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  RESUMO 

 

A engenharia metabólica tem ajudado a melhorar ou redirecionar as vias metabólicas, 

fazendo modificações genéticas, como, a deleção ou superexpressão de genes e 

desta forma alterando a atividade de reações enzimáticas específicas. Friedelina é um 

triterpeno pentacíclico encontrado nas folhas das espécies de Celastraceae, que 

demonstrou inúmeras atividades biológicas e é precursor dos triterpenos 

quinonemetideos, promissor antitumoral.  É biossintetizada a partir da ciclização do 

2,3-oxidosqualeno e envolve o número máximo de rearranjos para a formação de uma 

cetona por desprotonação do intermediário hidroxilado sem o auxílio de uma enzima 

oxidoredutase. O estudo das enzimas responsáveis pela produção de metabólitos 

secundários é importante na busca de novas alternativas sustentáveis para a 

produção dos mesmos. Nessas condições, friedelina sintase de Maytenus ilicifolia foi 

clonada e expressa em Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli, levando a sua 

obtenção em um sistema heterólogo. A obtenção da fração enriquecida com friedelina 

sintase, foi realizada em duas etapas cromatográficas: cromatografia por afinidade, 

utilizando uma coluna com resina Ni–NTA (ácido nitrilotriacético) e cromatografia de 

troca iônica com resina de troca aniônica. A presença e pureza de MiFRS foi avaliada 

por meio de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) revelado 

com Coomassie e comparado com o perfil em Western Blot. As etapas de purificação 

removeram uma grande parte das proteínas contaminantes. Os estudos de mutação 

sitio dirigida in vivo foram realizados com quatro mutações: a troca de um resíduo de 

cisteína, na posição 369 por um resíduo de prolina (C369P), a troca de uma 

fenilalanina, na posição 473 por um triptofano (F473W), a troca de um resíduo de 

metionina, na posição 549 por um resíduo de serina (M549S) e a troca de uma 

leucina por uma fenilalanina, na posição 552 (L552F). As mutações C369P e F473W 

levaram a perda de função, além de não produzir qualquer outro triterpeno. Os 

mutantes M549S e L552F conservaram a atividade da enzima, produzindo friedelina e 

foram capazes de produzir -amirina e -amirina.  

 

Palavras-chave: Friedelina sintase, sistema heterólogo, modelagem molecular, 

mutação sitio dirigida. 



ABSTRACT 

 
Metabolic engineering has helped to improve or redirect metabolic pathways, making 

genetic modifications such as deletion or overexpression of genes and thus altering 

the activity of specific enzyme reactions. Friedelin is a pentacyclic triterpene found in 

the leaves of Celastraceae species, which has demonstrated numerous biological 

activities and is a precursor of quinonemethide, promising antitumoral. It is 

biosynthesized from 2,3-oxidosqualene cyclization and involves the maximum number 

of rearrangements for ketone formation by deprotonation of the hydroxylated 

intermediate without the aid of an oxidoreductase enzyme. The study of the enzymes 

responsible for the production of secondary metabolites is important in the search for 

new sustainable alternatives for their production. Under these conditions, friedelin 

synthase from Maytenus ilicifolia was cloned and expressed in Saccharomyces 

cerevisiae and Escherichia coli, leading to its obtention in a heterologous system. 

Enriched fraction with friedelin synthase was obtained in two chromatographic steps: 

affinity chromatography using a column with Ni–NTA resin (nitrilotriacetic acid) and ion 

exchange chromatography with anion exchange resin. The presence and purity of 

MiFRS was evaluated by polyacrylamide denaturing gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

developed with Coomassie and compared to the Western Blot profile. The purification 

steps removed a large portion of the contaminating proteins. Site-directed mutation 

studies were performed with four mutations: exchanging a cysteine residue at position 

369 for a proline residue (C369P), exchanging a phenylalanine residue at position 473 

for a tryptophan residue (F473W), exchanging a methionine residue at position 549 for 

a serine residue (M549S) and exchanging a leucine residue for a phenylalanine 

residue at position 552 (L552F). Mutations C369P and F473W led to loss of function 

and produced no other triterpene. Mutants M549S and L552F retained enzyme 

activity, producing friedelin and were capable of producing -amyrin and β-amyrin. 

 

Keywords: Friedelin synthase, heterologous system, molecular modeling, site 

directed mutation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Engenharia metabólica aplicada a produtos naturais 

  A engenharia metabólica surgiu no final da década de 1980, quando cientistas 

introduziram o gene da diidroquercetina 4-redutase do milho em petúnia (Petunia 

hybrida). Essa nova alternativa de manipulação genética levou a uma mudança na 

coloração das flores devido ao aumento da produção da antocianina pelargonidina 

(Figura 1, p. 23) nas plantas transgênicas (MEYER, et al., 1987). A partir de então, 

uma grande variedade de petúnia com diferentes cores, padrões e formas foram 

produzidas, por expressão ou silenciamento de genes críticos que levavam à 

produção das plantas modificadas (NAKATSUKA, et al., 2007; SHIMADA, et al., 2001; 

TSUDA, et al., 2004). 

  Em suas primeiras aparições, a engenharia metabólica era vista apenas como 

uma maneira de melhorar as propriedades das células por modificações genéticas no 

seu metabolismo. No entanto, isso exigia uma compreensão do funcionamento 

metabólico. Desta forma, as análises metabólicas e fisiológicas da célula 

desempenharam um importante papel no início dos estudos de engenharia 

metabólica. Com o passar dos anos, a engenharia metabólica evoluiu e passou a 

abranger muito mais do que esses conceitos tradicionais (NIELSEN e LEE, 2018). 

Atualmente a engenharia metabólica permite melhorar ou redirecionar as vias 

metabólicas, por modificações genéticas, incluindo, a deleção ou superexpressão de 

genes o que altera a atividade de reações enzimáticas específicas (SOUZA-

MOREIRA et al., 2016; IKRAM E SIMONSEN, 2017; IBDAH, et al., 2018; KAYANI, et 

al., 2018, ABDALLAH, et al., 2019, ZHANG, et al., 2019). 

Plantas, fungos e microorganismos possuem uma maquinaria biossintética 

capaz de produzir uma variedade de metabólitos secundários, cuja função na 

natureza é atuar na defesa contra predadores ou competidores, além de outros 

significados ecológicos. Por isso, essas substâncias apresentam baixo acúmulo nas 

espécies e sua produção em larga escala é limitada. Desta forma, a prática do 

extrativismo vegetal torna-se desvantajosa devido à necessidade de grande 

quantidade da planta para obtenção razoável do produto. Nessas condições, estudos 

das vias metabólicas e das enzimas responsáveis pela produção de metabólitos 

secundários em uma fonte natural são de extrema importância na busca de novas 

alternativas sustentáveis para a produção dos mesmos. Uma vez que conhecida a via 

metabólica e as enzimas envolvidas na produção de susbtâncias de interesse é 

https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/petunia
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975018301812?via%3Dihub#bb2030
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975018301812?via%3Dihub#bb0505
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975018301812?via%3Dihub#bb0630
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975018301812?via%3Dihub#bb0720
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/secondary-metabolite
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possível propor modificações genéticas, com o intuito de aumentar o rendimento de 

importantes metabólitos (NABAVI, et al., 2018). Para isso, é necessário expressar os 

genes que codificam enzimas da via biossintética da planta ou fungo que produz a 

substância de interesse, em hospedeiros microbianos, chamados de sistema 

heterólogo. A produção desses metabólitos utilizando hospedeiros microbianos é 

ecologicamente amigável e pode produzir produtos com alto grau de pureza quando 

comparados aos obtidos a partir de plantas, permitindo assim, quando necessário, a 

utilização de estratégias de purificação mais simples e mais afeitas a processos 

“verdes” (IBDAH, et al., 2018). 

 Os sistemas heterólogos podem ser plantas (DESAI, et al., 2010), células de 

mamíferos (REED e NOPO-OLAZABAL, 2005), de eucarióticos e procarióticos, como 

por exemplo Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli. A produção microbiana 

oferece vantagem em comparação com outros sistemas heterólogos, devido ao seu 

rápido crescimento, a conveniência da manipulação genética e também as 

ferramentas de engenharia metabólica estar bem estabelecidas e desenvolvidas para 

serem usadas em microrganismos (IBDAH, et al., 2018). S. cerevisiae e E. coli, são 

amplamente utilizados como fábricas celulares para sintetizar substâncias desejadas 

pela utilização de uma abordagem biossintética dirigida por precursores (KENNEDY,  

2008). 

 O aumento de doenças como Alzheimer, obesidade, câncer e diabetes nas 

últimas décadas, acompanhada da grande demanda pública por medicamentos 

fitoterápicos levou ao interesse crescente pela engenharia metabólica como uma 

abordagem para produzir tais produtos naturais em escala industrial, que tem o 

potencial de reduzir os custos de produção (IBDAH, et al., 2018). Dessa forma, estão 

sendo produzidas em microrganismos algumas substâncias de interesse para as 

indústrias, como os fármacos artemisinina (ABDIN, et al., 2015) e camptotecina 

(LISCOMBE e O’CONNOR, 2011), fragrâncias como o nootkatone, produtos químicos 

alimentares, como a vanilina e o resveratrol (Figura 1, p. 23), e até mesmo, 

biocombustíveis como o etanol e isobutanol (JULLESSON, et al., 2018). 
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Figura 1: Estruturas químicas de algumas substâncias produzidas por engenharia 
metabólica. 
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Um exemplo dessa abordagem biotecnológica para o acesso a substâncias 

bioativas de interesse é a produção da agmatina (Figura 1, p. 23) em Escherichia coli. 

A agmatina é uma substância natural produzida pela descarboxilação enzimática do 

aminoácido arginina. Tem sido usada como suplemento alimentar e apresenta grande 

potencial para aplicações no tratamento de muitas doenças complexas, incluindo 

desordens do sistema nervoso central, doenças cardiovasculares e cânceres 

(KEYNAN, et al., 2010; PILETZ, et al., 2013). Atualmente, a síntese química da 

agmatina depende de um processo que envolve várias etapas (YE, et al., 2010). Além 

disso, as condições de reação são severas e envolvem altas questões de segurança 
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de produção, além de gerar resíduos que poluem o ambiente. Estudos apontaram que 

Escherichia coli modificada geneticamente foi capaz de excretar agmatina para o 

meio de cultura, demonstrando seu potencial para produzi-la em larga escala (XU e 

ZHANG, 2019). Outro aditivo alimentar que foi produzido em E. coli é o aminoácido L-

triptofano, que é largamente utilizado na indústria alimentar, farmacêutica e química. 

A produção heteróloga do L-triptofano foi mais eficiente, quando comparada com os 

métodos tradicionais de síntese, além de ser ambientalmente melhor e ter baixos 

custos de produção (HAO, et al., 2019). 

Recentemente, Seong-Hee e colaboradores (2019) relataram a produção 

heteróloga de shinorina em Saccharomyces cerevisiae. A shinorina pode ser usada 

como protetor solar, uma vez que, seus comprimentos de onda de absorbância 

máxima (310–365 nm) cobrem UV-A, que é mais abundante na luz do sol e mais 

penetrante do que UV-B (CARRETO, et al., 2011; GAO e GARCIA-PICHEL, 2011; 

SINGH, et al., 2008). A shinorina é isolada da alga vermelha Porphyra umbilicalis e 

produzida em algumas cianobactérias como Nostoc punctiform e Anabaena 

variabilis, entretanto tem um rendimento muito baixo na sua produção. Nesse 

trabalho, os genes da shinorina da cianobactéria N. punctiform foram introduzidos em 

Saccharomyces cerevisiae resultando em uma elevada produção de shinorina, 

fazendo com que sua produção heteróloga seja uma alternativa promissora (SEONG-

HEE, et al., 2019). 

A artemisinina, é um fármaco antimalárico que fornece o tratamento contra as 

formas parasitárias resistentes a cloroquina e outras formas parasitárias 

multirresistentes do Plasmodium sp. O baixo teor de artemisinina em Artemisia annua 

torna o fármaco, relativamente caro para as pessoas de baixa renda. Além disso, sua 

complexidade estrutural faz com que sua síntese química seja cara e inviável (ABDIN 

e ALAM, 2015). Desta forma, foram feitos vários estudos para produzir artemisinina 

utilizando sistemas heterólogos, como leveduras (PADDON, et al., 2013), bactérias 

(ANTHONY, et al.,2009) e outras plantas, como por exemplo Cichorium intybus L. 

(chicória) (KRAKER, et al., 2003). 

 Diante do exposto, fica claro que a engenharia metabólica vem se tornando 

uma importante ferramenta para a produção de uma gama de substâncias de 

interesse comercial e biológico, especialmente por apresentar uma alternativa a uma 

produção sustentável de substâncias úteis a sociedade. 

javascript:void(0);
javascript:void(0);
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1.2. Terpenóides 

Terpenos são substâncias que fazem parte de uma diversificada classe de 

metabolitos secundários derivados dos isoprenóides (C5H8). Podem ser classificados 

em diferentes grupos, de acordo com o número de unidades de isopreno, incluindo os 

monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos) 

e os triterpenos (30 carbonos) (PAPADA et al., 2017). Representam um grupo 

diversificado de metabólitos secundários presentes em plantas, organismos marinhos, 

microrganismos etc. São utilizados como aditivos alimentares, fragrâncias, aromas e 

são considerados promissores agentes farmacológicos, o que têm atraído à atenção 

da indústria farmacêutica (PAPADA et al., 2017) (Figura 2, p.25).  

Figura 2: Vias biossintéticas que levam a produção dos esqueletos terpênicos. 
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Recentemente, foi mostrado que o esteviol presente nas folhas de Stevia 

rebaudiana, e usado como adoçante natural, mostrou potente inibição de células 

cancerígenas gastrointestinais (CHEN et al., 2018). O óleo essencial de Cheilocostus 

speciosus com destaque para o canfeno, zerumbona e α-humuleno têm um potencial 

promissor como inseticidas com toxicidade reduzida em vertebrados não 

alvos. (BENELLI et al., 2018). Há também relatos dos monoterpenos carvacrol, timol, 

mentol, geraniol, e triterpenos ácido maslínico, ácido ursólico e ácido oleanólico que 

em ação conjunta a antibióticos potencializam seus efeitos (ZACCHINO et al., 2017), 

além de se mostrarem eficientes contra os sintomas de artrite (CARVALHO et al., 

2019) (Tabela 1, p. 26). Além disso, estudos mostraram que o triterpeno lupeol 
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apresentou ação contra artrite, anti-inflamatória, antimutagênica e antimalárica in vitro 

e in vivo, além de efeito quimiopreventivo e quimioterápico contra uma variedade de 

cânceres como o melanoma, próstata e colorretal (TARAPORE et al., 2013). 

Diante dos dados apresentados, fica claro que os estudos dos terpenóides têm 

contribuído enormemente para o desenvolvimento de diversos fármacos com 

importantes aplicações terapêuticas, entretanto é interessante desenvolver novas 

estratégias que permitam a produção destes metabolitos em quantidades apreciáveis, 

de uma forma mais eficiente e limpa. O desenvolvimento da engenharia genética 

favorece essas estratégias. 

Tabela 1: Estruturas químicas e atividades biológicas de alguns terpenos. 

Substância Estrutura química 
Atividade 

biológica 
Referência 

lupeol 

(Aloe vera) 

OH

anti-inflamatória, 

anti-artrítica, 

atividade 

antimutagênica 

e antimalárica e 

antitumoral 

TARAPORE, et al., 

2013 

esteviol 

(Stevia 

rebaudiana) 
OH

O

OH

H

H
antitumoral 

CHEN, et al., 2018 

canfeno 

(Cheilocostus 

speciosus) 

inseticida 
BENELLI, et al., 

2018 

zerumbona 

(Cheilocostus 

speciosus) 

O

inseticida 
BENELLI, et al., 

2018 
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α-humuleno 

(Cheilocostus 

speciosus) 

 

inseticida 

 

BENELLI, et al., 

2018 

 

ácido oleanólico 

(Eugenia 

caryophyllata) 

OH

OH

O

 

antibacteriana, 

em sinergismo 

com 

gentamicina e 

kanamicina 

SHIN E PARK, 

2015 

ácido hautriwaic 

(Dodonaea 

viscosa) 

O

O OH
OH

 

sintomas de 

artrite 

SALINAS-

SÁNCHEZ et al., 

2015 

ácido maslínico 

(Olea europaea 

L.) 
OH

OH

O
OH

 

sintomas de 

artrite 

FUKUMITSU et al., 

2016 

carvacrol 

(Origanum 

vulgare) 

 

OH

 

doenças 

cardiovasculares 

SILVA et 

al., 2019 

artemisinina 

(artemisia 

annua) O

O

O

O
O

 

malária 
KNAEPPER, et al., 

2012 

 

1.3. Biossíntese da friedelina 

Friedelina é um triterpeno pentacíclico encontrado nas folhas de Maytenus 

ilicifolia (Celastraceae), conhecida como “Espinheira Santa”, tradicionalmente usada 

em distúrbios estomacais (TABACH et al., 2017). Apresenta um grande potencial 
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medicinal e atua também como antiinflamatório, analgésico, antipirético, 

gastroprotetor e antibiótico, contra as bactérias não patogênicas Mycobacterium 

madagascariense e Mycobacterium indicus pranii, e contra a bactéria responsável 

pela tuberculose em bovinos, Mycobacterium bovis e em humanos, Mycobacterium 

tuberculosis (ABDULLAHI, et al., 2011; ANTONISAMY, et al., 2016; ANTONISAMY, et 

al., 2015; CHRISTOPHER, et al., 2014). Também se mostrou eficiente na redução 

dos níveis lipídicos em ratos hiperlipidêmicos (DURAIPANDIYAN et al., 2016). Além 

disso, em espécies de Celastraceae, friedelina é considerada o precursor dos 

triterpenos quinonametídeos, substâncias consideradas promissores antitumorais 

(CORSINO et al., 2000; SUNG et al., 2010; YELANI et al., 2010; BUFFA-FILHO, et 

al.,2014; LIU, et al., 2015; SHARMA, et al., 2017; BARKER, et al.,2018; 

CEVATEMRE, et al., 2018; TANG, et al., 2018; YOUSEF, et al., 2018; YANG, et al., 

2018; BICALHO et al., 2019). 

Como já descrito, a friedelina é biossintetizada a partir de blocos construtores 

com cinco átomos de carbono, os isoprenóides. Esses blocos, pirofosfato de 

isopentenila (IPP) e seu isômero pirofosfato de dimetilalila (DMAPP), são combinados 

para formar isoprenóides de cadeia mais longas: pirofosfato de geranila (GPP), 

pirofosfato de farnesila (FPP), pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) e esqualeno, 

precursores dos mono-, sesqui-, di-, tri-terpenos e esteroides, respectivamente 

(THIMMAPPA, et al., 2014) (Figura 2, p.25).  

Em procariotos, o esqualeno é diretamente ciclizado a triterpenos hopanóides, 

enquanto que em eucariotos, é primeiramente convertido a 2,3-oxidoesqualeno e, em 

seguida, ciclizado produzindo cicloartenol (precursor de fitoesteróis) (WANG et al., 

2010) ou triterpenos pentacíclicos em plantas, lanosterol em fungos e mamíferos, 

resultando em ergosterol e colesterol, respectivamente (OHYAMA et al., 2009; 

WANG, et al., 2010).  

A ciclização do precursor 2,3-oxidoesqualeno é catalisada por enzimas 

denominadas oxidoesqualeno ciclases (OSCs), as quais são geralmente produto-

específicas, mas competem pelo mesmo substrato para formar esteróides e 

triterpenos pentacíclicos, o que as torna um importante ponto de separação entre o 

metabolismo primário e secundário (LODEIRO et al., 2007). A conformação do 

substrato é uma etapa chave para a formação dos diferentes produtos. A reação de 

ciclização das OSCs se inicia com a protonação do substrato 2,3-oxidoesqualeno. Em 

seguida, ocorre seu dobramento podendo assumir a conformação cadeira-barco-
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cadeira que leva a formação do cátion protosterila, o qual dá origem a esteróides 

(GASPASCUAL et al., 2014) ou a conformação cadeira-cadeira-cadeira levando a 

formação do cátion damarenila, dando origem aos diferentes esqueletos triterpênicos 

(XUE et al., 2012) (Figura 3, p. 29). 

Figura 3: Cátions intermediários e produtos da ciclização de 2,3-oxidosqualeno por 

oxidoesqualeno ciclases.  

 

 

Após a formação dos cátions, ocorrem as ciclizações específicas, resultando 

numa cascata de reações para a formação dos esqueletos triterpênicos e esteroídicos 

(SOUZA-MOREIRA, et al., 2016) (Figura 4, p. 30).  

As enzimas oxidoesqualeno ciclases que atuam na ciclização do cátion 

damarenila produzem os diferentes triterpenos pentacíclicos. Importante notar que 

nesta via ocorre também a produção da shionona, único triterpeno tetracíclico com 

uma carbonila no anel A, produzido pela shionona sintase (Figura 4, p. 30). 

A friedelina sintase tem capacidade de produzir a friedelina e envolve o número 

máximo de rearranjos na cascata de reações, com formação de uma carbonila em C-

3 pela desprotonação do intermediário hidroxilado, utilizando o resíduo de aspartato 

que iniciou o ciclização, sem auxílio de uma enzima oxidorredutase (ABE e 

PRESTWICH, 1995; WANG et al., 2010) (Figura 4, p. 30).  
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Figura 4: Vias biossintéticas dos diferentes esqueletos triterpênicos (HAN, et al., 

2019). 

cátion dammarenila 

cátion baccharenila

cátion lupila

OH

H

H

H

+

OH

H

H

+

H

cátion germanicila

cátion oleanila  

cátion taraxareila 

cátion glutinila

OH

H

H

+

H

+

OH

H

H

H

+

OH

H

H

H

+

OH

H H H

cátion friedelila+OH

H H H

H
friedelina (1)O

H H H

glutinolOH

H H H

taraxerol
OH

H

H

H

-amirina (2)OH

H

H

H

germanicol
OH

H

H

lupeol

 cátion C-4shionona
OH

H

H
baruol

cátion walsurenila

+

OH H

H

walsurenol

cátion companulila

+

OH H

H

OH H

H

isomultiflorenol 

cátion multiflorenol

+

OH

H

H

H

multiflorenol 
OH

H

H

H

+

OH

H

H

H

cátion ursanila 
OH

H

H

H

-amirina (3)

cátion taraxasterilataraxasterol

O

2,3-oxidoesqualeno

+

OH

H

H

cátion protosterila

OH

H

H

H
lanosterol

O

H H

OH

H

H

H

H

+

OH

H H

H

OH

H

H

+

H

H

OH

H

H

H

+

OH

H

H

H

H

OH H

H

 



31 

 

Com o intuito de estudar as vias metabólicas de derivados terpênicos, assim 

como controlar a sua produção, diversas espécies vegetais tiveram suas triterpeno 

sintases clonadas e expressas em Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli, 

levando à obtenção desses produtos em sistemas heterólogos (WANG, et al., 2010; 

ITO, et al., 2013a; KÜRTEN, et al., 2015, SOUZA-MOREIRA, et al., 2016). Como já 

mencionado, a utilização desses microrganismos como sistemas heterólogos evita o 

extrativismo predatório, emprega menos solventes e se aproxima de práticas 

relacionadas a “química verde”. Portanto, a engenharia metabólica é uma ferramenta 

de manipulação genética que utiliza produtos renováveis e fontes de carbono baratas, 

permitindo assim o aumento do rendimento e produção de substâncias de interesse 

comercial e biológico em larga escala. 

 

1.4. Mutações em enzimas oxidoesqualeno ciclases 

 

Vários estudos mutagênicos foram realizados entre diferentes OSCs para 

avaliar a importância dos resíduos de aminoácidos envolvidos em suas atividades e 

especificidades catalíticas. Pequenas alterações na estrutura do sítio ativo podem 

alterar o rendimento do produto dessas enzimas. Dentre os exemplos, pode-se incluir 

os mutantes F728H da β-amirina sintase de Euphorbia tirucalli (EtAS), que passou a 

produzir germanicol como principal produto (ITO, et al., 2013b) e I481V da cicloartenol 

sintase, que perde sua especificidade, e passou a produzir uma mistura de 

cicloartenol, lanosterol e parkeol (LODEIRO et al., 2005).    

Os estudos das mutações sítio dirigidas também podem melhorar a 

compreensão sobre resíduos de aminoácidos que são essenciais para a atividade 

catalítica da enzima. Como mostrado em um estudo sobre mutantes de β-amirina 

sintase e lupeol sintase. A mutação W259L da β-amirina sintase de Panax ginseng, 

levou à produção de lupeol e β-amirina, tendo o lupeol como principal produto 

(TETSUO e KAZUO, 2000). Quando a mutação foi feita na lupeol sintase (L256W) 

produziu predominantemente β-amirina, mostrando que o resíduo de triptofano é 

crucial para a produção de β-amirina, enquanto o resíduo de leucina pode 

desempenhar um papel importante na biossíntese do lupeol (TETSUO e KAZUO, 

2000). Isso também foi mostrado no mutante S728F da β-amirina sintase de Avena 

strigosa (SAD1). A alteração da serina pela fenilalanina levou à estabilização do 

cátion dammarenila (Figura 3, p.29), gerando o triterpeno tetracíclico dammarano, ao 
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invés dos triterpenos pentacíclicos, indicando a importância do resíduo de aminoácido 

serina para a atividade catalítica da β-amirina sintase de Avena strigosa (SALMON, et 

al., 2016). 

Em relação a todas as friedelina sintases conhecidas, foi observado um único 

resíduo de leucina a duas posições do sítio ativo. Estudos de mutagênese com 

friedelina sintase de Maytenus ilcifolia (MiFRS) e Tripterygium wilfordii (TwOSC1) 

comprovaram a influência da leucina na especificidade da atividade das enzimas que 

produzem friedelina e β-amirina ou apenas β-amirina, dependendo do resíduo trocado 

(SOUZA-MOREIRA et al., 2016; ZHOU, et al., 2019). Entretanto, outro mutante da 

friedelina sintase (TwOSC1), que alterou treonina 502 para ácido glutâmico, foi capaz 

de aumentar a produção heteróloga de friedelina e não alterar sua especificidade, 

mostrando o potencial desses estudos para melhorar a produção de frielelina (ZHOU, 

et al., 2019).  

Como mencionado, a friedelina é um triterpeno pentacíclico que possui uma 

variedade de atividade biológica, além de ser precursora dos triterpenos 

quinonametideos, importantes substâncias anticancerígenas produzidas em pequena 

quantidade nas cascas das raízes de M. ilicifolia (CORSINO et al., 2000). Estudos 

apontam que a friedelina é biossintetizada nas folhas, translocada para as raízes e 

posteriormente transformada nos triterpenos quinonametídeos por enzimas 

oxidoredutases do tipo citocromo P450 (CYPs) (CORSINO et al., 2000; BICALHO, et 

al., 2019).  

Nosso grupo vem utilizando ferramentas de engenharia metabólica, a fim de 

produzir uma enzima que apresente melhores rendimentos de friedelina 

em Saccharomyces cerevisiae (SOUZA-MOREIRA, et al., 2016, ALVES, et al., 2018) 

para que se possa dar continuidade e estudar as P450 responsáveis pelas etapas de 

oxidação até a produção dos triterpenos quinonametídeos (BICALHO, et al., 2019). 

Em trabalho anterior a sequência de MiFRS foi clonada em um plasmídeo de 

expressão de levedura e transformada em S. cerevisiae com expressão reduzida de 

ERG7 (SOUZA-MOREIRA, et al., 2016). A lanosterol sintase compete com friedelina 

sintase pelo mesmo substrado, o 2,3-oxidosqualeno. Dessa forma, para melhorar a 

produção de friedelina, foi necessário diminuir a expressão de ERG7, o qual produz 

lanosterol. Isso ocorre, pois lanosterol é essencial para o metabolismo da levedura e o 

gene que codifica a lanosterol sintase não pode ser excluído (ALVES, et al., 2018). 
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 A reconstituição de uma via metabólica visando à produção heteróloga de uma 

substância de interesse depende da identificação das enzimas responsáveis pela 

produção desses metabolitos. Nesse sentido, a produção de friedelina em sistema 

heterólogo tem sido otimizada e ferramentas de engenharia metabólica estão sendo 

usadas para a obtenção dos triterpenos quinonametideos em sistema heterólogo 

(SOUZA-MOREIRA, et al., 2016; BICALHO, et al., 2019). A oxidação da friedelina a 

ácido maitenóico pelo CYP712K4 pode ser considerada como o segundo passo dessa 

via. Recentemente, Bicalho et al., (2019) caracterizou a CYP712K4, uma enzima do 

tipo citocromo P450 de Maytenus ilicifolia que catalisa a oxidação da friedelina na 

posição C-29, levando ao ácido maitenóico (Figura 5, p.33). Entretanto, ainda é 

necessária a identificação de outros genes que possam permitir a reconstituição 

gradual da via biossíntética dos triterpenos quinonametideos e finalmente, fornecer 

uma fonte heteróloga de produção desses metabólitos e promover seu uso 

terapêutico futuro. 

Figura 5: Via biossintética que leva a produção dos triterpenos quinonametídeos pela 

oxidação da friedelina. 
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5. CONCLUSÃO

A friedelina é uma substância medicinalmente importante devido à diversidade 

de atividades biológicas atribuídas a ela, além de ser o principal precursor dos 

promissores antitumorais, triterpenos quinonametídeos. Com isso, a transferência do 

gene da friedelina sintase de Maytenus ilicifolia para um sistema heterólogo 

(Saccharomyces cerevisase e Escherichia coli) permitiu avançar nos estudos sobre 

sua produção em E. coli, e obter uma fração concentrada da enzima estudada. Além 

disso, foi possível avaliar a sua capacidade biossintética por estudos de mutação sitio 

dirigida, expressas em levedura Saccharomyces cerevisase e, assim, avançar no 

entendimento da sua atividade e especificidade na produção de metabólitos 

secundários de interesse, de forma sustentável e mais eficiente, como uma pequena 

fábrica biológica.  
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