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RESUMO

A clonagem de oxidoesqualeno ciclase das folhas de M. ilicifolia ja foi estudada por
nosso grupo, bem como os estudos de expressao em S. cerevisiae geneticamente
modificada para melhor produg¢ao da friedelina. Para o desenvolvimento do trabalho,
optou-se por realizar a expressao do gene de friedelina sintase de Kalanchoe
daigremontiana obtido comercialmente, cuja sequéncia foi otimizada de acordo com o
codon usage de S. cerevisiae. A partir das mutagdes sitio-dirigidas, duas mutagdes
no gene sintético foram confirmadas. A primeira mutagao do residuo de leucina para
valina na posicdo 483 do gene sintético levou a producdo da friedelina e dos
triterpenos B-amirina e taraxerol enquanto a segunda mutagao do residuo de leucina
para treonina na mesma posigao deste gene produziu unicamente a -amirina. Apos
a padronizagdo e analises das mutagdes no gene sintético, as mesmas mutagdes
foram realizadas no gene da friedelina sintase de Maytenus ilicifolia. A mutacéo por
valina levou a producao de B-amirina e friedelina e, igualmente ao gene sintético, a
mutagdo por treonina levou a formacado apenas da B-amirina. De acordo com a
mutacdo gerada, os compostos produzidos pela levedura foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a detector de massas e observou-se que algumas
mutacdes levavam a uma alteracdo da especificidade do produto formado pela
enzima. Esses estudos sugerem que a relagdo da estrutura proteica-fungéo da enzima
produtora da friedelina possa estar associada ao ajuste da cavidade ativa da enzima
e, quando um residuo de aminoacido do sitio ativo é substituido por residuos menores,
a ampliagcdo da cavidade proporciona a estabilizacdo prévia do carbocation em um
triterpeno com menor numero de rearranjos, como a B-amirina. Desta forma, estes
dados contribuem com o entendimento da especificidade desta enzima, sdo os
primeiros a retratar a importancia de um aminoacido do sitio ativo na produgao
especifica do triterpeno pentaciclico com maior numero de rearranjos e é a base de
futuros estudos de engenheiramento da enzima para aumento da sua produtividade.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia, clonagem, cromatografia gasosa, espectrometria
de massas.



ABSTRACT

The cloning of oxidosqualene cyclase from Maytenus ilicifolia leaves and expression
in Saccharomyces cerevisiae has been studied by our group to generate friedelin. The
main objective of this project was to carry out the expression of friedelin synthase gene
using commercially Kalanchoe daigremontiana, whose sequence has been optimized
according to the codon usage of S. cerevisiae. In such studies, two mutations in the
synthetic gene were confirmed. The first mutation of valine for leucine residue at
position 483 synthetic gene led to the production of friedelin, f-amyrin and tararexol,
while the second mutation of leucine to threonine residue, at the same position,
produced exclusively B-amyrin. The same mutations were performed using the gene
of friedelin synthase of Maytenus ilicifolia. The compound identities were confirmed by
gas chromatography and mass spectrometry. The results suggested that the ratio of
protein production-enzyme function, involved in the production of friedelin, may be
associated with the active cavity of the enzyme setting, when an amino acid residue of
the active site is replaced for smaller, expanding the cavity to provide the prior
stabilization of the carbocation in the biosynthetic pathway of triterpenes to produce [3-
amyrin. Thus, these data contribute to understand the specificity of such enzyme.
Furthemore, this studie was the first one to show the importance of each amino acid in
the active site of the enzyme to produce a pentacyclic triterpene with the highest
number of rearrangements and was the basis for future studies of enzyme engeenering
to increase productivity of such compounds.

Keywords: Maytenus ilicifolia, cloning, gas chromatography, mass spectrometry.
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1 - INTRODUGAO

A espécie Maytenus ilicifolia, nativa do Sul do Brasil (NEGRI et al., 2009), é
popularmente conhecida como “espinheira-santa” sendo empregada para aliviar dores
de estbmago, nauseas, ulceras e gastrites (COSTA et al., 2008 apud CAMPAROTO et
al., 2002). Amplamente utilizada no Brasil e em outros paises, apresenta potencialidade
no tratamento de cancer (VELLOSA et al., 2006).

Os triterpenos quinonametideos, considerados marcadores quimicos dessa
espécie, ja demonstraram potente atividade antioxidante (SANTOS et al., 2010;
VELLOSA et al., 2006; CARVALHO et al., 2005; JELLER et al., 2004; BUFFA FILHO et
al., 2004), efeito antiproliferativo em diferentes linhagens de células de cancer humano
pela inibicao da sintese de DNA (COSTA et al., 2008) e antifungica (GULLO et al., 2012).

Em 2000, Corsino e colaboradores demonstraram a origem biossintética dos
triterpenos quinonametideos. Estudos de incorporacdo de precursores especificos da
classe de triterpendides em folhas de Maytenus ilicifolia, indicaram que a friedelina é
biossintetizada neste orgdo, translocada para as raizes e posteriormente
biotransformada nos triterpenos quinonametideos. Foi demonstrado também que a
formacdo da friedelina é catalisada pela enzima oxidoesqualeno ciclase (friedelina
sintase) na ciclizagdo do 2,3-epoxiesqualeno (Figura 1, p. 23). Esses estudos foram
baseados em incorporacao in vivo de precursores marcados com isotopos radioativos
utilizando as espécies M. aquifolium (sinonimia de M. ilicifolia) e Salacia campestris. Para
tanto, foi incorporado (+)5-3H-mevalonolactona, precursor comum dos terpendides, nas

folhas dos espécimes selecionados.
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Figura 1: Conversao do 2,3-epoxiesqualeno a friedelina e posteriores etapas de oxidagao para dar
origem ao triterpeno quinonametideo, exemplificado pelo celastrol.

2 3-epoxiesqualeno 3p-friedelanol

Friedelina
sintase

Cxidoredutase
Citocromo
P450

-

-—

celastrol friedelina

Fonte: Corsino et al., 2000.

A importancia biolégica desta classe de substancias, aliada a baixa
concentracdo das mesmas nas cascas das raizes de espécies de Celastraceae,
corroborou os estudos biossintéticos desenvolvidos por Corsino e colaboradores
(2000). Tais substancias formam um grupo relativamente pequeno de produtos
naturais em espécies de Celastraceae e sdo alvos de trabalhos com objetivo de
aumentar a produgdo devido ao potencial antitumoral e anti-inflamatério que

apresentam.

1.1 - Biossintese dos triterpenos friedelanicos e quinonametideos

Ao contrario dos metabdlitos primarios, que se configuram em produtos
essenciais biossintetizados pelas plantas para a manutencdo, desenvolvimento e
adaptacdo das mesmas (WILLIAMS et al., 1989), os metabdlitos secundarios séo
produzidos em baixa concentragao e podem representar menos de 2% do peso seco
da planta (ROBERTS, 2007). Assim, a pratica do extrativismo vegetal torna-se

desvantajosa devido a necessidade de grande quantidade da planta para obtengao
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razoavel do produto, além de empregar maior volume de solventes, tornando-se assim
uma pratica insustentavel e contraria aos preceitos da “quimica verde”. Nessas
condicbes, estudos da via metabdlica em uma fonte natural dos metabdlitos
secundarios e das enzimas responsaveis pela produ¢ao dos mesmos sao de extrema

importancia.

Foram descritos na literatura a clonagem e caracterizagdo funcional, por
expressdo em Saccharomyces cerevisiae, da enzima oxidoesqualeno ciclase (OSC)
de Kalanchoe daigremontiana responsavel pela formacéo de friedelina (Wang et al.,
2010). Esse grupo de ciclases, responsaveis pela ciclizagado do 2,3-epoxiesqualeno
para a formacdo de cetonas ou alcoois triterpénicos, pode catalisar variados
rearranjos levando a formacgéao de triterpendides com diferentes esqueletos carbbnicos
(Figura 2, p. 25). Algumas enzimas das OSCs de diversas espécies de plantas foram
clonadas e caracterizadas por expressao heterdloga em leveduras, o que abre um
caminho para o emprego da biologia sintética no estudo do metabolismo secundario

vegetal.
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Figura 2: Sequéncia de rearranjos e os respectivos triterpenos formados pela ciclizagdo do 2,3-
epoxiesqualeno.
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Fonte: WANG et al., 2010.
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1.2 - Mutagoes da oxidoesqualeno ciclase em Saccharomyces cerevisiae

Pela classica via do mevalonato, varios compostos como ubiquinona, dolicol e
ergosterol podem ser sintetizados pela levedura Saccharomyces cerevisiae (Figura 3,
p. 26). A obtencgao dos triterpenos pentaciclicos de origem vegetal também segue a
mesma via metabdlica (ROHMER, 2010), no entanto, devido a especificidade das
enzimas OSCs, tem-se uma ampla variedade de esqueletos formados, como ja

apresentado na Figura 2, p. 24.

Figura 3: Via do mevalonato com formagéao do ergosterol e friedelina em S. cerevisiae.

QH
CO; ~_ . OH OH 0 0
hu - Glicolise ;
N I — 0 - FO \)Lq \)L OH
H0O PO PO /\./// ||
o I 0
OH

glicose 6-fosfato gliceraldeido 3-fosfato fosfoenolpirwato acido pirivico

a HO o]
CoAS HO OH = OPP OPP

acetil-CoA acido mevaldnico pirofosfato de dimetilalila pirofosfato de isopentenila

l ERGT
—

HO
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. S =
+

HO
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- - =

pirofosfato de farnesila

2 3-epoxesqualeno

-
friedelina
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friedelina

Legenda: ERG7 é o gene codificador da enzima lanosterol sintase, uma OSC presente em fungos.
Mutagbes nessa levedura com vista a supresséo da expressao de genes codificadores de enzimas que
atuam na formagao do ergosterol contribuem para uma retroalimentagdo positiva para a biossintese
dos precursores chaves, pirofosfato de isopentenila (IPP) e pirofosfato de dimetilalila (DMAPP),
envolvidos na formacgao dos triterpendides (DONALD et al., 1997). Da mesma forma o desvio da via
biossintética da producgéo do lanosterol, estudada por Wang et al. (2010), pode favorecer a formacgao
dos triterpenos pentaciclicos na presenca de enzimas triterpeno sintases.

Fonte: Adaptado de Donald et al., 1997.

O estudo do mecanismo de produgdo de esterdides tetraciclicos e/ou

pentaciclicos e triterpendides a partir do 2,3-epoxiesqualeno foi realizado por Wu e
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colaboradores (2011). Os autores avaliaram, por meio de mutagdes sitio-dirigidas, a
importancia de diferentes residuos de aminoacidos na enzima lanosterol sintase de S.
cerevisiae para a formagao de lanosterol. Observaram, por exemplo, que o residuo de
isoleucina na posigao 705 (lle705) afeta a estabilizagcao dos anéis C/D do lanosterol.
Outros residuos da mesma enzima (Tyr99, Trp232, His234, Phe445, Tyr510, Phe699
e Tyr707) também foram identificados como criticos para a catalise enzimatica (WU
et al., 2004; 2005; 2006a; 2006b; 2006c; 2008a; 2008b; 2008c; 2010; CHANG et al.,
2012). Os trabalhos resultaram no isolamento de diversos metabdlitos originados de
rearranjos e desprotonagdes. Foi observado também que a substituicdo de um unico
aminoacido pode afetar drasticamente o efeito catalitico da enzima OSC a partir do
mecanismo de rearranjo/ciclizagdo. Estes residuos estdo todos localizados
especificamente na superficie da cavidade do sitio ativo da proteina colaborando com
a especificidade do produto obtido pela interagcao entre os residuos e os aminoacidos

vizinhos.

Tendo por base os estudos realizados por Wu e colaboradores (2011, 2008a,
2008b, 2008c, 2006a, 2006b, 2006c, 2002), esse projeto tem como objetivo avaliar a
especificidade de producdo de friedelina pela enzima friedelina sintase e pelos
mutantes desta levedura com aminoacidos que interagem com o 2,3-epoxiesqualeno,
por expressdo da sequéncia codificadora do gene e mutantes em linhagem de S.

cerevisiae.

2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo Geral

O objetivo central deste trabalho foi desenvolver estudo do mecanismo de
producao da friedelina por meio de mutacdes sitio-dirigidas do gene da friedelina

sintase sintético e de M. ilicifolia expresso em Saccharomyces cerevisiae.

2.2 - Objetivos especificos

v Mutagcbes no gene sintético (K. daigremontiana) de expressdo da enzima

friedelina sintase.
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v Analise da producao de friedelina na levedura contendo o gene sintético e seus

mutantes.

v Mutacdes no gene de expressao da enzima friedelina sintase clonado de M.
ilicifolia.
v Analise da produgéao de friedelina na levedura contendo o gene de M. ilicifolia

e seus mutantes.

3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Obtengao do gene de friedelina sintase

A janela aberta de leitura (open reading frame, ORF) do gene de friedelina
sintase de K. daigremontiana (KdFRS - Genbank numero de acesso HM623870.1) foi
obtida da empresa Epoch Life Science (Missouri, Texas, EUA). Sua sequéncia foi
otimizada para expressao em levedura e ela foi adquirida clonada no vetor pBluescript
II SK(-) (pBSK), com um tamanho total de 5164 pb, sendo 2316 pb correspondentes
a ORF.

A etapa de clonagem da sequéncia codificadora de friedelina sintase de M.
ilicifolia (MiFRS) foi realizada pelo Laboratorio de Biologia Celular e Molecular de
Microrganismos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara, no
qual a Dra. Tatiana Maria de Souza Moreira e os professores Dr. Cleslei F. Zanelli e
Dr. Sandro R. Valentini também forneceram sua colaboracido para a realizacdo das

reagoes de mutacao sitio-dirigidas nos dois genes de friedelina sintase deste trabalho.

O plasmideo pBSK-KdFRS foi transformado em linhagem de E. coli DH10B
competente, através de choque térmico (AUSUBEL, 2004). Para a transformacéo,
foram adicionados a 100 pL da bactéria competente, 2 uL do plasmideo pBSK-KdFRS,
que foram deixados em repouso no gelo por 30 min e, em seguida, o microtubo foi
incubado a 42 °C por 2 min. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio LB (Luria-
Berthani) com incubagao a 37 °C por 1 h. Os microtubos foram centrifugados por 1
min na maxima velocidade. O pellet gerado foi ressuspendido em 100 pL do

sobrenadante que foi plaqueado em meio LB contendo ampicilina (100 pg/pL) e as
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placas foram incubadas por 12 a 16 horas a 37 °C, para selegcao das col6nias

transformadas.

Posteriormente, as coldnias foram inoculadas em meio LB liquido e, apds
incubagédo overnight a 37 °C, os plasmideos foram extraidos com auxilio do kit
QIAprep Miniprep (Qiagen) e entdo a presenga do inserto foi confirmada por digestao
com as enzimas Kpnl e Xhol (New England Biolabs), cujos sitios estao localizados na
extremidade 5 e 3’, respectivamente, da ORF de KdFRS. A reacéo foi realizada em
tubo de microcentrifuga, onde foram adicionados: 1 yL de BSA (10X; New England
Biolabs), 1 pL de tampao 1 (10X: 10 mM bis-tris-propano HCI, 10 mM MgCl2, 1 mM
DTT, pH 7,0; New England Biolabs), 0,5 uL da enzima Kpn/ (10 U/uL) e 0,3 uL da
enzima Xhol (20 U/uL), DNA plasmidial (~1 pg) e agua q.s.p. volume final de 10 yL. A
reacao foi incubada a 37 °C por 1 hora e meia e o resultado da digestao foi visualizado

por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

A sequéncia do gene sintético foi confirmada por meio de sequenciamento
utilizando Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
empregando primers M13 forward e reverse para as extremidades do inserto e primers

internos especificos para a sequéncia do gene.

Para as reagdes de PCR para sequenciamento foram misturados: 1 pL de mix
Big Dye, 3,5 uL do tampao de sequenciamento (5X), 1 pL de iniciadores (3,2 uM)
M13F ou M13R, 4 uL do DNA plasmidial (100 ng/uL) e agua q.s.p. volume final de 20
ML. As condi¢cdes de amplificagao foram: 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 extenséo final de 60 °C por
5 min. Em seguida a amplificagéo, as amostras foram precipitadas com o kit Big Dye®
XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems) seguindo o protocolo do
fabricante, mantendo-as na auséncia de luminosidade. Para cada amostra a ser
sequenciada, foram utilizados 10 yL de solugdo X-Terminator™, 45 yL de solucao
SAM e 10 uL da PCR. As amostras foram submetidas a homogeneizagao em vértex
por 30 min e centrifugadas por 2 min a 200 x g, 4 °C. O sequenciamento automatico
foi realizado com 20 uL de cada amostra no sequenciador Genetic Analyzer 3130
(Applied Biosystems).



30

Da mesma forma, a construgdo e confirmagdo da identidade do gene de
friedelina sintase clonado de M. llicifolia foi realizada pela Mestre Thais B. Alves, pelo

Laboratorio de Biologia Celular e Molecular de Microrganismos.

3.2 - Clonagem para o vetor de expressao

A ORF do gene sintético de KAFRS e do gene de MiFRS foi entdo subclonada
no vetor de expressédo pYES2 (Invitrogen). Para tanto, foi realizada uma amplificagéo
da ORF por PCR para insercao do sitio de restricdo de BamHI na extremidade 5’ de
cada gene, respectivamente: primer 5-CGGGATCCGGTACCATGTGGAAG-3’ e 5'-
CGCGGATCCGCGATCATGTGGAAGATAAAGATTGC-3’ (o sitio de restricao esta
sublinhado); e do sitio de Xhol para KAFRS e EcoRI para MiFRS na extremidade 3’:
primer 5-CCGCTCGAGTTACTTAGAAGG-3 e 5'-
GGAATTCCGTGTAAGTGGACATATCATATGATAGC-3’, respectivamente. Para a
reacao, foram adicionados em um tubo de 200 uL os seguintes reagentes: 2,5 uL de
tampao de amplificagédo (10X); 1,25 uL de solugado enhancer (10X); 0,5 uL de MgSO4
(50 mM); 0,5 uL de dNTPs (10 mM); 0,5 uL de cada primer especifico (50 uM); 0,2 pL
da enzima Pfx DNA polimerase (2,5 U/uL; Invitrogen), 0,5 uL de cDNA e agua q.s.p.
volume final de 25 pL. O tubo foi centrifugado brevemente e a amplificagao, realizada
em termociclador utilizando a seguinte condigao: 94 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos
de 94 °C por 30 s, 55 °C por 45 s, 68 °C por 3 min e uma extensao final a 68 °C por
10 min. Os produtos de PCR foram entéo purificados com QIAquick PCR Purification

kit (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante.

Para a digestao dos produtos de PCR e do vetor de expressao pYES2 com as
enzimas de restricdo, foram adicionados os seguintes reagentes: 2 yL de BSA (10X;
New England Biolabs); 2 uL de tamp&o 3 (10X: 50 mM de acetato de potassio; 20 mM
Tris-acetato, 10 mM de acetato de magnésio,1 mM DTT, pH 7,9; New England
Biolabs), 0,6 pL de cada enzima (20 U/uL; New England Biolabs), 2 yL de DNA
plasmidial ou 4 pL de produto de PCR, separadamente, e agua q.s.p. volume final de
20 pL. As reagdes foram incubadas a 37 °C por 1 h e o resultado da digestao foi
visualizado por eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio.

A banda referente ao vetor pYES2 linearizado (~6 kb) foi recortada e purificada do gel
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com auxilio do kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) seguindo o protocolo do
fabricante. Os insertos digeridos foram purificados novamente com QIAquick PCR

Purification kit (Qiagen).

As reagoes de ligacao dos insertos e vetor pYES2 digeridos foram realizadas
em um microtubo contendo: 2 uL de tampéo da ligase (10X, 50 mM de Tris-HCI, 10
mM de MgCl2, 1 mM de ATP, 10 mM de DTT, pH 7,5); 1 yL de T4 DNA ligase (400
U/uL; New England Biolabs); 1 volume do vetor pYES2: 5 volumes de inserto e agua
g.s.p. volume final de 20 uL de reacao. A reagao foi entdo incubada a 16 °C por 20 h
e, posteriormente, transformada em linhagem de E. coli DH10B competente seguindo

o protocolo descrito anteriormente (p. 28).

A eficacia do processo de clonagem foi verificada pela técnica de PCR de
colénia com o primer universal T7 forward e com o primer reverse especifico do
inserto, utilizando a enzima Taq DNA Polimerase. O diagndstico de restrigdo com
plasmideos extraidos das bactérias transformantes também foi empregado como
checagem da eficacia do processo de clonagem, bem como para confirmar a
direcionalidade de inser¢do da ORF no vetor pYES2. Para tanto, foram utilizados 0,5
ML das enzimas de restricao utilizadas. As reagdes foram incubadas a 37 °C por 30
min. O resultado da PCR e da digestao foi visualizado por eletroforese em gel de

agarose 0,8 % corado com brometo de etidio.

Ap06s confirmacgao da clonagem, o DNA plasmidial de cada uma das sequéncias
codificadoras, seja de KAFRS ou de MiFRS, foi submetido a reagdo de mutagénese

sitio-dirigida.

3.3 - Mutagoes sitio-dirigidas nos genes da friedelina sintase

As mutacgdes sitio-dirigidas foram realizadas com oligonucleotideos iniciadores
contendo as alteragdes de nucleotideos de acordo com o aminoacido especifico a ser
mutado tendo sido desenhados segundo recomendagdes descritas no kit Quick

Change Site-Directed Mutagenesis (Stratagene).

Para as reagdes de mutagénese sitio-dirigida o DNA plasmidial formado pelo
vetor pYES2 ligado a cada um dos genes de friedelina sintase foi extraido como ja
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anteriormente descrito (p. 28), utilizando o kit Q/Aprep Miniprep (Qiagen). A qualidade

do DNA extraido foi verificada por espectrofotometria (Beckman Coulter, DU 800),

observando-se a razao entre os comprimentos de onda 260/280 entre 1,8 a 2,0 e a

concentracao do material foi ajustada para 45 ng/uL.

O meio reacional para a mutagao foi composto de: 1,0 yL de DNA plasmidial
(45 ng/ yL); 5,0 uL de tampéo para Phusion High Fidelity (5X; New England Biolabs);
0,25 pL MgCl2 (25 mM); 0,25 uL dNTPs (10 mM); 0,3 pg/uL de cada primer (Tabela 1,
p. 32 e Tabela 2, p. 33); 0,3 pL da enzima Phusion High Fidelity DNA Polimerase (2

U/uL); e agua q.s.p. volume final de 25 uL. Em paralelo, foi submetida as mesmas

condi¢cbes uma reacao sem a enzima, para ser analisada como controle experimental.

As condigdes da PCR foram: 98 °C por 30 s, seguidos de 18 ciclos de 98 °C por 10 s,

45 °C por 30 s e 72 °C por 17 min e um ciclo de polimerizacao final de 72 °C por 10

min.

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados de acordo com a mutagao desejada no gene sintético.

Aminoacido a ser

Mutacao Par de oligonucleotideos utilizados
mutado
Forward: 5'- 0O
CAAGATCATGGTTGGCAAGTTAGTGATTGCACAGCAGAG- |
3
L483V OH
Reverse: 5'- NH
CTCTGCTGTGCAATCACTAACTTGCCAACCATGATCTTG- 2
3 valina (V)
Forward: 5'- 0O
CAAGATCATGGTTGGCAAACTAGTGATTGCACAGCAGAG- |
3
L483T HO OH
Reverse: 5'- NH
CTCTGCTGTGCAATCACTAGTTTGCCAACCATGATCTTG- 2
3’ treonina (T)

Legenda: A regiao em negrito indica as bases do respectivo residuo de aminoacido a ser mutado.
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Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados de acordo com a mutagdo desejada no gene de M. ilicifolia
(MIFRS).

Mutacgao Par de oligonucleotideos utilizados Aminoacido a ser
mutado
Forward: 0
5-GATCATGGATGGCAAACTTCTGATTGCACTGC- |
3!
L482T HO OH
Reverse: NH
5-GCAGTGCAATCAGAAGTTTGCCATCCATGATC- 2
3’ treonina (T)
Forward: O
5-GATCATGGATGGCAAGTTTCTGATTGCACTG-3’ |
L482V _ OH
Reverse:
5-CAGTGCAATCAGAAACTTGCCATCCATGATC- NH,
3 valina (V)

Legenda: A regiao em negrito indica as bases do respectivo residuo de aminoacido a ser mutado.

Ao volume de 12,5 pL da reacédo de PCR foram adicionados 2,5 uL de tampao
4 (New England Biolabs, pH 7.9), 1,0 yL da enzima Dpnl (20 U/uL) e agua q.s.p.
volume final de 25 pL. A digestéo foi incubada a 37 °C por 16 h e, ao final deste
periodo, todo o volume foi transformado em E. coli competente, como ja descrito na

p. 28 e plaqueadas em meio LB contendo 100 ug/mL de ampicilina.

A partir das colonias transformantes, o DNA plasmidial mutado foi extraido e
utilizado em reacao de sequenciamento para confirmacédo da mutacao esperada. Uma
vez que a presente mutagdo encontra-se em uma parte central do gene, um primer
para checagem foi desenhado para KdFRS: forward: 5-GTGCAAGCTTTATTGGC-3’;
e outro, para checagem do gene MiFRS: 5-GGTCAGAGATAACCC-3'. A reacao de
sequenciamento foi conduzida como previamente descrito, utilizando os primers (3,2
MM) aqui referidos, o DNA plasmidial extraido (400 ng) e temperatura de anelamento
de 50 °C. O produto de amplificagdo foi purificado com Big Dye® XTerminator™
Purification Kit (Applied Biosystems) seguindo o protocolo do fabricante. O
sequenciamento automatico foi realizado com 20 uL de cada amostra no sequenciador
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) e as sequéncias obtidas foram alinhadas
com a sequéncia original dos genes, na regido correspondente a mutacéo, utilizando

o programa ClustalW.
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3.4 - Expressao dos genes e producao heteréloga de friedelina

O DNA plasmidial contendo entdo a ORF do gene sintético de friedelina sintase
de Kalanchoe daigremontiana (pYES2-KdFRS) e do gene de friedelina sintase de
Maytenus ilicifolia (pYES2-MiFRS) foi inserido por transformacdo na linhagem de

levedura selvagem CEN.PK2 haploide.

Apo6s incubacéo de coldnias da levedura em 5 mL de meio YPD (extrato de
levedura 1%, peptona 2% e dextrose 2%), overnight a 30 °C, uma aliquota de 1 mL
da cultura foi centrifugada em um microtubo por 5 segundos na velocidade maxima e
as células precipitadas foram ressuspendidas em 1 mL de acetato de litio 100 mM e
incubadas por 15 min a 30 °C. O tubo foi centrifugado por 5 s na maxima velocidade
e 0 sobrenadante removido por pipetagem. Os seguintes reagentes foram
adicionados, em ordem: 240 pL de solugao de polietilenoglicol 3350 a 50% (m/v), 36
ML de acetato de litio (1 M), 50 pL de ss-DNA (single strand-DNA, 2 mg/mL), 10 yL de
DNA plasmidial e 45 L de agua Milli-Q autoclavada. O tubo foi agitado por 1 min para
homogeneizagdo dos componentes e incubado a 42 °C por 20 min. Em seguida, o
tubo foi centrifugado por 10 s na velocidade maxima e o sobrenadante removido com
o pipetador. O precipitado de células foi ressuspendido em 150 uL de agua Milli-Q
autoclavada, plaqueado em meio sintético completo (AUSUBEL, 2004) sem a adigao
de uracila (SC-ura) e incubado a 30 °C por 2-3 dias. Colbnias isoladas das leveduras

transformadas foram repassadas para outra placa SC-ura e incubadas novamente.

Semelhante transformagao também foi realizada com a mesma linhagem, mas
para controle negativo e, portanto, o vetor utilizado n&o continha a inser¢cao de

nenhuma ORF no cassete de clonagem.

Para inducao da expressao dos genes selvagens de friedelina sintase e seus
mutantes e produgado dos metabdlitos, uma coldnia foi incubada em SC-ura foram
utilizadas no preparo de um pré-inéculo em 5 mL de meio liquido SC-ura, contendo
glicose, mantido sob agitagdo constante, overnight, a 30 °C. Posteriormente, uma
aliquota foi utilizada para inocular 30 mL do mesmo meio de cultura por mais um
periodo overnight, sob agitagdo constante a 30 °C. Em seguida, a densidade optica

das culturas foi medida a 600 nm em espectrofotdmetro (Beckman Coulter, DU 800)
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e um volume correspondente a densidade éptica de 0,1 foi lavado 2x com tampéo
salina-fosfato (PBS, pH 7,0) esterilizado e inoculado em 500 mL de meio SC-ura
contendo 2% de rafinose como unica fonte de carbono. O crescimento celular, sob
agitacdo a 30 °C, foi acompanhado até a faixa de densidade optica de 0,4-0,8,
momento em que foi adicionada solugéo de galactose a 2% aos meios de cultura. A
partir deste momento, a cultura foi incubada por 10 h, mantendo a agitagéo e
temperatura, para indugao da expressao de cada gene ligado ao promotor de GALT.
Apos este periodo, as células das culturas foram coletadas por centrifugacédo e
inoculadas em 500 mL de uma solugcdo de fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0,
suplementado com 3% de glicose, por 24 h a 30 °C, sob agitacdo constante, para

otimizagdo da producgao dos triterpenos (KUSHIRO et al., 1998).

As células foram novamente coletadas e colocadas em sistema de refluxo na
presenca de 50 mL de solugéo etandlica 50% de KOH 20% por 5 min. Depois, foi
realizada uma extragao por particido liquido-liquido, 3x, com o0 mesmo volume de
hexano. A fase organica foi separada e seca para analise por cromatografia gasosa
acoplada a detector de massas (KUSHIRO et al., 1998).

Apo6s indugao da expressao dos genes de friedelina sintase na presencga de
galactose e auséncia de glicose, mantendo em paralelo uma cultura de CEN.PK2
contendo apenas o vetor pYES2 sem inserto como controle negativo, as células foram
inoculadas em glicose novamente, por 24 h, possibilitando aumento da produgéao do
triterpeno, uma vez que a taxa de produtividade da via de ergosterol € maior em
glicose do que em galactose (OTERO et al., 2010). Em seguida, os triterpenos foram

extraidos de acordo com o protocolo descrito por Kushiro et al. (1998).

A linhagem selvagem CEN.PK2 foi escolhida para a padronizagdao da
expressao das ORFs de oxidoesqualeno ciclases e producao dos triterpenos por ser
uma levedura que tem como vantagem ser uma excelente hospedeira para a produg¢ao
de proteinas heterdlogas, ter um conteudo de ergosterol e acidos graxos que é
significativamente maior do que em outras linhagens e por nao precisar da
suplementagao de outros compostos no meio de cultura a ser induzido (van DIJKEN
et al., 2000; OTERO et al., 2010).
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3.5 - Material vegetal

As folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (10 anos) foram coletadas pela
Dra. Vania A. F. F. M. dos Santos em fevereiro de 2013, na Fazenda Experimental da
UNAERP (10:00 h, coordenada 21°11°'56,6” de longitude, 47°46’42,3” de altitude e de
606 m).

A identificagdo botanica foi realizada pela Profa. Dra. Rita Maria de Carvalho-
Okano do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual de Campinas. A exsicata
encontra-se depositada no Herbario do Departamento de Plantas Medicinais da
Universidade de Ribeirao Preto (HPM-UNAERP) sob o voucher 00755.

3.6 - Isolamento do padrao de friedelina

Com o intuito de isolar o triterpeno friedelanico, friedelina (Figura 8, p. 44), para
posterior identificacdo dos produtos biossintetizados pela levedura Saccharomyces
cerevisiae, buscou-se otimizar o solvente extrator e a separagdo cromatografica dos

extratos das folhas de Maytenus ilicifolia.

Para tanto, foram realizados cinco extratos a partir de 1g de folhas utilizando
como solventes extratores (20 mL, 3x) o Hex, Hex:AcOEt (8:2), Hex:AcOEt (2:8),
AcOEt e DCM. Os extratos obtidos foram submetidos a analise por cromatografia de
camada delgada (CCDC) com revelagdo em anisaldeido. Apds a identificagéo,
observou-se uma melhor separagcdo das substancias de interesse, no extrato
Hex:AcOEt (8:2). Esta analise foi realizada a fim de minimizar as etapas de isolamento

dos padrdes (Corsino et al., 2000).

Apos a otimizagao, 190,39 g de folhas de M. ilicifolia foram submetidas a
trituragdo com nitrogénio liquido e a extragao foi realizada com Hex:AcOEt (8:2),
resultando em 2,6384 g do extrato bruto. Durante o tempo de secagem em capela
com fluxo de ar continuo, ocorreu precipitacdo de sélido branco, posteriormente
identificada como uma mistura de friedelina e friedelanol. Esse sélido foi pré-purificado
por centrifugagao e lavagem em AcOEt e posteriormente purificado por cromatografia

em coluna (CC) utilizando Hex e AcOEt em gradiente de polaridade crescente. A
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separagao por CC deu origem a 29 fracdes, sendo que a fragdo 2 (0,247 g) foi

identificada como friedelina.

A partir do método de extracdo estabelecido e dos padrdes obtidos deu-se
continuidade ao trabalho de identificacdo dos produtos biossintetizados pela levedura

S. cerevisiae.

3.7 - Analise do padrao de friedelina obtido a partir das folhas de M. ilicifolia e

da producao do gene sintético da friedelina

O padrao de friedelina obtido foi identificado por ressonéncia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono (RMN de '3C) utilizando o espectrometro de
RMN Bruker Avance Il 600 (14,1 T) operando a 600 MHz na frequéncia do 'H e 150

MHz na frequéncia do '3C. A amostra foi analisada em cloroférmio deuterado.

Os extratos obtidos da levedura foram submetidos a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) realizada no cromatografo Shimadzu
QP-2010 com coluna Agilent Technologies DB-5MS de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. As

condi¢cdes de analise sdo descritas a seguir:
Temperatura inicial da coluna: 200 °C
Temperatura final da coluna: 290 °C
Temperatura do injetor: 250 °C

Rampa de Aquecimento: 200 °C (12 min) e aumento linear de 10 °C/min até
290 °C (30 min).
Modo de injegao: split (1/10)

Modo de ionizacéo: Impacto Eletrénico

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - Estudo de mutacao sitio-dirigidas do gene de friedelina sintase
A molécula de friedelina é o unico triterpeno pentaciclico que apresenta uma

cetona no C-3 (WANG, 2010). Assim, estudos relativos a ciclizagdo desta molécula
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tornam-se importantes tanto para definir a especificidade de produto da ciclase,
quanto para confirmar a formacéo de friedelanol além da friedelina (CORSINO et al.,
2000).

Para tanto, a partir do gene sintético de friedelina sintase, adquirido e otimizado
para expressdao em Saccharomyces cerevisiae, foram estabelecidos pontos de
mutacao sitio-dirigida com base em estudos de ciclizagcdo com as enzimas lanosterol
sintase (EC 5.4.99.7) de S. cerevisiae (ERG7pS288c), B-amirina sintase (EC
5.4.99.39) de Panax ginseng (PNY1), Pisum sativum (PSY) e Glycyrrhiza glabra
(GgbAS1) e lupeol sintase (EC 5.4.99.41) de Olea europaea (OEW), Taraxacum
officinale (TRW) e Arabidopsis thaliana (LUP1) (WU et al., 2004). A Figura 4, p. 38
apresenta os residuos da friedelina sintase das diferentes matrizes alinhados

juntamente com o ponto de mutagao estabelecido para KAFRS e MiFRS.

Figura 4: Alinhamento multiplo entre as friedelinas sintases KdFRS e MIiFRS e outras
triterpeno sintases.

PSY VAW G817 T 'S DODHGWOVS DCTAEGLKCCL LIS PIEE IV GEKMEPER LEDS VNELLS LOGE
GgbAs1 YW= GB T F'S DODHGWOVS DCTAEGLKCC L LIMSEVE PIEF I vVGEKMEPERL Y DSVNVL LS LORE
PNY1 VANl G817 T F'S DODHGWOV S DC TAEGLKCC LTSl PtE v GIRKEINPER LY DSVNVLLS LOGE

KdFRS VW< GA VT FSDODHGWOES DCTAEGLKCCL LIS gtMe)ar v GEMIEPER T, Y DSVNVL LMLORE
LUP1 VXYM G2V T F S DIDHGWOV S DCTAEALKCCL LS BUMINDT v CeK TDINE 8T, v DSVNEL LS Lo
MiFRS VA3 GEii T F S DODHGWOES DCTAEALKCCL LRIV Pl BV GE KD POITRE S VNI L S 1Ol

oz 567 TR SO Ieu 0 - § - o BAgE -3 7 A e -
TRW VW< AW T FSMODHGWOV S DCTAEGLK\YST LMSHeMMENE v GE K VEREIET, v DEWVNVELS LOEE
Erg7pS288c 440 [RENGCERTK TN T DeIENS iR T[RYVKN S PV SEfHAMS SEHmlws Gl i ileN T

Legenda: @) alinhamento foi gerado com a ferramenta Clustalw2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e o background de acordo com a classe de aminoacidos foi
gerado pela ferramenta BoxShade (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

4.1.1 - Clonagem para vetor de expressao

A fim de elucidar a clonagem das ORFs, a Figura 5 (p. 39) mostra um mapa
vetor pYES2 utilizado e os produtos de digestdo com duas enzimas de restricao
coesivas com diferentes sitios de reconhecimento do cassete de clonagem
(Figura 5 A, p. 39), permitindo uma clonagem direcional. A Figura 5 (p. 39) mostra que
o inserto (do gene sintético, nesta ilustragao) foi gerado por PCR com primers (Figura
5 B, p. 39), e, também apresenta a digestao do inserto e do vetor (Figura 5 C, p. 39),
confirmando a clonagem por PCR (Figura 5 D, p. 39) e por digestdo com as mesmas

enzimas de restrigdo (Figura 5 E, p. 39).
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Figura 5: Clonagem da ORF do gene sintético em pYES2 e confirmagéo.

A 5 B ¢

-

~N
Hind Il
Kpn |
Sac |

Legenda: A) Esquema ilustrativo mostrando o cassete de clonagem do vetor pYES2. B) Amplificacdo
do inserto (1) com primers contendo o sitio de restricdo das enzimas para clonagem. C) Digestdo 9do
vetor pYES2 (1; ~5900 pb). D) Confirmagao da clonagem por PCR de col6nia (numeradas de 1a 7). E)
Diagnéstico de restrigdo, em que as coldnias numeradas de 2 a 4 ndo apresentaram o inserto, enquanto
que as colbnias numeradas como 1, 5 a 7, apresentaram o vetor pYES2 linearizado ~5900 pb e o
inserto em ~2500 pb. L: marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen).

Fonte: Autora, 2015.

4.1.2 - Mutagoes sitio-dirigidas

A primeira mutagao realizada nos genes de friedelina sintase foi a substituicao
de um residuo de leucina por um de valina na posicao 483 em KdFRS e 482 em
MiFRS, baseada na observagao de que mutagdes sitio-dirigidas realizadas no residuo
de posicao correspondente em lanosterol sintase (V454) de Saccharomyces
cerevisiae onde foi observado que entre as alteragdes dos residuos de histidina para
glutamina e de isoleucina para valina apenas o segundo mutante permitiu o

crescimento independente do ergosterol e em cicloartenol sintase (1481) de
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Arabidopsis thaliana onde foi estudado a producdo de cicloartenol através da
substituigdo do residuo de isoleucina por fenilalanina, leucina, alanina e glicina
causando pequenas mudancas relacionadas ao tamanho e dos aminoacidos
inseridos demonstraram que esses residuos foram eficazes na determinagao do perfil
do produto ciclizado e desprotonado (HART et al., 1999; JOUBERT et al., 2000;
MATSUDA et al., 2000; HERRERA et al., 2000; MEYER et al., 2002).

Considerando a especificidade da enzima ciclase nos processos de ciclizacao
e rearranjo para a formacao dos triterpenos a partir da mutacao de isoleucina para
treonina na posigao 481 de Arabidopsis thaliana (WU et al., 2002), executou-se a
segunda mutacgao correspondente ao gene sintético da friedelina sintase com a troca
de um residuo de leucina por um de treonina na posigcdo 483 (L483T). A partir do
sequenciamento genético foram gerados os eletroferogramas dos mutantes contendo
as sequéncias de nucleotideos dos genes de friedelina sintase sintético (Figuras 6, p.
41 e 7, p. 42) e de Maytenus ilicifolia (Figuras 8, p. 43 e 9, p. 44) mutados,

respectivamente.



Figura 6: Eletroferograma gerado pelo sequenciamento genético do mutante L483V do gene sintético.
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Figura 7: Eletroferograma gerado pelo sequenciamento genético do mutante L483T do gene

sintético.
I e e T IR R I T RSN DR LI AR I N N TN B N Dy oy |
CA GCCCATG ACTGTATTAAGAAGTCTCAGGTG AAAGACAACCCAT GGTGACTTTAGAA
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
1500 —
1000 —
500 —

wlannil fnnnnnn [ IRNNIRRNERINE) [RRIRRRRRRREY 1 1
GTAT GTACAGACATATTTCCAAAGGTGCAT GGACCT TCAGTGATCAAGATCATGGT TGGCAAACTAGTGATT GCACAGCAGAGGG

85 920 95 100 105 110 115 120 126 130 136 140 145 150 156 160 165

1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950
[ RIRERNIRNY [RARRRRINE) [ RRRRINRRRRNN)) mnpnnnn
AAATGTTGTTTG AGTTTGAT GC AGGTTGT GGGT GAAG ATAGT GTT
175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 250

CTGAAAGA
235

2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900 2950

[ RRRNRIRRNE! I RINIRRRRRRN]) [ASRIRRRAN])
GTCTTGTTATAT TTGCAATCTAAGAACGGAGGTAT GCCTGGATGGGAGCCTGCTGGTGAATCCGAATGGTTGGAATTGT T

255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335

3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800

(LIRRRRRAR N [ RRIRIRA Y] [ RARINRERNRRNEY] fnpannn 1nnn
AATCCCACAGAATTCTTTGAGAACAT CGTTATCGAACATGAATACGTTGAGTGTACTTCCTCAGCAGTCCAAGCCTTAGTGTT

340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420

50 4200 4250 4300 4350 4450 4500 4550 4600 650 4700 4750 4850 4900 4950

1 BlnRaRRRRERRRRRREND BRRRRRRuuRRRnRRRRRRRRRNRRER]  RERRRNERINN]
T TCAAGAAATTGTATCCATT GCACAGGAGGAAAGAAGT CGAAAGGT TCATTACCAATGGTGCCAAATACTTAGAAGACATAC

425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500

> -
-

5050 5100 5150 5200 5250 5300 5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650 5700 5750 5800 5850 5900 5950

Ielllnn sfneiinpnninnl faligniiniuninyg saalnlailfnunl
ATGCCAGATGGCTCCTGGTAT GGCAATTGGGGTGTATGT TTTACTTATGGT GCATGGTTTGCTTTAGAAGGTTTATCT GCAGC
510 515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585

6050 6100 6150 6200 6250 6300 6350 6400 6450 6500 6550 6600 8650 6700 6750 6800 6850 6900 6950

(ARIRERRTR NN AR R R RN RN R RN NN R N AR AR PR R . ] )
TGGTAAGACT TAT TTGTGCCGCAGTGAGAAAGGGAGT GGA AATTAGAAGAT GGAGGAT GG
590 595 600 610 615 620 625 630 650 655 660 665

1500 —

1000 —

500 —

__7100 7150 7200 7250 7300 7350 7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800 7850 7800 7950

T BawntnlaniiunfanfononnnnflBonnaniafnnliiaulfon snw . sluniulnuionne N.cnlins
GGTGAAAGTTATCAATCATGCCCTGACAAGAAGTACGTCCCTTTGGAAGATAATA GGTCTAATTTGGTTCAGACATCTT
875 680 686 690 696 700 708 710 716 720 725 730 735 740 745

8050 8100 8150 8200 8250 8300 8350 8400 8450 8500 8550 8600 8650 8700 8750 8800 8850 8900 8950

sannlilng AN TN N T PR NN N e oallnnn nn
TGATGGG TTTGATCTACGCTGG CC AAGCA GATAGAGATCCTACACC TTTACATC

755 760 765 770 775 780 785 790 795 800 805 810 815 820 825

0050 9100 0150 9200 9250 9300 0350 9400 9450 9500 9550 9600 0650 9700 0750 0800 9850 9900 9950

830 835 840 845 850 855 860

1500 —
1000 —

10050 10100 10150 10200 10250 10300 10350 10400 10450

42



sn_ conna RN RN RN Dunun R R RO nanllaann R0 R ol unbuul b0}
AGAGATAACCCCTCTGGCAACTTTGAGAAAATGT TTCGCCACATT T CCAAAGG

10
| GGTC

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

900 950
hkn FRRR R N RN RRRR RN RN RN R RN R DR RR RN RN RN RN RN RN e inp NN RN
LQTCGT GGACTTTCTCTGATCAAGATCAT GGATGGCAAGTTTCT GATTGCACTGCTGAAGCCTTAAAGTGCT GCCTGCTAGCAGE

1050 1100 150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950

L L R R N R N N R RN RN NN RN RN
AACCATGCCTGAAGAGCTTGTCGGT GAGAAATTAGATCCTCAATGGATATTT GAGTCTGTAAACATCATACTTTCCCTCCAAGA

[ 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 226 230 235 240 245 250

2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900 2950

LA NN N R N NN RN RN RN AR R R R R RN NN IR
CTAAAACTGGTGGTTTAGCCGGCTGGGAACCAGTAAGAGCT GGACAAT GGAT GGAGATGCTCAACCCTATGGAGTTTCTTGA

[ 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335

3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800 3850 3900 3950

ARRRR R R RN R RN R R R R RN s wawa o RN NRR RN RN RRRRRRRRRRRRRR RN RRRRRR D
GAATATT GT GATT GAACATACATATATTGAGTGCACTGGATCTTCAATCATTGCTTTCATTACACTCAAGAAGTTAT TCCCAGGT

340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420

4050 4100 4150 4200 4250 4300 4350 4400 4450 4500 4550 4600 4650 4700 4750 4800 4850 4900 4950
AR RN D RN RN RN R RN RN RN RN R R e i RN RN R RRNRR RN RN RN R RN RRRREN
CATAGGACCAAAGACATTGACAATTTCATTGTAAACGCCATAAGATATCTT GAGGATGAGCAGTATCCT GATGGCTCGT GGTAT

425 430 435 440 445 450 455 460 485 470 475 480 485 490 495 500
" ‘ ‘ L
4 / . O e A i W
5050 5100 5150 5200 5250 5300 5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650 5700 5750 5800 5850 5900 5950
AEn R R RN RN RN RR RN n RN o e iiniinnnnnninniabinnfinneninined
GGGAACTGGGGTATTTGCTTCATCTATAGTACAATGTTTGCACTCGGAGGGCTAGCAGCAGCTGGTAGAACTTACAAAAACT
510 515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585
1000

Loaaaloaadl

6050 6100 6150 6200 6250 6300 6350 6400 6450 6500 6550 6600 6650 6700 6750 6800 6850 6000 6950
sadw BpRRni R nn i Rannfaliuannnnnnninuninininalafilonninal B0l Buniablonanlinaninl
GT CAGGCTGTGCGCAGAGGTGT TGACTTTCTACTAATTAATCAGAGTGACGACGGGGGATGGGGAGAAAGCTATATTTC
590 595 600 605 610 615 620 625 630 835 840 845 850 855 660 665

.
T

-

7050 7100 7150 7200 7250 7300 7350 7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800 7850 7900 7950

BonnalalBBaBBonnanna i RRNONRouanOlalnanatulond O0aunalonununnnfnonlnntion alnunlns
FCCCAAGAAAGAAATATACGCCYCT TGAAGGAAGAAGATCAAATGTTGTACAAACTGCATGGGCTATGCTA GGGCTGC T
670 875 680 685 690 695 700 705 710 718 720 726 730 735 740 745

A
8050 8100 8150 8200 8250 8300 8350 8400 8450 8500 8550 8600 8650 8700 8750 86800 8850 8900 8950

Henwnnn b wan sdn B N leaatluanBon ono o . B_08 e NEEN e dBaE N sEEEa
lCTATGCTGGGCCAGGCTGAGAGAGATCCCACTCCTCTCCACCGTGG TGCGAAGTTACTAA TCAATTACC
750 755 760 765 770 775 780 785 790 795 800 805 810 815 820

825 830 835 840 845 850 856

- TN = O W e, NI NN /N
\,,:/,,\ XA DO sl X DK DS
10050 10100 10150 10200 10250 10300 10350 10400 10450

43

Figura 8: Eletroferbgrama gerado pelo sequenciamento genético do mutante L482V do gene de
friedelina sintase de M. ilicifolia.



Figura 9: Eletroferograma gerado pelo sequenciamento genético do mutante L482T do gene
de friedelina sintase de M. ilicifolia.
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A partir do sequenciamento obtido fez-se o alinhamento com a sequéncia
original dos genes de friedelina sintase sintético (Figuras 10, p. 45) e de Maytenus

ilicifolia (Figura 11, p. 45).

Figura 10: Mutagoes sitio-dirigidas L483V e L483T no gene sintético de friedelina sintase.

WT 480 FRSMYRHISKGAWTFSDQDHGWQLS DCTAEGLRCCLLFSIMQPEVVG 508
L483V 460 FRSMYRHISKGAWTFSDQDHGWQﬂSDCTAEGLKCCLLFSLMQPEVVG 508
L483T CEMFR SMYRHISKGAWTFSDQDHGWQMS DCTAEGLRCCLLFSIMQPEVVG 508
Figura 11: Mutag0es sitio-dirigidas L482V e L482T no gene de friedelina sintase de M. ilicifolia.
wt N OLSDCTAEALKCCLLAATMPEELVGEKLDPOQWIFESVNIILSLOEPKTGGLAGWEPVRAG

L482T 481 @TSDCTAEALKCCLLAATMPEELVGEKLDPQWIFESVNIILSLQEPKTGGLAGWEPVRAG
IR AVERNS SN OV SDCTAEALKCCLLAATMPEELVGEKLDPQWIFESVNIILSLOEPKTGGLAGWEPVRAG

Os produtos formados a partir da extragdo dos mutantes L483V (m=4,7 mg) e
L483T (m=8,1 mg) foram entdo extraidos de acordo com o protocolo utilizado por
Kushiro et al. (1998), como descrito anteriormente (p. 35) e analisados por CG-EM a
fim de propor caracteristicas especificas de ciclizagdo da enzima friedelina sintase e

a formacao de friedelina e/ou friedelanol.

As mesmas mutag¢des foram realizadas com o gene de friedelina sintase de M.
ilicifolia e levaram a formacao dos mutantes de L482V e L482T que também foram

extraidos e analisados por CG-EM.
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4.2 - Analise do padrao de friedelina (1) obtido a partir das folhas de Maytenus

ilicifolia por ressonancia magnética nuclear

O espectro de RMN de 'H da friedelina (1) (Espectro 1, p. 46) confirmou a
identidade desse triterpeno pentaciclico apresentando sinais referentes a grupos
metilicos, metilénicos e metinicos. Foi observado um multipleto em 6 2,38 atribuido ao
hidrogénio a carbonilico H-2, seis simpletos em & 0,88, 0,73, 0,87, 1,05, 1,18, 0,95,
atribuidos aos hidrogénios metilicos H-24, H-25, H-26, H-27, H-28, H-29 e H-30,
respectivamente, e um dupleto em & 1,00 (3H, J=3,8 Hz) atribuido aos hidrogénios H-

23, caracterizando o esqueleto friedelanico.

Espectro 1: Expansao do espectro de RMN de 'H de 1 (600 MHz, CDCls).
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A analise dos dados de RMN de '3C de 1 mostrou a presenca de um carbono
carbonilico com sinal em 6 213,3 (Espectro 2, p. 47). O sinal em 5 6,8, atribuido ao C-
23, é caracteristico do esqueleto friedelanico e apresenta protecéo pelo efeito gama
da carbonila em C-2. O espectro apresenta também os sinais referentes aos 28

carbonos restantes, os quais, por comparagao com dados da literatura (MAHATO et
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al., 1994), Tabela 3, p. 47, corroboram a atribuicdo da estrutura quimica da friedelina
(1) (Figura 12, p. 48).

Espectro 2: Espectro de RMN de 3C de 1 (150 MHz, CDCl3).

: SHE GoR@g3IRBeEAZAb
o ITANA O ROANNMYONRANONOY®
p 230 933Q4NNANRURNI
| I B
60 55 50 45 fis(ppm)ao S 20 15 10 S5
| L i
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f %ggm) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
Tabela 3: Dados de RMN de '3C (150 MHz, CDCl3) de 1.
Carbono b Literatura Carbono ) Literatura
1 22,3 22,3 16 36,0 36,0
2 41,5 41,5 17 30,0 30,0
3 213,3 213,2 18 42,8 42,8
4 58,2 58,2 19 35,3 35,3
5 42 .1 42 1 20 28,1 28,1
6 41,2 41,3 21 32,7 32,7
7 18,2 18,2 22 39,2 39,2
8 53,1 53,1 23 6,8 6,8
9 37,4 37,4 24 14,6 14,6
10 59,4 59,4 25 17,9 17,9
11 35,6 35,6 26 20,2 20,2
12 30,5 30,5 27 18,6 18,6
13 39,7 39,7 28 32,1 32,1
14 38,3 38,3 29 35,0 35,0
15 32,4 32,4 30 31,8 31,8
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Figura 12: Estrutura quimica de 1.

4.3 - Analise dos produtos obtidos a partir da extragdao de Saccharomyces
cerevisae por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

4.3.1 - Gene Sintético

A Figura 13, p. 49 mostra os cromatogramas de ions totais (TIC) e espectros
de massas dos produtos obtidos para o gene sintético de K. daigremontiana. A
extragcdo da levedura controle (Cromatograma A e espectro de massas B) e da
levedura com o gene mutado (Cromatograma C e espectro de massas D), demonstrou
a presenca do lanosterol e da friedelina, respectivamente, nos tempos de retencao de

30,0 min e 35,2 min, ambos apresentando m/z 426.
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Figura 13: Cromatogramas de ions totais (TIC) e os espectros de massas das substancias que apresentam
[M]+ com m/z 426 da linhagem controle e da amostra de extragdo da levedura com o vetor contendo o
gene de friedelina sintase de M. ilicifolia.
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Legenda: A) Cromatograma (TIC) obtido da fragdo apds a extragdo dos compostos da linhagem
controle, com vetor pYES2 vazio. B) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retengdo em 30,0
min e m/z 426, identificado como lanosterol. C) Cromatograma (TIC) obtido da linhagem com vetor
pYES2 contendo a ORF do gene sintético de friedelina sintase. D) Espectro de massas (El) do pico
com tempo de retengdo em 352 min e m/z 426, identificado como friedelina.

Apesar dos dois espectros apresentarem perfis de fragmentagcdo semelhantes
e ion molecular [M]* com m/z 426, o lanosterol (FUJINO e OHNISHI, 1979; SUZUKI
et al., 2006), ndo apresenta fragmentacao correspondente ao fragmento caracteristico
da friedelina com m/z 341. Esse ion ocorre pela fragmentagéo do anel A (CARVALHO,

2013) como mostrado na Figura 14, p. 50.
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Figura 14: Esquema de fragmentagao da friedelina.
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v
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Fonte: Carvalho, 2013.

Por outro lado, também foi possivel confirmar a presenga do lanosterol (Figura
13, p. 49, Cromatograma A e espectro de massas B), com tempo de retengao 30,0
min e ion molecular [M]* com m/z 426, pela analise do fragmento m/z 393 referente a
perda de um grupo metilico e agua do anel A, tipica fragmentacédo de alcool
secundario, bem como o ion com m/z 325 referente a perda da cadeia alifatica lateral

a partir do fragmento com m/z 393.
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Com base na analise do espectro de massas da friedelina (Figura 13 D, p. 44)
foi possivel observar fragmentos fundamentais discutidos anteriormente que
corroboraram a presenca da friedelina da levedura transformada contendo o vetor do
gene sintético. Portanto, esses dados indicam que a clonagem e expressao da
levedura contendo o gene mutado levou a produgédo heterdloga do composto alvo

(friedelina).

4.3.2 - Gene da Maytenus ilicifolia

Da mesma maneira, a analise por cromatografia de ions totais (TIC) acoplada
a espectrometria de massas (Figura 15 C e D, p. 52) do extrato obtido da levedura
contendo o gene da friedelina sintase extraido de Maytenus ilicifolia, mostrou, no
tempo de retencao igual a 33,303 min e [M]* com m/z 426, a presencga da friedelina.
Da mesma forma, a analise empregando as mesmas técnicas cromatografica e
espectrométrica (Figura 15 A e B, p. 52) do extrato obtido da linhagem controle indicou
a presencga do lanosterol, com o tempo de retencédo de 30,545 min e [M]* com m/z
426.
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Figura 15: Cromatogramas de ions totais (TIC) e os espectros de massas das substancias que
apresentam [M]* com m/z 426 da linhagem controle e da amostra de extracdo da levedura com o vetor
contendo o gene de friedelina sintase de M. jlicifolia.
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Legenda: A) Cromatograma (TIC) obtido da fragdo apds a extracdo dos compostos da linhagem
controle, com vetor pYES2 vazio. B) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retencdo em 30,5
min e m/z 426, identificado como lanosterol. C) Cromatograma (TIC) obtido da linhagem com vetor
pYES2 contendo a ORF do gene de friedelina sintase de M. ilicifolia. D) Espectro de massas (El) do
pico com tempo de retengdo em 33,3 min e m/z 426, identificado como friedelina.
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4.4 - Andlise das amostras das mutagoes sitio-dirigidas no gene da friedelina
sintase por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

As amostras das mutagdes sitio-dirigidas nos genes de friedelina sintase foram
analisadas por CG-EM com a colaboragdo do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes.
Todas as mutagdes apresentaram o ergosterol (Figura 17, Espectro A, p. 54) de ion
molecular [M]* com m/z 396 e fragmentos caracteristicos com m/z 363 e m/z 337
(DONG Y. et al., 2006), seus derivados e seu precursor, o lanosterol, de ion molecular
[M]* com m/z 426 e fragmentos caracteristicos com m/z 393 e m/z 325 (FUJINO e
OHNISHI, 1979; SUZUKI et al., 2006). Essas substancias fazem parte do metabolismo
endoégeno da levedura. No entanto, cada uma das mutag¢des apresentou suas

particularidades na producgao de outras substancias e estao descritas a seguir.

4.4.1 - Mutacgao do residuo de leucina para valina

A partir das analises dos espectros de massas da mutacéo da leucina para a
valina (Figura 16, p. 53) na posicdo 483 do gene sintético de Kalanchoe
daigremontiana, observou-se uma mistura de manool e esclareol (Espectro B, p. 54),
sesquiterpenos cuja formagao participa da mesma rota biossintética dos triterpenos,
taraxerol (Figura 17, Espectro C, p. 54) que apresenta ion molecular [M]* com m/z 426
e fragmentos caracteristicos com m/z 189, m/z 204, m/z 269, m/z 284, m/z 287, m/z
302 e m/z411 (SOUZA et al., 2001), B-amirina (Figura 17, Espectro D, p. 54) com ion
molecular [M]* com m/z 426 e fragmentos caracteristicos com m/z 218 e m/z 203
(WANG et al., 2010), e friedelina (Figura 17, Espectro E, p. 54) com ion molecular [M]*
com m/z 426 e fragmentos caracteristicos com m/z 341, m/z 273, m/z 205 e m/z 123
(CARVALHO, 2013) discutidos anteriormente (p. 50).

Figura 16: Mutacao do residuo de leucina para valina na posi¢do 483 do gene sintético e 482 do gene
da M. ilicifolia.

leucina valina
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Figura 17: Cromatograma (TIC) e espectros de massas obtidos apds a mutagdo na posigao 483
do residuo de leucina para valina no gene sintético de K. daigremontiana.
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Legenda: A) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retencdo em 27,3 min e m/z 396,
identificado como ergosterol. B) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retencdo em 23,3 min
e m/z 412, identificado como mistura de manool e esclareol. C) Espectro de massas (El) do pico com
tempo de retengdao em 30,0 min e m/z 426, identificado como taraxerol. D) Espectro de massas (El) do
pico com tempo de retencdo em 30,4 min e m/z 426, identificado como B-amirina. E) Espectro de
massas (El) do pico com tempo de retengdo em 35,2 min e m/z 426, identificado como friedelina.
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Apesar do residuo 11e483 do gene sintético ndo ser cataliticamente essencial
na ciclizagao do 2,3-epoxiesqualeno, a substituicdo da cadeia lateral sec-butila por
outra de isopropila proporciona uma sutil alteracdo estérica, que pode permitir um
melhor alinhamento do substrato ao sitio ativo da enzima para a conversao do 2,3-

epoxiesqualeno aos produtos ciclizados, taraxerol, -amirina e friedelina.

No gene de friedelina sintase de M. ilicifolia, a mesma mutagdo produziu a
friedelina e a B-amirina. O cromatograma do extrato e os espectros de massas dos

produtos obtidos apds a mutagao estao apresentados na Figura 18, p. 55.

Figura 18: Cromatograma (TIC) e espectros de massas obtidos apés a mutagao
na posigao 482 do residuo de leucina para valina no gene de friedelina sintase de M. ilicifolia.
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Legenda: A) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retencdo em 36,1 min e m/z 426,
identificado como friedelina. B) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retengao em 31,1 min
e m/z 426, identificado como B-amirina.
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4.4.2 - Mutacgao do residuo de leucina para treonina

A mutacgao na posigao 483 do gene sintético de Kalanchoe daigremontiana do
residuo de leucina por um de treonina (Figura 19, p. 56) ndo produziu friedelina,
apenas a B-amirina conforme observado no cromatograma e espectros de massa
(Figura 20, p. 56). Dessa forma, pode-se verificar o efeito estérico das alteracdes de
aminoacidos nesta mesma posigao visto que, o residuo treonina, de tamanho
ligeiramente maior devido a presenca do oxigénio na cadeia lateral juntamente com a
auséncia de estabilizagdo de sua carga negativa, permite que os padrdes alternativos
de dobramento enzima-substrato facilite a desprotonacdo prematura impedindo
assim, a formacéao da friedelina, substancia de maior quantidade de rearranjos na

ciclizagao do 2,3-epoxiesqualeno na formagéao dos triterpenos.

Figura 19: Mutagao do residuo de leucina para treonina na posicao 483 do gene sintético e 482 do gene
da M. ilicifolia.
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Figura 20: Cromatograma (TIC) e espectro de massas (El) da p-amirina (tr= 30,4 min) obtido apds a
mutacao na posicéo 483 do residuo de leucina para treonina no gene sintético de K. daigremontiana.
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No gene de friedelina sintase de M. ilicifolia, a mutacdo do residuo de leucina
para treonina na posigao 482 produziu a -amirina como observado no cromatograma

do extrato e nos espectros de massas dos produtos obtidos apds a mutacgéo (Figura
21, p. 57).

Figura 21: Cromatograma (TIC) e espectro de massas da B-amirina (tr=31,1 min) obtido apds a
mutac¢do na posi¢cdo 482 do residuo de leucina para treonina no gene de friedelina sintase de M.
ilicifolia.
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A producao de triterpenos e de sesquiterpenos nesses mutantes indica desvio
da rota biossintética, que inicialmente levaria a biossintese dos esteroides, mais
precisamente o ergosterol. Foi observado que o gene de friedelina sintase de M.

ilicifolia mostrou-se mais especifico, uma vez que o desvio da rota biossintética
produziu a friedelina.
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4.5 - Otimizagao cromatografica das analises das amostras que produziram

friedelina

Os cromatogramas resultantes das analises das amostras de leveduras com
gene sintético e de seus mutantes apresentaram uma variedade de substancias
alifaticas (cadeias apolares), além de sinais de ergosterol e seus derivados em
elevada concentragdo, o que prejudica a identificacdo das substancias de interesse
no extrato. Em vista disso, optou-se por aperfeicoar o método de extragdo com

limpeza e fracionamento da amostra.

Para o procedimento de limpeza, o extrato foi submetido a uma extracdo em
fase solida, utilizando silica flash (800 mg) em gradiente da fase movel utilizando Hex,
Hex:CHCIs (1:1), CHCIs em ordem crescente de polaridade, obtendo-se trés fracoes
de cada amostra. As fragdes apresentaram quantidades de massas de 0,4 mg, 0,3 mg
e 0,2 mg, respectivamente. Apds analise prévia por CCDC, as fragbes foram
submetidas a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
A analise das fragdes Hex, Hex:CHCIs (1:1) e CHCIs por CG-EM (Figuras 22 e 23, ps.
59 e 60) indicou a presencga de friedelina, friedelanol, p-amirina e esqualeno. Os
cromatogramas (TIC) A, B e C obtidos (Figura 22, p. 59) revelaram boa resolugcéo
cromatografica dos picos de interesse, visto que foi possivel observar os metabdlitos
produzidos sem a interferéncia de impurezas ou subprodutos do metabolismo da

levedura.
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Figura 22: Cromatograma (TIC) obtido apds a limpeza da amostra do mutante L483V
(mutagao na posigédo 483 do residuo de leucina para valina).

W

(15
1172

Legenda: A) Fragdo em hexano. B) Fragdo em hexano/cloroférmio (1:1). C) Fragao em cloroférmio.

A analise dos espectros de massas (Figura 23, A-E, p. 60) indicou a presenca
do friedelanol com ion molecular [M]* de m/z 428 e fragmentos caracteristicos com
m/z 413, m/z 275, m/z 206 e m/z 123 (Figura 23, Espectro C, p. 60). Também
identificou-se o precursor dos triterpenos, esqualeno, com ion molecular [M]* de m/z
426 e fragmento caracteristico com m/z 341 (Figura 23, Espectro A, p. 60). Essas
analises confirmaram também a presenca da friedelina nas trés fracées analisadas
(Cromatogramas A, B, C e espectros de massas B) mostrando ainda estar

concentrada na fragdo hexanica (Figura 22, Cromatograma A, tr 35,0 min, p. 59).
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Figura 23: Espectros de massas das substancias presentes na amostra apos a limpeza.
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Legenda: A) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retengdo em 21,9 min na fragdo hexano
e 21,9 min na fragdo hexano:cloroférmio de m/z 426, identificado como esqualeno. B) Espectro de
massas (El) do pico com tempo de retengcdo em 35,0 min na fracdo hexano, 34,9 min na fracdo
hexano:cloroférmio e 34,9 min na fragdo cloroformio de m/z 426, identificado como friedelina. C)
Espectro de massas (El) do pico com tempo de retengdo em 34,6 min na fragdo hexano, 34,4 min na
fragado hexano:cloroférmio e 34,4 min na fragao cloroférmio de m/z 428, identificado como friedelanol.
D) Espectro de massas (El) do pico com tempo de retengdo em 22,5 min na fragao cloroférmio e m/z
426, identificado como mistura de quinonametideos do tipo friedelano. E) Espectro de massas (El) do
pico com tempo de retengdo em 24,5 min na fragéo cloroférmio e m/z 426, identificado como mistura
de esclareol e lupeol.

4.6 - Determinacgao dos teores relativos dos triterpenos idenficados

Os triterpenos friedelina e B-amirina identificados na analise por CG-EM tiveram
seus teores relativos calculados, utilizando a area percentual do pico correspondente
no cromatograma de ions totais (TIC). Nos graficos a seguir estdo apresentadas as
quantidades relativas desses triterpenos nos extratos obtidos do gene selvagem e
ap6s as mutagdes no gene sintético (Figura 24, p. 61) e com gene de Maytenus
ilicifolia (Figura 25, p. 61).
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Figura 24: Teores das substancias obtidas do gene selvagem e ap6s as mutagdes no gene sintético.
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Figura 25: Teores das substancias obtidas do gene selvagem e apds as mutagcbes no gene de M.
ilicifolia.
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Nas mutacbes do gene sintético de Kalanchoe daigremontiana somente o
mutante L483V produziu a friedelina. As duas mutag¢des produziram a 3-amirina sendo
que o maior acumulo percentual deste metabdlito se deu no mutante L483T, que nao

produziu a friedelina.

Ja para as mutagdes do gene de M. ilicifolia, o acumulo percentual da friedelina
foi maior em relagdo as mutagdes do gene sintético, principalmente no mutante
L482V. De toda forma, a percentagem B-amirina também aumentou nas mutagdes do
gene de M. llicifolia (Figura 25, p. 61). Esses resultados demonstram que a
substituicdo de uma leucina na posig¢ao 482 ou 483 para valina ou treonina, que sao
aminoacidos menores, pode estabilizar o carbocation prematuramente levando a
formacdo de B-amirina, um dos primeiros triterpenos formados apds as etapas de
biossintese de triterpenos que envolve rearranjos de carbocations (Figura 2, p. 25).
Outrossim, a biossintese da friedelina é aquela que envolve o maior numero possivel
de rearranjos (Figura 2, p. 25) e pode requisitar outro(s) aminoacido(s) para melhor
definir a especificidade para maior producdo da friedelina. A especificidade
substrato/proteina esta sendo estudada com base em experimentos de modelagem
molecular (docking) da enzima com os aminoacidos avaliados nesse trabalho pelo
grupo de pesquisa do Prof. Rafael Guido do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC)
da Universidade de S&o Paulo (USP).

5 - CONCLUSAO

Mutacdes sitio-dirigidas foram realizadas no residuo de leucina da posicéao 483
do gene de friedelina sintase de K. daigremontiana obtido sinteticamente (L483T e
L483V) e da posigao 482, correspondente, no gene de friedelina sintase de M. ilicifolia
(L482T e L482V). As analises da expressao funcional dos mutantes do gene da
friedelina sintase permitiram a identificacdo de alteragdes na especificidade de
producao desta enzima. Os produtos formados dos mutantes confirmam o desvio da
rota metabdlica da formagao do lanosterol para a formagao da friedelina, da B-amirina

e do taraxerol e para os sesquiterpenos manool e esclareol.
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