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1INTRODUCAO

O po ou extratos feitos a partir das folhas de varias espécies de crisantemos ou piretros como,
por exemplo, o Chrysanthemum cinerariaefolium tém sido usados ha mais de dois séculos como
inseticidas e no controle de pestes.

No inicio do século XIX, flores do piretro (Chrysanthemum coccineum) foram utilizadas no
controle de piolhos por tribos Caucasianas e Persas (JOVETIC, 1994). Antes da segunda guerra
mundial, os extratos de piretro foram muito importantes para o controle de insetos caseiros, limpeza
de celeiros e estabulos, assim como para a conservacdo de produtos agricolas estocados. Foram
substituidos por praguicidas sintéticos, mais estaveis, porém mais téxicos para o meio ambiente
como os organoclorados, os metilcarbamatos e os organofosforados. O piretro se destaca por agir
rapidamente contra varios tipos de insetos, além de causar pequenos danos ao meio ambiente e ser
menos téxico para mamiferos e outros animais.

As piretrinas, substancias ativas contidas nos extratos do piretro, foram identificadas no inicio
do século XX e isoladas como ésteres dos acidos crisantémico e pirétrico para as piretrinas dos tipos
| e Il, respectivamente. As metades alcodlicas desses ésteres sdo representadas por trés
ciclopentenolonas, a piretrolona, a jasmolona e a cinerolona.

De acordo com Wanyika et al. (2009), apesar da introdugéo dos inseticidas sintéticos, o uso
do piretro continua crescente, principalmente pela vantagem de ser muito menos téxico para mamiferos
e causar poucos danos ao meio ambiente. Contudo, as piretrinas ndo séo foto estaveis e perdem,
rapidamente, sua eficacia como inseticida quando em solugoes.

A foto instabilidade é atribuida & mudanca para o isdmero trans (E) da dupla ligagéo cis (2)
contida na cadeia lateral dos acidos crisantémico e pirétrico. Os isémeros trans sao praticamente
inativos. Além disso, as piretrinas sdo moléculas que continuadamente mudam de conformacao estrutural
no espaco devido aos seus centros quirais e a temperatura do ambiente. Pequenas alteracdes
constitucionais ou configuracionais em qualquer parte de suas moléculas podem exercer grande
influéncia em sua atividade como inseticida. Varias substancias tém sido adicionadas as solucdes
das piretrinas com a finalidade de diminuir sua instabilidade e conservar sua eficacia. Dentre elas,
destacam-se os antioxidantes e estabilizadores, a exemplo do &cido tanico e da hidroquinona,
trigliceridios derivados de 6leos vegetais, o 6leo de neem e o de algodao (WANYIKA et al., 2009). O
grau de estabilidade alcangado por alguns piretroides mais modernos, obtidos por sintese, tem estimulado
0 aparecimento de resisténcia nos insetos, aumentado o potencial de toxicidade e desencadeado
efeitos carcinogénicos em mamiferos. Tais fatos contribuiram para o retorno das atencdes para as
piretrinas naturais (JOVETIC, 1994).

A importancia comercial, assim como a alta demanda, além das dificuldades no suprimento
do piretro continuam estimulando as pesquisas para a obtencao de piretroides de terceira e quarta
geractes (GLYNNE-JONES, 2001).

Propde-se nesta revisdo uma abordagem detalhada das diversas etapas metabdlicas que
caracterizam a biossintese das piretrinas com o intuito de facilitar o entendimento dos inimeros
obstaculos inerentes ao desenvolvimento em escala industrial com o uso de biorreatores, da
bioconversdo de precursores por enzimas isoladas ou de microorganismos geneticamente
modificados.

2 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS DO PIRETRO
A Figura 1 mostra as piretrinas | e I, as jasmolinas | e Il e as cinerinas | e Il, 0s seis principais

ésteres que constituem os extratos do piretro. Os componentes do tipo | sdo ésteres do acido
crisantémico e os do tipo Il do &cido pirétrico.
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FIGURA 1-FORMULAS ESTRUTURAIS DAS JASMOLINAS | E Il, DAS
PIRETRINAS | E Il, e CINERINAS I E Il

De acordo com GLYNNE-JONES (2001), as concentra¢8es dos produtos dependem do tipo de
planta, das condi¢des dos terrenos de cultivo, do tempo da colheita e dos solventes utilizados nas
extracBes. Em termos médios, as proporcées relativas das piretrinas presentes num extrato concentrado
a 50% sao de 19% para a piretrina |, 3,7% para a cinerina |, 2,0% de jasmolina |, 17,5% de piretrina ll,
5,8% de cinerina Il e 2,0% de jasmolina ll.

3BIOSSINTESE DO ACIDO CRISANTEMICO

Mais de 50.000 diferentes tipos de moléculas derivadas dos isoprenoides (terpenos e
terpenoides) desempenham fun¢des muito importantes no metabolismo de todos os tipos de células,
em todas as formas de vida.

O crisantemoil-difosfato, precursor alcodlico ativado do acido crisantémico, é sintetizado por
plantas da familia Compositae incluindo os géneros Chrysanthemum, Tagetes, Artemisia e Santolina.
Ele resulta das reacfes de alongamento e ciclopropanagéo entre moléculas de dimetilalil-difosfato e
de isopentenil-difosfato, catalisadas pela enzima crisantemoil-difosfato sintetase (ERICKSON e
POULTER, 2003). AFigura 2 descreve essas reagoes.
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FIGURA 2 — SINOPSE DA BIOSSINTESE DO CRISANTEMOIL-DIFOSFATO
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A elongacéo da cadeia inicia-se com a dissociagdo do cation dimetilalila e do anion pirofosfato
inorganico, seguida da alquilacédo eletrofilica da dupla ligacado do isopentenil-difosfato. A energia
necessaria para esse alongamento e ciclopropanacgéo €, em parte, fornecida pela hidrélise da ligagao
anidrica do pirofosfato, catalisada por uma pirofosfato hidrolase o que torna as reagées irreversiveis,
favorecendo a sintese do crisantemoil-difosfato.

O crisantemol resulta da desativagéo do crisantemoil-difosfato sob a acdo de uma fosfohidrolase.
O crisantemol, por sua vez, pode ser oxidado a &cido crisantémico pelas oxidorredutases de baixa
especificidade a alcool desidrogenase e a aldeido desidrogenase. Essas transformacdes sdo mostradas
na Figura 3.
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FIGURA 3—-OBTENCAO DO ACIDO CRISANTEMICO A PARTIR DO
CRISANTEMOIL-DIFOSFATO

Segundo Lichtenthaler (1999), a biossintese do isopentenil-difosfato, usado no metabolismo
dos isoprenoides, carotenoides, fitois, esterois, plastoquinonas, monoterpenos, diterpenos e
politerpenos esté ligada ao metabolismo do acetato/mevalonato. Até a década de oitenta essa era
a Unica via de biossintese conhecida para o mevalonato nos animais, fungos e bactérias. Contudo,
de acordo com Chappell et al. (1995), varios estudos demonstraram que a utilizagdo da mevinolina
ou da compactina, isoladas dos fungos Aspergillus terreus e Monascus ruber e potentes inibidores
da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase, eram capazes de inibir fortemente a biossintese de
esterois citossdlicos e da ubiquinona. Enquanto isso, os plastidios continuavam a sintetizar o
fitol, carotenoides e plastoquinona-9. Em 1999, McCaskill e Croteau usaram “C-piruvato para
demonstrar, que eubactérias e plantas superiores sintetizavam monoterpenos, diterpenos e
tetraterpenos mediante via metabdlica ndo dependente do mevalonato, conhecida como via da 1-
desoxi-D-xilulose-5-fosfato.

4 BIOSSINTESE DO ISOPENTENIL-DIFOSFATO
VIA MEVALONATO

Os isoprenoides séo sintetizados em pelo menos trés compartimentos subcelulares nas
plantas superiores. No citoplasma séo sintetizados os esterois, o0s plastidios, responsaveis pela
sintese das clorofilas, carotenoides e prenilquinonas e nas mitocéndrias € sintetizada a ubiquinona.

A via citoplasmatica ou via do acetato/mevalonato inicia-se com a formagéo do 3-cetobutiril-CoA a
partir de duas moléculas de acetil-CoA catalisadas pela enzima acetil-CoA acetil transferase (Figura 4).
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FIGURA 4 — BIOSSINTESE DO 3-CETOBUTIRIL-CoA A PARTIR DE DUAS
MOLECULAS DE ACETIL-CoA

Segundo D’Auria (2006), a ativacao de grupos acilas dentre eles o acetila pela CoA (coenzima
A) e transferéncia para varios receptores contribui, nas plantas, para a biossintese de muitos terpenos,
alcaloides, reguladores do crescimento (giberelinas, acido abscisico e citocininas), fitoalexinas,
antocianidinas, acidos graxos e acguUcares acetilados essenciais para o crescimento normal, o
desenvolvimento e a defesa contra agentes patogénicos.

O 3-cetobutiril-CoA adiciona mais um acetil-CoA numa reagéo de reducéo do grupo carbonila
secundario para alcool terciario, catalisada pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintetase. Essa
reacdo esta expressa na Figura 5.
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FIGURA 5- ADICAO REDUTORA DE UM ACETIL-CoA PELO 3-CETOBUTIRIL-CoA

Alex, Bach e Chye (2000) isolaram o gene que expressa a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintetase
a partir de Brassica juncea (presente em todos os 6rgaos da planta mostarda indiana). Essa enzima
esta relacionada ao desenvolvimento e regulagao da floracéo, formacao das sementes e crescimento
das mudas, sendo inibida alostericamente pelo acido abscisico, estresse osmotico e desidratacéo. A
cicatrizacdo, o metiljasmonato e o acido salicilico induzem a expresséo da enzima sugerindo sua
ligagdo com os mecanismos de defesa das plantas aos agentes agressores.

Como mostra a Figura 6, o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA vai ser, em seguida, reduzido para
acido mevaldnico (mevalonato) pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase),
dependente de duas moléculas de NADP (fosfato do nicotinamida adenina dinucleotidio) reduzidos. A
reducao do grupo acil-CoA envolve a liberacao da CoA e a energia resultante é utilizada na formacéo do
aldeido mevaldico, composto intermediario, que por sua vez é reduzido para o alcool primario, o acido
mevaldnico.

A HMG-CoA redutase € uma enzima chave no controle metabdlico de importantes funcdes
vegetais. Niveis maiores de atividade sdo comumente associados ao rapido crescimento de partes
das plantas, a exemplo de brotos apicais, botdes florais e raizes. Segundo Stermer, Bianchini e Korth
(1994), no tomate, a atividade dessa redutase € mais alta nas fases precoces do desenvolvimento do
fruto, quando se observa o estimulo da divisdo celular. O incremento da atividade esta intimamente
ligado ao aumento dos teores de pigmentos carotenoides que acompanham o amadurecimento dos
frutos. Sua atividade enzimatica é regulada, em parte, pelos niveis do seu mRNA, (RNA mensageiro),
assim como por reversivel fosforilagéo de hidroxilas serinicas presentes em seus centros ativos. De
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acordo com Rodrigues (2006) essa enzima existe sob duas formas, uma mais ativa, ndo fosforilada e
outra menos ativa que resulta da fosforilacédo das hidroxilas serinicas dos seus centros ativos pela
enzima redutase cinase (ATP: hidroximetilglutaril-CoA redutase fosfotransferase). O retorno a forma
mais ativa ocorre mediante desfosforilagcéo por fosfatase especifica, a hidroximetilglutaril-CoA redutase
fosfatase (hidroximetilglutaril-CoA fosfohidrolase). AFigura 7 resume as etapas de ativacéo/desativacéo.
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FIGURA 6 — ETAPAS CATALISADAS PELA 3-HIDROXI-3-METILGLUTARIL-CoA REDUTASE
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FIGURA 7 — TIPOS FISIOLOGICOS DA HMG-CoA REDUTASE

A conversdo do mevalonato em unidades isoprenoides simples, a exemplo do isopentenil-
difosfato e do dimetilalil-difosfato, é catalisada por enzimas sollveis no citoplasma e envolve gasto de
ATP (adenosina trifosfato). Como esta expresso na Figura 8, a mevalonato cinase | (ATP: (R)-mevalonato-
5-fosfotransferase) fosforila uma vez o carbono alcodlico priméario do mevalonato transformando-o em
5-fosfo-mevalonato. Outros nucleotidios trifosforilados, a exemplo do UTP (uridina trifosfato), CTP (citidina
trifosfato) e GTP (guanosina trifosfato) podem funcionar como doadores de fosfato. Logo em seguida,
como mostrado na Figura 9, a mevalonato cinase Il (fosfomevalonato cinase) fosforila mais umavez o
(R)-mevalonato-5-fosfato transformando-o em (R)-mevalonato-5-difosfato, conservando parte da energia
disponivel do ATP numa ligacao pirofosférica anidrica, rica em energia.
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FIGURA 8 — PRIMEIRA ATIVACAO DO MEVALONATO
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FIGURA 9 — SEGUNDA ATIVAGAO DO MEVALONATO

A mevalonato difosfato descarboxilase transforma o (R)-mevalonato-5-difosfato em isopentenil-
difosfato apds descarboxilacéo e consequente desidratacéo. Essa descarboxilacdo é francamente
endergdnica e, portanto, necessita de fonte energética disponivel. O mol da agua liberada na desidratacéo
do élcool terciario hidrolisa um mol de ATP para ADP (adenosina difosfato) e fosfato inorganico,
fornecendo a energia necesséria para a citada descarboxila¢éo (Figura 10).
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FIGURA 10 - OBTENGAO DO ISOPENTENIL-DIFOSFATO A PARTIR DO
MEVALONATO-DIFOSFATO

5BIOSSINTESE DO ISOPENTENIL-DIFOSFATO VIA 1-DESOXI-D-XILULOSE-5-FOSFATO

Muitas bactérias, protozoarios do phylum Apicomplexa, a exemplo do Plasmodium
falciparum e os plastidios das células vegetais sintetizam isoprenoides por metabolismo alternativo
conhecido com via da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato ou metabolismo de Rohmer (ROHMER et al.,
1993). Séo utilizados como metabdlitos iniciais o piruvato e o D-gliceroaldeido-3-fosfato, ambos
produtos da via glicolitica de Embden-Meyerhof. Inicialmente, o piruvato é descarboxilado pela
piruvato descarboxilase dependente de vitamina B1 ativada (tiamina difosfato, DPT), formando
complexo estavel entre a coenzima e o produto da descarboxilagdo, o complexo etanoil-tiamina
difosfato-enzima.

A 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintetase (DOXP sintetase) libera o acetaldeido do complexo
enzima-coenzima-produto anterior e o condensa com o D-gliceroaldeido-3-fosfato resultando na
consequente recuperac¢ao da piruvato descarboxilase. Essa reacao de condensacao é semelhante a
acao da transcetolase presente no metabolismo das pentoses. O conjunto de reac6es esta expresso
na Figura 11.
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FIGURA 11 — BIOSSINTESE DA 1-DESOXI-D-XILULOSIL-5-FOSFATO (DOXP)

Segundo Eisenreich et al. (1998) diferentes grupos de pesquisa confirmaram a incorporagéo
da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato marcada com *C na biossintese dos carotenos, do fitol componente
da clorofila, da mentona e da ubiquinona em cultura de células de varios tipos de plantas.
Subsequentemente a enzima DOXP redutoisomerase catalisa um rearranjo intramolecular da 1-desoxi-
D-xilulose-5-fosfato na dependéncia de NADP reduzido, como agente redutor, resultando no 2-C-metil-
D-eritritol-4-fosfato. Essa reacdo depende de cations divalentes, principalmente de manganés (Mn?*) e
esta resumida na Figura 12 (REUTER et al., 2002).
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FIGURA 12 - REARRANJO ESTRUTURAL DA DOXP CATALISADA
PELA DOXP REDUTOISOMERASE

A DOXP redutoisomerase tem despertado grande interesse na biologia e na medicina por
causa da substancia fosmidomicina, potente inibidor de sua atividade enzimética. Esse inibidor, mostrado
na Figura 13, foi utilizado na cura de ratos infectados pelos Plasmodium vinckei e Plasmodium
falciparum, tanto por via intraperitonial como por via oral (MISSINOU et al., 2002). Além disso, essa
substancia atua como inibidor competitivo com o substrato da DOXP redutoisomerase com propriedades
antibacterianas e herbicidas.
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FIGURA 13 -ESTRUTURA ESPACIAL SIMPLIFICADA DA FOSMIDOMICINA

O 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato resultante € um composto estavel e necessita de ativagédo
prévia na sua transformacéo para isopentenil-difosfato. Essa ativacdo, expressa na Figura 14, é
catalisada pela enzima 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato citidiltransferase, dependente de CTP (citidina
trifosfato) (BOUVIER, RAHIER e CAMARA, 2005).
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FIGURA 14 —ATIVACAO DO 2-METIL-ERITRITOL-4-FOSFATO

Areversibilidade da reacdo pode ser anulada pela hidrélise do pirofosfato inorganico resultante,
em dois moles de fosfato, pela pirofosfato hidrolase. Com isso o segundo membro da reacéo torna-se
menos energético que o primeiro e, portanto, o equilibrio se desloca para a formacéo do produto.
Subsequentemente, como mostra a Figura 15, o 2-metil-eritritol-4-citidina difosfato é fosforilado no
carbono 2 pela 2-metil-eritritol-4-CDP cinase, dependente de ATP e magnésio (Mg?*). Essa fosforilagao
ocorre, preferencialmente, na hidroxila ligada ao carbono terciario porque o éster resultante é mais
estavel (WITHERS e KEASLING, 2007).

CH,—OH
g
CH,—OH CHy—C—0" 20
CH,—C—0H ATP ADP HC=—0H
3 / 2 @ N
HC—0H *
TN:
\CH2 e CH, 0/@"’0/%)\0/
CDP\ /
L8]
2-metil- eritritol-4-citidina OH OH
difosfato 2-fosfo-2-metil-eritritol-4- citidina difosfato

FIGURA 15 - FOSFORILAGCAO DO 2-METIL-ERITRITOL-4-CITIDINA DIFOSFATO
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Todas as etapas precedentes convergem para a formacao do 2-metil-eritritol-2,4-ciclodifosfato,
composto chave na biossintese do isopentenil-difosfato pela via alternativa de Rohmer. A 2-metil-eritritol-
2,4-ciclodifosfato sintetase é a enzima diretamente envolvida nessa biossintese e sua acdo esta expressa
na Figura 16.

CH,—OH CH,—OH _(
- /B 2metileritritol 2 d-ciclo N~ /B
s CH3—C—0 20 gifysfato sintetase CH37C_0 0
Y | HCROH \ HCROH , @3)
0* CH, - CHy—0" O
Iy A BN o .
@HZ—O o7 o 0 2-metil-eritritol-2 4-ciclodifosfato
OH OH
2-fosfo-2-metil-eritritol-4-citidina difosfato

FIGURA 16 — BIOSSINTESE DO 2-METIL-ERITRITOL-2,4-CICLODIFOSFATO

Como o produto € um diéster ciclico instavel por apresentar uma ligacéo anidrica pirofosférica, rica
em energia, ele é imediatamente transformado em 1-hidroxi-2-metil-2-E-butenil-4-difosfato pela sintetase
correspondente, como mostra a Figura 17. Apesar da maioria dos pesquisadores considerar essa enzima
como pertencente ao grupo das sintases (sintetases) ela € muito mais uma redutase dependente de
NADP reduzido e que ao mesmo tempo desidrata o produto. Finalmente, esse produto é novamente
reduzido e desidratado pela 1-hidroxi-2-E-butenil-4-difosfato redutase em isopentenil-difosfato como exprime
a Figura 18. Essa ultima enzima depende, também, de NADP reduzido (KIM et al., 2008).

sintetase
CH,—O0H _0 D
(E] ? cH
CH?>C—0/ o I3 /B, AP
C CH,—0" O"¥0" 25
HC—OH ¢ @ N\
/B NADPE+H~ NADP CH, “CH
CH,—0" 3 OH
2-metil-eritritol-2 4-ciclodifosfato  1-hidroxi-2-metil-2-E-butenil-4-difosfato

FIGURA 17 - TRANSFORMAGCAO DO 2-METIL-ERITRITOL-2,4-CICLODIFOSFATO EM
1-HIDROXI-2-METIL-2-E-BUTENIL-4-DIFOSFATO

CH redutase H,0 -
3 ®.. /B 3 ®. /B
(I: cn,-0” &0’ 25 > A A
/ N\, { o A Yl
cH, “cH NADPH+H~ NaDP  (H, '¢H,
OH isopentenil-difosfato
1-hidroxi-2-metil-2-E-butenil-4-difosfato

FIGURA 18 — BIOSSINTESE SIMPLIFICADA DO ISOPENTENIL-DIFOSFATO

6 BIOSSINTESE DAS CICLOPENTENOLONAS OU RETROLONAS

A segunda metade das piretrinas | e Il é constituida por uma das retrolonas, a jasmolona, a
piretrolona e a cinerolona, todas consideradas como derivadas do acido jasmonico, importante metabélito
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amplamente distribuido por todo o reino vegetal. Segundo Mueller (1997), sua presenca nas plantas
pode alcancar a concentragdo de 3 ig por grama de tecido fresco. Esse 4cido e seus derivados estao
envolvidos com a producéo do polen, com o desenvolvimento e amadurecimento dos frutos, crescimento
das raizes e, principalmente, com a cicatrizagao e resisténcia dos vegetais ao ataque de agentes
patogénicos.

A Figura 19 mostra as configuracées moleculares decorrentes dos dois centros quirais
representados pelos carbonos C, e C. e, portanto, responsaveis pela formagé&o de quatro estereoisdmeros
possiveis. Existe a possibilidade de isomeria cis e trans envolvendo suas duas cadeias laterais. Contudo,
a estabilidade dos isbmeros cis € muito pequena. Os enantibmeros (3R-7R) e (3S-7S) tém suas
cadeias laterais em posi¢do trans, portanto, mais estaveis.

i i
v —_— \=/\
COOH CO0OH
acido (3R-7S)jasmonico acido (38-TR)-jasminico
I i
COOH _ /COOH
acido (3R-7R)jasmonico acido (38-78)jasmonico

FIGURA 19 - ESTEREOISOMEROS DO ACIDO JASMONICO

A Figura 20 mostra que 0s isdmeros cis se epimerizam para a configuracdo trans mediante
tautomerizacao ceto-endlica, envolvendo os carbonos 6 e 7.

0O, OH 4]
I"n NN | I
acido (3R-7TR)-jasmdnico acido enoljasménico  acido (35-75)jasminico

FIGURA 20 - ISOMEROS CIS E TRANS DO ACIDO JASMONICO

7 BIOSSINTESE DO ACIDO JASMONICO

De acordo com Mueller (1997), a descoberta de que extratos de plantas eram capazes de
sintetizar o acido cis-12-oxo-fitodienoico quando incubados com os acidos linoleico ou a-linolénico foi
de fundamental importéancia para a elucidacao das diversas etapas do metabolismo biossintético do
acido jasmonico.

Inicialmente, o &cido linoleico e principalmente o 4-linolénico, constituintes dos acilglicerois e
fosfolipidios das membranas plasmaticas das células vegetais sdo hidrolisados por lipases ou
fosfolipases como resposta a diversos estimulos externos, a exemplo da cicatrizacdo ou de ataque
por patdgenos. AFigura 21 resume a agdo das lipases sobre as membranas plasmaticas das células
vegetais.
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FIGURA 21 — HIDROLISE DE LIPIDIOS MEMBRANACEOQOS PELAS LIPASES

Livres no citoplasma, os acido graxos séo ativados por aciltiocinases de média especificidade
para derivados acil-CoA (LI et al., 2005). A Figura 21 resume essas etapas.

ATP4® PPiA1re| 0 HS5-CoA 0
v 5 4 20 \ 5 4
R—COOH » R—Cn, AMP \ ? R—Ca,g004
. aciltiocinases ] 23 )
acido graxo acil AMP AMP acil-CoA

FIGURA 22 — RESUMO DA ATIVAGAO DOS ACIDOS GRAXOS

A ligacao aciltidlica, rica em energia, garante as combinacdes de acilas ativadas com outros
metabdlitos como na formacao de diversos ésteres em reacdes enzimaticamente controladas por acil-
CoA transferases mais ou menos especificas. Os 4cidos livres facilmente reagiriam com cétions
diversos, a exemplo daqueles divalentes como o célcio com a formagédo de sabdes nédo desejados.
Provavelmente, a maioria dos acidos graxos obtidos como metabdlitos intermediarios nessa biossintese
esta na forma de acil-CoA.

Apesar da literatura especializada ndo se referir aos derivados acil-CoA, esses serdo
considerados quando ajudarem no entendimento. Ainda de acordo com Mueller (1997), os mais
importantes fornecedores de &cido &-linolénico nos cloroplastos das plantas superiores sdo 0s
galactolipidios, digalactosil-diacilglicerois presentes em seus complexos membranaceos.

A primeira etapa da transformacao do acido a-linolénico em acido jasménico é catalisada
por uma lipoxigenase (linoleato: oxigénio oxidorredutase) diferente daquela que nos animais inicia
a biossintese dos prostanoides e € especifica para os acidos araquiddnico e eicosapentenoico
(EPA). Nas plantas, ela tem os acidos linoleico e a-linolénico como os substratos mais utilizados
(GRECHKIN, 1998). Ela catalisa a oxigenacdo do &cido a-linolénico formando o acido 13(S)-
hidroperoxi-9(Z)-11(E)-15(Z)-octadecatrienoico ou acido 13(S)-11(E)-hidroperoxi-linolénico, como
apresentado na Figura 23.
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acido @-linolénico acido 13(S)-hidroperdoxa-9(Z)-11(E)-15(Z)-octadecatriendico
ou acido 13(8)-11{E)-hidroperixi-linolénico

FIGURA 23 -ACAO DA LIPOXIGENASE SOBRE O
ACIDO 4-LINOLENICO

As lipoxigenases séo dioxigenases que apresentam ferro ndo heminico em seus centros ativos
e que catalisam, estereoespecificamente, a oxigenagéo de sistemas pentadiénicos 1-(2)-4-(Z) formando
1-hidroperoxi-2-(E)-(Z)-pentadienos. Sao amplamente difundidas nos reinos vegetal e animal, incluindo
fungos, leveduras e algas (MUELLER, 1997).

A atividade das lipoxigenases nas plantas pode ser fortemente alterada pelo pH acido do
meio reacional. A forma dissociada do acido a-linolénico é muito pouco reconhecida pelo seu
centro ativo. Essa é mais uma observacéo a favor de que os acidos graxos nao permanecem, na
maioria dos casos, livres e dissociados nos diversos compartimentos celulares, mas sim ligados a
grupos de transportes como a coenzimaA.

O acido 13(S)-11(E)-hidroperoxi-linolénico € muito instavel e imediatamente protegido pelo
centro ativo da aleno-oxido sintetase (hidroperéxido deidrase) que o transforma no derivado epéxi, o
acido 12,13(S)-epo6xi-9(2)-11(E)-15(Z)-octadecatrienoico, conforme mostra a Figura 24.

Q
ucH 3\ g: =——CH, (H, hidroperxido CH \CH CH==CH, (H,
/\ / /15 \CH/ deidrase H/\ A / \CH/
2 2

II N

AVAVAVAYE R AR AR AR
cH, Y*H, H, cH, <¢H, ©H, CH,

acido 13(S)-hidroperoxi-9{Z)- acido 12,13(8)-epoxi-9{Z)-

-11(E)-15(Z)- octadecatriendico -11{(E)-15(Z)-octadecatriendico

FIGURA 24 - TRANSFORMAGAO DO DERIVADO HIDROPEROXIDO
DO ACIDO 9(2)-11(E)-15(E)-OCTADECATRIENOICO NO
EPOXI CORRESPONDENTE

A aleno 6xido sintetase € uma hemoproteina de 55 kDa (quilo daltons) com espectro semelhante
ao citocromo P450, e namero de renovacdo de 1000 min?. E uma das mais abundantes enzimas
ligadas ao metabolismo dos hidroperéxidos de acidos graxos nas plantas. Isolada de diferentes fontes
vegetais é capaz de metabolizar varios hidroperdxidos de acidos graxos, contudo, € bem mais ativa e
especifica para aqueles que apresentam um grupo peréxido nos carbonos u-6,7 e uma dupla ligagao
na configuragdo Z, no carbono u-3. Os 0xidos de alenos sdo muito instaveis quando em solugéo
aquosa e apresentam meia vida quimica de aproximadamente 20 segundos. Logo sao hidrolisados
para os cetois correspondentes (MUELLER, 1997).

O derivado epo6xi do acido a-linolénico é instavel e imediatamente transformado pela aleno
oxido ciclase em acido 12-0x0-10,15(Z)-fitodienoico (12-oxo-PDA). A Figura 25 mostra essa
ciclizagéo.
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FIGURA 25 - ACAO DA ALENO OXIDO CICLASE

A 12-oxo-PDAredutase catalisa a redugéo da dupla ligagcéo entre os carbonos 10 e 11 formando o
nucleo ciclopentenona do acido 10,11-diidro-12-oxo-15(2Z)-fitodiendico, conforme apresentado na Figura 26.
Essaredutase de aproximadamente 54 kDa, isolada das sementes e plantulas do milho (Zea mays),
apresenta ampla faixa de pH entre 6.8 e 9.0 para sua atividade 6tima e é dependente de NADP
reduzido. In vitro pode-se utilizar o NAD (nicotinamida adenina dinucleotidio) reduzido como agente
redutor, contudo, numa concentragédo 323 vezes maior.

0 Q
Il Il
— 12-0x0-PDA redutase —
COOH COOH
A

NADPFH+H™ NADP
acido 12-ox0-10-15(Z)-fitodiendico acido 10,11-diidro-12-0x0-
15(Z)-fitodiendico

FIGURA 26 — REDUCAO DO ACIDO 12-OX0-10-15(Z)-FITODIENOICO

Atransformagéo do &cido 10,11-diidro-12-oxo-fitodiendico em &cido jasmonico envolve a retirada
de seis atomos de carbonos da cadeia lateral saturada, provavelmente depois de submeté-lo 3 vezes
sucessivas a a-oxidacdo. Segundo Masterson e Wood (2001), esse metabolismo ocorre em dois
compartimentos celulares nas plantas superiores: 0s peroxissomos e as mitocondrias. A Figura 27
mostra que ambos requerem a ativagédo do acila graxo e a agao da acil-CoA: carnitina aciltransferase
para o seu transporte entre os compartimentos envolvidos.

citoplasma membrana peroxissomica peroxissomo
L-carnitina oH
0
C// Sooc (I:H %I)/ ggs c//O
Fati v .3 N3 e 3CeA
NN/ v R’
acil-CoA CHy tH; acil-CoA

o R
NS
HSCoA owC HSCod

=) | @ ,CHy
ooc (H  NCCHy
N/ N\ “coHp
acil carnitina “Hz  CHz

FIGURA 27 - TRANSPORTE DE ACIDOS GRAXOS ATIVADOS PELA CoA ENTRE OS
COMPARTIMENTOS INTRACELULARES
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Os acilas graxos ativados pela CoA sao bioquimicamente compartimentalizados e ndo passam
livremente de um compartimento celular a outro. No caso de troca entre o citoplasma, 0s peroxissomos,
os plastidios e as mitocondrias, os acilas ligados a CoA sao transportados com velocidades diferentes
na dependéncia do grupo acila. Nos animais, o palmitil-CoA é aquele melhor transportado entre os
compartimentos mitocondrial e citoplasmatico. Parte da energia gasta nesse transporte vem do gradiente
de concentragédo do préprio acila ativado nos dois compartimentos envolvidos.

Li et al. (2005) descreveram que a biossintese do jasmonato ocorre, principalmente, em
dois compartimentos celulares. Da utilizagdo do acido &-linolénico até a formacao do 4cido 12-
oxo-fitodienoico, essas transformacgdes se passam nos plastidios. Aquelas que levam a formacao
do acido jasmonico, inclusive as referentes a a-oxidagcdo da cadeia lateral, ocorrem nos
peroxissomos. Nesses organulos, a 4-oxidacao de acilas graxos ativados pela CoA é catalisada
pelo conjunto de trés enzimas que constituem uma estrutura proteica pentenaria chamada de
acil-CoA oxidase. Essa enzima multifuncional contém a 2-trans-enoil-CoA hidratase, a L-3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase e a 3-cetoacil-CoA tiolase. Enquanto as duas primeiras enzimas
estdo envolvidas na a-oxidagao propriamente dita, a Ultima libera o cis-jasmonil-CoA. Finalmente,
a tioesterase presente nos plastidios hidrolisa a ligacao tioéster do cis-jasmonil-CoA, liberando-o
para o citoplasma conforme resume a Figura 28 (KUNZE et al., 2006).

0
1
_ o Trés passagens na [-oxidagiio
&
LAusCos
10,11-diidro-12-oxo-
15(Z)-fitodienoil- CoA
0
I s
—_ < /C-uscm
COW5ECoA CHy
acetil-CoA
cis-jasmonil-CoA

FIGURA 28 — ESQUEMA RESUMIDO DA &4-OXIDAGAO DO 10,11-DIIDRO-12-OX0-15(Z)-
FITODIENOIL-CoA

Como se trata de acido de fraca dissociagdo, o cis-jasmonico pode ser acumulado nos
cloroplastos e outros compartimentos celulares. Ele pode atuar como segundo mensageiro na inducéo
de efeitos os mais diversos, a exemplo da inibicdo do crescimento das raizes quando encontram
obstaculo mecanico ou outras perturbacgdes fisicas, como o vento ou o contato prolongado que induzem
mudancas no crescimento da planta. O jasmonato se acumula nas células dos tecidos lesados por
acao dos herbivoros, estando envolvido nos mecanismos de cicatrizacéo e recuperagédo dos tecidos
das plantas. Ele e o seu éster metilico inibem o crescimento de sementes ndo dormentes e estimulam
a germinacao daquelas dormentes. Aparentemente, derivados volateis do acido jasmonico estao
envolvidos na atracdo de insetos relacionados com a polinizacéo das flores. Além disso, o acido
jasmonico participa da floracao, frutificacdo e amadurecimento do fruto (WASTERNACK, 2007). Sua
ligagdo com os mecanismos de defesa das plantas aos agentes exdgenos como 0s insetos esta
relacionada a sua transformac&o em jasmolona, uma das retrolonas componentes das piretrinas | e Il.
Nesse sentido, a oxidacao do ndcleo da ciclopentenona entre os carbonos 3 e 7 do acido jasménico
induz a sua descarboxilacao formando a jasmona (cis) como metabdlito intermediario. A Figura 29
resume a formacéao da cis-jasmona.
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FIGURA 29 — OXIDAGCAO E DESCARBOXILACAO DO ACIDO CIS-JASMONICO

Provavelmente, a oxidorredutase envolvida na oxidacéo € FAD (flavina adenina dinucleotidio)
dependente e forma perdxido de hidrogénio como um dos produtos. O ataque do peréxido de hidrogénio no
grupo carbonila/carboxilica do acido cis-jasmonico induz a descarboxilacdo e a formacgéo da cis-jasmona.

A Ultima etapa de biossintese da jasmolona tem duas vertentes de acordo com Matsuda et al.
(2005). Uma mais direta e que consiste na hidroxilacéo do carbono 4 da cis-jasmona pela enzima 4a-
hidroxilase dependente de oxigénio molecular e NADP reduzido como mostrado na Figura 30.

(|i 4-g-hidroxilase (|:|'

NADPH+H® NADP

cis-jasmona OH cisjasmolona

FIGURA 30 — HIDROXILACAO DA CIS-JASMONA

Na alternativa que ndo passa pela cis-jasmona, a 44-hidroxilase oxida o carbono 4 do &cido
cis-jasmonico formando o metabdlito intermediario, acido 4a-hidroxi-cis-jasmonico, o qual depois de
ser oxidado nos carbonos 3 e 7 do ciclopentano é descarboxilado para cis-jasmolona. Essas rea¢fes
séo mostradas na Figura 31.

lﬁ 4-u-hidroxilase (ﬂ
COOH COOH
NADPH+H> NADP Y
acido jasménico OH

[configuracdo cis ou 1{R)-2(S)] acido 4-o-hidroxi-cis-jasminico

— €O,
oxidacéo

e descarhoxilagéo

cis-jasmolona ou 2-(2'-pentenil}-3-metil-4-o.-hidroxi-ciclopenten-1-ona

FIGURA 31 - ALTERNATIVA DA BIOSSINTESE DA CIS-JASMOLONA
8 BIOSSINTESE DAS PIRETRINAS I E Il
Como foi salientado, as piretrinas naturais constituintes do piretro séo ésteres dos acidos
crisantémico e do pirétrico, com as retrolonas (piretrolona, jasmolona e cinerolona). O &cido pirétrico

mostrado na Figura 32, é derivado do 4cido crisantémico como éster metilico do carbono 3 da cadeia
metilpropenilica.

82 Pesticidas: r. ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 20, jan./dez. 2010



CH; CHy

CHy A\
/K COOH

acido pirétrico ou acido 3(3-metoxi-2-metil-3-oxo-
1-propenil)-2,2-dimetil ciclopropano carboxilico

CH3-00C

FIGURA 32 —-ESTRUTURA ESPACIAL SIMPLIFICADA DO ACIDO PIRETRICO

Provavelmente, os acido crisantémico e pirétrico sdo ativados pela CoA antes de reagirem
com as retrolonas para a formacgéao das ligacdes estéricas que caracterizam as piretrinas dos tipos | e
Il. Essa ativacéo pela CoA parece necessaria para o fornecimento da energia utilizada na formagéo do
éster em pauta. A Figura 33 resume a formacao da piretrina Il.
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C 4 - [+}
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cHy-00¢” . C0-0
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FIGURA 33 - FORMAGAO DA PIRETRINA Il PELA ACIL-CoA TRANSFERASE
9 CONSIDERACOES FINAIS

Esta reviséo sobre o metabolismo biossintético das piretrinas | e Il em que as etapas mais importantes
foram consideradas teve a inteng&o de contribuir para maior compreensao dessas vias metabdlicas e
facilitar o desenvolvimento das pesquisas, assim como a obtencgdo industrial desses importantes inseticidas.

ABSTRACT

CONSIDERATIONS ABOUT PYRETHRINS’ IAND Il BIOSYNTHETIC METHABOLISM —-LITERATURE
REVIEW AND SUGESTIONS

This review on the biosynthetic metabolic pathways of pyrethrins | and Il, includes several intermediary
stages of these metabolic processes, in order to facilitate an understanding of the numerous biochemical
barriers that remain to be clarified. Despite of the substantial industrial development in the manufacture of
pyrethrins’ synthetic derivatives such as pyrethroids, its high demand and commercial importance continue
to stimulate the biosynthesis of these insecticides through biotechnology, the use of bioreactors, the
bioconversion of precursors by isolated enzymes of leaves and flowers of the chrysanthemum or through
genetically modified microorganisms.

KEY-WORDS: PYRETHROIDS; INSECTICIDES; CHRYSANTHEMIC ACID; ISOPRENOIDS.
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