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BIOQUIMICA DA LIGNIFICACAO DE CELULASXILEMATICAS
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RESUMO

A lignificagéo é um processo biogquimico que abrange desde aformagao dos monoligndéisaté apolimerizacdo daligninana
parede celular. Além do apoio ao sistema estrutural da parede celular, defesa fisica e quimica, a lignina participa no
processo de transporte de &gua no floema vascular e nas células do xilema. As estruturas moleculares das ligninas
mostram-se variagdes complexas de acordo com suacomposi¢do. A biossintese daligninaé compostade duas etapas. A

primeira, consta da participacdo de uma série de enzimas como: PAL, C4H, 4CL, C3H, OMT, F5H, CCR e CAD, que
catalisam aformag&o dos precursoresintermediari os efinai sdentro do compartimento citoplasmatico. Durante aformagéo
desses precursores algumas dessas enzimas atuam sobre o nlcleo aromético, introduzindo hidroxilasem C-3 e C-5 e as
metilando em seguida, enquanto outras promovem a reducdo da cadeia lateral. Estudos demonstram que a regulagdo
destas enzimas podem modificar aarquiteturamolecul ar e o grau de polimerizagéo dalignina. Atualmentetécnicas apuradas
de transgenia sdo usadas para regular as atividades enzimaticas durante aformagdo dalignina, resultando em diversos
beneficios para o setor florestal, agropecuéria e meio ambiente.
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ABSTRACT

BIOCHEMISTRY OF LIGNIFICATION OF XYLEMATICSCELLS

Lignification isabiochemical processthat comprise the monolignols formation and precursors polymerization in the cell
wall. Besides physical and chemical reinforce propertiesit contributeto water transport inthexylem cells. Thebiossintese
involves PAL, C4H, 4CL, C3H, OMT, F5H, CCR and CAD enzymes, which are responsible for al lignin precursors
formation in the cytoplasmatic compartment. During the precursors formation some enzymes promote hydroxylations as
well as methylations, while others act on aliphatic chain. Studies show that enzymes could modify the lignin molecular
architecture and polymerization degree. At present transgenic techniques are available to regulate the enzyme activity
during lignin formation, resulting in several benefits to the forest area, agriculture and environment.

Keywords: lignin, lignification, wood

INTRODUCAO precursores nos compartimentos citoplasmaticos. O

segundo estadio de formagéo dalignina ocorre naparede

A lignificacdo é um processo bioquimico que celular e caracteriza-se pela reagdo de oxidagéo
abrange a biossintese de monoligndis, seu transporteea  desidrogenativados monolignéisdisponiveis. Asenzimas
polimerizacdo naparede celular, que em primeiro estadioé ~ OXxi-redutoras tais como peroxidases, e isoenzimas
altamente mediado por enzimasintrinsecasaformagiodos ~ correspondentes, atuam napolimerizacéo dalignina, dentro
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daparede celular, formando um complexo coordenado com
peroxido de hidrogénio. A lacase entre outras oxidases
também promovem oxidacdo desidrogenativa dos
monoligndis na parede celular (Lewis & Sarkanen, 1998;

Whetten et al., 1998; Ranocha et d., 2002). A ligninatem
sido considerada como macromoléculas de origem
fenilpropanoidica com vital importancia na sustentagéo,
resisténcia aos fatores bioldgicos, quimicos e fisicos,
(Vance et al., 1980). Além disso, desempenham um
importante papel no crescimento e desenvolvimento da
planta (Rogers & Campbell, 2004), que provavelmente
permitiu aadaptacéo das plantas aquéticas avidaterrestre
(Monties, 1989, Barcelo, 1997; Inoueet a ., 1998, Northcote,
1989). A lignina também é indispensavel em diversos
processos biol 6gicos dos quais 0s mais importantes sao,
assegurar aexisténciade viasrapidasdecirculagdo daagua,
minerais e conferir rigidez necessaria a manutencao da
verticalidade do caule principa a varios metros de altura,
n&o apresentando mobilidade entre paredescel ulares, o que
tornacompreensivel apreservagdo desse material ao longo
de milhares de anos sob a face da terra, em condicdes
rigorosas de alteracdo ambiental (Abreu et al., 1999). Sob
condicBes de anoxia, portanto, sua degradacdo torna-se
extremamentedificil, deformaaexigir umatoteor deoxigénio
durante o processo de degradacdo (Davin & Lewis, 2000).

Suaarquiteturamolecular difere segundo aorigem botanica
dos taxons, entre células e até mesmo dentro da parede
celular, respondendo aos efeitos abiéticos e bidticos do
ambiente (Larroque & Planchon, 1990; Kitayama et al.,
2004). Normalmente as plantas detém mecanismos
coordenados de deposicao da lignina, assim sua sintese
obedece aos conceitos da topoquimica onde o tempo e
local de deposicdo pode ser enddgena e exogenamente
afetado (Donaldson, 2001).

Enzimas que atuam na via biossintética da lignina nos
compartimentos citoplasmaticos

O metabolismo dos fenilpropandides inclui uma
sériecomplexadecaminhosbioguimicosque proporcionam
as plantas milhares de combinagdes. Muitos destes sao
intermediérios na sintese de substancias estruturais das
células, como alignina Boatright et al., 2004). Estes
caminhos se ramificam gerando varias substancias com
funcdes essenciais no desenvolvimento da planta e
interacdes ambientais (Allinaet a., 1998).
E nestes caminhos héa atuacdo de enzimas fundamentais
para a biossintese da lignina. Durante a formagéo dos
precursores daligninaal gumas dessas enzimas atuam sobre
0 nlcleo aromatico dos fenilpropandides, introduzindo
hidroxilasem C-3 e C-5 eas metilando em seguidaenquanto
outras desempenham importante papel na reducéo da
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cadeialateral. A biossintese daligninaenvolve umasérie
de enzimas desde a Fenilalanina Amodnia-liase PAL),
Cinamato-4Hidroxilase (C4H), Hidroxicinamoil COA Ligase
(4CL), 4-Hidroxicinamato 3-Hidroxilase (C3H), 5-Adenosil-
Metionine:Cafeato/5-Hidroxi (OMT), Ferulato-5-
Hidroxilase (F5H), Hidroxicinamoil COA Redutase (CCR)
até a Cinamil Alcool Desidrogenase (CAD).

Fenilalanina Amdnia-liase (PAL) é uma das
principais enzimas que atuam naformacéo dos precursores
da lignina, catalisando a desaminacdo da fenilalanina a
acido trans-cinamico (Raes et al., 2003). De acordo com
Bate et a., (1994) e Sewalt et a., (1997) a PAL se torna
limitante quando sua atividade é reduzida de 20% para
25%, tal reducéo foi comprovada em tabaco transgénico
(Nicotiana tabacum).

Cinamato-4Hidroxilase (C4H) controla a
conversdo do cinamato em p-cumarato. E o primeiro
citocromo monooxigenase P450-dependente do caminho
do fenilpropandide (Sino-Lelong et al, 1997). Sao
catalisadastrésreacdesde hidroxilacdo sucessivasno anel
naformacao do monolignol, comegando pelaenzima C4H,
seguindo pelaC3H eaF5H (Dixon et a., 2001).

Hidroxicinamoil COA Ligase (4CL) catalisa a
formacéo de tio ésteres de CoA de acido p-cumérico,
cafeico, ferdlico, 5-hidroxiferulico, eé&cido sindpico (Leeet
al., 1997; Hu et al., 1998). A abundancia potencial de
substratos pode explicar a existéncia de isoenzimas (4CL)
na maioria das plantas superiores. Além das diferentes
especificidades dos substratos, os genes aparentam um
padréo de expressao (espago-temporal) tipicamente
distinto (LewiseYamamoto, 1990; Hu et a., 1998; Harding
et al., 2002). Recentes experimentos com transgénicos
demonstraram que o papel do 4CL obtiveram resultados
contraditdrios em diferentes espécies, sugerindo variacdo
nas plantas. Arabidopsis transgénicas com atividade
reduzida de 4CL tiveram diminuicdo de lignina guaiacila,
mas com pouca ateracdo na lignina siringila (Lee et al.,
1997). Transgénico de tabaco com atividade reduzida de
4CL, tiveram uma maior reducdo do contetdo de lignina
siringilado queguaiacila, apesar de que ambos ostiposde
lignina foram alterados (Kgjita et al., 1997; Kgjita et al.,
1996).

4-Hidroxicinamato 3-Hidroxilase (C3H) foi
nomeada originalmente depois de sua funcdo na
hidroxilacdo do &cido p-cumérico. Recentementepesquisa
mostrou que C3H, converte éster cuigquimato e quinato de
acido p-cumérico preferencialmente no acido cafeico
correspondente, considerando que acido p-cumérico e p-
cumaroil - CoA néo sejam substratos destaenzima(Schoch
et a., 2001; Franke et al., 2002; Nair et a., 2002). Estudos
conduzidos por Franke et al. (2002) demonstraram que o
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ref8 (mutante de Arabidopsis) defeituoso no gene que
codifica a enzima C3H e que a caracterizacdo fenotipica
deste, revelaram que a falta da atividade desta enzima
conduzram a diversas mudangas no metabolismo do
fenilpropandide. Estas perturbagdes causaram mudangas
naresisténcia da parede da célula do ref8 para a agéo de
hidrolases de polisacarideos, e aumentou a suscetibilidade
ao ataque de fungos.

5-Adenosil-M etionine: Cafeato/5-Hidroxi (COMT)
foi postulado por ser uma enzima bifuncional metilando o
acido cafeico e acido 5-hidroxiferdlico nas plantas
superiores. Porém, resultados obtidos in vitro usando
transgénicos revelaram que o papel predominante de
COMT éametilagao de 5-hidroxiconiferaldeido €/ou & cool
5-hidroxiconiferilico para sinapaldeido e/ou alcool
sinapilico, respectivamente (Osakabe et al., 1999; Li et d.,
2000; Chen et a., 2001; Guo et a., 2001; Parvathi et a.,
2001; Goujon et a., 2003). CCOAOMT catalisaametilacdo
de cafeoil-CoA a feruloil-CoA (in vitro e in vivo) e 5-
hidroxiferuloil-CoA para sinapoil-CoA (pelo menos in
vitro), juntocom COMT, éresponsavel pelametilacdo dos
precursoresdosmonoligndis(Yeetal., 1994; Zhong et al.,
1998; Pincon, et al., 2001). De acordo com Zhong et al.
(1998) usando atécnica antisensomostrou que aredugéo
da CCoAOMT resultou em uma diminuicdo no teor e
composicao dalignina. Porém, lignina guaiacilateve uma
maior taxa de reducéo, resultando no aumento darelacdo
S/G (siringila/guaiacila). Também foi observado que a
reducdo simultineade CCoOAOMT e CAOMT resultou na
diminuicdo noteor deligninatotal. A reducdo daCAOMT
diminuiu apenas em unidades de lignina siringila. Estes
resultados comprovaram que reagdes de metilacdo séo
catalisadas pelas enzimas CCOAOMT e CAOMT.

Hidroxicinamoil COA Redutase (CCR) quecatalisa
a conversdo de ésteres cinamoil-CoA a cinamaldeidos, €
uma das enzimas da parte especifica do caminho do
monolignol na biossintese dalignina. Segundo Piquemal
et al (1998) em tabaco abaixaregulagdo de CCR tem efeito
no teor e composic¢do da lignina, onde a relacdo S/G é
maior, principalmente por causa de uma reducéo em
unidades de G, porém a lignina é mais condensada. O
aumento da celulose ligada a uma diminui¢do da lignina
observado com a baixa regulagdo da 4CL em alamos ndo
parece ser um fendmeno comum; mutantesirx4 defecientes
em CCR apresentam menor teor de lignina mas nenhum
aumento no teor de celulose (Jones, et al., 2001).

Ferulato-5-Hidroxilase (F5H) éumamonooxigenase
citocromo-P450-dependente (P450) participadabiossintese
demondmerosdaligninasiringila, atravésda5-hidroxilagdo
do coniferaldeido e/ou do dcool coniferilico (Humphreyset
a., 1999; Li et a., 2000; Humphreys & Chapple, 2002).
50
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Cinamil Alcool Desidrogenase (CAD) catalisa o
Gltimo passo na biossintese do monolignol, reduzindo-as
aaldeidos e nos @ coois correspondentes. A enzimaCAD
reduz varios aldeidos, durante diferentes fases de
desenvolvimento. Além da funcdo de regulacdo da
lignificacdo, varios genesda CAD foram caracterizadosem
respostaapatégenosem plantas(Kiedrowski etd., 1992). A
enzima CAD regulaacomposicdo dalignina G:S detectada
em umaamplavariedadedeplantas, cujo polimorfismo sugere
gue esta enzima apresenta especificidade diferenciada na
composi¢cao da lignina de Gimnospermas e Angiospermas.
Em EucalyptusaCAD, mRNA foi detectadaem tecidos do
xilemaefolhas (Abreu et a., 2003).

M odulacdo do teor e composicao dalignina

A composicao e o teor de ligninaem madeiras tém
conseqiiéncias de natureza técnica e econdmica
(industriais, ambientais, e agricol as profundas). Como nos
processosindustriais de pol pacéo Kraft. Neste processo,
a presenca de alto teor de unidade siringila na lignina é
desejavel, poisreduz o custo daproducéo de celulosee o
impacto ambiental (Lapierreeta., 1999; Jouanineta., 2000).
Na agropecuéria, a presenca da lignina nas gramineas e
alfafareduz adigestibilidade dos ruminantes (Inoueet al.,
1998; Pincon et a., 2001).

A desativagdo das enzimas que participam em parte
dabiossintese daligninapromove acumulacéo de celulose
em arvores transgénicas, isto € uma regulacdo artificial
gue altera o metabolismo dalignina; enquanto milhdesde
anos foram necessarios para que as plantas al cangassem
oshiveisdeteor e composi¢ao deligninaatual (Robinson,
1990, Taylor, 1993).

Varias pesquisas acenam que as arvores
transgénicas podem ser uma solucéo para o futuro da
indUstriade pol pacel ul 6sica, resultando em alto rendimento
decelulose (Boudet 1998). Higuchi et al. (1994), verificaram
gue plantas com atividade reduzidade CAD apresentaram
acor damadeiraoriginal aterada. Eles consideraram que
esta pode ser uma nova perspectiva para industria de
moveis. Experimentos com pt4CL 1 decodificado como 4-
cumurato coenzima A ligase (4CL) promoveu 45% de
reducéo deligninae aumento de 15% de cel ul ose (Sederoff,
1999). Um mutante de Pinus com deficiéncia em CAD
produziu ligninacujacomposi¢do continhao ADC (& cool
diidroconiferilico) e APD (&cool Aril-1,3-propano-diol)
(Ralph et al. 1999). Sobre o ponto de vista da defesa de
plantas, aacumul agao extradeligninapode ser promissora.
Um destes caminhos é a desati vag&o da chal conasintase,
atravésdo qual poderdal cancgar altosniveisdelignificacdo
em plantas transgénicas. Esta enzima contribui para a
formacao das chal conas que sdo precursores dos taninos
condensados (Dey & Harbone 1997).
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Pesquisas recentes usando atmosfera artificial de

O, mostraram que plantas podem produzir lignina em
guantidades e composi¢do diferentes(Veigaet al. 1999). O
grupo de Bioquimica da Lignina esta trabalhando neste
sentido, usando condic¢des especiais para promover a
acumulacdo extrade lignina (Oxidacdo Vertical).
O processo que leva a acumulacgéo de lignina é realizado
na parede celular proporcionando uma performance
morfoldgica beneficiando a agricultura e as culturas
florestais (Coley 1988).

Segundo Abreu et a. (2003) a modificagdo da rota
biossintéticaquelevaao acool coniferilico em angiospermas
dicotileddneas seja por transgenia, mutagdes ou outras
formas de inducdo, acarretaria na formagdo de um bloco
polimérico debaixo IFM (i ndice de Flexibilidade Molecular),
maior NTLI (NUmero Tedrico deLigagdes|ntermonoméricas)
emaior nimero deligagdes cruzadas, aumentando, portanto,
a resisténcia da parede celular. Isso poderia minimizar ou
impedir a possibilidade de rachaduras, beneficiando
diretamente o uso damadeiraem diversosramosdaindlstria
madeireira, exceto aindlstriade polpacelulésica. Estudos
satisfatérios com Eucalyptus grandis quando foram
utilizadas apli cagdes exdgenadeécido giberélico ecitocinina
(BAP) ocorrendo areducéo do teor delignina(Pereira, 2005)
ecom Eucalyptus urophylla com &cido jasmonico e &cido
2,4-diclorofendxiciacético ocorreu aumento do teor delignina
(Monteiro, 2005).

Do ponto de vista funcional, as plantas que
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sintetizam ligninas modul adas parecem adotar estratégias

compensatorias paramanter aintegridadedaparedecelular.

De acordo com Baucher et al. (1996) a diminuicdo da
atividade da CAD em plantas transgéncias viabiliza a
polimerizacdo dalignina via cinamaldeido substituindo o

caminho tradicional do alcool cinamilico. A diminuicdo da
atividade da CCR em tabaco devido ao aumento do ferulato
de tiramina permitiu a incorporacdo como componente
integrante do bloco polimero ligninico (Ralph et al., 1998).

Reforco adicional foi observado em plantas transgéncias
pelo aumento significativo em outra parede associada por
substancias fendlicas (Piquemal, 1998).

Em algumas plantas transgénicas, a variagdo na
composi ¢ao daligninanéo teve nenhum efeito distinto na
fisiologia da planta (Boudet et al., 1995), porém, foi
observada alteracdo na composicéo da lignina (Whetten
et al., 1998).

Arranjo molecular dalignina

A complexidade estrutural das ligninas depende das
ligagOes formadas entre as unidades constitucionais (C,C,)
durante o processo de lignificagdo. Os monolignéis
fenilpropandides como: os dcoois. cumarilico, coniferilico e
sinapilico sdo atualmente definidos como precursores
majoritariosdalignina(Figural). Estesprecursores apresentam
varios sitios reativos capazes de constituirem ligagtes
cruzadas entre si, envolvendo atomos de carbono do anel
aromético nasposi¢des 3, 4e5ou 3/5esobreacadeialateral.

Cadealaad

Alcool singpilico
And siringilico

3 sitiosativos

Figura 1. Precursores majoritérios da lignina e respectivos sitios reativos (*).

Figure 1. Majority lignin precursors and their actives sites (*).
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A estrutura da lignina tem sido também objeto de
estudo em inimeros trabalhos cientificos, aos quais
estabel ecem propostas estruturais e formagao biossintética
(Boerjan, 2003). Considera-se paraos mesmosaexisténcia
de um provéavel controle bioldgico diferenciado segundo
0s aspectos inerentes a classe boténica a que o vegetal
pertence, ainfluénciagenética, aos aspectos espaciaisda
subestruturadaparede celular, entre outros aspectos. Dois
estadios de formacdo da lignina sdo preconizados, a
formagado enzimatica e aformacdo semi-enzimética. Sendo
aprimeiraconsideradacomo oxidagdo horizontal ocorrendo
no citoplasmae a segundaoxidacéo vertical que acontece
na parede celular (Abreu et al., 1999) (Figura 2). De um
modo geral acomplexidadeestrutural dasligninas depende

Parede celular

Oxidacgéao Vertical

l

|
Lignina :
V H+
H,0,
(Enzima)

das ligacdes formadas entre as unidades constitucionais

(C,C,) durante o processo de polimerizagéo (Micic et al.,

2002). Para formar os precursores terminais (ésteres de
acidos fenilpropandéides) sucessivas oxidacdes e
metilagBes sdo descritas(Choinowski et al., 1999). O éster
p-cumarato, por exemplo, € hidroxilado na posicdo metaa
cadeia lateral, formando o éster cafeato. Este precursor
intermediario é determinante na sintese dos demais

precursores dos monolignais. Trés reag6es mediadas por
cinamil redutase levam aos aldeidos correspondentes

(cumaraldeido, coniferaldeido e sinapaldeido), os quais sdo
reduzidos a & coois através da enzima cinamil &l cool

desidrogenase (CAD). Todo este processo enzimatico

ocorre no compartimento citoplasmati co.

MicrotUbulos

Citoplasma

COOH
1 /GJ
HO
(@]

O OH

OC H,

 Oxidacdo Horizontal

Membrana plasmatica

Figura 2. Proposta de oxidag&o horizontal e vertical durante a formagao da lignina (Abreu, 1999)
Figure 2. Proposal for horizontal and vertical oxidations to lignin formation

O segundo estédio daformagéo daligninainicia-se
pela oxidagdo dos trés monolignéis na condi¢do de
precursoresterminais. Esses precursoresterminais(écoois
p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) apresentam vérios
sitios reativos capazes de constituirem ligacGes cruzadas
entresi, preferencialmente sobre acadeialateral (Higuchi,
1997). O aumento do grau de metoxilacdo a partir dos
52
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precursores: acido cumarico, acido coniferilico e acido
sinapico correspondem adiminui¢do do nimero deligagdes
intermolecul ares, possibilitando aformacdo deumaredede
ligagBesintermonoméricas namaioriaenvolvendo ligacBes
C-C. Isso, portanto constitui, base nacomposi¢éo quimicae
consequientemente nas formas estruturai s adquiridas apés
apolimerizago naparede celular (Figura3).
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Figura 3. Proposta especul ativa de polimerizagéo dos precursores & coois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico para aformagéo da

lignina na parede celular

Figure 3. Speculative proposal of precursors polimerrization (p-coumaryl, coniferyl and sinapyl alcohol) to lignin formation in the

cell wall.

A inicializago da polimerizac&o para a formagdo
da lignina ndo necessariamente necessita de HO, +
peroxidase; outras enzimas como lacase ou fenol oxidase,
podem atuar sobre o sistema celular, descartando a
atuacdo global do perdxido de hidrogénio (Dean et al.,
1998; Ranochaet al., 2002). V arios estudos sugerem que
lacases localizadas na parede secundaria de tecidos
vasculares sdo também capazes de polimerizar
monoligndis na presencade O, (Dean et al., 1998; Liu et
al., 1994; Richardson & McDougall, 1997; Richardson et
al. 2000). A possibilidade que lacases sao envolvidas no
processo de lignificacdo em plantas superiores foi
primeiramente citado por Freudenberg (1958). De acordo
com Sterjiades et al. (1992) a lacase de Acer
pseudoplantanus foi capaz de polimerizar monolignais,
na auséncia completa de peroxidase.

Existemevidénciasquenoiniciodavidadasplantas
superiores predominavam as ligninas cumarilicas em
pteriddfitas, e so depois surgiram asligninas cumarilicas-
guaiacilicas que dominaram o reino vegetal nas
Gimnospermas. Depois com o aparecimento das
Angiospermas as ligninas guaicilicas-siringilicas,
predominaram, tornando assim a melhor forma
composi cional adaptativa, mesmo considerando umamaior
fragilidade molecular destas biomoléculas.
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CONSIDERACOESFINAIS

O conhecimento do mecanismo de formacdo da
ligninaaindarequer muitas pesquisas de naturezatedricae
experimental, principalmenterel acionando alignificagcéo com
a qualidade do produto final nos diversos segmentos do
setor florestal, da agricultura, daagropecuériae ambiental.
A aivacao edesativacdo deenzimasdo caminho biossintético
daligninatem demonstrado através de varios estudos com
sucesso, que podemos modelar a formag&o da lignina de
acordo com asuafinalidade. Pesquisas com reguladores de
crescimento como demonstraram Pereira (2005) e Monteiro
(2005) podeser umalinhaparafuturaspesquisasrel acionando
aumento e diminui¢do do teor dalignina.

O controle do teor e da modulagdo da biossintese da
lignificagdo oferece um avanco tecnol dgico, para parcial
remocao daligninadetecidos|enhosos, que € um processo
gue requer muitos investimentos, especialmente devido a
suaimportancia naindustria de polpa celul ésica.
Astécnicasconhecidasdetransformacdo deplantaspodem
conduzir arespostas positivas, tanto sobre as atividades
dasenzimas queatuam nafase citoplasméti caquanto sobre
as enzimas que catalisam a reacé@o de oxidacdo dos
monoligndis na parede celular.

Novas visBes bioquimicas sobre a formacdo da lignina
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permitiram ajustar os teores de lignina nas plantas, como
também modificar aarquiteturamolecular e suadeposi¢éo
nos diferentes |ocais da parede celular.
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