois deles presentes apenas em P. spicatus e o terceiro
presente em ambas as espécies, porém altamente expresso em P. microphyllus. Com relagao a
biossintese de histidina, o dltimo passo para a formacdo do aminoécido se d4 pela enzima

histidinol desidrogenase (HDH, EC 1.1.1.23) (Ingle 2011), o mesmo foi encontrado no
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transcritoma de jaborandi em apenas um transcrito presente em ambas as espécies, porém com
expressdao maior em P. spicatus (figura 36).

De acordo com os dados do RNAseq nao foi possivel observar uma correlacao
clara entre os possiveis aminoécidos precursores da via e a biossintese de pilocarpina. Ao
analisar a rota descrita por Sawaya et al. (2015) o primeiro alcaloide formado apds o
catabolismo dos aminodcidos seria o de m/z 179 (4-(3H-imidazol-4-ylmethyl)-3-methyl-5SH-
furan-2-one), este alcaloide de acordo com os resultados obtidos anteriormente por outros
trabalhos e confirmado nos resultados obtidos no presente trabalho, ndo é encontrado na
espécie P. microphyllus, podendo este ser o motivo pelo qual as enzimas que atuam na
biossintese ou catabolismo dos aminodcidos estejam presentes em ambas as espécies, porém

mais expressas em P. spicatus.
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Figura 36. Dados de expressao representados pelo valor de log, da razdo entre P.
microphyllus e P. spicatus para os transcritos relacionados a via do aminodcido histidina e
para a enzima PAL. Dados provenientes da andlise dos genes diferencialmente expressos

entre as duas espécies estudadas de Pilocarpus.

Além da acdo de amonia-liases, outra forma de retirada do nitrogénio dos
aminodcidos € através da acdo de aminotransferases (Hildebrandt et al. 2015). Segundo
Conceigdo (2004), a acdo da enzima histidina aminotransferase (HAT) foi vista em amostras
proteicas de raizes de P. pennatifolius. Dessa forma, foi realizada uma busca para a enzima
HAT nos dados do transcritoma de Pilocarpus do presente trabalho, porém sem sucesso.

Ambas as espécies aqui estudadas de jaborandi apresentam a via de biossintese de
alcaloides imidazdlicos, porém a grande diferenca estd no maior ndimero de compostos
presentes na espécie P. microphyllus, bem como na presenca do alcaloide de principal ag¢do

farmacoldgica, a pilocarpina. Levando em considera¢do que o inicio da via pode ser de igual
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expressao para ambas as espécies, foi realizada uma busca para as enzimas com atuagdo como
aminotransferases nos dados dos transcritos totais de cada espécie, antes da anélise e geracdo
do arquivo com as sequéncias diferencialmente expressas. Para as aminotransferases, foram
encontradas em ambas as espécies as enzimas relacionadas ao triptofano aminotransferase,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase 2, tirosina transaminase e histidinol
fosfato aminotransferase 1 (que atua na biossintese do aminoécido histidina), ndo sendo
encontrado, portanto, a enzima HAT.

A conversao de um alcaloide a outro pode ser dada pelas enzimas do citocromo
P450. Nos dados dos GDE foram encontrados 45 transcritos mapeados em 27 membros
distintos da superfamilia P450 (26 genes e 1 pseudogene). Ao analisar a anotacdo destes 45
transcritos e os respectivos termos do GO, foi possivel observar, dentro da classe de processos
bioldgicos, que 23 transcritos de CYP450 encontrados nos dados dos genes diferencialmente
expressos de Pilocarpus estdo atuando em processos metabdlicos primérios (G0O:0044238)
e/ou secundarios (GO:0019748), além destes, 17 transcritos foram classificados atuando em
processos de biossintese (GO:0009058), sendo 5 mais especificamente, atuando em processos
de biossintese de compostos aromadticos (GO:0019438) ou heterociclicos (GO:0018130).
Como os alcaloides alvos do presente estudo sdo compostos por um anel imidazdlico, estes
transcritos poderiam estar atuando na via de biossintese destes compostos. Ao verificar qual
familia de CYP € mapeada por estes transcritos, verificou-se que um deles foi classificado
como CYP79A2 (expresso em ambas as espécies, porém com expressio maior em P.
microphyllus), e os outros quatro transcritos como CYP711A1 (presentes apenas em P.
spicatus). Com relacdo a classe de GO referente a fun¢des moleculares dos transcritos, €
possivel observar na figura 37 todos os termos em que se classificaram as enzimas CYP450
encontradas nos dados de Pilocarpus, sendo a principal delas a reacdo mais comum entre as
P450 que € a de ligacdo de oxigénio.

Os 45 transcritos mapeados nos 27 membros distintos da superfamilia P450 foram
agrupados nos respectivos clados baseados na nomenclatura da superfamilia. O clado com
maior nimero de sequéncias encontradas foi o CYP71 com um total de 29 sequéncias (64,4%)
(tabela 6). Dos 45 transcritos, 21 apresentaram expressdo em apenas uma das espécies, P.
microphyllus ou P. spicatus, nota-se porém, que foram encontrados transcritos distintos, cada
um presente em uma determinada espécie (P. spicatus ou P. microphyllus), que se traduzem
para as mesmas enzimas, sendo elas: CYP77AS5 pseudogene, CYP88A3 e CYP90AI, ou seja,
elas estdo presentes em ambas as espécies, porém a partir de transcritos diferentes. Destas,

duas enzimas podem ser observadas também na figura 38 que apresentam transcritos que
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foram encontrados em ambas as espécies, porém com expressdo diferencial, sendo neste caso
as enzimas CYP77AS pseudogene e CYP90OAT mais expressas em P. microphyllus como se
pode verificar através dos valores de log, da razao de FPKM de P. microphyllus / P. spicatus,

3,88 e 1,42, respectivamente.
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Figura 37. Distribui¢do das sequéncias de CYP450 dos genes diferencialmente
expressos entre P. microphyllus e P. spicatus em seus respectivos termos do Gene Ontology

para fun¢des moleculares.

Os demais 24 transcritos que estdo presentes em ambas as espécies, porém com
expressao diferencial, foram utilizados para a constru¢do de um mapa de calor utilizando os
valores de log, (FPKM de P. microphyllus | P. spicatus). Deste grupo de transcritos, aqueles
com log; positivo s@o mais expressos em P. microphyllus, dentre eles se destacam: CYP82G1
(TCONS_00011991), CYP77AS5 pseudogene (TCONS_00021699) e CYP72A10
(TCONS_00019654), com valores de 4,06, 3,89 e 3,87, respectivamente.

Tabela 6. Distribuicdo, em diferentes clados, das familias de P450 encontradas
nos transcritos diferencialmente expressos de Pilocarpus, separados entre aqueles que

apresentaram expressao apenas em P. microphyllus, P. spicatus ou em ambas as espécies.

Espécie CYP51 CYP71 CYP72 CYP74 CYP85 CYP86 CYP97 CYP710 CYP711 CYP727 Total

P. microphyllus 3 2 5
P. spicatus 9 3 4 16
Ambas as espécies 17 2 1 3 1 24

Total 29 2 6 3 1 4 45




69

A enzima CYP82G1 aparece como o primeiro € quarto transcrito com maior
diferenga de expressdo entre as duas espécies, sendo mais expresso em P. microphyllus. A
familia CYP82 pertence ao clado CYP71, sendo uma das oito familias deste clado que foram
primeiramente encontradas na angiosperma Magnoliids (Bak et al. 2011; Nelson e
Werck-Reichhart 2011). O estudo desenvolvido por Lee ef al. (2010b) mostrou a agdo da
enzima CYP82G1 na biossintese do terpeno volétil Cjs-homoterpene (E,E)-4,8,12-
trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene (TMTT) através da quebra da ligagdo C-C proporcionada
pela enzima, transformando o precursor C,y - (E,E)-geranyllinalool em C;s - TMTT. O
transcrito  TCONS_00010415 mapeado como CYP82G1 ficou agrupado na andlise
filogenética realizada no presente trabalho com o transcrito TCONS_00021699 referente ao
pseudogene CYP77AS, sendo o segundo transcrito com maior diferenca de expressao entre P.
microphyllus e P. spicatus. Os pseudogenes fazem parte das regides nio codificadoras do
genoma, sao copias de genes que podem ter algum tipo de deficiéncia, como por exemplo, um
stop coédon prematuro, estes genes sdo considerados como ndo funcionais, porém podem
auxiliar na compreensdo da evolu¢do dos genes funcionais em plantas e podem atuar na
regulacdo génica (Panchy et al. 2016; Vanin 1985; Zou et al. 2009).

Demais enzimas da familia CYP82 foram mapeadas nos dados de Pilocarpus
como CYP82C2, CYP82C3 e CYP82C4. Foi demonstrado no trabalho realizado por Kruse et
al. (2008) que as enzimas CYP82C2 e CYP82C4 utilizam a furanocumarina 8-MOP (8-
Methoxypsoralen) como substrato, tendo a a¢do de hidroxilagdo na posi¢ao 5 e formacao do
composto 5-hydroxy-8-methoxypsoralen, sugerindo ser uma enzima que atuaria na catalise
deste metabdlito. As furanocumarinas foram primeiramente encontradas nas familias
Apiaceae e Ruticea (Kruse er al. 2008). A enzima CYP82C4 também foi descrita como a
responsavel pela oxidacdo do composto fraxetina para a formac¢do da cumarina sideretina
(5,7,8-trihydroxy-6-methoxycoumarin), composto exudado pela raiz em condicdes de
deficiéncia de ferro auxiliando na mobiliza¢do e reducdo do ferro insolivel (Rajniak et al.
2018). Outra acdo de enzima da familia CYP82 pode ser vista na biossintese do composto
intermedidrio tropinona na via de biossintese de alcaloides tropanicos em Atropa belladonna
(Bedewitz et al. 2018).

O transcrito TCONS_00019654 foi mapeado como a enzima CYP72A10.
Trabalhos mostram que membros da subfamilia CYP72A atuam no metabolismo e
desenvolvimento das plantas, como por exemplo, a enzima CYP72A1 que participa na
biossintese do alcaloide inddlico secologanina, na etapa final de conversao através da reagao

oxidativa de quebra da ligacdo C-C do anel do composto loganina (Irmler et al. 2000) e a
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enzima CYP72A9 que tem papel na hidroxilacdo do C13 dos dcidos giberélicos 13H-GAs
(com alta atividade) para a formacdo dos seus respectivos 130H-GAs (baixa atividade),
causando nanismo em transgénicos com superexpressao do gene em Arabidopsis thaliana (He
et al. 2019).

A mesma acdo de oxidacdo na via de biossintese do dcido giberélico € vista na
enzima CYP88A3 que atua nos trés passos entre o composto KA (4cido ent-kaurenoic) e a
formacdo do GA;, (Helliwell ef al. 2001). A enzima CYP88A3 aparece na lista dos genes
diferencialmente expressos em dois transcritos, sendo eles TCONS_00007508 e

TCONS_00007523 com expressao em P. microphyllus e P. spicatus, respectivamente.

Log, (FPKM) hitName (SeqName)
_mu: CYP76C4 (TCONS_00009117)
CYP76C4 (TCONS_00015379)
“ CYP76C5 (TCONS_00008166)
" { CYP706A4 (TCONS_00003686)
% CYP76C1 (TCONS_00005739)

E CYP79A2 (TCONS_00011287)
—_— CYP82GI (TCONS_00011991)

_— CYP82C4 (TCONS_00007194)
1 CYP82C4 (TCONS_00012225)
CYP96A1 (TCONS_00013563)
; CYP90AT (TCONS_00010126)
—L_ CYP71B5 (TCONS_00004829)
s CYP94D2 (TCONS_00005157)
CYP71A16 (TCONS_00008165)

L — CYP77A5 psdg (TCONS._00021699)
5 CYP82G1 (TCONS_00010415)
| e CYP93D1 (TCONS_00015893)
CYP72A10 (TCONS_00006773)
4 % CYP82C4 (TCONS_00007195)
— CYPSIGI (TCONS_00014549)
L CYP71B34 (TCONS._ 00021455)
CYP96A1 (TCONS_00013249)
— CYP72A10 (TCONS_00019654)
al— CYP97A3 (TCONS_00014585)

43 0,0 25 41

Figura 38. Dados de expressao representados pelo valor de log, da razdo entre P.
microphyllus e P. spicatus para os transcritos presentes em ambas as espécies e mapeados em
enzimas do citocromo P450. Arvore filogenética inferida a partir de 1000 repeti¢des do teste
de bootstrap, os valores representam a porcentagem do nimero de repeticdes em que Os

grupos taxondmicos se agruparam juntos (n=1000).
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Além dos 45 transcritos descritos anteriormente, foram encontrados oito
transcritos mapeados como NADPH- cyfochrome P450 reductase 2, sendo dois deles
expressos apenas em P. microphyllus, quatro expressos apenas em P. spicatus e dois
expressos em ambas as espécies, porém com expressao diferencial entre elas.

A grande maioria das reacdes das P450 sdo classificadas como monooxigenases.
Nestes casos a molécula de oxigénio se liga ao ciclo catalitico (agrupamento heme e ferro) e é
ativada por reacoes redox. As P450 sdo capazes de incorporar oxigénio em moléculas
alifaticas e aromadticas. A ativac¢do do oxigénio depende de transportadores de elétrons como a
proteina NADPH- citocromo P450 redutase (CPR) (Kahn e Durst 2000; Schuler et al. 2006).

Diversos trabalhos mostram a atuagdo das proteinas NADPH- citocromo P450
redutase como suporte a reagcdes das P450 monooxigenases, como por exemplo, a atuagdo em
conjunto com a enzima acido cinamico 4-hydroxylase P450 isolada de Scoparia dulcis L
(Yamamura e Mabuchi 2020), na redu¢cdao de quatro P450s envolvidas na biossintese de
alcaloides inddlicos monoterpénicos através de duas classes de CPR (Parage et al. 2016) e o
uso de cepas contendo CPR de Arabidopsis para o estudo da relacdo de enzimas da familia
CYPS88A na biossintese de giberelina (Helliwell e al. 2001).

Diversas reacdes realizadas pelas enzimas do CYP450 aqui descritas sdo factiveis
de estarem ocorrendo dentro da via de biossintese de pilocarpina e dos demais alcaloides em
Pilocarpus, como a quebra de ligacdes e abertura de anéis entre os compostos com m/z 285 e
m/z 259 e entre m/z 209 e m/z 227, além de reac¢des de hidroxilagdo como, por exemplo, entre

os compostos com m/z 195 e m/z 273 e reducdo entre m/z 285 e m/z 287.

6 CONCLUSAO

Diversos trabalhos mostram o perfil de alcaloides em diferentes épocas, condi¢cdes
de cultivo, localidades, presenga de indutores, porém em sua grande maioria com foco em
espécies produtoras de pilocarpina. O presente trabalho € o primeiro a trazer dados de
protedmica e transcritoma de duas espécies de Pilocarpus, sendo uma delas, P. microphyllus,
de interesse comercial, altamente utilizada e produtora de pilocarpina e P. spicatus, que
apresenta menor diversidade de alcaloides. Para P. spicatus também foi realizada uma
caracterizacdo dos alcaloides em diferentes partes das plantas, mostrando compostos que sao

capazes de diferenciar o perfil entre a parte aérea e radicular desta espécie.
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Os ensaios de indugdo de alcaloides refor¢caram os dados obtidos por Sawaya et
al. (2015), dando suporte para a via de biossintese de alcaloides sugerida, apresentando uma
continuidade aos trabalhos previamente realizados com Pilocarpus, confirmando os dados
obtidos com relagdao a modulacao da concentracdo dos alcaloides em ensaios com indutores.

Os dados de protedmica por sua vez, trouxeram a imagem de processos biologicos
essenciais das duas espécies, como por exemplo, proteinas e enzimas relacionadas a
fotossintese, porém nao trouxe resultados conclusivos com relacdo a via de biossintese de
alcaloides nas espécies estudadas do gé€nero Pilocarpus, apenas a presenga da enzima
fenilalanina amonia-liase em P. spicatus.

A hipétese da atuacdo das enzimas amonia-liases na via de biossintese dos
alcaloides imidazodlicos em Pilocarpus foi testada. A enzima treonina desaminase, por
exemplo, foi encontrada nos dados do transcritoma do presente trabalho, podendo o
aminodcido treonina estar atuando na via de biossintese dos alcaloides imidazdlicos em
Pilocarpus.

A enzima PAL foi encontrada nos dados de transcritoma de Pilocarpus, sendo
esta mapeada em trés transcritos diferencialmente expressos entre as espécies aqui estudadas.
Tanto a enzima PAL quanto a PTAL (fenilalanina-L-tirosina amonia-liase) estdo envolvidas
em vias de biossintese de metabdlitos secundarios em plantas, fazendo parte das enzimas
liases de aminodcidos aromdticos (Barros e Dixon 2019; Feduraev et al. 2020), podendo,
portanto, estarem atuando também na biossintese de alcaloides imidazdélicos em Pilocarpus.

O uso do inibidor ndo especifico de aminotransferases aminoetoxivinilglicina
(AVQ) resultou no aumento da concentracdo do aminodcido histidina em folhas e raizes de
Brassica napus L. no trabalho realizado por Le Deunff ef al. (2019), que trouxe a hipétese da
inibicdo do catabolismo do aminoidcido em questdo através das enzimas triptofano
aminotransferase de Arabidopsis (TAA1) / triptofano aminotransferase related (TAR) por
conta da promiscuidade da atividade destas enzimas. A enzima triptofano aminotransferase
related (TAR) foi encontrada nos dados de transcritoma de Pilocarpus estando presente em
ambas as espécies.

Os resultados mostrados no presente trabalho trazem a atuagdo das enzimas
triptofano aminotransferase related, fenilalanina amonia-liase e treonina amoOnia-liase nas
espécies aqui estudadas, podendo ser o ponto de partida para trabalhos futuros para a
confirmacao destas enzimas na desamina¢do dos aminodcidos histidina e treonina, podendo

estar atuando no inicio da biossintese dos alcaloides. O completo entendimento do inicio da
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via de biossintese através da desamina¢do da histidina se torna dificil pelo fato da via de
catabolismo do aminodcido ndo estar bem estabelecida em plantas (Hildebrandt et al. 2015).

Com relacdo a biossintese de alcaloides ja foram demonstradas diversas reacoes
mediadas por enzimas CYP450 como formac¢do de pontes metilenodioxi, acoplamento
fendlico C-C e C-O, quebra de ligagao C-C e rearranjo de esqueleto de carbono (Mizutani e
Sato 2011).

Apesar do alto volume de trabalhos relacionados as enzimas CYP450, muitas
fungdes cataliticas ainda sdo desconhecidas, sabe-se, porém, da relacdo destas enzimas com
diversas reacdoes do metabolismo vegetal, como resposta a estresses, capacidade de
fitorremediacgdo, resisténcia a herbicidas e atuac@o na via de biossintese de compostos com
acdo farmacoldgica (Rasool e Mohamed 2016). Diversos trabalhos utilizando expressao
heter6loga e mutagdo genética estdo auxiliando na definicdo das funcdes das CYP450
(Schuler et al. 2006).

Assim como o presente trabalho, diversos estudos utilizam dados de transcritoma
com andlises de expressao diferencial de genes, tendo como um dos focos a selecao de genes
codificadores para as enzimas do CYP450, além da utilizacdo de dados de metabolomica para
auxiliar na elucidacdo das vias de biossintese de alcaloides em plantas, como em Papaver (Oh
et al. 2018), Tabernanthe iboga (Farrow et al. 2018), Coptis japonica (Ikezawa et al. 2008),
entre outros. Foi possivel encontrar nos dados do RNAseq de Pilocarpus 27 membros
distintos da superfamilia P450, sendo as enzimas CYP79A2 e CYP711A1 atuantes em
processos de biossintese de compostos aromadticos ou heterociclicos, além de enzimas que ja
foram descritas em outros trabalhos atuando em vias de biossintese de compostos do
metabolismo secundério de plantas e que foram mais expressas em P. microphyllus, como
CYP82G1 e CYP72A10.

O presente trabalho traz, portanto, um banco de dados de protedmica e
transcritoma € uma primeira selecdo de enzimas que irdo auxiliar na elucidacdo da rota de

biossintese de alcaloides em jaborandi, podendo ser utilizadas em trabalhos futuros.
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