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RESUMO

Triterpenos sdo produtos naturais de plantas estruturalmente complexos com
numerosas aplicagbes medicinais. Como exemplo, friedelina € um triterpeno
pentaciclico com atividade gastroprotetora, enquanto que seus derivados
quinonametidicos maitenina e pristimerina apresentam promissoras atividades anti-
inflamatdria, antitumoral, antimicrobiana, antimalarica, espermicida e antioxidante. O
unico triterpeno pentaciclico cetbnico formado diretamente na ciclizagdo do
oxidoesqualeno é a friedelina. Sua produgcdo se da a partir da enzima friedelina
sintase, uma oxidoesqueleno ciclase que se difere das demais oxidoesqualeno
ciclases por estabilizar a ciclizagdo promovida pelo carbocation formado no sitio
catalitico produzindo uma cetona. As oxidoesqualeno ciclases tém o mesmo
substrato, porém se diferenciam pela especificidade de seus produtos formados e,
por isto, a analise da estrutura primaria da friedelina sintase permite estudar sua
especificidade pela producdo de friedelina. Desta forma, o presente trabalho teve
como objetivo realizar o estudo da especificidade da friedelina sintase clonada de
Maytenus ilicifolia por meio de mutantes desta enzima. Por meio de analises de
docking da molécula de friedelina no sitio ativo da enzima foram observados
residuos de aminoacidos cuja interagado poderia se relacionar a producéo singular de
friedelina. Os mutantes destes residuos foram entdo gerados por mutagénese sitio-
dirigida para avaliar tais interagbes de acordo com o produto formado
heterologamente pelos mutantes expressos em Saccharomyces cerevisiae. Os
residuos estudados e gerados por mutacdo sitio-dirigida foram: F183L, C369A,
W417H, D484E e W612F. Os produtos assim diferencialmente produzidos foram
avaliados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
Assim, foi possivel observar que os residuos D484 e W417 sdo essenciais para a
atividade da enzima, enquanto que os residuos C369, W612 e F183 sdo importantes
para a especificidade de produto, uma vez que a troca levou a producédo de outros
compostos terpénicos e/ou também a friedelina. Tais resultados permitiram avaliar
residuos importantes para a biossintese de friedelina, contribuindo para o
entendimento desta singular oxidoesqualeno ciclase.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia. Triterpenos. Friedelina sintase. Analise in silico.
Sistema heterdlogo



ABSTRACT

Triterpenes are natural plant products structurally complex with numerous medicinal
applications. As an example, friedelin is a pentacyclic triterpene with gastroprotective
activity whereas its quinone methide derivates maytenin and pristimerin present
promising anti-inflammatory, antitumor, antimicrobial, antimalarial, spermicidal and
antioxidant activities. Friedelin is the only pentacyclic ketone triterpene obtained
directly from ciclization of oxidosqualene. Its production occurs from the enzyme
friedelin synthase, an oxidosquelene cyclase, which differs from the other
oxidosqualene cyclases by stabilizing the cyclization promoted by the carbocation
formed at the catalytic site forming a ketone. The oxidosqualene cyclases have the
same substrate, but are differentiated by the specificity of their products formed and,
therefore, the analysis of the primary structure of friedelin synthase allows to study its
specificity by the production of friedelin. Thus, the present work aimed to study the
specificity of the friedelin synthase cloned from Maytenus ilicifolia using mutants of
the enzyme. Through the analysis of docking of the molecule friedelin in the active
site of the enzyme, it was observed amino acids residues whose interation could be
related to the unique production of friedelin. Mutants of these residues were
generated by site-directed mutagenesis to evaluate such interactions according to
the product formed heterologously by the mutants expressed in Saccharomyces
cerevisiae. Residues studied and generated by site-directed mutation were: F183L,
C369A, W417H, D484E and W612F. The products thus differentially produced were
evaluated by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) from the
expression and production of the mutants using the heterologous S. cerevisiae
system. Thus, the residues D484 and W417 are essential for enzyme activity,
whereas residues C369, W612 and F183 are important for product specificity, since
the exchange led to the production of other terpene compounds and / or also
friedelin. These results allowed the evaluation of important residues for the
biosynthesis of friedelin, contributing to the understanding of this unique
oxidoesqualene cyclase.

Keywords: Maytenus ilicifolia. Triterpenoids. Friedelin synthase. In silico analysis.
Heterologous system
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1 INTRODUGAO

1.1 Triterpenos

Os triterpenos formam um dos grupos mais numerosos e diversificados de
produtos naturais de plantas, sendo também produzidos em outros organismos
como bactérias, fungos e mamiferos. Os triterpenos simples e conjugados tém uma
ampla gama de aplicagdes pelo homem, sendo as principais no setor de alimentos,
de saude e da industria biotecnolégica (THIMMAPPA et al.,, 2014). Entre as
atividades biologicas dos triterpenos, podem-se destacar anti-inflamatéria (ANDRE
et al., 2012), anticancer (SALVADOR et al., 2012) e antiplasmodial (BERO;
FREDERICH, QUETIN-LECLERCQ, 2009).

A via biossintética dos triterpenoides é iniciada a partir da unido de seis
unidades de isopreno para formar o esqualeno. Em procariotos, o esqualeno é
diretamente ciclizado a triterpenos hopanoides, enquanto que em eucariotos, ele é
primeiramente convertido a 2,3-oxidoesqualeno e, em seguida, ciclizado. As
ciclizagcbes s&o altamente regio-estereo-especificas e realizadas pelas enzimas
oxidoesqualeno ciclases (OSCs) (WANG et al., 2010).

O passo inicial de dobramento do substrato € um passo critico, pois o tipo de
conformagdo do substrato leva a formacdo de vias de diferentes produtos. Por
exemplo, a conformagdo cadeira-barco-cadeira leva a um cation protosteril
intermediario, o qual da origem a triterpenos esteroidais (GASPASCUAL et al.,
2014). Ja a conformacgédo do tipo cadeira-cadeira-cadeira leva a ciclizagdo ao
carbocation damarenil, dando origem aos diferentes esqueletos triterpénicos (XUE et

al., 2012), como mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Cations intermediarios e produtos da ciclizagcdo de 2,3-oxidosqualeno por

oxidoesqualeno ciclases.
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O dobramento do substrato dirige a ciclizagado do 2,3-oxidosqualeno. O substrato 2,3-oxidosqualeno
adota padrdes de dobramento distintos que, quando diretamente ciclizados por enzimas
oxidosqualeno-ciclase (OSC), produzem produtos de cations estereoquimicamente distintos (XUE et
al., 2012).

Desta forma, o inicio da reacdo de ciclizacdo das enzimas oxidoesqualeno
ciclase, ocorre pela protonagdo do epoxido de 2,3 oxidoesqualeno. Em seguida
ocorre o dobramento do substrato podendo este, assumir a conformagcao cadeia-
barco-cadeira levando a formacgao do cation protosteril, ou cadeira-cadeira-cadeira
levando a formacgdo do cation damarenil, como mostrado na figura 1. Apds a
formagéo dos cations, ocorre uma série de ataques eletrofilicos por ligagées duplas
proximas, resultando numa cascata de reacbes para formacdes de anel C-C.
Seguindo-se a via do cation protosteril produz-se os esterois, que ocorre atraves da
formacdo de diferentes cations intermediairos (C2->C6->C10->C14->C20),
resultando no cation intermediario C-20. Assim ocorre uma série adicional de
migracdes distintas de metilas e hidretos, conduzindo a formagdo de lanosterol
(fungos e animais) pela lanosterol sintase ou cicloartenol (plantas) pela cicloartenol
sintase (figura 2). Porém, a via do cation protosterii pode também produzir
cucurbitadienol, através da cucurbitadienol sintase ou de outros metabdlitos
considerados especializados porem n&o ligados a sintese de esterois primarios.

A via do cation damarenil é responsavel pela mais diversa produgdo de
triterpenos pentaciclicos, através da ciclizagao inicial do cation damarenil C-20, em
sequéncia rearranjos de diferentes cations intermediarios (C13->C14->C8->C9->
C10->C5->C4), expansdo do anel e migracdo de metilas e hidretos. As enzimas
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oxidosequaleno ciclases que seguem na via do cation damarenil produzem os
diferentes triterpenos pentaciclicos, por exemplo: a produgao de lupeol pela lupeol
sintase antes da expansdo do anel E; a producdo de B-amirina pela B-amirina
sintase contendo no anel A uma hidroxila; e, a produgao de friedelina pela friedelina
sintase contendo no anel A uma cetona. Importante notar-se que nesta via ocorre
também a producédo da shionona, unico triterpeno tetraciclico com uma cetona no
anel A, produzido pela shionona sintase, através do cation damarenil seguido dos
cation intermediarios cation bacarenil (C18) e cation C4 (C4) (figura 2).
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Figura 2 - Via biossintética de diferentes triterpenos a partir da molécula de 2,3-

oxidoesqualeno com os diferentes cations intermediarios e seus

produtos.
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Acetil-CoA: acetil coenzima A; HMG-CoA = 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A redutase; IPP =
isopentenila; DMAPP = pirofosfato de dimetilalila; GPP = pirofosfato de geranila; FPP = pirofosfato de
farnesila. A numeracao dos atomos de carbono nos triterpenos pentaciclicos e o sistema de
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referéncia para os anéis (A-E) sdo mostrados na parte inferior esquerda da figura. Adaptado
de SOUZA-MOREIRA et al. (2016).

A friedelina sintase tem capacidade de produzir a friedelina através da
realizagdo do numero maximo de rearranjos, com formagado de uma cetona pela
desprotonacao do intermediario hidroxilado pelo residuo de aspartato que iniciou o
ciclizagdo, sem auxilio de uma enzima oxidorredutase (ABE; PRESTWICH, 1995;
WANG et al., 2010). A carga positiva da posigdo C-20 para a posigao C-2 envolve o
numero maximo possivel de troca 1,2 (10 no total). Quando o cation chega a posigao
C-2 é atacado pelo grupo 33-OH para formar uma cetona em C-3, formando assim a
o triterpeno pentaciclico friedelina. Friedelina também €& precursora dos
quinonametideos triterpénicos maitenina e pristimerina (CORSINO et al., 2000), para
os quais foram descritas diversas atividades biologicas como anti-inflamatdria,
anticancer, antimicrobiana, antimalarica, espermicida e antioxidante (DEEB et al.,
2015; HE et al., 2016; MOORE; RUBEN; ROSEN, 1993; SANTOS, V et al., 2010).

Assim, a enzima friedelina sintase clonada de Maytenus ilicifolia (Genbank
KX147270), também denominada como (3S)-2,3-epoxi-2,3-dihidroesqualeno mutase
(EC 5.4.99.50) contém em sua sequéncia os dominios conservados dominino da
esqualeno ciclase subgrupo 1 (SQCY_1) e dominio da redutase de isopreno-C2
(ISOPREN_CZ2), os quais estdo presentes em tritepeno sintase de classe Il, que
inclui as OSC’s. Ha também a presencga do motif Asp-Cys-Thr-Ala-Glu (DCTAE), que
contém o residuo de acido aspartico catalitico e os quatro motif QW (motivos ricos
em aminoacidos aromaticos iniciando com Q-Gln e terminando em W-Trp),
importantes na manutengcdo da estrutura enzimatica. A presenga dos residuos
caracteristicos de Ser-Phe (SF) e o motif Met-X-Cys-Arg (MXCYCR) conservado em
triterpenos sintase de triterpeno pentaciclicos nas posi¢des previstas na figura 3,
estdo de acordo com a sua classificagao funcional (SOUZA-MOREIRA et al., 2016).
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. A~ . . o . . . e . .
Figura 3 - Sequéncia de aminoacidos de friedelina sintase de Maytenus ilicifolia.
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Quatro motif QW e o motif DCTAE estdo sublinhados, indicando os acidos envolvidos na
formagdo do carbocation do substrato. Outros residuos conservados em OSC’s sio:
MXCYCR (sublinhado por uma linha tracejada) e SF (sublinhado por duas linhas). O
alinhamento global ilustra as duas OSC’s clonadas de M.ilicifolia, sendo MICAS1, uma
cicloartenol sintase. (SOUZA-MOREIRA et al., 2016).

Isolar OSC’s de forma que permanegcam ativas e caracterizar suas
propriedades enzimaticas in vitro tem sido de extrema dificulade. Assim, analises
funcionais envolvendo experimentos com mutantes tem sido conduzidos in vivo,
porém as funcbes dos sitios ativos das OSC’s ainda n&o foram claramente
elucidadas (HOSHINO, 2017).

1.2 Estudo mutagénico da biossintese dos triterpenos

O entendimento da especificidade das oxidoesqualeno ciclases em formar os
diferentes esteroides e triterpenos vem sendo realizado por estudos de mutagénese
e com o uso de analogos do substrato, avaliando-se os rearranjos na ciclizagdo que

os residuos de aminoacidos proporcionam, como demonstrado no estudo recente de
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Hoshino (2017), em que foi realizado o mecanismo catalitico e o mecanismo de
reconhecimento do substrato de -amirina sintase, revelados por mutagenese sitio-
dirigida e experimentos com substratos analogos, e que serdo comentados na secgéo
de Resultados e Discussao desta tese.

Um estudo recente (SALMON et al., 2016) realizado com mutantes de (-
amirina sintase de Avena strigosa (SAD1) identificou residuos de aminoacidos
conservados envolvidos com a especificidade do produto e do substrato de
triterpeno sintases de diversas plantas. Analise dos triterpenos produzidos pelo
mutante Cys563Tyr de SAD1 na planta e utilizando o modelo de expresséo
heter6loga em Saccharomyces cerevisiae permitiu observar que houve bloqueio do
inicio da ciclizagado (Figura 4A), sem formacdo de triterpenos e, que a mutagao
Ser728Phe de SAD1 favoreceu a producido dos triterpenos tetraciclicos
epoxidamarano e damaranediol ao invés de pentaciclicos. Por meio do estudo de
modelagem molecular de SAD1, os autores observaram que o residuo de cisteina
na posicaéo 563 é importante por formar uma ligagdo de hidrogénio com o aspartato
da posicdo 484 favorecendo a protonagdo do grupo epodxido do oxidoesqualeno,
levando a perda de atividade pela enzima, enquanto que a troca de serina na
posicdo 728 por fenilalanina promoveu a estabilizagdo do carbocation damarenil,
produzindo os ftriterpenos truncados (Figura 4B). Esse estudo também fez a
confirmagao do envolvimento do residuo de serina correspondente em lupeol sintase
de Arabidospis thaliana pela mutagcdo Ser728Phe, além de ter demonstrado que
estes mutantes tém preferéncia pelo substrato dioxidoesqualeno ao invés de 2,3-
oxidoesqualeno, desenvolvendo assim uma nova oportunidade de sintese de novos
triterpenos a partir de diferentes substratos (SALMON et al., 2016).
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Figura 4 - Efeitos de mutag¢des na estrutura e fungdo da proteina B-amirina sintase

de Avena strigosa (sad1).

S728

A) O mutante sad? 358 tem uma mutagdo em Cys563 (vermelho), um residuo que esta ligado através

do hidrogénio do aspartato catalitico (D484). Ligagdes de hidrogénio sdo mostradas por linhas
tracejadas. O substrato é apresentado em verde.; B) mutantes de sad? 384 e 1023 tém uma mutagéo
em Ser728 (vermelho), que esta na proximidade de residuos envolvidos no substrato (laranja) e
Phe725 (roxo), envolvidos na estabilizagdo do cation intermediario tetraciclico em C-20. As
interagOes de cation-mr sdo mostradas por linhas tracejadas em cinza. Adaptado de SALMON et al.
(2016).

Recentemente (SOUZA-MOREIRA et al., 2016), nosso grupo avaliou mutantes
de leucina na posigéo 482 de friedelina sintase de Maytenus ilicifolia, realizando a
troca por um aminoacido de cada classe. Nas duas enzimas friedelina sintases
descritas até o momento, (uma de Kalanchoe daigremontiana, KdFRS e uma de M.
ilicifolia, MiFRS) o residuo de leucina nesta posi¢céo é unico em comparagao com as
demais OSCs e se encontra ao lado do motivo conservado e catalitico da enzima,
Asp-Cys-Thr-Ala-Glu (DCTAE). Foi observado que a troca de Leu482 por Thr
resultou na produgao de B-amirina, enquanto que ao realizar a troca por Val, houve a
producao tanto de friedelina quanto de B-amirina, sendo que a troca por lle n&o
interferiu na produgdo de friedelina. A partir dos produtos formados, modelagem
molecular e docking do cation oleanil, precursor comum de (-amirina e de friedelina
foi possivel descrever que o papel da leucina e a conformacao que confere ao sitio
ativo durante a ciclizagdo s&o importantes para a continuidade dos rearranjos do

carbocation, possibilitando a formagdo do composto com mais rearranjos, a
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friedelina, ao invés de estabilizar previamente o carbocation na formacéo de [-
amirina. Por outro lado, a troca do residuo de leucina por valina, este conservado em
B-amirina e lupeol sintases, além da producdo de B-amirina, manteve a producao de
friedelina, indicando que a troca apenas deste residuo n&o foi o ponto divergente
entre a especificidade das enzimas.

Estudos com outras oxidoesqualeno ciclases também ja demonstraram a
importancia de diferentes residuos envolvidos com sua especificidade biossintética.
Desta forma, sabe-se, por exemplo, que a troca do residuo lle481 em cicloartenol
sintase de Arabidopsis thaliana (AthCAS1) pelo residuo conservado de valina em
lanosterol sintase levou a producdo de lanosterol, sendo complementar
funcionalmente a linhagem nocaute de ERG7 de S. cerevisiae (MATSUDA et al.,
2000); enquanto que o motif Met-Trp-Cys-Tyr-Cys-Arg de [-amirina sintase de
Panax ginseng (PNY) e o Met-Leu-Cys-Tyr-Cys-Arg de lupeol sintase de Olea
europaea (OEW) estdo envolvidos na especificidade de cada enzima, levando a
interconversdo do composto triterpénico majoritario formado e/ou formagao de mais
de um composto, ou mesmo a estabilizacdo do carbocation com um menor niumero
de rearranjos, formando intermediarios da sintese de triterpenos pentaciclicos
quando trocados entre si (KUSHIRO; SHIBUYA; EBIZUKA, 2000).

Baseado nos estudos de mutagénese com outras OSCs, este trabalho teve
como objetivo propor e avaliar os residuos de aminoacidos de friedelina sintase de

M. ilicifolia envolvidos com a sua especificidade desse triterpeno cetbnico singular.
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2 OBJETIVO

Este projeto teve como objetivo realizar o estudo da especificidade da enzima
friedelina sintase de M. ilicifolia por meio da predi¢ao da estrutura tridimensional da
enzima e dos conseguintes mutantes gerados por meio de mutagénese sitio-dirigida.

Para tanto, o trabalho foi realizado de acordo com as seguintes etapas:

e Determinacao de residuos a serem mutados;
e Obtencdo dos mutantes de friedelina sintase;
e Expresséao e producao dos mutantes;

e Avaliagdo da especificidade da friedelina sintase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Determinacao dos residuos a serem mutados

O estudo da especificidade da via biossintética da friedelina sintase de M.
ilicifolia foi realizado a partir da analise dos residuos de aminoacidos que constituem
o sitio catalitico da enzima utilizando-se, para tanto, a estrutura primaria, secundaria
e terciaria desta enzima. Uma vez que ainda ndo foi obtido o cristal e a estrutura
tridimensional desta enzima, a mesma foi obtida por modelagem molecular por
homologia.

A predicdo da estrutura molecular da enzima friedelina sintase clonada das
folhas de M. ilicifolia (nUumero de acesso Genbank KX147270) foi realizada com base
em modelagem molecular por homologia com a estrutura cristalografica de
lanosterol sintase de humano (Protein Data Bank ID 1W6K). O alinhamento das
sequéncias de residuos de aminoacidos foi feito a partir da ferramenta align2D do
software Modeller. A constru¢do das coordenadas do modelo estrutural foi realizada
utilizando-se os algoritmos do software Modeller empregando a ferramenta ViTaMin,
com os seguintes parametros: 50 modelos; 500 ciclos de otimizacdo de modelo;
refinamento lento; e perturbacdo aleatdria das coordenadas do modelo inicial
durante os ciclos de refinamento. O melhor modelo foi selecionado de acordo com a
analise dos residuos de aminoacidos por graficos de Ramachandran e potencial
DOPE (Discrete Optimized Protein Energy). A ultima etapa foi a realizagdo do
docking das moléculas de friedelina e lanosterol no sitio ativo da enzima friedelina
sintase.

O docking foi realizado usando-se o algoritmo genético lamarckiano (LGA)
através do AutoDock 4.2 e o AutoDock Vina. Também foram definidos como flexiveis
no centro do cubo a 4 A de distancia, os aminoacidos: Trp257, Tyr259, Val263,
Val410, Trp417, Phed73, Leud82, Asp484, Cys485, Trp534, Met549, Leu552, 11e555,
Phe278, Leu734 e Tyr736) (figura 5). As estruturas 3D dos cations intermediarios e
da friedelina foram geradas usando parametros geomeétricos padrdes disponiveis em
MarvinSketch (Marvin 162.22), 2016, ChemAxon (http://www.chemaxon.com). A

melhor conformagéo dos cations ligantes foi energicamente minimizada utilizando os

parametros pré-definidos da MarvinSketch e analisados com auxilio do programa
PyMOL™ Molecular Graphics System (versao 1.7.2.1). Esta etapa foi realizada em
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colaboracdo com o Professor Dr. Rafael Guido e com o aluno de doutorado Gustavo
M. A. de Lima, do Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos.

Figura 5 - Analise do docking de lanosterol e friedelina no sitio ativo da enzima

friedelina sintase e os aminoacidos considerados flexiveis.

V410

\'/I'\ l .friedelina

lanosterol = »

Os residuos considerados flexiveis com distancia de 4 A no sitio ativo da friedelina sintase (amarelo),
conforme o docking dentro do sitio ativo definido através de um cubo de aresta de 12 A. A molécula
de lanosterol (rosa) e de friedelina (ciano) dockados no sitio ativo utilizando-se os parametros
padrées de disponiveis em MarvinSketch e, visualizados através do PyMOL™ Molecular Graphics
System (verséo 1.7.2.1). (Autora)

3.2Adicao de cauda de histidina no gene da friedelina sintase

Para expressao constitutiva da sequéncia de friedelina sintase, foi utilizado o
plasmideo pSP-GM1 (PARTOW et al., 2010). Na posi¢do C-terminal da sequéncia
codificadora de friedelina sintase foi inserida uma cauda de seis histidinas (6x-His)
por meio de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) (LIU; NIUSMITH, 2008). Essa
reagdo foi realizada com a enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs) utilizando os seguintes reagentes: 1,0 yL de DNA plasmidial (20
ng/ yL); 5,0 yL de tampéo para Phusion High-Fidelity (5X; New England Biolabs); 0,2
puL MgClz (25 mM); 0,6 uL dNTPs (10 mM); 0,8 uM de cada primer (Tabela 1); 0,5 pL
da enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polimerase (2 U/uL); e 4gua q.s.p. volume
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final de 25 yL. A reagao foi conduzida nas seguintes condigdes: hotstart de 95 °C por
5 min, seguido de 18 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 1 min, anelamento a
temperatura de 56 °C por 5 min e polimerizagao a 72 °C por 17 min e um ciclo final
de polimerizagao a 45 °C por 1 min e 72 °C por 30 min.

Tabela 1 - Lista com os primers forward e reverse utilizados na PCR de inser¢cao da

cauda de histidina.

Primer Sequéncia 5'-3' Tm (°C)
MiFRSaddHisf GCTCATCACCATCACCATCACTGAGAGCTC 68,8
(VZ202375) TTAATTAACAATTCTTCGCCAGAGGTTTGGT
CAAG
MiFRSaddHisr CTCTCAGTGATGGTGATGGTGATGAGCACT 68
(VZ02376) GTTTATCTTCATAGCCATACTGTTACCCTTA
GAAGG

A regido sublinhada indica a regido codificadora das seis histidinas adicionadas na sequéncia
codificadora de friedelina sintase. As letras f e r nos primers correspondem a forward e reverse,
respectivamente. (REMLINGER M, 2016. Esta tabela foi elaborada pela autora, assim como todas as

tabelas deste trabalho).

A reacdo de PCR foi submetida a digestdo em uma reagéo contendo 1 pL da
enzima Dpnl (20 U/uL; New England Biolabs), 2,5 pL de tamp&o CutSmart (New
England Biolabs) e agua qg.s.p volume final de 25 pL, a qual foi incubada overnight a
37 °C. Posteriormente, o produto reacional foi transformado em bactéria competente,
de acordo com o protocolo descrito abaixo.

3.3Transformagao em Escherichia coli

ApoOs a digestao, o produto plasmidial foi transformado em E. coli competente
(DH5a) pelo método de choque térmico. Assim, preparou-se uma solu¢do de 10 mL
de Transfobuffer, ou seja, 1,0 mL de KCM 10X (1 M KCI; 0,3 M CaCly; 0,5 M MgCl,),
1,5 mL de polietilenoglicol 3350 (PEG) 10% e 7,5 mL de agua esterilizada. Desta
solucéo, foram utilizados 80 uL e foram adicionados 20 pL do produto plasmidial em
um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, ao qual foram homogeneizados 100 pL da
suspensdo de E. coli competente. A mistura foi incubada por 30 min em um banho
de gelo. Em seguida, o tubo foi colocado em banho-maria a 42 °C por 2 min. Logo
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depois, foi adicionado 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) ao tubo, que foi incubado por
1 h a 37 °C com agitagado de 200 rpm. Ao final da incubagéo, a transformacéo foi
centrifugada a velocidade maxima por 1 min, o sobrenadante foi descartado, o pellet
foi ressuspendido em 200 pL de agua esterilizada e foi plagueado em meio de
cultura sélido LB contendo ampicilina (100 pg/mL), o qual foi e incubado a 37 °C por
12-16 h.

3.4Sequenciamento e confirmagao da inserg¢ao de 6x-His

Apo6s o crescimento das colbnias, cinco foram retiradas para analise da
insercdo da cauda a regido C-terminal da sequéncia de friedelina sintase. Foram
feitos indculos de cada colénia em 3 mL de meio liquido LB contendo ampicilina (100
pMg/mL) e estes foram inoculados overnight a 37 °C, sob agitagdo constante. O DNA
plasmidial foi obtido utilizando o kit Five-Minute Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich),
homogeneizando 40 pL do reagente de lise as culturas. A mistura foi deixada em
descanso por 2 min enquanto a coluna de purificagado foi preparada por lavagem
com 500 pL da solucdo de preparo da coluna. A mistura contendo o inéculo foram
adicionados 400 uL da solugéo de ligagao e inverteu-se o tubo por 15 vezes. Todo o
volume foi entdo colocado na coluna e centrifugado por 30 s, a velocidade maxima.
O liquido que passou pela coluna foi descartado e foram adicionados 700 pL de
solugdo de lavagem, centrifugando-se por 20 s, a velocidade maxima. Novamente,
descartou-se o liquido que passou pela coluna e foram adicionados,200 uL da
solugdo de lavagem centrifugando-se a coluna por 30 s, a velocidade maxima. A
coluna foi colocada em um tubo novo e foram adicionados e centrifugados 40 uL da
solucdo de eluicdo. A quantificacdo do DNA plasmidial eluido foi realizada no
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), observando-se a razdo de
qualidade entre os comprimentos de onda 260/280 entre 1,8 a 2,0.

O DNA plasmidial (400 ng) obtido das diferentes colonias foi entdo empregado
na reagdo de PCR de sequenciamento utilizando o kit Big Dye®Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), juntamente com o primer VZ02374 (a
3,2 uM) 5’- GTTGGGTTTGTTATACGCCG -3’ e as condi¢gdes de amplificagdo: hot
start de 96° C por 1 min, seguida de 25 ciclos de 96° C por 10 s,43°C por 5's, 60° C
por 4 min e extensdo final de 60° C por 5 min. Em seguida a amplificagédo, as
amostras foram purificadas com o kit Big Dye®XTerminator™ Purification Kit (Applied

Biosytems) seguindo o protocolo do fabricante. O sequenciamento automatico foi



23

realizado com 20 pyL de cada amostra no sequenciador GeneticAnalyzer 3130
(Applied Biosystems) e a confirmacdo da insercdo de 6xHis foi observada pela
presenca da sequéncia CATCACCATCACCATCAC apo6s o ultimo residuo de

friedelina sintase.

3.5Reacgdes de mutagénese sitio-dirigida

O plasmideo contendo a sequéncia codificadora de friedelina sintase com
adicdo de uma cauda de seis histidinas na posi¢cao C-terminal [Prees-MiIFRS-6xHis,
Ppeki-tHMG1], foi preparado com o kit Five-Minute Plasmid Miniprep, da mesma
forma como descrito no item anterior. A PCR para troca dos residuos de interesse foi
realizada com a enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, sendo conduzida,
separadamente, uma reacao de polimerizacdo com o primer forward e outra com o
reverse (Tabela 2), contendo os seguintes reagentes: 1,0 uL de DNA plasmidial (500
ng/uL); 5,0 yL de tampao (5X); 0,25 yL MgCl; (25 mM); 0,75 yL dNTPs (10 mM); 0,8
MM de primer; 0,3 yL da enzima polimerase (2 U/uL); e agua qg.s.p. volume final de
25 pL. A reacgédo foi conduzida nas seguintes condigdes: hotstart de 98 °C por 1 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturagao a 98 °C por 10 s, anelamento a temperatura
com subtracdo de 15 °C da temperatura de anelamento de cada primer por 30 s e
polimerizagdo a 72 °C por 5 min e um ciclo final de polimerizagdo a 72 °C por 5 min.
Apos a PCR, os 20 uL do produto de cada reacao sintetizados separadamente foram
reunidos em um mesmo microtubo, elevando a temperatura da solugdo a 98 °C e
depois, o anelamento entre as fitas foi realizado pela reducao gradativa de 1 °C/ min
até 90 °C e depois, reducado de 10 °C/min até 37 °C (EDELHEIT et al., 2009).
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Tabela 2 - Lista com os primers forward e reverse para cada reacdo de mutagao

sitio-dirigida.
Primer Sequéncia 5'-3' Ta
(°C)
F183Lf CTCAACTGTCTTTGCCACCGCTITGACTTACGTCTGTAT 66
(VZ02347) GAGAATTTTG
F183Lr CAAAATTCTCATACAGACGTAAGTCAAAGCGGTGGCAA 66
(VZ02348) AGACAGTTGAG
C369Af CAGTAGATACATCACAATCGGTGCTGTTGAAAAAGCTTT 641
(VZ02351) ATGCATG
C369Ar CATGCATAAAGCTTTTTCAACAGCACCGATTGTGATGTA 641
(VZ02352) TCTACTG
W417Hf CTCTTTCGGTTCACAATTGCATGATGCTACTTTTGGTTT 64
(VZ02353) CC
W417Hr GGAAACCAAAAGTAGCATCATGCAATTGTGAACCGAAA 64
(VZ02354) GAG
D484Ef CGGTTGGCAATTAAGTGAATGCACAGCAGAAGCCTTG 66
(VZ02357)
D484Er CAAGGCTTCTGCTGTGCATTCACTTAATTGCCAACCG 66
(VZ02358)
W612Ff GTTCTTGGTACGGTAACTTTGGTATCTGTTTCATATAC 59,5
(VZ02365)
W612Fr GTATATGAAACAGATACCAAAGTTACCGTACCAAGAAC 59,5
(VZ02366)

A regido sublinhada indica as bases do respectivo residuo de aminoacido a ser mutado. As letrasfer

nos primers correspondem a forward e reverse, respectivamente.

O DNA plasmidial molde de cada mutagao foi digerido com 1 yL da enzima
Dpnl (20 U/uL), em uma reagao contendo o produto de anelamento das PCRs e 5 uL
de tamp&o CutSmart (New England Biolabs) e a digest&o foi incubada overnight a 37
°C. O DNA plasmidial resultante foi transformado em E. coli competente, como
descrito no item 3.3.

Apos crescimento das coldnias, cinco foram utilizadas para confirmacéo dos
mutantes obtidos de friedelina sintase. As colénias foram incubadas em meio LB
com ampicilina, o plasmideo foi obtido por miniprep e o sequenciamento foi realizado
de acordo com o procedimento descrito no item 4. Os primers utilizados para a
reacao de sequenciamento das diferentes mutagcdes estdo apresentados na Tabela
3.
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Tabela 3 - Lista com os primers forward usados no sequenciamento para cada

reagcado de mutacgao sitio-dirigida.

Primer Sequéncia 5'-3' Mutagoes verificadas
F183seq (VZ0O2371) CATTACCGGTCATTTGAACAG F183L
369/484seq (VZ02372) GGGACTCTTTGTATGTTGCATC C369A, W417H,

D484E
534/612seq (VZ02373) GTTGCTTGTTAGCTGCAACC W612F
MiseqR (VZ02377) AATGTCCAACTACCCTTGG W417H, C369A

O sequenciamento automatico foi realizado com 20 pyL das amostras no
sequenciador GeneticAnalyzer 3130 e a confirmagdo de cada mutacgéo foi feita por
alinhamento com a sequéncia selvagem de friedelina sintase utilizando a ferramenta

de alinhamento global Clustal Omega.

3.6 Transformagao dos mutantes em levedura

Apos a confirmagdo das mutacdes, os plasmideos foram transformados na
linhagem S. cerevisiae CEN.PK113-5D (MATa MAL2-8° SUC2 ura3-52 Perg7::Pkex2)
pelo método de acetato de litio/polietilenoglicol (ITO H, et al. (1983). A
transformacgéao foi realizada a partir de um indéculo overnight da linhagem de S.
cerevisiae CEN.PK113-5D em 3 mL de YPD (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona e 2% glicose). As células crescidas overnight foram recuperadas por
centrifugagéo na velocidade maxima por 1 min, ressuspendidas em 1 mL de acetato
de litio 100 mM e incubados por 15 min a 30 °C. As células foram novamente
centrifugadas por 10 s na velocidade maxima e o sobrenadante foi descartado. Ao
pellet formado foram homogeneizados os seguintes reagentes: 240 yL de PEG a
50%, 36 uL de acetato de litio 1 M, 50 uL de solucédo de fita simples de DNA de
esperma de salméo (2,0 mg/mL), 5 yL do plasmideo com a mutagdo (em torno de 2
Mg) e, 20 uL de agua esterilizada. As suspensdes foram incubadas por 30 min, sob
agitacdo, a 30 °C. Posteriormente, foi realizado o choque térmico por 10 min a 42
°C. Ao término da incubagdo, a transformacéo foi centrifugada, o sobrenadante
removido e o pellet ressuspendido em 200 yL de agua esterilizada. Este volume foi
entdo plaqueado em meio sintético completo (0,67% de base para levedura
nitrogenada sem adigdo de aminoacidos - YNB, e 2% de glicose) suplementado com
aminoacidos, bases e acido p-aminobenzoico, sem adi¢do de uracila (SC-URA) e

colocado em estufa de crescimento a 30 °C por 2 a 4 dias.
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3.7Expressao heteréloga dos mutantes de friedelina sintase em S. cerevisiae
Para avaliar possiveis modificagcdes na producao de friedelina pelos mutantes
formados, a expressdo da sequéncia codificadora de friedelina sintase e dos
mutantes obtidos foi realizada na linhagem de S. cerevisiae transformada com os
respectivos  plasmideos. Inicialmente,  foram  realizados  pré-indculos,
separadamente, de uma colénia de cada levedura contendo o vetor vazio como
controle negativo, a sequéncia selvagem de MiFRS e as sequéncias mutadas em 5
mL de SC-URA, sob agitacdo constante a 30°C, overnight. Posteriormente, os
indculos foram diluidos para uma densidade 6ptica a 600 nm inicial de 0,05 em 50
mL de meio minimo de Delft (0,75% de sulfato de aménio, 1,44% de fosfato
monobasico de potassio, 0,05% de sulfato de magnésio heptahidratado, 2% de
glicose, 0,2% de solugao contendo tragos de metais: 1,5% de EDTA, 0,045% sulfato
de zinco heptahidratado, 0,1% de cloreto de manganés Il, 0,03% de cloreto de
cobalto Il hexahidratado, 0,03% de sulfato de cobre |l pentahidratado, 0,05% de
molibdato de sodio dihidratado, 0,045% de cloreto de calcio dihidratado, 0,03% de
sulfato de ferro Il heptahidratado, 0,01% de acido bdrico, 0,01 % de iodeto de
potassio; e, 0,1% de solugcdo de vitaminas: 0,005% de biotina, 0,02% de acido p-
aminobenzoico, 0,1% de acido nicotinico, 0,1% de acido pantoténico, 0,1% de
piridoxina-HCI, 0,1% de tiamina-HCI e 2,5% mio-inositol) (VERDUYN et al., 1992). A
incubacao foi realizada a 30 °C, por 72 h, a 200 rpm. Apds este periodo, as células
foram coletadas por centrifugacédo a 3000 rpm por 5 min em tubos tarados de 50 mL
e lavadas com 10 mL de tampéao fosfato salino (PBS). As células foram congeladas

em ultrafreezer a -80 °C por 24 h e depois foram submetidas a liofilizagao.

3.8Extracao dos produtos gerados heterologamente em S. cerevisiae

Apos a liofilizagdo, foram pesados cerca de 20 mg da massa de células secas
em tubos de vidro de borosilicato (Pyrex, 16x100 mm), aos quais foram misturados 7
mL da solugédo cloroférmio:metanol (2:1, v/v) para extragdo dos triterpenos por
ultrassom (Elmasonic S30H, ELMA) com duragéao de 30 min.

Para separacdo da fase orgénica contendo os triterpenos foram adicionados
1,7 mL de solugéao de NaCl 0,73%. A mistura foi agitada vigorosamente por 30 s e a
fase apolar foi recuperada em um novo tubo de vidro apés 30 min. As amostras

foram entdo secas e armazenadas a -20°C até a analise por cromatografia.



27

3.9 Analise dos produtos gerados

As fracbes apolares extraidas das células de S. cerevisiae expressando
heterologamente a sequéncia selvagem de MIFRS, as sequéncias mutantes e o
vetor vazio foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM). As amostras secas foram ressuspendidas em 200 uyL de
acetonitrila. A analise cromatografica foi realizada em um cromatégrafo a gas
acoplado ao espectrémetro de massas (SHIMADZU, QP2020C W/O RP230V) com
coluna HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Agilent Technologies). Temperatura do
injetor: 270° C; rampa de aquecimento de 200 a 290° C (10° C/min); temperatura do
trap: 200° C por 3 min; temperatura da interface: 290 °C por 18 min; volume de
injecdo: 1 uL, com modo de injecédo do tipo Split: 1:10; fluxo do gas de arraste 1,0
mL/min; tempo total de analise de 30 min, relagdo massa/carga m/z de 35 a 600.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacgao dos residuos a serem mutados

Inicialmente, foi identificada a estrutura tridimensional a ser utilizada como
molde para a modelagem molecular por homologia da friedelina sintase de M.
ilicifolia (MiIFRS). Utilizando a ferramenta Blastp, foi feita a busca de proteinas que
apresentassem identidade local com a sequéncia de MiIFRS no PDB, onde estao
depositadas as estruturas tridimensionais das proteinas obtidas experimentalmente
por cristalografia por raio-X, ressonancia magnética nuclear e microscopia
crioeletronica.

O melhor alinhamento obtido da sequéncia primaria de MiIFRS se deu com a
lanosterol sintase de humano (PDB 1W6K), que apresentou 40% de identidade. A
partir da estrutura da lanosterol sintase, péde-se montar um modelo da estrutura
molecular de MIFRS usando o software Modeller. Este software realiza o
alinhamento das estruturas secundarias da proteina molde resultante do PDB com a
sequéncia da proteina a ser predita. O software retornou 100 modelos e estes foram
avaliados conforme seu potencial DOPE.

O potencial DOPE é calculado em uma modelagem comparando a estrutura
modelada com a estrutura cristalografica em relagdo a posicdo atdbmica das
estruturas e a energia potencial em cada atomo. Assim, entre os 100 modelos foram
escolhidos trés modelos, aqueles com menor valor de DOPE, ou seja, os modelos
em que a proteina esta na menor conformagdo global de energia potencial e,
possivelmente, os modelos em que a proteina estd com a melhor estrutura validada
(SHEN; SALI, 2006).

As interagdes entre os aminoacidos que formam a estrutura secundaria de uma
proteina relacionam-se entre si formando angulos de torcdo e as rotagbes dos
angulos permitem que os residuos se encontrem rotacionados de forma a melhor se
acomodarem espacial e energicamente. Assim, o diagrama de Ramachandran
define os residuos que se encontram nas regides energicamente mais favoraveis e
desfavoraveis e orienta a avaliacdo da qualidade de modelos tedricos ou
experimentais de proteinas (SANTOS; ALANCASTRO, 2003).

Deste modo, no diagrama de Ramachandran gerado para cada residuo de
aminoacido da friedelina sintase predita, o modelo gerado com o minimo de residuos

de aminoacidos fora da regido favoravel foi selecionado. Os residuos de
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aminoacidos leucina na posi¢ao 672 (Leu672), triptofano na posi¢cao 338 (Trp338) e
prolina na posicao 250 (Pro250) estdao na regidao desfavoravel do diagrama de
Ramachandran (figura 6 A), porém sao residuos de aminoacidos fora do sitio
catalitico (figura 6 B) e, assim, nao interferem no estudo.

Figura 6 - Resultados da predigéo da estrutura molecular de friedelina sintase.

A)

A) Diagrama de Ramachandran do melhor modelo de friedelina sintase mostrando os residuos de
aminoacidos na regido desfavoravel dos angulos diédricos (Leu672, Trp338 e Pro250) B) posigéo dos
aminoacidos na regido desfavoravel, em vermelho, na estrutura predita de friedelina sintase,

destacando o sitio ativo em alaranjado. (Autora)

O sitio ativo foi localizado em um cubo de aresta de 12 A em torno do residuo
de aminoacido triptofano na posigdo 612, regido mais central do sitio ativo e,
portanto, permitiu avaliar o maximo possivel de residuos ao redor do centro ativo
(Figura 7).
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Figura 7 - Definicdo do sitio de ligagao para o docking.

Definigao do sitio ativo (vermelho) realizado centrando um cubo de aresta 12 A em torno do residuo
Trp 612. (Autora)

A estrutura monomérica globular de MIFRS contém 771 residuos de
aminoacidos e um desvio quadratico médio calculado (RMSD) de 0,3 A com as
coordenadas de C a alinhadas com a oxidoesqualeno ciclase TW6K de H.sapiens. A
topologia cilindrica alfa de MiIFRS abrange 21 alfa-hélices estando de acordo com a
literatura de estrutura e fungdes de sequéncias genémicas CATH 1.50.10.20.

Posteriormente, o modelo de friedelina sintase foi submetido ao programa
AutoDock Vina para execugao de docking com lanosterol e friedelina posicionados
no sitio ativo.

As mutagbes foram entdo selecionadas (Tabela 4) a partir da
interagdo/acomodagao dos residuos no sitio ativo com a molécula de friedelina,
como mostra a Figura 8. Para auxiliar o estudo da especificidade da friedelina
sintase, também foi realizado um alinhamento mdultiplo da sequéncia primaria de
varias oxidoesqualeno ciclases depositadas no Genbank (Apéndice A) versus a
sequéncia de friedelina sintase de M. ilicifolia (Apéndice B). Assim, a troca dos
aminoacidos foi orientada tanto pela comparagcdao com outras OSCs quanto pela
similaridade entre os aminoacidos de acordo com a matriz de substituicdo
BLOSUMG62 (Blocks Substitution Matrix - Anexo A), que busca regides muito
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conservadas de familias de proteinas e exibe a frequéncia relativa de aminoacidos e

as suas probabilidades de substituicdo a partir do banco de dados BLOCKS.

Tabela 4 - Residuos de aminoacidos do sitio ativo da friedelina sintase selecionados

para mutagénese sitio dirigida.

Residuo Troca Posicao Justificativa
F L 183 Na maior parte de outras OSCs aoinvésde F é L
C A 369 Em friedelina sintase de K. daigremontiana, ao

invésde Cé A

W H 417 Interacéo entre o residuo W417 com Y736
D E 484 Residuo doador de préton
W F 612 Interacéo entre os residuos F473 e W612

(importante a ligagédo H ou 1 stacking)

Figura 8 - Docking de friedelina no sitio ativo da enzima friedelina sintase predita

evidenciando os residuos de aminoacidos a serem mutados.

friedelina

Modelo predito de friedelina sintase com os residuos selecionados para reagcdo de mutagéo sitio-
dirigida (amarelo), o motivo conservado DCTAE (vermelho) e friedelina (ciano). Imagens formadas

com auxilio do programa PyMOL™ Molecular Graphics System (versdo 1.7.2.1). (Autora)

Desta forma, os residuos de aminoacidos determinados pela analise in silico
para as mutacbes podem ser importantes para a relagdo estrutura-atividade
especifica de MiIFRS por diferentes motivos, como resumido na Tabela 4.
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4.2 0btengao dos mutantes do sitio ativo de MiFRS

Todas as mutagbes propostas acima foram obtidas por mutagénese sitio-
dirigida e confirmadas por alinhamento global utilizando-se a ferramenta Clustal
Omega das sequéncias obtidas pela reacdo de sequenciamento e o gene selvagem,
como mostrados na figura a seguir. Os alinhamentos completos estdo mostrados no

Apéndice B.

Figura 9 - Alinhamento global multiplo entre a sequéncia selvagem de MIiFRS e as

sequéncias mutadas obtidas.

A) s

L LG L.

MiFR5 161
B] C3edAa 236

C} MiFRS 351 EEESRYE CAAGCTTTAGTAGCATCTAATTTGACTGACK
W4lTH 108 ERERSeToms SCTTTAGTAGCATCTAATTTGAC]

ATGCATAAAGCTITITICAAC ACCGATTGTIGATGTATCTACTGITITCATICTITCGTAG

D) s

E)iezr 57 Soine

GETATCTIGITICATATACTCAACARTGTTCGCT TTAGGTGGT TTG

O coédon do residuo de MiIFRS selvagem esta evidenciado em cinza e a sua troca esta evidenciada
em cinza. A) mutagdo F183L, troca de nucleotideos TTC por TTG; B) mutagao C369A, troca de
nucleotideos ACA por AGC; C) mutagdo W417H, troca de nucleotideos TGG por CAT; D) mutagao
D484E, troca de nucleotideos GAT por GAA; E) mutagdo W612F, troca de nucleotideos TGG por
TTT. (Autora)

Com a confirmagdo das mutagdes dos aminoacidos selecionados, foi realizada
a transformacao destes em S. cerevisiae CEN.PK113-5D, cujo promotor constitutivo
do gene ERG?7, codificador de lanosterol sintase, foi trocado por um promotor fraco,
para reducao dos niveis de sua expressao e diminuicdo da competicdo da lanosterol
sintase pelo substrato oxidoesqualeno (Tatiana Moreira, dados nao publicados).
Assim, possibilitou-se o desvio da rota de formacéo de ergosterol para aumento de

producéo de triterpenos heterologos.

4.3 Analise dos produtos triterpénicos gerados heterologamente

Os cromatogramas gerados a partir da injecdo das fragbes apolares extraidas
das células de S. cerevisiae expressando heterologamente as sequéncias de MiIFRS
mutantes foram analisados separadamente e foram também comparados com os

cromatogramas gerados a partir da injecdo das fragdes apolares extraidas das
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células de S. cerevisiae expressando a sequéncia selvagem de MIFRS e das células
de controle negativo, contendo apenas com o plasmideo vazio (figura 10).

Figura 10 - Cromatograma da fragdo apolar das células de S. cerevisiae

expressando heterologamente a sequéncia de MiFRS.
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Pico 1 = esqualeno; Pico 2 = ergosterol; Pico 3 = lanosterol; Pico 4 = friedelina; * = picos resultantes
de residuos da coluna utilizada na CG-EM (oxirano e 2,2-Dimetil-3-(3,7,16,20-tetrametil-heneicosa-
3,7,11,15,19-pentaenil)-oxirano) e de metabdlitos gerados pelo metabolismo de ergosterol (9,19-

ciclolanost-23-eno-3,25-diol) (Autora)

Foram observados metabolitos em comum decorrentes da via do ergosterol
(representados pelos picos 1, 2 e 3) na amostra de S. cerevisiae utilizada como
controle negativo e nas amostras expressando MiFRS selvagem e mutantes. Assim,
o objetivo deste trabalho foi analisar a formagéo de diferentes terpenos, observando
os cromatogramas das fragdes apolares correspondentes as produgdes heterdlogas
dos mutantes de MIFRS (Apéndice C) e os espectros de massa resultantes dos
compostos diferencialmente produzidos. Os compostos derivados da expressao
heteréloga de MIFRS e seus mutantes, identificados neste trabalho, estao
representados e numerados na Figura 11.

Os cromatogramas gerados pelas amostras s&o apresentados a partir do
tempo de 17 min porque esta € a regido em que os compostos diferencialmente
formadosestdo presentes. Contudo, no Apéndice X, estdo apresentados os
cromatogramas completos de todas as amostras analisadas neste trabalho, bem
como estdo apresentados os espectros dos compostos da via de ergosterol que
apareceram com maior intensidade (esqualeno, lanosterol e ergosterol) e dos

compostos heterologamente produzidos (friedelina, B-amirina e a-amirina).
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Figura 11 - Metabolitos gerados pela produgdo heterdloga do gene selvagem de
MIFRS (1-4), dos mutantes (1-6) e, pela linhagem de levedura contendo

apenas o vetor vazio (1-3).
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Metabolitos: (1) = esqualeno; (2) = ergosterol; (3) = lanosterol; (4) = friedelina; (5) = B-amirina; (6) = o-

amirina; (disponivel em: http://webbook.nist.gov/chemistry/ e https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

4.3.1 Mutantes com perda de funcao
Os cromatogramas foram analisados com intuito de verificar a presenga de

friedelina, ou outro composto ndo derivado do metabolismo primario celular, nas
amostras de S. cerevisiae expressando heterologamente as sequéncias mutantes de
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MIFRS. Foi observada a auséncia de formagao de friedelina nos cromatogramas das
células de S. cerevisiae expressando heterologamente quatro sequéncias de MiIFRS
mutantes: W417H e D484E (Figura 12).

Figura 12 - Cromatogramas da fragdo apolar das células de S. cerevisiae
expressando heterologamente a sequéncia selvagem de MIFRS e os
mutantes que perderam a funcédo de producéo de friedelina: W417H e

D484E.
(x1,000000)
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Pico 2= ergosterol; Pico 3= lanosterol; Pico 4= friedelina. (Autora)

O residuo de acido aspartico na posicao 484 faz parte do sitio catalitico Asp-
Cys-Thr-Ala-Glu (DCTAE), altamente conservado entre as oxidoesqualeno ciclases.
Nele, o substrato oxidoesqualeno se ancora e, a partir da doacéo de préton do acido
aspartico ao substrato, é iniciada a sua ciclizagao (Ito et al, 2013). Para a formagao
de friedelina, é proposto que este mesmo residuo seja o aceptor final do préton,
formando assim, o grupo cetdnico (Wang et al., 2010). A troca do acido aspartico na
posicédo 484 pelo acido glutdmico impediu a enzima friedelina sintase de realizar a
producéo da friedelina porque o acido glutamico possui um grupo metilénico a mais
em comparagao ao acido aspartico e essa maior cadeia carbénica influencia na
acomodacao do oxidoesqualeno no sitio ativo da friedelina sintase, impedindo a
ciclizagdo e consequente produgao da friedelina. O grupo metileno a mais no acido
glutdmico, comparando com o acido aspartico, ndo permite que o substrato se
ancore. Segundo Hoshino (2017), o grupo metileno interfere no acesso do grupo
carboxilico ao anel epoxido do substrato e assim, deve haver uma distancia fixa
entre o substrato e o aminoacido de ancoramento para que ocorra o inicio da
policiclizagdo. A distancia entre o anel epdxido do substrato e a carbonila do
aminoéacido acido aspartico na posi¢éo 484 é de 2,5 A, enquanto que a distancia
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entre o anel epoxido do substrato com a troca do acido aspartico pelo acido
glutdmico nessa posicdo é o dobro, 5 A, como observado na figura 13 A ,
interferindo na formagéo da ligagdo de hidrogénio (~2,6 A) entre o residuo e o
terpeno. Da mesma forma, foi visto que a mutacdo D485E em B-amirina sintase de
Euphorbia tirucalli proporcionou a perda da atividade desta enzima devido a inclusao
do grupo metilénico, em detrimento a presenga do grupamento acido do acido
glutamico (lto et al., 2013), por sua vez colaborando com a observagdo de que uma
distancia fixa deve existir para a doagao do proton ao grupo epoxido.

A troca do triptofano na posicdo 417 por uma histidina impediu a enzima
friedelina sintase de produzir friedelina. Ao estudar a estrutura molecular da
friedelina sintase (figura 13 B), foi observado, através da nuvem de densidade
eletrbnica, que o triptofano na posigdo 417 forma uma cavidade rica em elétrons-,
interagindo também com outros residuos aromaticos como Y366 e Y369, como ja
previamente observado em lanosterol sintase (Wu et al., 2006). Esta densidade
eletrbnica favorece os rearranjos durante a ciclizagdo e a desprotonagao final,
resultando na produgao da friedelina. A histidina, por ser um aminoacido com um
imidazol parcialmente carregado, de menor volume que o triptofano, interfere na
densidade eletrbnica necessaria para o rearranjo dos cations intermediarios no sitio
ativo (figura 13 C), resultando na perda da capacidade de produgao de friedelina

pela enzima.
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Figura 13 - Analise in silico por modelagem molecular de friedelina sintase e seus

mutantes com perda de fungédo: W417H e D484E.

friedelina
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A) mutante D484E, evidenciando os aminoacidos acido aspartico (amarelo) e acido glutdmico (azul),
a friedelina sintase docada no sitio ativo e as distancias das interagdes dos aminoacidos com a
friedelina (linha pontilhada em amarelo); B) MiFRS selvagem evidenciando a densidade eletronica
formada pelos residuos W417, Y736, Y739 e W534 (amarelo) no sitio ativo, com destaque para o
posicionamento dos carbocations intermediarios em C8 e C9 (lilas); C) mutante W417H (azul),
evidenciando a alteragéo da densidade eletrénica no sitio ativo (amarelo) alterando a interagdo com

os cations intermediarios de friedelina (ciano). (Autora)

Segundo Ito et al. (2016), ao realizar a troca de residuos de aminoacidos
envolvidos com interagdes cation-r, como os residuos Y259 e W256, por
aminoacidos de volume pequeno e sem capacidade de interacbes através dos
elétrons 1, ocorre a desestabilizacido dos carbocations intermediarios, produzindo
metabdlitos intermediarios e/ou ndo ocorrendo a produgao de B-amirina. O mesmo €&
observado no mutante de W417 em que a troca por um aminoacido de cadeia
pequena, interrompeu a interacdo do residuo e o substrato, provocando a

interrupcao da produgao da friedelina.



38

Assim pode-se notar que a perda do distanciamento correto para a
doacéao/aceito de proton entre a enzima e o substrato/produto, como mostrado na
mutagao D484E, bem como a perda de interacdo dos cations intermediarios com o
sitio ativo, como observado no mutante W417H, foram os principais motivos de

perda de funcao da enzima friedelina sintase de M. ilicifolia.

4.3.2 Mutantes com manutencao da atividade da friedelina sintase

Algumas mutagbes na sequéncia de MIFRS mantiveram a sua atividade
formadora de friedelina, sem levar a producdo de outros compostos. Tais mutantes
foram W612F e C369A (Figura 14).

Figura 14 - Cromatogramas da fragdo apolar das células de S. cerevisiae
expressando heterologamente a sequéncia selvagem de MIFRS e os
mutantes W612F e C369A.
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Pico 2 = ergosterol; pico 3 = lanosterol; pico 4 = friedelina. (Autora)

O residuo W612 tem caracteristica de realizar interagdes do tipo cation—r,
estabilizando os ultimos carbocations intermediarios no anel A (figura 15 A). E, por
isso, € um residuo altamente conservado na producgao de triterpenos pentaciclicos,
como lupeol e B-amirina e tetraciclos (lanosterol e cicloartenol) (Hoshino, 2017).

Ao realizar o estudo da modelagem de friedelina sintase, notou-se que as
disténcias de interagdes entre os elétrons 1 do residuo W612 e os carbocations no
anel A (figura 15 A) sdo semelhantes em relagdo ao residuo mutado W612F e os
mesmos cations intermediarios (figura 15 B). A manutencdo da formac&o de
friedelina pelo mutante W612F demonstrou que a troca do aminoacido manteve as

interagdes cation-1r, importantes para a estabilizacdo dos rearranjos finais de



39

carbocation na formacédo de friedelina. Contudo, € interessante observar que o
residuo de triptofano nesta posi¢cdo € conservado entre as mais diversas OSC'’s,
sendo que apenas a enzima [(-amirina syntase multifuncional (AMY2) de Lottus
Japonicus possui uma alanina na posigao correspondente (Apéndice B).

Figura 15 - Analise in silico por modelagem molecular de friedelina sintase e seus
mutantes que favorecem a manutencdo da atividade de friedelina

sintase.
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A) MIFRS selvagem evidenciando o residuo W612 (amarelo) e o comprimento das intera¢des cation-
T com 0s carbocations intermediarios (lilas) de friedelina (ciano); B) mutante W612F, evidenciando a
manutencdo de comprimentos semelhantes das interagbes cation-m com o0s carbocations
intermediarios (lilas) de friedelina; C) MiFRS selvagem evidenciando o residuo C369A (amarelo), o e
o residuo D484 (amarelo) em que ocorre o ancoramento do substrato para formagao de friedelina
(ciano); D) estrutura da L-cisteina e L-alanina, evidenciando os atomos: hidrogénio (cinza), oxigénio
(vermelho), enxofre (amarelo), nitrogénio (azul) e cadeia  carbbnica (preto)

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov). (Autora)

A troca da cisteina na posicdo 369 por uma alanina (figura 15 E), um
aminoacido menor, também nao impediu a enzima de produzir friedelina, como
observado no cromatograma da figura 14. A partir do alinhamento multiplo entre as
diversas oxidoesqualeno ciclases, foi observada a presengca de uma alanina na

posigao correspondente da friedelina sintase de K. daigremontiana, enquanto que na
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maioria das outras triterpeno sintases de pentaciclicos, a cisteina é conservada
nesta posi¢cao (Apéndice B).

Neste mutante ndo foi observada a produgdo de nenhum outro triterpeno,
embora tenha sido descrita a produgéo de (3-amirina e glutinol em KdFRS, indicando
que outros residuos de MiIFRS estao relacionados a sua especificidade.

E interessante notar, contudo, que a cadeia lateral de tamanho e volume menor
do aminoacido cisteina e alanina na posicdo 369 € importante para a atividade de
MIFRS e de outras OSCs que formam o cation damarenil, visto que nas OSCs que
formam o cation protosteril, a existéncia de um residuo de prolina, um aminoacido
com cadeia constrita, nesta posicéo leva a producéo de triterpenos tetraciclicos.

N&o foram encontrados relatos na literatura de estudos mutagénicos pela troca
deste residuo de cisteina em outras OSC. Vale salientar que a enzima friedelina
sintase de M. ilicifolia compartilha 65% de identidade com a de K. daigremontiana e
que outro trabalho do nosso grupo, publicado recentemente, elucidou a importancia
do residuo L482 para a producao de friedelina, um residuo conservado somente
nestas duas enzimas e na enzima glutinol sintase, também de K. daigremontiana,
produtora de glutinol majoritariamente e de friedelina em menor quantidade
(SOUZA-MOREIRA et al., 2016). No presente trabalho de Mestrado, avaliou-se, por
outro lado, um residuo conservado entre a maioria das triterpeno pentaciclico
sintases, encontrado também no sitio ativo de MiFRS, porém diferente entre esta e
KdFRS e foi demonstrado que a presenca de um residuo de pequeno volume
favorece a produgao de friedelina. Outros estudos mutacionais seriam interessantes
a fim de avaliar a fungdo de outros residuos como treonina e serina, presentes em
algumas OSCs, ou mesmo como metionina, aminoacido maior que a cisteina, mas
também contendo enxofre em sua cadeia lateral.

Observou-se com estas analises que a troca de alguns residuos do sitio ativo
favoreceu a manutencdo do mesmo tipo de interacdo, sem alteragao estrutural de

friedelina sintase, mantendo a formacéao de friedelina.

4.3.3 Mutante com ganho de funcao

Um mutante de friedelina sintase, além de friedelina, também produziu outros

triterpenos pentaciclicos, como apresentados na figura 16.
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Figura 16 - Cromatograma da fracdo apolar das células de S. cerevisiae
expressando heterologamente a sequéncia de MiIFRS e mutante com
ganho de funcéo.
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Pico 2 = ergosterol; pico 3 = lanosterol; pico 4 = friedelina; pico 5 = B-amirina; pico 6 = a-amirina.
(Autora)

O residuo de fenilalanina na posi¢cao 183 da friedelina sintase esta localizado
em uma regido entre a entrada do sitio ativo e o sitio de ancoragem ao aspartato
catalitico. A troca de fenilalanina por leucina na posicdo 183 ndo impediu a enzima
friedelina sintase de produzir friedelina, porém, também possibilitou a formacédo de
outros triterpenos pentaciclicos, como observado no cromatograma da figura 16,
levando a perda de especificidade da enzima. O modelo estrutural de MiIFRS mostra
que a F183 localizada numa regido proxima ao sitio ativo e em que o substrato entra
para se ancorar (figura 17 A). Ao se realizar a troca de fenilalanina na posi¢gao 183
por uma leucina, um aminoacido menor e nao aromatico, nota-se que houve a
produgdo ndo so de friedelina, mas também de B-amirina e a-amirina (figura 11),
assim como nas outras triterpeno sintases de pentaciclicos. Observa-se que o
modelo de estrutura molecular utilizado para a analise dos residuos que
possivelmente poderiam estar envolvidos por interagcdes com o residuo F183 na
producdo dos diferentes produtos triterpenicos, ndo foi suficiente para explicar o
porqué das producdes diferenciadas tanto de B-amirina quanto de a-amirina.
Portanto, sdo necessarios outros estudos mais aprofundados para entender qual o
envolvimento do residuo F183 com a produgéo diferenciada dos triterpenos, ja que
este residuo esta localizado somente préximo ao sitio ativo e ndo diretamente sobre
o substrato ou interagindo diretamente com outros aminoacidos do sitio ativo.

A formacao de B-amirina também ocorre pela agédo da friedelina sintase de K.
daigremontiana (KdFRS) (Wang et al., 2010), enzima que possui um residuo de
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leucina na posicao 183. A maioria das OSCs que produzem triterpenos tetraciclicos
ou pentaciclicos também possui leucina na posicdo correspondente, exceto as
enzimas isomultifiorenol sintase (LcIMS1) de Luffa cylindrica e triterpeno sintase
multifuncional (RsM2) de Rhizophora stylosa que também possuem uma fenilalanina
e as enzimas arabidiol sintase (PEN1), talianol sintase (PEN4) e marneral sintase
(PENS) de Arabidopsis thaliana, que possuem o isébmero isoleucina (Apéndice B).
Assim, a producdo de a-amirina e B-amirina pelo mutante F183L condiz com a
funcado do residuo de leucina nas outras triterpeno pentaciclico sintases, contudo, a
producdo concomitante e relativamente maior de friedelina, em relagdo aos outros
triterpenos da amostra, demonstra que apenas este residuo, ndo envolvido com o
sitio ativo, mas direcionado a sua cavidade, ndo esta envolvido na troca de atividade

da enzima.
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Figura 17- Analise in silico por modelagem molecular de friedelina sintase e o

mutante com manutenc&o da atividade de friedelina sintase e o ganho
de funcao: F183L.
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A) entrada do sitio ativo (flecha em verde), aminoacido fenilalanina na posigédo 183 (amarelo) e a
friedelina docada no sitio ativo (ciano); B) sitio ativo da friedelina sintase evidenciando o residuo F183
(amarelo) e os residuos participantes das interagdes 1 (amarelo), representando também a friedelina
em docking no sitio ativo (ciano) e o residuo D484 onde o substrato se ancora (amarelo); C) sitio
ativo da friedelina sintase evidenciando o residuo de leucina do mutante F183L (azul) e os demais

residuos e a molécula apresentados no quadro B. (Autora)

E interessante observar que diferentes residuos presentes no sitio ativo
exercem fungdes importantes para a atividade e especificidade catalitica da enzima.
Tais aminoacidos s&o geralmente altamente conservados entre as OSCs e sua troca
leva a perda de formagao de qualquer triterpeno, como observado nos mutantes:
W417H e D484E. Foi observado que os residuos correspondentes de posicdo em
lanosterol sintase de S. cerevisiae (Y510, H234, Y707, Y710 e W390) e em -
amirina sintase de E. tirucalli (D484, Y259, W257, F728, W612) também estédo
relacionados a atividade das suas enzimas.

Outros se mostram divergentes entre os grupos de enzimas OSCs, podendo a
sua troca levar a formacéao de diferentes triterpenos e, por isso, relacionam-se com a
especificidade da friedelina sintase estudada, como o mutante F183. Residuos de
aminoacidos como a mesma caracteristica de formagdo de outros triterpenos,
constituintes do sitio ativo, porém com uma distancia maior do substrato ja foram
relatados, como o residuo C393 da enzima cucurbitadienol sintase de Cucumis
sativus e o residuo F728 da enzima [-amirina sintase de Avena strigosa.

Outros residuos, contudo, podem ser considerados menos relacionados com a
especificidade da enzima, visto que sua troca por aminoacidos com caracteristicas
semelhantes manteve a formacgao de friedelina (W612 e C369).

Desta forma, é possivel determinar que os residuos W417 e D484 sao
essenciais para a atividade catalitica da friedelina sintase de M. ilicifolia, enquanto
que os residuos W612, C369 e F183 estao relacionados a estabilizagado e controle
dos rearranjos especificos da formagéao de friedelina.
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5 CONCLUSOES

A predicdo da enzima friedelina sintase por homologia resultou em um modelo
dentros dos parametros aceitaveis e possibilitou a realizagdo do estudo in silico dos
aminoacidos constituintes do sitio ativo da enzima. Assim, a analise das possiveis
interacbes com o sitio ativo da enzima e a comparagao dos residuos dessa enzima
com outras oxidoesqualeno ciclases guiaram a selegdo dos residuos a serem
mutados, sendo possivel avaliar o efeito na estrutura-atividade dos mutantes por
meio da analise dos compostos formados heterologamente em S. cerevisiae.

Desta forma, foi possivel observar residuos do sitio ativo da enzima envolvidos
com a sua funcédo catalitica e especificidade. Assim, os residuos determinantes para
a atividade catalitica da enzima sdo:. Ja os residuos de aminoacidos C369, W612 e
F183 estdo envolvidos com a estabilizagdo e controle dos rearranjos especificos da
formacéao de friedelina.

A friedelina sintase é uma OSC singular por levar a formagéo de um triterpeno
cetbnico, com maior numero de rearranjos. A compreensao da sua atividade singular
entre as OSC, de acordo com a sua estrutura, € ainda modesta e com este trabalho
foram determinados residuos essenciais para a sua fungdo catalitica bem como
residuos envolvidos com a sua estabilidade.

Tais residuos, contudo, ndo s&o os unicos determinantes para a sua atividade
especifica de formagao de friedelina e futuros estudos com outros residuos podem

esclarecer melhor a relagao estrutura-atividade desta enzima.
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APENDICE A - Sequéncias das enzimas oxidoesqualeno ciclases usadas no

alinhamento multiplo com seu numero de acesso no GenBank, espécie e funcao.

(continua)
N° de acesso Espécies Funcao
AB257562.1 Arabidopsis thaliana Arabidiol sintase (PEN1)
AY327541.1 Arabidopsis thaliana Talianol sintase (PEN4)
BT020456.1 Arabidopsis thaliana Marneral sintase (PENS)
AB274959.1 Arabidopsis thaliana Triterpeno sintase multifuncional
(PENG)
NM_179572.1 Arabidopsis thaliana Lupeol sintase 1 (LUP1)
NM_106545.3 Arabidopsis thaliana Lupeol sintase 2 (LUP2)
NM_126681.2 Arabidopsis thaliana Cicloartenol sintase (CAS1)
AB263204.1 Rhizophora stylosa Triterpeno sintase multifuncional
(RsM2)
AB289586.1 Bruguiera gymnorhiza Lupeol sintase (BgLUS)
AB257507.1 Kandelia candel Triterpeno sintase multifuncional
(KcMS)
DQ268869.1 Ricinus communis Lupeol sintase (RcLUS)
AB058643.1 Luffa cylindrica Isomultiflorenol sintase (LcIMS1)
AB037203.1 Glycyrrhiza glabra B-amirina sintase (GgbAS1)
AB181244 .1 Lotus japonicus B-amirina sintase (OSC1)
AB034802.1 Pisum sativum B-amirina sintase (PSY)
AF478453.1 Medicago truncatula B-amirina sintase (AMY1)
AF478455.1 Lotus japonicus B-amirina sintase multifuncional
(AMY2)
AB034803.2 Pisum sativum amirina sintase mista (PSM)
AB009030.1 Panax ginseng B-amirina sintase (PNY1)
AB014057.1 Panax ginseng B-amirina sintase (PNY2)
AB055512.1 Betula platyphylla B-amirina sintase (BPY)
HM623868.1  Kalanchoe daigremontiana Taraxerol sintase (KAdTAS)
AB263203.1 Rhizophora stylosa Triterpeno sintase multifuncional
(RsM1)

AB206469.1 Medicago tirucalli B-amirina sintase (EtAS)
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(conclusao)

N° de acesso

Espécies

Funcao

HM623870.1
HM623869.1
HM623871.1
AB025343.1
AB025345.1
AB181245.1
AB116228.1
AB055511.1
AB181246.1
AB025968.1
AB009029.1
HM623872.1
AB055509.1
APG38073.1
AAA16975.1
P48449.1
BAK52535.1

Kalanchoe daigremontiana
Kalanchoe daigremontiana
Kalanchoe daigremontiana
Olea europaea
Taraxacum officinale
Lotus japonicus
Glycyrrhiza glabra
Betula platyphylla
Lotus japonicus
Glycyrrhiza glabra
Panax ginseng
Kalanchoe daigremontiana
Betula platyphylla
Maytenus ilicifolia
Saccharomyces cerevisiae
Homo sapiens

Aster tataricus

Friedelina sintase (KdFRS)
Glutinol sintase (KdGLS)
Lupeol sintase (KdLUS)

Lupeol sintase (OEW)
Lupeol sintase (TRW)
Lupeol sintase (OSC3)
Lupeol sintase (GgLUS1)
Lupeol sintase (BPW)
Cicloartenol sintase (OSC5)

Cicloartenol sintase (GgCAS1)

Cicloartenol sintase (PNX)
Cicloartenol sintase (KdCAS)
Cicloartenol sintase (BPX1)
Friedelina sintase (MiFRS)
Lanosterol sintase (ScLAS)
Lanosterol sintase (1W6K)

Shionona sintase (SS)
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APENDICE B - Alinhamento entre oxidoesqualeno ciclases e friedelina sintase de M.

ilicifolia, cuja identificacdo e numero de acesso estdo apresentados na tabela do

apéndice A.

ScLAS
1W6K
BPX1
KdCAS
CAS1
PNX
PSX
GgCAS1
0SC5
BPW
GgLUS1
0SC3
TRW
OEW
PENS
PENG6
PEN4
PEN1
RsM2
LcIMS1
MiFRS
LUP2
LUP1
RcLUS
KcMS
BgLUS
SS
KdFRS
KdLUS
KdGLS
EtAS
RsM1
PNY1
PNY2
KdTAS
BPY
PSM
AMY?2
AMY1
PSY
0SC1
GgbAS1
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ScLAS
1W6K
BPX1
KdCAS
CAS1
PNX
PSX
GgCAS1
0SC5
BPW
GgLUS1
0SC3
TRW
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LcIMS1
MiFRS
LUP2
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APENDICE C - Cromatogramas das fracdes apolares extraidas de S. cerevisiae e
espectro de massas dos picos identificados no cromatograma e em sequéncia de

cada pico sua identificagdo segundo a biblioteca NIST11.

(x1,000,000)
1 pSP-GM1 controle vazio
5.0
4.5
4.0
3.54
3.04
2.5
2.0 3
1.54 2
1.0
0.5 \-,-—-.J
0.0 A . JL“"""’JLM‘/J/,TJ — - - -
5.0 75 100 12.5 15.0 17.5 20.0 225 250 275

Pico 1 pSP-GM1 controle vazio

121

109 136 149

161 175 189 203 217 231243 257 273285 299 313325 341353 367 391 410 433 451 468 503 530 553565 591

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Eniry:186078 Library:NIST11.lib

SI:95 Formula:C30H50 CAS:111-02-4 MolWeight:410 Retlndex:2914
CompName:Squalene $$ 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- $$ all-trans-Squalene $$ trans-Squalene $$ Spinacen $% £
100

g Esqualeno

St

41

95 o121 137
55 109 149
27 l Ll .IJ Al 41 | 161 175 191203 217 231243 257 273285 299 328341 367 395 410
T L W i i

L Lo o i i L b

7 m
10 40 70 100 130 Illﬁ[)I IlEIJCII I2&(] 250 280 310 340 370 400 430 460 |490|

| L T
520 550 580

Pico2 pSP-GM1 controle vazio

396

337
253 364

g1 105 119131
37

271

bl | 205 am 32 a7 429 4a4 461 489 517530 555 576 591
1 T 1 T T 1 |l 1 1 1 T 1 1 |l 1 T 1 'I1I'“ i 1 T 1 |||rm'| 1 I 1 T Ilmw'mw

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

I

Entry:180874 Library:NIST11lib

SI:89 Formula:C28H440 CAS:57-87-4 MolWeight:396 RetIndex:2650

CompName:Ergosterol $$ Ergosta-5,7,22-trien-3-0l, (3.beta., 22E)- $$ Ergosterin $3 Provitamin D $$ Provitamin D2 $% (3.beta.)-Ergosta-5,7,22- trien-3-0l ¢
100

363 Ergosterol }’

337 J:
211 o 5 J/U, -
2377 \ 378 P

;rJ!h Il.ll ..JI. 293 309 33 e L

L B B LA e L i |

10 40 70 100 130 160 190 22(]I 25[)I IZISIJI I3|1(]I IBJII-OI I3":’1:! 400 43’[}I I4$D 490 520 550 580
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Im a9 109
411 Pico 3 pSP-GM1 controle vazio
80 a5 393
6() #1
55 19
40 a 547161 gy 241 29
0 175 | gy 215220 426
23 207311353 341
% 32 365 378 437451 470 493 514 542 557 579

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Entry:191107 Library:NIST11.lib
SI:80 Formula:C30H500 CAS:79-63-0 MolWeight:426 RetIndex:2882
CompName:Lanosterol $$ Lanosta-8,24-dien-3-ol, (3.beta.)- $§ Lanosta-8,24-dien-3 .beta.-ol $3 Botalan base 138 $§ Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4.4, 14-trimett

100
80~ lanosterol 'A‘”"'\I/
60 411
40 426

— 121 135 93 Wy
20+ 147 180 sigr s 259

229241
. o |, TP 299311 327 341 355

C 370 400 430 460

490 520 550 580

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 3

(x1,000,000)
2.25+

1 pSP-PTEF1-MiFRS

2.00-
1.754
1.50
1.254

1.00-] 3

0.75+

0.50

oo -H+--~H2+1 1+ -

Pico 1 pSP-Prer1-MiFRS

2 &2 382

o5
At 109! 136
R | 161175 189 203 217 231243 257 273285 299 313325 341353367 391 410 433 451 468 503 530 553s65 501

Lk s i e ko i i e ki i i i |
190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

10 40 70 100 130 1

Hit#:1 Entry:186078 Library:NIST11.lib

SI:95 Formula:C30H50 CAS:111-02-4 MolWeight:410 Retlndex:2914

CompName:Squalene $% 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- $$ all-trans-Squalene $$ trans-Squalene $$ Spinacen $3$ £
100

8 esqualeno

S

41

95 gl2l 137
33 109 149
7 ‘ b .d Al Jl ]l 161 175 191203 217 231243 257 273285 299 328 31 367 395 410
L T L b e ek T L B T

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580
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100_ 69 363 ) .
80 Pico 2 pSP-P1er-MiFRS
60+
196
40-
B g1 105 119131 171183 197 4
20 4
78

35

407 429 444 461 ARG 517530 555 576 591
T T

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 S50 580

Hit#:1 Entry:180874 Library:NIST11.lib

SI:89 Formula;C28H440 CAS:57-87-4 MolWeight:396 Retlndex:2650

CompName:Ergosterol $% Ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (3.beta.,22E)- $3 Ergosterin $$ Provitamin D $$ Provitamin D2 $$ (3.beta.)-Ergosta-5,7,22- trien-3-ol ¢
100

163 ergosterol }«
296

378

Y TP e

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

o T Pico 3 pSP-Prer1-MiFRS
426
213 agy 141
U g T B U 3esare | | 437451 470 493 514 542557 579
e ey S B L

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:191107 Library:NIST11.lib
SI:80 Formula:C30H500 CAS:79-63-0 MolWeight:426 RetIndex:2882
CompName:Lanosterol $$ Lanosta-8,24-dien-3-ol, (3.beta.)- $$ Lanosta-8,24-dien-3.beta.-ol $$ Botalan base 138 $§ Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4,4, 14-trimett

lanosterol - /\/\r

426 J:/:
121 135 Y e
147 161 393 Hey

175187 01 215 220241 259 49
il e e s 2.5.:2?.'.' 327 341 355 39 -p-ilu- i —
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 49 520 550 580

28228

100 5

69 5109 423 : .
% i Pico 4 pSP-Prer1-MiFRS
() 55

0 137, '
" 49 pgigr WP a1s231 5 23
20
257 | 287 302 426

- 332 354 369 383 405 451 471 499511 525 541553 566 597

200 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590

Hit#:1 Entry:191113 Library:NIST11.lib

SI:90 Formula:C30H500 CAS:559-74-0 MolWeight:426 RetIndex:2858

CompName:Friedelan-3-one $$ Friedelin $$ D:A-Friedooleanan-3-one $$ Friedeline $$ Friedlein $5 4.4a,6b,8a,11,11,12b,14a-Octamethylicosahydro-3(2H)
100

friedelina %/

426

1 41
355 369 384397 |

TR

i Lt e i i T L |
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590




(x1,000,000)

69

pSP- Preri-MiFRSP44E

81

95
mgl'll 136

| i

10 70 100 130 160 190 220 250 280

Hit#:1 Entry:186078 Library:NIST11.lib
SI:95 Formula:C30HS0 CAS:111-02-4 MolWeight:410 Retlndex:2914

310

340

| || 161 175 189 203 217 231243 257 273285 299 313325 341353 367
370

Pico 1 pSP- Preri-MiFRSD484E

591
580

391 410 433 451 468 503
400 430 460 490

530 553565
520 550

CompNarne:Squalene $3$ 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- $$ all-trans-Squalene $3$ trans-Squalene $$ Spinacen $§$ &
100

esqualeno

e e e

3 el 137 4
JI 161 175 191203 217 231243 257 273285 290 325341 367 395 410
T i il i i i i i i e st i i i i il il i i i il i mr ik i i ik el i el i L |
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580
100 -
K i F Pico 2 pSP- Prer+-MiFR S0434E
80-
60~
06
40~ 211 253 wo L
— 91 105 119131 171153 197
20+ 237 27
i78
b8, 2t 328 LT L 9 e a9 susw s st sl
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:180874 Library:NIST11.lib
SI:89 Formula:C28H440 CAS:57-87-4 MolWeight:396 RetIndex:2650

CompName:Ergosterol $$ Ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (3.beta., 22E)- $$ Ergosterin $$ Provitamin D $$ Provitamin D2 $$ (3.beta.)-Ergosta-5,7,22- trien-3-0l £
100

70 100 130

160

363 ergosterol  )—
296 -
A
¥ L‘@B
378 Hew
1 |‘ L Ty LI L | L i L L | B i |
330 370 400 430 460 490 520 550 580
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100 =
& 1019
80 41 Pico 3 pSP- Preri-MiFR SD484€
95 393
50 81
55 19
40 a 5147161 yg9 241 239
175 | gqp 215229 6
20 273
207 41
33 311323 365378 437451 470 493 514 542 557 579

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:191107 Library:NIST11.1ib
SI:80 Formula:C30H500 CAS:79-63-0 MolWeight:426 Retlndex:2882
CompName:Lanosterol $$ Lanosta-8,24-dien-3-ol, (3.beta.)- $$ Lanosta-8,24-dien-3 beta.-ol 5% Botalan base 138 $$ Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4,4, | 4-trimett

100 e
80 [ lanosterol _
60— 100 411
40+ " 426
. 193
20+ 187 259
] . |‘ || h || ” T 2520 B s s
T e L e i | T
1 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 43»(} 4&0 490 52{} 550 580
(x1,000,000)
55 . W417H
I 1 pSP- PTEF1-MIFRS
4.5
4.0
3.5
3.0+
254
2.0+ 3
1.5 2
1.0
0.5+ \._—.J
0.0 A - JL“"""JLMJ/ —
5‘0 7‘5 10‘0 12‘5 15‘0 17‘5 20‘0 22‘5 25‘0 27‘5
100 -
BD: Pico 1 pSP- Prer1-MiIFRSW41TH
60—
40+
] 95
20+ 100121 136 149
35 161 175 189 203 217 231243 257 273285 299 313 328 341353 367380 395 410 434 460 483 506518 535 557 579

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:186078 Library:NIST11.lib

SI:94 Formula:C30HS50 CAS:111-02-4 MolWeight:410 RetIndex:2914
CompName:Squalene $$ 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- $$ all-trans-Squalene $$ trans-Squalene $$ Spinacen $$
100 -

esqualeno

.T.__,YVYVH»WA,—.J“

% gal2l 137,
161175 191203 217 231243 257 273285200 328341 367 395 410

LI LIk e i i L i i i L i i e i e |

10 40 70 1000 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580
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Pico 2 pSP- Preri-MIFRSVH1TH

7 6
m e = 1
t'iu,,a 197

m
nI.I, L 1

} VB | giwaud 417 44T NI 519 SITSUSGI SIS 595 |
M 40 70 100 130 160 m'mmm:m gV

30 400 430 460 490 520 S50 580

Hit#:1 Entry: IB0E74 Library:NIST11Eib

SI89 Formuka:CIBHA40 CAS:57-874 Retlndex: 2650

?;ﬁhu‘ﬁpnuﬂ.ﬂElp:da-S\.TIZMML{SMHWHWDﬁWMH{Emw?ﬂ-M*
I ® ]
53 i
- ergosterol S~
"3 il | ’-\l'\r
157 }
st 0TIe | o | A }
TRk

ml w

m:m @;iolﬁ]l 4!!;.l'rﬁly:'lllljhllfs‘!orll|

1m0 ‘.r'nlbu'mlﬁummmmam

100 :
- i ¢ 1 Pico 3 pSP- Prers-MIFRS#/
8- ¥
4 o 1
B
m: !1: [EL] 1] (£1]
| || T 17 | 195 | g 13229 426
m: | | | | 270253 207 A1y LTI l |
b b T R LB L ety
0 40 70 100 13 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 550
Hir#:1 Enery: 191107 Library:NIST11.lib
SET9 PormulacC3OHS00 CAS: 79630 MolWeight:426 Retlndex: 2882
CompMName: Lanosterol 5% Lanosta-8,24-dien-3-0l, (3.beta.}- 85 Lanosta-8 24-dien-3 beta-ol 55 Botalan base 138 55 Cholesta-8, 24-dien-3-0l, 4.4, 14-trimeth
100 PR
0 | lanosterol -~ - -
ﬂ]:- "l 4n Pl
1 I =
40- ‘ | a 1y
- | am -In-"_}g\_ el
0 157, 5 49
il | . L g T o 152 FR A g1y 00 31 ges ’J‘ | |
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 M0 30

400 430 460 490 520 S50 580

1,000,000)

pSP- PTEF1-MiFRSW612F
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Pico 1 pSP- Prer1-MiFR8W612F

282882

5
jool2l 137

|| 161 175 189 203 217 231243 257 273285 299 313 328 341353 367 382 395 410 426 446 460 483 501 514 549561 591
i i i i |

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:186078 Library:NIST11.lib
SI:94 Formula:C30H50 CAS:111-02-4 MolWeight:410 RetIndex:2914
CompName:Squalene $$ 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- $$ all-trans-Squalene $$ trans-Squalene $$ Spinacen $$

esqualeno
-\r\_z\r\»\rvw\f-\)\,ﬂi‘

4

% et 137,49
161 175 191203 211 231243 257 273235 199 328 341 36? 395 410

| e ———

10 40 70 100 1|3{) 16[) 190 22(] 1250 280 31(] 3“1»(}‘ 3?[) 4[)0 43(} 460 490 520 550 580

” 33

80 e Pico 2 pSP- Prers-MiFRSWE12F
60- )

. 337

20 95105 119131 17143 197 211 L

417 442 468 483 497 513 531 549 568

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550

Hit#:1 Entry:180874 Library:NIST11.lib
SI:91 Formula:C28H440 CAS:57-87-4 MolWeight:396 RetIndex:2650
CompName:Ergosterol $$ Ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (3.beta.,22E}- $5 Ergosterin $8 Provitamin D $$ Provitamin D2 $§ (3.beta.)-Ergosta-5,7,22- trien-3-ol !

0 T 6 ergosterol N
55 363 -

80- - -
60 253 Ij
40+ 4 337

— 91 107119 ! 1
20+ 237 378 HO

Bl || . I. il 203 309 3 s

; § il i i

o Y
1040 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550

w |1 Pico 3 pSP-Prert-MiFRS"6!2F

426

73 207 341
M u 311.}’?’ ,L 365378 | | 43?451 470 493 514 542 357 579
e e

1040 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:191107 Library:NIST11.lib
SI:80 Formula:C30HS0Q CAS:79-63-0 MolWeight:426 RetIndex:2882
CompName:Lanosterol $$ Lanosta-8,24-dien-3-ol, (3.beta.)- $$ Lanosta-8,24-dien-3.beta.~ol $§ Botalan base 138 $§ Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4,4, 14-trimett

100 #®

80— lanosterol . .
H . W

411

gs 109
81 426 J;:
1 -
121 ]3514‘: 151 393 e e
391
|

T ooy L i b L T f ™

1040 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

60|
40+
20+ 175187, 215 259
229241
T 2 o 20508 327341 35
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100
Pico 4 pSP- Prers-MiFRS8"W612F

73

257 | 287 302 426
| "' 7| 316 331 | 355367 387 405 | 438 457 472 487 508520 544 573 587
e i S . _—

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590

Hit#:1 Entry:191113 Library:NIST11.lib

SI:90 Formula:C30HS00 CAS:559-74-0 MolWeight:426 RetIndex:2858

CompName:Friedelan-3-one $$ Friedelin $$ D:A-Friedool 3-one $$ Friedeline $% Friedlein $$ 4.4a,6b,8a,11,11,12b,14a-Octamethylicosahydro-3(2H)
100 @

95 109 friedelina W/

426
I o S~

a1
355 369 364 391._!'"1' o .
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590

80+
60-
a0
20-

(x1,000,000)

o0 1 pSP- PTEF1-MiFRSC369A

5.0 75 100 12.5 15.0 17.5 20.0 225

Pico 1 pSP- Prers-MiFRSC36%4

95
Iwi‘l] 136 149

15 161 175 189 203 217 231243 257 273285 299 313325 341353 367 391 410 433 451 468 503 530 553565 591
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:186078 Library:NIST11.lib

SI:95 Formula:C30H50 CAS:111-02-4 MolWeight:410 RetIndex:2914

CompName:Squalene $$ 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- $% all-trans-Squalene $5 trans-Squalene $$ Spinacen $$ &
100

esqualeno

B

95
19121 137 4

161 175 191203 217 231243 257 273285 299 3258341 367 395 410

ik il i e

T i i T
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

v



74

100 6 33 ; . C369A

80 Pico 2 pSP- Prer-MiFRS

60+

40- 81 o = 337 396

- 91 105 11943 171183 197 64

201 37 2m
e bl 2 ais || 3 | uias0 451 4sossasos s29su 573 sol
|

PR (Y
Hrtfebn

fr THny m T Ty ab T T T
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 S50 580
Hit#:1 Entry:180874 Library:NIST11.lib

SI:90 Formula:C28H440 CAS:57-87-4 MolWeight:396 Retindex:2650

CompName:Ergosterol $$ Ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (3.beta.,22E)- $$ Ergosterin $$ Provitamin D $$ Provitamin D2 $$ (3.beta.)-Ergosta-5,7,22- trien-3-ol ¢
100

ergosterol \f
£ -
VA

I$ $I$I$I

TR

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490

520 550 580

100
80 Pico 4 pSP- Prer-MiIFRSC36%4
60+
40-
4 u 179191 205 516231 w21
20 302
i ‘ 57 | 2 411 426
Ul ST 314 333, 359 377 aga | | 439452 474 494 SIT 540553 ST5 591
G T Ll i e i b | | i i e i e L i e i b i |

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560

Hit#:1 Entry:191113 Library:NIST11.lib
SI:90 Formula:C30H500 CAS:559-74-0 MolWeight:426 RetIndex:2858
CompName:Friedelan-3-one $3 Friedelin $$ D:A-Friedooleanan-3-one $$ Friedeline $3 Friedlein $3 4,4a,6b,8a,11,11,12b,14a-Octamethylicosahydro-3(2H)

friedelina %/

426

341 411
315327 355 369 384397 |
e oy ey

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560

1007 41 ; : C369A
30~ 193 Pico 3 pSP-Prer1-MiFRS
60
40: .
20— 271283 297 311323 341
35 b g 1 1 395 378 ||| 440455 472 491505 29 SS5S6T 593

L ke
10 40 70 1000 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:191107 Library:NIST11.lib
SI:80 Formula:C30HS00 CAS:79-63-0 MolWeight:426 RetIndex:2882
CompName:Lanosterol $$ Lanosta-8,24-dien-3-ol, (3.beta.)- $$ Lanosta-8,24-dien-3.beta.-ol $$ Botalan base 138 $$ Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4,4, 14-trimett

100
80 lanosterol _ /\/\r
60 a1l
40- 46

— 121 135 g3 W' s
20+ 141 190 ey e 259

241
. 201° 3 229 73 299311 327 341 355 L
e

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580



75

(x1.000.000)

1 pSP- PTEF1-MiFRSF183L

3
1 M(s :
] N

5.0 75 100 12.5

Pico 1 pSP- Prer1-MiFR 871831

5
108121 137

149
161 175 189 203 217 231243 257 273285 209 313 328 341353 367 382 305 410

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:186078 Library:NIST11.lib

S1:94 Formula:C30H50 CAS:111-02-4 MolWeight:410 RetIndex:2914
CompName:Squalene $$ 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- $$ all-trans-Squalene $$ trans-Squalene $$ Spinacen $$
100 &

esqualeno
'T‘*-.ﬂ\rnt\rvﬁf\/\tl‘u'---)\
161175 191203 217 231243 257 273285 299 328341 367 395 410

L i i i i i i |

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Pico 2 pSP- Prers-MiFRSF183L

306
253 337

171183 197

95105 11913

20 271

L 293307 33 | 378 418 440 475 495508 520 554 569 597
LA

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:1 Entry:180874 Library:NIST11.lib
SI:92 Formula:C28H440 CAS:57-87-4 MolWeight:396 RetIndex:2650
CompName:Ergosterol $8 Ergosta-5,7,22-trien-3-ol, (3.beta.,22E}- $5 Ergosterin $§ Provitamin D $$ Provitamin D2 $5 (3.beta.)-Ergosta-5,7,22- trien-3-ol ¢

100 & S
363 ergosterol —
396 e
253 b
337 ___/
) 271 3 g
27 ) ‘ o
Ul e l ,J. 293 309 3 Ll
I

A

10 40 70 100 130 160 190 220 250

T
280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580
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i Pico 3 pSP- Prer-MiFRSF183L

426

213 29731 341 \
T 365313 444 m 49@ 521533 550 571 599
i

Ty 7 ey

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 580
Hit#:2 Entry:191107 Library:NIST11.lib
SI:81 Formula:C30HS00 CAS:79-63-0 MolWeight:426 RetIndex:2882
CompName: Lanosterol $$ Lanosta-8,24-dien-3-ol, (3.beta.)- $$ Lanosta-8,24-dien-3.beta.-ol $§ Botalan base 138 $$ Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4,4, 14-trimetl
B @

lanosterol

o ﬂ’qg
121 135 e
147 161 2

175187 1 215 209241 259 494

88828

299311 327 341 355

Ty TP

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550

Pico 4 pSP- Preri-MiFR $F183L

73

287 426
e |l 315 331 355367 34 405l 446 46T 491 03SIE 541533 K7
IRk TN M TR W

20 50 80 110 140 170 200 230 26{.'!I 290 320 350 380 410 440 I-4'--'0 500 530 560

Hit#:1 Entry:191113 Library:NIST11.lib
SI:90 Formula:C30H500 CAS:559-74-0 MolWeight:426 RetIndex:2858

CompName:Friedelan-3-one $$ Friedelin $$ D:A-Friedooleanan-3-one $$ Friedeline $$ Friedlein $$ 4,4a,6b,8a,11,11,12b, 14a-Octamethylicosahydro-3(2H)
100

friedelina :&f

426

41 41
315321 h 3553&9334397 |

jpil L T

(i T LI o i i
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560

Pico 5 pSP- Prert-MiFR $7183

259 274

| 231 245 i luﬁ 315 341355 339 408 426 460 479 500 528 544 562 579 597

20 3080 10 140 190 200 230 1260 200 30 350 380 410 440 470 500 530 560 590
Hit#2 Entry:191127 Library:NIST11.lib
SI:81 Formula:C30H500 CAS:559-70-6 MolWeight:426 RetIndex:2886

CompName: beta.-Amyrin $8 Olean-12-en-3-ol, (3.beta.)- $$ Olean-12-en-3.beta.-ol $$ .beta.-Amyrenol $$ Olean-12-en-3-ol # $$
100

beta-amirina P

1 55 68t S 0rus 135,45 195 1T

29243257 272 286 311 EC 393 411 426
b B I i b bbb 1

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560
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2 Pico 6 pSP- Prert-MiFRST183L

L 22003 BT 2m2 %6 3133 aa 365378 398 41196 4a) 4soams s s1s 543 se0  so3

A e L
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560

Hit#:1 Entry:191128 Library:NIST11.lib

SI:85 Formula:C30H500 CAS:638-95-9 MolWeight:426 RetIndex:2873
CompName: alpha.-Amyrin $$ Urs-12-en-3-ol, (3.beta.)- $8 Urs-12-en-3.beta.-ol $$ .alpha.-Amyrenol $3 .alpha.-Amyrine $$ Viminalol $$ Urs-12-en-3-ol #
100

OH

278 .
alfa-amirina

41 55 691 9547 12135 139 202 6
175 l] 231243 257 272 286 300 325330 365 303 411 )

{5 T
380 410 440 470 500 530 560

2 A
iy aabay T
0 50 8 110 140 170 200 230 260 290 320 350
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ANEXO A - Matriz BLOSUM62 de substituicdo de aminoacidos
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