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RESUMO 

Plantas constituem uma das principais fontes de produtos naturais bioativos, sendo 
capazes de sintetizar substâncias complexas e estereoespecíficas utilizadas para o 
tratamento de diversas doenças. Dentre essas substâncias, a friedelina se destaca 
pelo potencial gastroprotetor, antimicrobiano, hipolipemiante e por possuir uma 
carbonila na posição C-3 que faz com que a mesma seja precursora de substâncias 
com propriedades citotóxicas como a pristimerina, o celastrol e a maitenina, 
marcadores taxonômicos da família Celastraceae. Ademais o alto potencial 
terapêutico, a quantidade produzida desses metabólitos pelas plantas é pequena, de 
modo que alternativas de engenharia metabólica, com a expressão dos genes de 
plantas em sistemas heterólogos aliada à engenharia de proteínas para otimizar e 
aumentar a atividade das enzimas, vêm se mostrando promissoras. Desse modo, 
esse estudo avaliou a expressão da enzima friedelina sintase de Monteverdia 
ilicifolia (Celastraceae) e Populus davidiana (Salicaceae) em Saccharomyces 
cerevisiae. Resíduos específicos de ambas as enzimas foram modificados 
geneticamente por meio de reações de mutação sítio-dirigida, sendo as posições 
selecionadas a partir do uso do alinhamento múltiplo de sequências (MAS) e a 
análise da interação entre o sítio catalítico da enzima modelada e o produto 
friedelina. Após a obtenção dos genes mutantes, a sequência codificadora das 
enzimas foi clonada em um vetor de expressão, sendo o DNA recombinante 
transformado em levedura. Posteriormente, essa linhagem foi cultivada em meio 
seletivo e os terpenos extraídos e avaliados por cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria de massas (GC-MS). O teor de friedelina produzido pelas leveduras 
foi quantificado através de uma curva analítica utilizando colesterol como padrão 
interno. O teor de friedelina obtido para as enzimas selvagens de M. ilicifolia e P. 
davidiana foram de 2,024 ±0,169 mg/L e 1,024 ±0,072 mg/L, respectivamente. 
Dentre os mutantes avaliados, G533A apresentou um aumento na produção de 
friedelina de 1,8-3,6x (3,633 ±0,203 mg/L), enquanto as alterações na posição 729 
resultaram em perda da função. As demais mutações apresentaram resultados 
mistos de acordo com a natureza da enzima mutada. Os resultados aqui 
apresentados são importantes para melhorar o entendimento sobre a estabilidade e 
capacidade produtiva dessas enzimas que produzem a friedelina, o único triterpeno 
carbonilado da cascata de rearranjos da via biossintética. 
 

Palavras-chave: Celastraceae, Monteverdia ilicifolia; Populus davidiana; 

Saccharomyces cerevisiae; friedelina; engenharia metabólica; mutação sítio-dirigida 

  



 
 

    
 

ABSTRACT 

Plants are one of the main sources of bioactive natural products, being capable of 
synthesizing complex and stereospecific substances used for the treatment of 
diseases. Among these substances, friedelin is a triterpene with a lot of biological 
activities described, including gastroprotective, antimicrobial and hypolipidemic 
potential. This compound is known for having a carbonyl group at C-3 position, which 
makes it a precursor of cytotoxic quinonemethide triterpenes such as pristimerin, 
celastrol and maytenin, chemical markers of the Celastraceae family. Despite this 
potential, the amount of friedelin produced by host plants are low. In that case, the 
use of metabolic engineering alternatives with the expression of plant genes in 
heterologous systems combined with protein engineering can be a promising way to 
increase the production of this compound, while site-directed mutagenesis studies 
can determine the influence of key residues in the activity and specificity of the 
enzyme friedelin syntase. This study evaluated the expression of the enzyme 
friedelin synthase from Monteverdia ilicifolia (MiFRS) and Populus davidiana 
(PdFRS) in Saccharomyces cerevisiae. Specific residues of both enzymes were 
genetically modified through site-directed mutagenesis reactions, with key-positions 
for mutagenesis being selected using multiple sequence alignment (MAS) and 
molecular modelling. After these PCR reactions, the coding sequences were cloned 
into an expression vector and the recombinant DNA was transformed into yeast. 
Sebsequently, the strains were cultivated in a selective medium and the terpenes 
were extracted and evaluated by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). 
The mutations that produce friedelin were quantified through a calibration curve using 
cholesterol as standard. The friedelin content obtained for the wild-type enzymes 
were 2.024 ±0.169 mg/L for MiFRS and 1.024 ±0.072 mg/L for PdFRS. Among the 
mutants, G533A achieved a production of 3.633 ±0,203 mg/L, an increase from 1.8-
3.6 fold in comparison with the wild type enzymes. Mutations at the position 729 led 
to a loss of the enzyme function, while other residues showed mixed results. The 
results presented here are important to the understanding of the stability, specificity 
and productive capacity of friedelin synthase, the enzyme that produces the only 
carbonyl pentacyclic triterpene in the cascade of rearrangements of the biosynthetic 
pathway. 

Keywords: Celastraceae, Monteverdia ilicifolia; Populus davidiana; Saccharomyces 

cerevisiae; friedelin; metabolic engineering; site-directed mutagenesis. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 A família Celastraceae e Monteverdia ilicifolia 

A família Celastraceae é composta atualmente por mais de 1300 plantas 

classificadas em 106 diferentes gêneros. As espécies pertencentes a essa família 

estão distribuídas globalmente em regiões tropicais e subtropicais, com destaque 

para o norte do continente africano, o leste do continente asiático e o sul do 

continente americano, onde o Brasil se destaca com 49 táxons no Brasil e 36 

espécies endêmicas (BIRAL et al., 2017; SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA; 

COLAÇO, 2009; VELOSO et al., 2017).  Os principais gênero dentro da família são 

Maytenus, Monteverdia, Euonymus, Cassine, Tripterygium e Celastrus 

(PERESTELO, 2009). 

O histórico etnofarmacológico da família, e principalmente do gênero 

Maytenus, é extenso. Como exemplo, infusões das folhas de Maytenus ilicifolia e 

Maytenus aquifolium são amplamente utilizadas para o tratamento de desordens 

gastrointestinais (ANTUNES et al., 2020). Além disso, Euonymus alatus têm 

importância ornamental e infusões com seus galhos são ingeridas para o controle de 

diabetes e hiperglicemia (CHANG et al., 2012), sementes de Celastrus paniculatus 

são consumidas principalmente na Índia para o tratamento de disfunção cognitiva  e 

epilepsia (SHEN et al., 2019) e espécies como Tripterygium wilfordii são utilizadas 

pela medicina tradicional chinesa para o tratamento de artrite reumatoide e 

inflamações (BRINKER et al., 2007)  

Estudos recentes publicados por Biral e colaboradores (2017) reclassificaram 

espécies dentro do gênero Maytenus por similaridades morfológicas e análises 

genéticas, resultando na criação do gênero Monteverdia com 123 espécies. Dentre 

as espécies desse gênero, Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral, 

anteriormente conhecida como Maytenus ilicifolia, destaca-se pela ampla gama de 

atividades biológicas e rica diversidade metabólica (Figura 1). 
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Figura 1 – Folhas de Monteverdia ilicifolia. Fonte: Portal CIBFar. 

Conhecida popularmente como “espinheira-santa”, “cancerosa” e “espinho-de-

Deus”, Monteverdia ilicifolia é uma espécie amplamente utilizada pela população 

para o tratamento de dispepsias e úlceras gástricas, com os primeiros registros da 

utilização datando de 1920 (ANTUNES et al., 2020). A espécie, nativa do sul do 

continente, possui suas folhas em formato de espinho e galhos vendidos no país 

para serem consumidos em infusões, tinturas e tererês. O extrato seco é atualmente 

comercializado em cápsulas produzidas por laboratórios como Bionatus® e 

Herbarium®, sendo esses fitoterápicos recomendado pela ANVISA. Além disso, a 

espécie está presente na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao 

Sistema Único de Saúde – REINISUS (CHEN et al., 2023).  

O potencial biológico dessa planta vai além das capacidades 

gastroprotetoras. Estudos na literatura mostram a presença de substâncias com 

potencial antioxidante, antimicrobiano, citotóxico, antiinflamatório, antineoplásico, 

hipotensivo e antidiabético. Os metabólitos que conferem essas atividades para o 

extrato bruto fazem parte das classes dos flavonoides, taninos condensados, 

alcaloides e triterpenos (Figura 2) (ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; 

IGNACIMUTHU, 2011; ANTUNES et al., 2020; CHEN et al., 2023; VELOSO et al., 
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2017).

 
Figura 2 – Principais metabólitos bioativos encontrados no extrato de Monteverdia ilicifolia Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

É reportado que os flavonoides auxiliam na atividade gástrica a partir da 

captura de radicais livres, protegendo o estômago e o intestino da peroxidação 

lipídica, e por inativar a enzima ATPase da bomba de hidrogênio e potássio gástrico, 

responsável por acidificar o estômago (NIERO; ANDRADE; FILHO, 2011). Baggio e 

colaboradores (2007) verificaram que uma fração do extrato bruto rica em 

flavonoides inibiu o esvaziamento gástrico e a motilidade intestinal em níveis 

próximos à atropina. 

Taninos condensados possuem a capacidade de formar complexos com 

proteínas, polissacarídeos e íons metálicos, o que resulta na produção de uma 

camada protetora sobre a mucosa do intestino, favorecendo a recuperação do 

mesmo após lesões. A epigalocatequina e epigalocatequina-3-galato demonstraram 

atividade in vitro contra células tumorais gástricas visto que estimulam a liberação do 
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fator de crescimento transformador beta (TFG-β), que controla a proliferação dessas 

células de adenocarcinoma (OKABE et al., 1999; ZHENG, 1994). 

Os alcaloides não tem relação direta com a atividade gastroprotetora, porém 

os metabólitos isolados como aquifoliunina EI apresentam atividade antiprotozoária 

contra Trypanosoma cruzi e Leishmania chagasi e atividade anti-HCV (SANTOS et 

al., 2012). 

Outra classe de compostos que merece destaque pelas atividades biológicas 

apresentadas são os terpenos, em especial os triterpenos pentacíclicos friedelânicos 

e quinonametídeos presentes nas folhas e nas raízes de M. ilicifolia, 

respectivamente. Essas substâncias auxiliam na proteção da mucosa gástrica e na 

inibição da secreção ácida a partir do estímulo à produção de prostaglandina 

(ALVES et al., 2018).  

A friedelina, um derivado 3-oxofriedelano apresenta atividade antiproliferativa 

e potencial antimicrobiano, anti-pirético e hipolipemiante já descritos na literatura 

(SUBASH-BABU; LI; ALSHATWI, 2017). Acredita-se que este triterpeno é sintetizado 

nas folhas e posteriormente transportado para as raízes onde é convertido em 

triterpenos quinonametídeos (QMTs) como celastrol, maitenina e a pristimerina, 

compostos com expressiva antiprotozoária e antitumoral (SANTOS et al., 2013; SEO 

et al., 2018). Estudos recentes com a pristimerina demonstraram que a mesma inibiu 

o crescimento de células tumorais humanas de pulmão (A-549), mama (MCF-7) e 

fígado (Hep-G2 e Hep-3B) (CHEN et al., 2023). 

1.2 A biossíntese dos triterpenos 

Os terpenos representam uma das mais importantes e amplamente 

encontradas classes de compostos existentes na natureza, com mais de 35 mil 

substâncias isoladas e identificadas de fontes naturais como plantas, organismos 

marinhos e demais microrganismos (HAPPI et al., 2022). 

A diversidade química dos terpenos vem de sua biossíntese que ocorre a 

partir da condensação de unidades de isopreno (C5H8) que funcionam como blocos 

construtores para a produção de monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), 

diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), sesquarterpenos (C35) e 

carotenoides (C40). 
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Duas vias biossintéticas explicam a produção desses compostos, a via do 

mevalonato (MEV) e a via do metileritritol-fosfato (MEP). A diferença entre elas é o 

precursor, de modo que as unidades construtoras da via do mevalonato são 

oriundas da condensação de unidades de acetil-CoA por reação de Claisen, 

resultando no ácido mevalônico. Na via do metileritritol-fosfato, o ácido pirúvico se 

condensa com tiamina pirofosfato para a produção do 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato 

(THIMMAPPA et al., 2014).  

A via do mevalonato ocorre fora do plastídeo e resulta nos blocos 

construtores pirofosfato de isopentenila (IPP) e pirofosfato de dimetilalila (DMAPP), 

sendo esses utilizados pelo metabolismo de plantas, animais, fungos e algas 

principalmente na produção de esteroides, sesquiterpenos e triterpenos. A via do 

metileritritol-fosfato engloba ciclização que ocorrem dentro dos plastídeos resultando 

na produção de monoterpenos, diterpenos, carotenoides e isoprenoides 

fotossintéticos.  

Para a produção dos triterpenos, os terpenos de maior destaque em M. 

ilicifolia, três unidades dos blocos construtores IPP e DMAPP se condensam para a 

produção de farnesilpirofosfato (FPP). A junção de duas unidades de FPP cauda-

cauda leva à produção do esqualeno, como demonstrado abaixo (Figura 3).

 
Figura 3 – Produção do esqualeno a partir dos blocos construtores de IPP e DMAPP. Fonte: Imagem 

adaptada de THIMMAPPA et al., 2014. 
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Nos eucariotos, o esqualeno é oxidado para 2,3-oxidoesqualeno e pode 

assumir a conformação cadeira-barco-cadeira, levando à produção de esteroides em 

fungos e animais, e a conformação cadeira-cadeira-cadeira, a qual, geralmente em 

plantas, leva à produção de triterpenos. A quebra do anel epóxi resulta na formação 

do cátion damarenila em plantas. Esse carbocátion assume diversas posições ao 

longo da estrutura do esqualeno, rearranjando-se através de migração de átomos de 

hidrogênio ou grupos metila.  

A partir disso, uma série de rearranjos ocorre dando origem a diferentes 

esqueletos triterpênicos, sendo essas policiclizações catalisadas por enzimas 

conhecidas como oxidoesqualeno ciclases (OSCs). 

A estabilização dos cátions leva à produção de triterpenos como lupeol, β-

amirina e glutinol. O último rearranjo da cadeia leva à formação do cátion 

intermediário em C-4 friedelanila, que é posteriormente reduzido para friedelina 

(Figura 4) (THIMMAPPA et al., 2014). Dentre as enzimas, destaca-se a friedelina 

sintase, que recebe o substrato 2,3-oxidoesqualeno, promove o rearranjo e a 

estabilização do cátion friedelanila e realiza a redução desse cátion para o triterpeno 

friedelina.

 
Figura 4 – Biossíntese de triterpenos a partir do 2,3-oxidoesqualeno em eucariotos. Fonte: Imagem 

adaptada de THIMMAPPA et al., 2014. 
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Além da ampla gama de atividades descritas, a friedelina é o único triterpeno 

pentacíclico da cascata de rearranjos da via biossintética que possui uma carbonila 

em C-3 (Figura 5). Essa especificidade estrutural é um dos motivos pelos quais essa 

substância e a enzima correlata, chamada de friedelina sintase, são os alvos de 

estudos do nosso grupo de pesquisa nos últimos anos (CORSINO et al., 2000; 

MAZZEU et al., 2021).  

 
Figura 5 – Estrutura química da friedelina. Imagem fornecida pelo autor. 

A fim de entender a especificidade e a capacidade produtiva, atualmente 

realiza-se a associação da química de produtos naturais com a engenharia 

metabólica e a engenharia de proteínas para compreender a biossíntese e aprimorar 

a produção desse triterpeno. 

1.3 Biologia molecular e engenharia metabólica aplicada à Química dos 
Produtos Naturais 

 Plantas, fungos e bactérias são as principais fontes de produtos naturais 

bioativos. Esses organismos possuem um especializado metabolismo com a 

capacidade de sintetizar moléculas complexas e estereoespecíficas, que são 

posteriormente utilizadas pelo homem para o tratamento de variados tipos de 

doenças (PICKENS; TANG; CHOOI, 2011). 

 Ademais o alto potencial biológico dessas substâncias, a quantidade 

produzida desses metabólitos secundários, principalmente por plantas, é pequena. 

Desse modo, alternativas como a síntese química e a engenharia metabólica vêm 

sendo exploradas ao longo dos anos para a obtenção desses compostos de alto 

valor agregado em quantidades suficientes para suprir a demanda crescente por 

insumos farmacêuticos ativos (COURDAVAULT et al., 2021). 
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 A obtenção de substâncias através de síntese e de semissíntese vêm 

permitindo, ao longo dos anos, a produção de variados tipos de metabólitos em 

maior escala. Como exemplo, podemos citar a síntese completa da artemisinina em 

cinco etapas (OLIVEIRA; CRUZ; DIAS, 2022; ZHU; COOK, 2012) e a obtenção do 

paclitaxel a partir do intermediário 10-desacetilbacatina-III em quatro etapas (DENIS 

et al., 1988), respectivamente. 

 O maior entrave para a obtenção de maior rendimento nessas sínteses é a 

estereosseletividade da maioria das reações específicas. Por isso, nas últimas 

décadas, dedicou-se uma atenção especial e crescente ao estudo das vias 

biossintéticas de vegetais e microrganismos, buscando conhecer as enzimas e os 

mecanismos que levam à produção dos compostos de interesse. 

 Recentemente, o avanço tecnológico e científico possibilitou o 

desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de nova geração, estudos de 

genômica e de transcriptoma, os quais tem permitido o amplo mapeamento das vias 

biossintéticas, fornecendo alternativas para a manipulação do fluxo metabólico 

(YANG et al., 2022).  

 Desse modo, a engenharia metabólica, definida como a 

reprodução/modificação das vias biossintéticas de organismos superiores para a 

otimização da produção de um composto de interesse em um sistema heterólogo, 

vem se estabelecendo como uma alternativa sustentável, otimizada e promissora 

para a obtenção de metabólitos derivados de plantas  (MOSES et al., 2017). 

 Nesse contexto, a utilização de um sistema heterólogo como uma bactéria ou 

levedura, permite a transferência dos genes de organismos derivados para um 

sistema de crescimento rápido e de fácil manipulação, gerando fábricas celulares 

para a produção desses compostos (BRÖKER et al., 2020). Ao mesmo tempo, 

técnicas de biologia molecular e biologia sintética permitem a manipulação e 

otimização dessas vias biossintéticas buscando uma alteração no fluxo metabólico 

e, consequentemente, uma maior produção (BIRCHFIELD; MCINTOSH, 2020). 
 Dentre os sistemas heterólogos mais utilizados, destacam-se bactérias 

(Escherichia coli), leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e plantas (Nicotiana 

benthamiana). Atualmente, diferentes substâncias de alto valor agregado são 

produzidas a partir de engenharia metabólica, como b-amirina, ácido artemisínico e 
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taxadieno (Figura 6) (AJIKUMAR et al., 2010; CAO et al., 2015; MATSUMURA et al., 

2018; PADDON; KEASLING, 2014; WESTFALL et al., 2012; ZHU et al., 2018). 

 
Figura 6 – Exemplos de metabólitos produzidos a partir de sistemas heterólogos. Fonte: Imagem 

adaptada de PYNE et al., 2019. 

 Para a produção de triterpenos, Saccharomyces cerevisiae se destaca por ser 

um organismo eucarioto, com modificações pós-traducionais, compartimentalizado e 

robusto, sendo capaz de reproduzir a via do mevalonato e expressar genes 

endógenos como as enzimas da família CYP450 (PICKENS; TANG; CHOOI, 2011). 

  Após a seleção do hospedeiro, é necessário clonar os genes que codificam 

as enzimas para a produção do metabólito desejado nesse sistema heterólogo. Além 

disso, outras modificações podem ser realizadas para fazer o ajuste fino do fluxo 

metabólico. Como exemplo, genes que codificam precursores da via podem ser 

superexpressos ou integrados ao cromossomo do sistema heterólogo, enquanto 

genes de vias competitivas podem ser nocauteados (LI et al., 2022). 

 Além disso, é possível também avaliar as relações estrutura-atividade das 

enzimas a partir da realização de mutações sítio-dirigidas. 
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1.4 Mutação sítio-dirigida 

 

 A mutação sítio-dirigida é uma técnica baseada na reação em cadeia da 

polimerase (PCR) utilizada para alterar nucleotídeos de uma sequência genética que 

é posteriormente recombinada (EDELHEIT; HANUKOGLU; HANUKOGLU, 2009). 

Com essas alterações, é possível avaliar a importância dos resíduos de aminoácidos 

para a atividade e especificidade de uma enzima. 

 Essas mutações fornecem informações valiosas na análise de famílias de 

genes com alto índice de similaridade entre si, o que ocorre com as enzimas 

oxidoesqualeno ciclases (OSCs). Na literatura existem mais de 98 mutações 

pontuais realizadas com esses genes, sendo que a partir desses estudos foi 

possível identificar regiões conservadas, resíduos importantes para a estabilidade e 

posições-chave para a atividade das enzimas (CHEN et al., 2021). 

 Dentre as regiões conservadas, o motif altamente conservado composto por 

aspartato-cisteína-treonina-alanina-ácido glutâmico (DCTAE) mostrou-se parte do 

sítio ativo da enzima, com o aspartato sendo responsável por protonar o 2,3-

oxidoesqualeno e iniciar a cascata de rearranjos. Adicionalmente, pode-se citar as 

regiões conservadas metionina-X-cisteína-X-cisteína-arginina (MXCXCR), glutamina-

X-X-X-X-X-triptofano (QXXXXXW) e C-terminal, cujo os resíduos são responsáveis 

pela estabilização do carbocátion e importantes para a ligação do substrato e 

especificidade da reação (CHEN et al., 2021). 

 Como exemplo de informações obtidas a partir da realização de mutações em 

oxidoesqualeno ciclases, é digno de nota o estudo realizado por Kushiro e 

colaboradores (1999), que realizou mutações na posição 256 da enzima lupeol 

sintase de Olea europaea. Como resultado da troca do resíduo de lisina por um 

resíduo de triptofano (L256W), a enzima converteu-se em uma b-amirina sintase, 

estabilizando o cátion oleanil e possibilitando uma etapa de rearranjo adicional que 

levou à produção majoritária de b-amirina. 

 A alteração do resíduo de serina pelo aminoácido fenilanalina na posição 728 

da enzima b-amirina sintase de Avena strigosa (S728F) resultou na produção do 

triterpeno tetracíclico dammarano, não sendo a enzima mutada capaz de estabilizar 

cátions que levam à produção de triterpenos pentacíclicos (SALMON et al., 2016). 
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 Além de mudar a função, alterações de determinados resíduos podem 

resultar em uma maior produção para a enzima. Zhou e colaboradores (2019) 

verificaram que a mutação da treonina para ácido glutâmico (T502E) na friedelina 

sintase de Tripterygium wilfordii foi capaz de aumentar a produção de friedelina sem 

alterar a especificidade da mesma. Um resultado semelhante foi observado por 

Mazzeu e colaboradores (2021), que identificaram que a alteração de um resíduo de 

metionina por um resíduo de serina na friedelina sintase de Monteverdia ilicifolia 

(M549S) resultou em um aumento de produção do composto de interesse. 

 Souza-Moreira e colaboradores (2016) realizaram os primeiros estudos de 

mutação sítio-dirigida com a enzima friedelina sintase de Monteverdia ilicifolia 

(MiFRS), observando que a posição 482, adjacente ao motif DCTAE, era essencial 

no reconhecimento do substrato pela enzima a partir da presença de um resíduo de 

leucina que não era conservado nas demais OSCs. Em 2018, Alves e colaboradores 

identificaram e quantificaram, a partir de expressão heteróloga, a produção de 

diferentes isoformas de friedelina sintase encontradas M. ilicifolia, identificando qual 

possuía a maior atividade enzimática. 

 Devido à atividade biológica da friedelina e dos triterpenos quinonametídeos, 

a enzima MiFRS vem sendo alvo de estudo de nosso grupo de pesquisa nos últimos 

20 anos, inclusive com a finalidade de aumento de sua produção por expressão 

heteróloga. A partir do estudo publicado por Corsino (2000), foi possível verificar que 

a friedelina é produzida nas folhas e posteriormente transportada para as raízes, 

onde é oxidada para os triterpenos quinonametídeos (TQs).  

 Bicalho e colaboradores (2019) realizaram a identificação e a expressão 

heteróloga da enzima CYP712K4 em Saccharomyces cerevisiae e Nicotiana 

benthamiana, revelando que essa enzima é responsável por realizar a oxidação da 

posição C-29 da friedelina, levando à produção do ácido maitenoico. 

 Desse modo, o presente trabalho tem como objetivo continuar explorando 

resíduos-chave da enzima friedelina sintase a partir da realização de mutações sítio-

dirigidas uma vez que a obtenção de uma enzima com maior capacidade produtiva 

pode colaborar na determinação da via biossintética dos TQMs. Além do aumento 

da produção, estudos da relação estrutura-atividade da FRS podem proporcionar 

melhor entendimento da especificidade estrutural desse triterpeno cetônico. No 

presente estudo, as mutações sítio-dirigidas foram realizadas nas enzimas 
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monofuncionais de Monteverdia ilicifolia (MiFRS) e de Populus davidiana (PdFRS) 

buscando identificar alterações na especificidade e capacidade produtiva da enzima, 

permitindo a obtenção de uma maior quantidade de friedelina. 
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2 OBJETIVOS  

Objetivos gerais: 

Entender a especificidade biossintética da friedelina sintase a partir de 

estudos de mutação sítio-dirigida e avaliar como essas mutações afetam a 

capacidade de produção da enzima. 

Objetivos específicos:   

a) Clonar sequências codificadoras (cds) de friedelina sintase de Maytenus ilicifolia 

e de Populus davidiana no plasmídeo de expressão pESC-URA; 

b) Alinhar sequências de oxidoesqualeno ciclases (OSCs) e avaliar a estrutura 

tridimensional de MiFRS para selecionar potenciais sítios de mutação; 

c) Realizar reações de mutação sítio-dirigida com os genes de friedelina sintase; 

d) Confirmar as mutações a partir da realização de sequenciamento; 

e) Transformar os mutantes em Saccharomyces cerevisiae e induzir a expressão; 

f) Extrair e quantificar a friedelina produzida por GC-MS.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Equipamentos 

• Sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®); 

• Cromatógrafo Gasoso GC2010 Plus com injetor automático AOC6000 acoplado

 à Espectrômetro de Massas QP-2020 (Shimadzu®); 

• Coluna capilar RTX-5MS – C = 30m, L = 0,25mm, E = 0,25µm (Restek®); 

• Liofilizador Alpha 1-2 LD Plus (Christ®). 

• Incubadora B.O.D 347-CD (Fanem®); 

• Incubadora Shaker Innova 4430 (New Brunswick Scientific®); 

• Incubadora Shaker Innova 4000 (New Brunswick Scientific®); 

• Estufa 002-CB (Fanem®); 

• Espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher®); 

• Termociclador T-Advanced (Biometra®); 

• Fluxo laminar (Velco®); 

• Rotaevaporador 144 (Buchi®); 

• pHmetro PHi 510 (Beckman Coulter®); 

• Balança analítica AB204-S (Mettler Toledo®); 

• Pipetadores automáticos (Gilson®); 

• Sistema de purificação de água Milli-Q (Millipore®); 

• Sonicador USC-2800 (Unique®); 

• Centrífuga 5417-R (Eppendorf®); 

• Centrífuga 5818-R (Eppendorf®); 

• Centrífuga de bancada 5415-D (Eppendorf®) 

• Autoclave vertical (Prismatec®); 

• Espectrofotômetro DU 800 (Beckman Coulter®); 

• Banho de aquecimento 1100 (Fanem®); 

• Chapa de aquecimento (Lab-Line®); 

• Câmara UV (Syngene®); 

3.2 Soluções Preparadas 

• Agarose 1% (v/v) (Sigma-Aldrich®); 
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• Brometo de etídeo 0.5 µg/mL 

• Ladder de DNA 1Kb+; 

• Solução estoque de Ampicilina 50 mg/mL; 

• Solução estoque de Gentamicina 100 mg/mL; 

• Solução estoque de Cloroanfenicol 100 mg/mL; 

• Solução estoque de dNTP 100 mM; 

• Galactose 10% (V/V); 

• Glicose 10% (V/V); 

• Tampão TE pH 8.0; 

• Acetato de Lítio 1 M; 

• Acetato de Lítio 100 mM; 

• PEG 50% (m/V); 

• SS-DNA 2 mg/mL; 

• NaOH 20 mM; 

• Solução de NaCl 0,73% (m/V); 

• Clorofórmio grau HPLC; 

• Solução de clorofórmio:metanol 2:1 (V/V); 

3.3 Enzimas e reagentes 

• Padrão analítico de Colesterol (Sigma Aldrich®); 

• Padrão analítico de Friedelina (Sigma Aldrich®); 

• PlatinumTM Pfx DNA polymerase (Invitrogen®); 

• GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega®); 

• Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher®); 

• Gateway® BP Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen®); 

• Gateway® LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen®); 

• PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen®); 

• GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher®); 

• BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher®); 

• BigDye XTerminatorTM Purification Kit; 

• Enzima de restrição DpnI (New England Biolabs®); 
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3.4 Genes, Plasmídeos e linhagens de microrganismos. 

• Genes sintetizados de friedelina sintase (MiFRS e PdFRS, Genone 

Biotechnologies®); 

• Plasmídeo pDONRTM 207 (Invitrogen®); 

• Plasmídeo pESC-URA (Agilent Technologies®) [PGAL1-tHMG1, PGAL10, TRP1, 2µ]; 

• Bactéria competente Escherichia coli DH5-α (Invitrogen®); 

• Levedura Saccharomyces cerevisiae CEN.PK.113-5D (MATa MAL2-8c SUC2 ura3-

52 PERG7::PKEX2-ERG7). 

3.5 Meios de cultura 

• Meio Luria-Bertani líquido - 2,52 g do caldo Luria-Bertani (Kasvi®) em 100 mL de 

água ultrapura; 

• Meio Luria-Bertani sólido - 2,52 g do caldo Luria-Bertani (Kasvi®) e 2 g de Ágar 

(Kasvi®) em 100 mL de água ultrapura; 

• Meio YPD líquido - 1 g de Extrato de levedura (Kasvi®), 2 g de Peptona (Kasvi® 

e 10 mL de glicose 20% (V/V) em 100 mL de água ultrapura; 

• Meio sintético completo para auxotrofia de uracila (SC-URA) líquido – 0,67 g do 

reagente Levedura Nitrogênio Base sem aminoácidos (Difco®), 0,2 g do drop-out 

de aminoácidos utilizados (receita no anexo A-2), 10 mL de açúcar 20% (V/V) em 

100 mL de água ultrapura; 

• Meio sintético completo para auxotrofia de uracila (SC-URA) sólido – 0,67 g do 

reagente Levedura Nitrogênio Base sem aminoácidos (Difco®), 0,2 g do drop-out 

de aminoácidos utilizados (receita no anexo A-2), 2 g de Ágar (Kasvi®), 10 mL da 

solução de glicose ou galactose 20% (V/V) em 100 mL de água ultrapura; 

  



30 
 

    
 

4 METODOLOGIA 

Os ensaios de biologia molecular aqui descritos foram realizados em 

colaboração com os Prof. Dr. Cleslei Fernando Zanelli e Prof. Dr. Sandro Roberto 

Valentini no Laboratório de Biologia Celular e Molecular de Microrganismos da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara (UNESP). A Dra. Tatiana 

Maria de Souza Moreira supervisionou as etapas do trabalho desenvolvido no 

laboratório.  

4.1 Subclonagem das sequências codificadoras dos genes selvagens de 
friedelina sintase 

4.1.1 Seleção dos genes de friedelina sintase 

Para a realização desse estudo, foram selecionados os genes que codificam 

as enzimas friedelina sintase de Monteverdia ilicifolia (Número de acesso GenBank: 

AVR49025.1) e de Populus davidiana (Número de acesso GenBank: ART66198.1).  

A escolha por esses genes, dentre as mais de quatorze sequencias 

atualmente depositadas no National Library of Medicine (NCBI), se deu pelo fato 

dessas enzimas serem monofuncionais, ou seja, capazes de produzir somente a 

friedelina. Desse modo, a produção de outros terpenos após a expressão dos genes 

modificados poderia ser verificada de modo qualitativo.  

Para esse estudo, ambos os genes foram sintetizados comercialmente com 

otimização dos códons para expressão em S. cerevisiae e clonados em um 

plasmídeo com marca de seleção de ampicilina pela empresa Genone 

Biotechnologies®. 

4.1.2. Purificação dos genes (Miniprep) 

As bactérias contendo o DNA recombinante com as sequências codificadoras 

de friedelina sintase de M. ilicifolia e P. davidiana foram inoculadas em 5 mL de meio 

Luria-Bertani com ampicilina (LB+Amp) por 16 horas (37 ºC, 200 rpm), sendo 

posteriormente purificados através do protocolo descrito no kit PureLinkTM Quick 

Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen®). A quantidade de DNA molde utilizada para as 

reações posteriores foi determinada após a medição da concentração da solução 

purificada no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Fisher®). 
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4.1.3 Clonagem por Gateway® 

O sistema Gateway® (Invitrogen) é uma técnica de biologia molecular que 

permite a transferência eficiente de fragmentos de DNA entre plasmídeos usando 

sequências específicas de recombinação, chamadas de “site-specific attachment site 

(att)”. A metodologia se baseia na utilização da recombinação sítio-específico do 

bacteriófago λ, onde uma região específica da sequência é ligada nos dois flancos 

de um DNA e esse é recombinado com um vetor a partir de duas reações simples, 

usando um mix de enzimas fornecido pelo fabricante e sem a necessidade da 

utilização de enzimas de restrição ou ligação (REECE-HOYES; WALHOUT, 2018). 

4.1.3.1 Desenho dos primers attB e reação de amplificação 

O primeiro passo para a realização dessa clonagem foi desenhar os primers 

que se ligam aos genes desejados e inserem nos mesmos as sequências 

recombinantes (attB).   

Como essa etapa se dá por uma reação de PCR comum, os primers devem 

obedecer a certos requisitos, como possuir de 40-60% das bases guanina (G) e 

citosina (C) e possuir temperatura de fusão (Melting temperature - Tm) entre 50-55 

ºC. 

O primer forward, que é complementar à sequência 5’-3’ do DNA, deve 

possuir de 18-25 pares de base (bp) do gene da ser clonado, até 25 pares de base 

da sequência recombinante attB e iniciar com quatro resíduos de guanidina. 

O primer reverse, que é o reverso complementar da sequência 3’-5’ do DNA, 

deve possuir de 18-25 pares de base do gene a ser clonado, até 25 pares de base 

da sequência recombinante attB e iniciar com quatro resíduos de guanidina. 

Desse modo, temos para os genes de friedelina sintase de Monteverdia 

ilicifolia (MiFRS) e para a friedelina sintase de Populus davidiana (PdFRS) os 

seguintes primers apresentados na Tabela 1, sendo a sequência recombinante attB 

apresentada em azul e as bases utilizadas para ajustar a janela de leitura (open 

reading frame) em vermelho. Os oligonucleotídeos utilizados nesse trabalho foram 

obtidos comercialmente e a sequência dos primers foram checadas a partir da 

utilização do software PrimerX (Bioinformatics.org). 
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Tabela 1 – Primers utilizados para a inserção da sequência attB nos genes de interesse. 
Gene Primers Sequências 

MiFRS 
forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTGGAAAATCAAAATAGCCG 

reverse GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAAGCACTGTTTATCTTCATAGCC 

PdFRS 
forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTGGAGATTGAAGATTGC 

reverse GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTACAACTTCTTAGATGGTAATGGGAC 

Para a inserção da sequência de attB nos genes de interesse, os primers 

desenhados foram empregados em reações em cadeia da polimerase (PCR) 

utilizando a enzima PlatinumTM Pfx DNA polymerase (Invitrogen®) e seus respectivos 

reagentes, como apresentado na Tabela 2. 

Os genes de friedelina sintase MiFRS e PdFRS, utilizados nessa reação 

como DNA molde foram obtidos como descrito no item 4.1.2. 

Tabela 2 – Componentes utilizados na reação de PCR para inserção da sequência attB nos genes de 
interesse. 

Componente Volume utilizado 
Tampão da enzima 6,25 µL 

 
mix dNTP 100 mM 1,5 µL 

MgSO4 50 mM 1 µL 

Primer forward 12,5 µM 0,75 µL 

Primer reverse 12,5 µM 0,75 µL 

DNA molde 200 ng 

Pfx DNA polymerase 0,5 µL 
Água q.s.p. 50 µL 

Preparou-se a mistura reacional em um microtubo de 200 µL e a mesma foi 

submetida a amplificação utilizando de um termociclador Analytik Jena (T-Advanced 

Biometra®), sendo o programa de temperatura utilizado apresentado na Tabela 3. 

Tabela 3 – Condições de PCR utilizadas para a amplificação dos genes. 
Etapa Temperatura Tempo Ciclo 
Desnaturação inicial 95 ºC 10 min - 
Desnaturação 95 ºC 30 seg 

35x 
Anelamento 68 ºC 1 min/1000 bases 

Extensão 68 ºC 15 min - 

Após a realização da PCR, a mistura reacional foi analisada em gel de 

agarose 0,8% (m/v) com auxílio de ladder de DNA e revelada em câmara UV 
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Syngene®. O inserto visualizado foi recortado do gel e purificado seguindo o 

protocolo do kit GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher®). 

4.1.3.2 Reação BP 

A reação BP é a etapa seguinte da clonagem via Gateway® onde o substrato 

da PCR anterior (gene-attB) é clonado dentro de um vetor doador, ou seja, um 

plasmídeo contendo o sítio attP que será recombinado. A Figura 7 esquematiza essa 

clonagem com a entrada no gene desejado no plasmídeo, mostrando que o mesmo 

substitui o gene que confere resistência ao cloranfenicol.  

 

 

Figura 7 – Representação da reação BP para a produção do clone de entrada. Fonte: Imagem 

fornecida pelo autor. 

Para essa etapa, o plasmídeo pDONRTM 207 (vetor doador) foi descongelado 

e inoculado em meio líquido Luria-Bertani contendo os antibióticos gentamicina e 

cloroanfenicol (LB+Gem+Clo) em incubadora com agitação constante (37 ºC, 16h, 

200 rpm). Após, realizou-se a purificação desse inóculo de acordo com o descrito no 

item 4.1.2. 

A reação BP foi realizada a partir da mistura reacional apresentada na Tabela 

4. O mix de enzimas utilizado foi obtido a partir do kit Gateway® BP Clonase II 

Enzyme Mix (Invitrogen®). 
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Tabela 4 – Mistura reacional da reação BP. 
Componente Quantidade utilizada 
miniprep gene-attB 50 fmol 

miniprep pDONRTM 207 50 fmol 

Mix de enzimas BP Clonase 2 µL 

Tampão TE pH 8.0 q.s.p 8 µL 

O microtubo contendo a reação foi incubado em banho de aquecimento 

overnight (25 ºC, 18h) e após, o DNA amplificado foi adicionado em bactéria 

competente seguindo o protocolo apresentado no anexo A-1, sendo plaqueada em 

meio seletivo LB+Gem. A placa foi incubada em estufa (37 ºC, 16 h) e após um dia 

verificou-se o aparecimento de colônias.  

O produto formado pela reação consiste no gene da friedelina sintase clonado 

no plasmídeo pDONRTM 207. 

4.1.3.3 Reação LR 

 A reação LR é a segunda e última da clonagem Gateway®. Nessa etapa, o 

produto da reação BP (gene-attL) é purificado e clonado para um vetor de 

expressão, ou seja, um plasmídeo com alto número de cópias que pode ser 

expresso em meio heterólogo. A Figura 8 esquematiza essa clonagem com a 

entrada no gene desejado no plasmídeo, mostrando que o mesmo substitui o gene 

que confere resistência ao cloranfenicol. 

 

 
Figura 8 – Representação da reação LR para a produção do clone de expressão. Fonte: Imagem 

fornecida pelo autor. 

Para essa etapa, o plasmídeo pESC-URA (vetor de destino) foi descongelado 

e inoculado em meio líquido Luria-Bertani contendo os antibióticos ampicilina e 
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cloranfenicol (LB+Amp+Clo) em incubadora shaker (37 ºC, 16 h, 200 rpm). Após, 

realizou-se a purificação desse inóculo com o kit de miniprep utilizado anteriormente. 

A reação LR foi realizada a partir da mistura reacional apresentada na Tabela 

5. O mix de enzimas utilizado foi obtido a partir do kit Gateway® LR Clonase II 

Enzyme Mix (Invitrogen®). 

Tabela 5 – Mistura reacional da reação LR. 
Componente Quantidade utilizada 
miniprep gene-attL 150 ng 

miniprep pESC-URA 150 ng 

Mix de enzimas BP Clonase 2 µL 

Tampão TE pH 8.0 q.s.p 8 µL 

 

O microtubo contendo a reação foi incubado em banho de aquecimento 

overnight (25 ºC, 18 h) e posteriormente o DNA resultante da PCR foi inserido em 

bactéria a partir de um procedimento conhecido como transformação do plasmídeo 

em bactéria (seguindo o protocolo apresentado no anexo A-1) e plaqueado em meio 

LB+Amp. 

O aparecimento de colônias corresponde aos clones de friedelina sintase 

MiFRS e PdFRS inseridos no plasmídeo pESC-URA. Esse plasmídeo, foi 

selecionado por apresentar um promotor induzível por galactose, sendo descrito por 

Bicalho e colaboradores (2019) como o mais reprodutível para a expressão de 

genes de friedelina sintase em levedura.  

Além disso, o gene truncado de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase 

(tHMG1) também está clonado neste vetor de expressão. Ao ser expresso, esse 

gene é transcrito para a enzima HMG-CoA redutase, fornecendo o substrato HMG-

CoA para a via do mevalonato (OHYAMA et al., 2007). 

Para a confirmação da eficiência da clonagem, o procedimento de 

sequenciamento foi realizado. 

4.1.4 Sequenciamento dos genes clonados 

Após a realização da clonagem Gateway®, cada gene de friedelina sintase 

(MiFRS e PdFRS) foi inserido no plasmídeo pESC-URA juntamente com o gene 

tHMG-1. Apesar da taxa de sucesso dessa clonagem ser grande, deve-se garantir 

que nenhuma mutação involuntária ocorreu durante o procedimento. 
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Para isso, realizou-se o sequenciamento dos genes a partir da utilização do 

kit BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher®). Para essa reação, 

foi realizada uma miniprep (item 4.1.2) a partir do inóculo da bactéria transfomada 

com o plasmídeo pESC-URA [PGAL1-tHMG1, PGAL10-FRS, TRP1, 2µ] (pESC-

URA+tHMG1+FRS).  Além disso, utilizou-se do tampão presente no kit, da enzima 

BigDyeTM e de primers forward desenhados para se alinharem os genes de friedelina 

sintase (anexo B-1). A mistura reacional utilizada foi preparada em um microtubo e 

consistiu nos componentes apresentados na Tabela 6. 

Tabela 6 – Mistura reacional da reação de sequenciamento. 
Componente Quantidade utilizada 
miniprep pESC-URA+tHMG-1+ FRS 500 ng 

Primer 3,2 µM 2 µL 

Tampão 5x 3,5 µL 

BigDyeTM 1 µL 

Água q.s.p. 20 µL  

Após, a mesma foi submetida a amplificação utilizando termociclador, sendo o 

programa de temperatura utilizado apresentado na Tabela 7. 

Tabela 7 – Condições de PCR utilizadas para o sequenciamento. 
Etapa Temperatura Tempo Ciclo 
Desnaturação inicial 96 ºC 1 min - 

Desnaturação 96 ºC 10 seg 

25x Anelamento 50 ºC 5 seg 

Extensão 60 ºC 4 min 

Extensão final 60 ºC 5 min - 

 

Após a amplificação, as amostras foram precipitadas com o kit BigDye 

XTerminatorTM Purification Kit (Thermo Fisher®) seguindo o protocolo do fabricante. 

Para cada amostra sequenciada, foram utilizados 10 µL de solução X-Terminator, 45 

µL de solução SAM e 10 µL da PCR. As amostras foram submetidas a 

homogeneização em vórtex por 30 minutos, centrifugadas (2 min, 4000 rpm) e 

encaminhadas para análise no sequenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied 

Biosystems®) do Laboratório Multiusuários da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Araraquara (UNESP). 
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4.1.5 Transformação em S. cerevisiae 

A transformação de alta eficiência é uma metodologia utilizada para inserir o 

plasmídeo de expressão em uma levedura conhecido por “método acetato de 

lítio/SS-DNA carreador/polietilenoglicol” (GIETZ; SCHIESTL, 2007). 

Todas as transformações em levedura realizadas neste trabalho utilizaram a 

linhagem de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-5D (MATa MAL2-8c SUC2 

ura3-52 PERG7::PKEX2-ERG7). 

Inicialmente, a linhagem de levedura foi descongelada e plaqueada em meio 

YPD (30 ºC, 16 h). Posteriormente, uma colônia foi selecionada e inoculada em 5 mL 

de meio líquido YPD para o preparo de um pré-inóculo (30 ºC, 16 h, 200 rpm). No 

dia seguinte, a concentração das células foi quantificada por espectrofotômetro DU 

800 (Beckman Coulter®) a 600 nm. 

Calculou-se o volume de células necessário para obter uma concentração de 

5x106 células/mL e diluiu-se em 10 mL de meio YPD, incubando por 3-4 horas (30 

ºC, 200 rpm). 

Após, centrifugou-se o meio e o pellet de células foi lavado com 5 mL de água 

ultrapura. Na sequência, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de acetato de lítio 100 

mM estéril e incubado por 15 minutos (30 ºC). 

As células foram centrifugadas e adicionou-se os componentes do mix de 

transformação apresentados na Tabela 8. 

Tabela 8 – Mix utilizado para a reação de transformação em levedura. 
Componente Quantidade utilizada 
50% PEG 480 µL  

LiAc 1M 72 µL 

SS-DNA 2 mg/mL 100 µL 

miniprep pESC-URA+tHMG-1+ FRS 5 µL 

Água  63 µL  

 

A mistura reacional foi vortexada por 1 minuto e incubou-se a mesma em 

agitador (30 ºC, 30 min, 200 rpm). Posteriormente a amostra foi levada para banho-

maria (42 ºC, 20 min), adicionou-se 500 µL de meio líquido YPD e a amostra foi 

novamente incubada sob agitação (30 ºC, 2 h). 
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Coletou-se as células por centrifugação e o pellet foi ressuspendido em 200 

uL de água ultrapura e plaqueado em meio seletivo SC-URA. As colônias 

transformadas com o plasmídeo pESC-URA apareceram após 2-3 dias de incubação 

em B.O.D. (30 ºC, 72 h).  

4.1.6 PCR de colônia  

Para confirmar a presença do plasmídeo após a transformação em levedura, 

algumas colônias foram analisadas por PCR de colônia. 

Utilizou-se o protocolo da enzima GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega®). 

Inicialmente foram adicionados 10 µL de NaOH 20 mM em cada tubo de PCR para 

quebrar a parede celular da bactéria. Em seguida, uma pequena quantidade de cada 

colônia a ser analisada foi transferida para esse tubo e o mesmo foi incubado em 

termociclador (95 ºC, 10 min).  

Após, o conteúdo do tubo foi centrifugado e o sobrenadante contendo o DNA 

(colônia) foi utilizado para a reação de PCR apresentada na Tabela 9. Os primers 

utilizando estão apresentados no anexo B-2. 

Tabela 9 – Mix utilizado para a reação de transformação em levedura. 
Componente Quantidade utilizada 
Tampão  4 µL  

dNTP 100 mM 0,4 µL 

Primer forward 5 µM 1,6 µL 

Primer reverse 5 µM 1,6 µL 
DNA (colônia) 1 µL 

Enzima GoTaq  0,1 µL  

Água 11,3 µL 

Os amplicons foram verificados por eletroforese em gel juntamente em gel de 

agarose 0,8% (m/v) e brometo de etídeo (0,5 µg/mL) com auxílio de ladder de DNA e 

revelada em câmara UV Syngene®. 

4.2 Realização de mutações sítio-dirigidas e quantificação dos produtos 

Os genes selvagens MiFRS e PdFRS foram submetidos a reações de PCR 

para mutação sítio-dirigida e transformados em levedura a fim de avaliar a ação de 

alterações de um único aminoácido na função da enzima. Para isso, utilizou-se 
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técnicas de bioinformática para a seleção de posições-chave onde realizar as 

mutações, as quais foram transformadas em levedura, sendo então realizada a 

indução da expressão em sistema heterólogo, extração e quantificação da friedelina 

por cromatografia gasosa. 

4.2.1 Alinhamento dos genes de OSCs através de técnicas de bioinformática 

As enzimas oxidoesqualeno ciclases (OSCs) são o ponto central para o 

entendimento da biossíntese dos triterpenos e derivados. Porém, até o presente 

momento, não existem estudos na literatura que conseguiram isolar e cristalizar 

enzimas dessa família. 

Desse modo, faltam informações sobre a estrutura terciária dessas proteínas, 

sendo a sequência primária dos aminoácidos que compõem essas enzimas a 

principal informação disponível em bancos de dados. A partir dessas informações, é 

possível utilizar técnicas de bioinformática para alinhar essas sequências primárias, 

verificar a similaridade entre as OSCs, realizar predições por modelagem molecular 

e propor posições para a realização de mutações sítio-dirigidas. 

Nesse estudo, para avaliar a especificidade da friedelina sintase, as isoformas 

de Monteverdia ilicifolia (Nº Acesso GenBank: AVR49025.1), Kalanchoe 

daigremontiana (Nº Acesso GenBank: ADK35125.1) e Populus davidiana (Nº Acesso 

GenBank: ART66198.1) foram alinhadas com OSCs que produzem triterpenos 

similares à friedelina, como apresentado na Figura 9. 
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Figura 9 – Triterpenos produzidos a partir das enzimas utilizadas no alinhamento múltiplo. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

Além das enzimas que dão origem aos produtos da cascata de rearranjos 

apresentada anteriormente (Figura 4), as enzimas que produzem os triterpenos 

shionona e astertarona A também foram inseridas no alinhamento. Essa escolha 

deve-se ao fato de que essas estruturas, assim como a friedelina, possuem a 

posição C-3 oxidada, sendo esse grupo de enzimas denominado 3-ceto OSCs. 

As enzimas utilizadas no alinhamento são apresentadas na Tabela 10. 
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Tabela 10 – Enzimas utilizadas no alinhamento múltiplo de sequências (MSA). 
Enzima Hospedeiro Abreviação Nº de acesso 

friedelina sintase 

Monteverdia ilicifolia MiFRS AVR49025.1 

Kalanchoe daigremontiana KdFRS ADK35125.1 

Populus davidiana PdFRS ART66198.1 

shionona sintase Aster tataricus AtSHS F8WQD0.1 

astertarona A sintase Brassica rapa BrASS XM_009142199 

glutinol sintase Kalanchoe daigremontiana KdGLS ADK35124.1 

lupeol sintase 

Betula platyphylla BpLUS BAB83087.1 

Lotus japonicus LjLUS BAE53430.1 

Glycyrrhiza glabra GgLUS BAD08587.1 

Olea europaea OeLUS BAA86930.1 

Taraxacum officinale ToLUS BAA86932.1 

Kalanchoe daigremontiana KdLUS ADK35126.1 

Ricinus communis RcLUS NP_001310684.1 

Bruguiera gymnorhiza BgLUS BAF80444.1 

β-amirina sintase 

Glycyrrhiza glabra GgBAS BAA89815.1 

Pisum sativum PsBAS BAA97558.1 

Euphorbia tirucalli EtBAS BAE43642.1 

Betula platyphylla BpBAS BAB83088.1 

Panax ginseng PgBAS 
BAA33461.1; 

BAA33722.1 

cicloartenol sintase 

Monteverdia ilicifolia MiCAS APG38074.1 

Luffa aegyptiaca LaCAS BAA85266.1 

Betula platyphylla BpCAS 
BAB83085.1; 
BAB83086.1 

Kalanchoe daigremontiana KdCAS ADK35127.1 

Brassica rapa BrCAS 
XP_009136183.1; 

XP_009136183.1 

Arabidopsis thaliana AtCAS 
NP_001325220.1; 

NP_178722.1 

Panax ginseng PgCAS BAA33460.1 

Pisum sativum PsCAS BAA23533.1 

Lotus japonicus LjCAS BAE53431.1 

Glycyrrhiza glabra GgCAS BAA76902.1 

Glycyrrhiza glabra GgBAS BAA89815.1 

 

Utilizou-se da plataforma NCBI (National Center of Biotechnology Information 

- www.ncbi.nlm.nih.gov) para a obtenção das sequências primárias das enzimas, da 
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ferramenta Clustal-ω (EMBL-EBI - www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para a 

realização do alinhamento e do aplicativo BoxShade ExPASy (Swiss Institute of 

Bioinformatics - descontinuado) para a apresentação dos dados de alinhamento. 

Um modo de prever a estrutura tridimensional das OSCs de friedelina sintase 

é a partir da modelagem molecular. Utilizou-se da ferramenta Swiss-Model (Swiss 

Institute of Bioinformatics - https://swissmodel.expasy.org) para obter uma predição 

da estrutura molecular da enzima friedelina sintase por homologia com a estrutura 

cristalográfica da lanosterol sintase de humano (Protein Data Bank ID: 1W6K). 

4.2.2 Realização das reações de mutação sítio-dirigida 

Após a seleção de posições-chave para a atividade da enzima, realizou-se a 

PCR de mutação sítio-dirigida. Para essa reação, desenhou-se primers forward e 

reverse altamente complementares a sequência do gene selvagem na mesma 

região, sendo a única diferença a alteração pontual de 1-3 nucleotídeos, alterando o 

códon e consequentemente o aminoácido que é transcrito e traduzido em uma 

determinada posição. 

Os primers para essa PCR devem possuir o(s) nucleotídeo(s) a serem 

mutado(s) no centro, com 10-20 nucleotídeos de cada lado da mutação, possuírem 

de 40-60% das bases guanina (G) e citosina (C) e temperatura de melting (Tm) entre 

75-85 ºC. A qualidade dos primers desenhados foi medida a partir da utilização da 

plataforma PrimerX (Bioinformatics.org), sendo os mesmos sintetizados e obtidos 

comercialmente. 

Em sequência, a reação de mutação sítio-dirigida foi realizada seguindo a 

metodologia descrita por Edelheit e colaboradores (2009). Nessa metodologia, uma 

reação é feita para cada um dos primers e posteriormente os dois produtos da PCR 

são unidos e anelados em um único tubo, aumentando a eficiência e a probabilidade 

de sucesso na mutação. 

As reações foram realizadas com a enzima Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase (Thermo Fisher®), sendo a mistura reacional apresentada na Tabela 11. 
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Tabela 11 – Mix utilizado para as reações de mutação sítio-dirigida. 
Componente Quantidade utilizada 
Plasmídeo pESC-URA+tHMG-1+ FRS 500 ng 

MgCl2 0,25 µL 

dNTP 10 mM 0,75 µL 

Tampão da enzima 5 µL 

Primer forward ou reverse 40 pmol 

Enzima Phusion DNA Polymerase 0,3 µL  
Água  q.s.p. 25 µL  

 

Após a adição dos componentes, cada um dos tubos de PCR foi incubado em 

termociclador com o programa de temperaturas descrito na Tabela 12. 

Tabela 12 – Programa de temperatura utilizado para a reação de mutação sítio-dirigida. 
Etapa Temperatura Tempo Ciclo 
Desnaturação inicial 98 ºC 30 seg - 

Desnaturação 98 ºC 10 seg 

30x Anelamento 55 ºC 40 seg 

Extensão 72 ºC 5 min 

Extensão final 72 ºC 10 min - 

Em seguida, o conteúdo dos dois tubos foi unido e o anelamento prosseguiu 

em termociclador conforme descrito na Tabela 13. 

 Tabela 13 – Programa de temperatura utilizado para a o anelamento da reação de mutação. 
Etapa Temperatura Tempo 

Anelamento 

  
  

  

  

95 ºC 5 min 

90 ºC 1 min 

80 ºC 1 min 

70 ºC 30 seg 
60 ºC 30 seg 

50 ºC 30 seg 

40 ºC 30 seg 

Posteriormente, o conteúdo do tubo de PCR foi submetido a uma reação de 

digestão para a linearização do DNA parental não-mutado (25 ºC, 16h) para a 

linearização do DNA parental não-mutado. Para isso, adicionou-se ao produto de 

PCR anelado 1 µL da enzima DpnI (Thermo Fisher®), 5 µL do tampão CutSmart™ 

(Thermo Fisher®) e 4 µL de H2O ultrapura.  
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Após a reação de digestão, o produto da mutação foi transformado em E. coli 

(conforme descrito no anexo A-1), plaqueado em meio seletivo LB+Amp e incubado 

em estufa (37 ºC, 16 h).  

As colônias resultantes foram inoculadas em meio líquido LB+Amp (37 ºC, 16 

h, 200 rpm), purificadas pelo kit de miniprep e sequenciadas conforme descrito no 

item 4.1.4. Para confirmar as mutações pontuais e a qualidade dos 

sequenciamentos foram utilizados os programas SnapGene® e SeqScanner 2.0 

(Apllied Biosystems®). 

Os genes mutantes foram posteriormente transformados em levedura pelo 

protocolo descrito no item 4.1.5. 

4.2.3 Expressão em sistema heterólogo 

Após a obtenção dos mutantes no plasmídeo de expressão pESC-URA e a 

transformação dos mesmos na linhagem de S. cerevisiae desejada, realizou-se o 

cultivo da levedura e a expressão da enzima. 

Para isso, as colônias selvagens e mutantes foram repassadas em placa de 

Petri contendo o meio seletivo SC-URA e incubadas em B.O.D. (30 ºC, 72 h). Após, 

colônias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio SC-URA contendo 2% de 

glicose (30 ºC, 16 h, 200 rpm), sendo o inóculo posteriormente centrifugado (5 min, 

4000 rpm) e lavado com água ultrapura (10 mL). 

Após, o pellet de células foi ressuspendido em 10 mL de SC-URA contendo 

2% de galactose em uma densidade ótica (D.O.600) inicial de 0.6. O cultivo na 

presença de galactose induz o promotor do plasmídeo pESC-URA para promover a 

transcrição da enzima friedelina sintase clonada, dando início à expressão da 

enzima. 

O cultivo foi realizado durante três dias em modo dinâmico (30 ºC, 200 rpm) e 

posteriormente o inóculo foi centrifugado e o material celular seco em liofilizador. 

4.2.4 Extração da friedelina e quantificação por GC-MS 

A extração dos triterpenos foi realizada seguindo a metodologia descrita por 

Souza-Moreira (2016). O pellet de células foi transferido para um tubo de vidro seco 

e pesado, onde adicionou-se aproximadamente 7 mL do solvente extrator 
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CHCl3:MeOH 2:1 (V/V).  Também realizou-se a adição de 50 µL de uma solução de 

colesterol à 240 µg/mL, sendo essa substância utilizada como padrão interno. 

O tubo foi levado para sonicação durante 10 minutos e após essa etapa 

adicionou-se 1,7 mL de uma solução de NaCl 0,73% (V/V) promovendo o 

aparecimento de duas fases. Realizou-se a centrifugação do tubo (4000 rpm, 5 min), 

recolhendo a fase inferior para um frasco de vidro lavado e seco.  

Para a análise desse produto por cromatografia gasosa, ressuspendeu-se o 

conteúdo do frasco de penicilina em 300 µL de clorofórmio grau HPLC, filtrou-se em 

filtro 0,22 µm e analisou-se em cromatógrafo gasoso GC2010 Plus (Shimadzu®) 

acoplado a espectrômetro de massas QP-2020 (Shimadzu®). 

Paralelamente, para a análise quantitativa da friedelina, curvas analíticas 

foram construídas a partir de uma solução estoque do padrão em clorofórmio na 

concentração de 1 mg/mL. A partir dessa solução, diluições sucessivas (1:1, V/V) 

foram realizadas no intervalo de 500-0,97 µg/mL, com a adição de 50 µL do padrão 

interno colesterol na concentração de 240 µg/mL em todos os pontos.  

Os pontos da curva analítica foram secos em vial, ressuspendidos em 300 µL 

de clorofórmio, filtrados e analisados por GC-MS. Para a análise qualitativa utilizou-

se do cromatograma de íons totais (TIC), enquanto a análise quantitativa da 

friedelina foi feita a partir da utilização do monitoramento de íon selecionado (SIM), 

onde o friedelina foi monitorada pelo sinal em m/z 246 e o padrão interno colesterol 

monitorado pelo sinal em m/z 301. 

As análises de GC-MS foram realizadas no equipamento QP2020C 

(Shimadzu®) com coluna HP-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm; Agilent®). Os softwares 

Excel (Microsoft®), GCMS Solution 4.41 (Shimadzu®), Prism 9 (GraphPad®) e Origin 

9 (OriginLab®) foram utilizados para a aquisição e tratamento dos dados 

cromatográficos. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

As sequências primárias das enzimas friedelina sintase de Monteverdia 

ilicifolia (MiFRS) e de Populus davidiana (PdFRS) foram analisadas em termos de 

suas estruturas primárias por alinhamento global múltiplo de sequências (MSA) e 

preditas em termos de sua estrutura terciária pela utilização de técnicas de 

modelagem molecular. A partir desses resultados, selecionou-se resíduos em 

posições chave para a realização de mutações sítio-dirigidas em ambas as 

sequências, observando mudanças na especificidade e na atividade das enzimas, 

avaliando também a capacidade produtiva desses mutantes a partir da realização da 

quantificação da friedelina. 

5.1 Estudos de modelagem molecular 

Apesar dos esforços recentes utilizando cromatografia por afinidade e por 

troca iônica, até o momento não existem estudos na literatura que obtiveram 

sucesso na purificação da enzima friedelina sintase e demais OSCs de plantas.  

Um modo de predizer o enovelamento da proteína é através da realização de 

estudos de modelagem molecular por homologia. O uso de ferramentas de 

bioinformática permite, através da sequência primária de aminoácidos, construir um 

modelo baseando-se em uma proteína já cristalizada e tridimensionalmente 

determinada. 

5.1.1 Estudos de modelagem para a enzima MiFRS 

A partir da sequência primária da enzima MiFRS com 771 aminoácidos 

(anexo C-1), foi possível construir um modelo tridimensional e predizer as interações 

e a influência dos resíduos presentes. 

O modelo foi construído a partir do uso da ferramenta EasyModeller, que se 

baseia nos algoritmos do Modeller para a obtenção e refinamento do mesmo a partir 

do uso de um template (KUNTAL; APAROY; REDDANNA, 2010; WEBB; SALI, 

2016).   

No presente estudo, utilizou-se da estrutura cristalizada da lanosterol sintase 

de humano (Código PDB: 1W6K) como molde, sendo essa a enzima que apresentou 



47 
 

    
 

melhor identidade sequencial com MiFRS. A Figura 10 apresenta a sobreposição da 

lanosterol sintase (amarelo) e do modelo (em roxo). 

 
Figura 10 – Modelo construído para a enzima MiFRS (roxo) utilizando como molde a enzima 

lanosterol sintase de humano (amarelo). Imagem fornecida pelo autor. 

A partir do modelo obtido, verificou-se uma homologia de 39,72% com a 

lanosterol sintase de humano e a presença majoritária de estruturas do tipo a-hélice, 

além de folhas-b e a presença alças. A qualidade do modelo foi analisada a partir do 

uso da ferramenta Swiss-Model (Swiss Institute of Bioinformatics), que permitiu a 

obtenção do diagrama de Ramachandran. 

O diagrama de Ramachandran é um gráfico que descreve a qualidade da 

estrutura cristalográfica modelada a partir da identificação de resíduos em regiões 

energeticamente favoráveis e desfavoráveis. A construção desse diagrama baseia-

se nos ângulos de torção j (anterior ao carbono a) e y (posterior ao carbono a) das 

ligações peptídicas. 

Para o modelo predito, temos o diagrama de Ramachandran apresentado na 

Figura 11. 
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Figura 11 – Gráfico de Ramachandran para a enzima MiFRS modelada na lanosterol sintase. Fonte: 

Swiss-Model (Swiss Institute of Bioinformatics). 

Cálculos teóricos da rotação dessas ligações levam a predição de diferentes 

regiões. Regiões onde não há a possibilidade de restrições estéricas são 

geometricamente favorecidas, enquanto regiões com uma pequena possibilidade de 

interação são vistas como regiões permitidas.  

As regiões mais claras do diagrama representam conformações permitidas 

pela existência de uma pequena flexibilidade no ângulo diedro (verde claro) e 

regiões não permitidas (branco). Os pontos apresentam os aminoácidos adequados 

para aquela posição e a coloração dos mesmos está de acordo com a polaridade da 

cadeia lateral desses resíduos. 

Os resultados obtidos demonstram que para o modelo temos 91,68% de 

regiões favorecidas geometricamente, 2,34% de regiões permitidas e 5,98% de 

resíduos em regiões não permitidas. Desse modo, como a ampla maioria dos 

resíduos estão em regiões permitidas, acredita-se que o modelo obtido é adequado 

para o prosseguimento dos estudos. 

Esse modelo obtido para a enzima MiFRS foi refinado em colaboração com o 

Prof. Dr. Rafael Guido e o Dr. Andrew Oliveira para o trabalho de Mazzeu e 

colaboradores (2021). Esse modelo mais robusto foi utilizado nesse estudo para a 

determinação dos mutantes. 
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5.1.2 Estudos de modelagem para a enzima PdFRS 

De modo semelhante, o programa EasyModeller também foi utilizado para a 

construção de um modelo a partir da sequência primária de aminoácidos da 

friedelina sintase de Populus davidiana (759 aminoácidos, Anexo C-2), utilizando 

novamente a lanosterol sintase de humano (Código PDB: 16KJ) como molde (Figura 

12). 

 
Figura 12 – Modelo construído para a enzima MiFRS (azul) utilizando como molde a enzima 

lanosterol sintase de humano (amarelo). Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 

O modelo produzido apresentou identidade de 39,58% com a lanosterol 

sintase de humano, possuindo majoritariamente estruturas de a-hélice e também 

estruturas em folhas-b e alças. 

O diagrama de Ramachandran (Figura 13) demonstra que 92,60% dos 

aminoácidos estão em regiões favorecidas geometricamente, enquanto 2,51% 

aparecem em regiões permitidas e 4,89% dos resíduos estão presentes em regiões 

não permitidas. 
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Figura 13 – Gráfico de Ramachandran para a enzima PdFRS modelada na lanosterol sintase. Fonte: 

Swiss-Model (Swiss Institute of Bioinformatics). 

Os dados aqui apresentados demonstram que os modelos obtidos possuem 

qualidade e podem ser utilizados como guia para a seleção de posições para a 

realização de mutações sítio-dirigidas. 

5.2 Alinhamento das sequências e seleção de mutantes 

 A partir do alinhamento múltiplo das sequências das enzimas oxidoesqualeno 

ciclases, foi possível avaliar a relação evolutiva e determinar resíduos para a 

realização de mutações. 

5.2.1 Análise evolutiva das enzimas alinhadas 

 A árvore filogenética é uma representação gráfica da relação ancestral-

descendente entre sequências genéticas (CALDART et al., 2018). É possível supor 

ancestrais comuns através dos nós e verificar diferentes grupos (clusters) que 

indicam a distância evolutiva entre as enzimas. 

 Para este estudo, a árvore filogenética foi construída com a sequências das 

enzimas apresentadas em 4.2.1 utilizando-se do método baseado em distância 

Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) e do software MEGA 11 (TAMURA; 

STECHER; KUMAR, 2021).  O resultado é apresentado na Figura 14. 
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Figura 14 – Árvore filogenética produzida a partir das enzimas alinhadas. Fonte: Imagem fornecida 

pelo autor. 

 A partir da árvore filogenética foi possível perceber, baseado na identidade, 

que as enzimas friedelina sintase MiFRS e PdFRS são evolutivamente próximas. 

Além disso, em comparação com as demais enzimas que produzem compostos 
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carbonilados, vemos a presença de ancestrais comuns destas com AtSHS e KdFRS, 

sendo a exceção a enzima astertarona sintase (BrASS) que produz um terpeno 

tetracíclico. 

 Também foi possível observar que, apesar de possuir a mesma função que 

MiFRS e PdFRS, a enzima KdFRS é mais próxima das OSCs de Kalanchoe 

daigremontiana, o que evidencia que o grau de similaridade pode ser fortemente 

influenciado pela espécie de origem em vez da atividade (SOUZA-MOREIRA et al., 

2016). 

 Como esperado, as enzimas de cicloartenol sintase que realizam ciclizações 

a partir do cátion protoesterila na conformação cadeira-barco-cadeira são as mais 

distantes das 3-ceto OSCs. Por fim, observa-se que as enzimas que produzem 

friedelina possuem similaridade evolutiva com as enzimas que produzem b-amirina e 

glutinol, o que está de acordo com a sequência de rearranjos da cascata de 

carbocátions observada na Figura 4. 

5.2.2 Alinhamento múltiplo de sequências 

 O alinhamento global múltiplo de sequências (MSA) é uma ferramenta que 

permite identificar regiões conservadas e interações entre domínios de enzimas 

através de suas sequências primárias. Conforme descrito no item 4.2.1 e na Tabela 

10, selecionou-se para a realização do alinhamento as 3-ceto OSCs e as demais 

oxidoesqualeno ciclases responsáveis pela produção de triterpenos a partir da 

cascata de rearranjos. 

 A Figura 15 traz uma visão geral das principais regiões observadas no 

alinhamento, utilizando a numeração dos aminoácidos da enzima MiFRS como 

referência. O arquivo completo do alinhamento está apresentado no anexo E-1. 



53 
 

    
 

 
Figura 15 – Visão geral do alinhamento múltiplo e destaque para regiões importantes. Fonte: Imagem 

fornecida pelo autor. 

  Dentre os resíduos destacados, alguns já possuem sua importância e função 

determinados a partir do uso de mutação sítio-dirigida. 

 Estudos descrevem o resíduo 122 como responsável pela estabilização da 

conformação do 2,3-oxidoesqualeno, de modo que a presença da asparagina (N) 

favorece a conformação cadeira-cadeira-cadeira, enquanto a presença do 
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aminoácido aromático tirosina (Y) favorece a conformação cadeira-barco-cadeira 

(THOMA et al., 2004). 

 A posição 256-251 corresponde ao motif MWCYCR conservado na maioria 

das enzimas de friedelina sintase, b-amirina sintase e lupeol sintase. Os 

aminoácidos triptofano (W) e tirosina (Y) são úteis para a estabilização dos 

intermediários tetracícilicos e pentacíclicos da cascata de rearranjos, sendo 

essenciais para a produção dos anéis D e E por fornecerem interações do tipo 

cátion-p (ITO; NAKADA; HOSHINO, 2017; KUSHIRO et al., 2000). 

 O resíduo 484 é uma das regiões mais estudadas, correspondendo ao motif 

DCTAE altamente conservado (ITO; MASUKAWA; HOSHINO, 2013). Dados da 

literatura descrevem o resíduo de aspartato (D) como responsável pela protonação 

que dá origem a cascata de rearranjos do 2,3-oxidoesqualeno (ITO; MASUKAWA; 

HOSHINO, 2013; SATO; HOSHINO, 1999; SOUZA-MOREIRA et al., 2016), 

enquanto posições adjacentes como a leucina (L482) e fenilalanina (F473) mostram-

se como essenciais para manter a atividade da enzima. 

 Os demais resíduos ainda não apresentam sua função determinada, de modo 

que estes foram selecionados para a realização de mutações sítio-dirigidas. 

Posição 416: Uma posição que mostra diferença na natureza dos aminoácidos 

apresentados entre as 3-ceto OSCs e demais enzimas é a posição 416 (Figura 16). 
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Figura 16 - Representação do MSA com destaque para a posição 416. Fonte: Imagem fornecida pelo 

autor. 

 Para as enzimas que produzem substâncias carboniladas verifica-se a 

presença de resíduos alifáticos, como a leucina (L), isoleucina (I), histidina (H) e 
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valina (V) na posição 416. As enzimas do tipo lupeol sintase apresentam 

majoritariamente a presença de metionina (M), as enzimas de b-amirina sintase 

conservam os resíduos com cadeia lateral carbonilada ácido glutâmico (E) e 

glutamina (Q) e as cicloartenol sintases possuem leucina (L). 

 A região ao redor da posição 416 mostra-se conservada, com a presença de 

resíduos de fenilalanina (F412) e triptofano (W417). Estudos na literatura descrevem 

que o resíduo de fenilalanina da posição 412 (F412) estabiliza a cavidade do sítio-

ativo a partir da presença de interações de Van der Walls, estando esse resíduo 

relacionado a ciclização no anel D (ITO; NAKADA; HOSHINO, 2017). Mazzeu e 

colaboradores (2021) realizaram mutações no triptofano da posição 417 (W417) e 

concluíram que as alterações levaram a perda de função da enzima, sendo o efeito 

estérico e a interação espacial deste aminoácido com o resíduo F473 os principais 

responsáveis pela estabilização dessa cavidade. 

 A partir do modelo construído para MiFRS, é possível verificar que o resíduo 

de leucina (L) é capaz de doar densidade eletrônica para resíduos vizinhos (Figura 

17). 

 
Figura 17 – Interação entre os resíduos L416 e F473. Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 

 Desta forma, visto que essa região é importante para a atividade da enzima e 

que até o presente momento mutações não foram realizadas na posição 416, 

propusemos a troca do resíduo de leucina (L416) para os resíduos de glutamina 
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(L416Q) e histidina (L416H) Figura 18, sendo a justificativa para a escolha desses 

mutantes apresentada na Tabela 14. 

 
Figura 18 – Aminoácidos utilizados nos estudos de mutação sítio-dirigida da posição 416. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

Tabela 14 – Mutações propostas para a posição 416. 
Aminoácido Mutação Característica fisico-química Justificativa 

L416 

Q Polar não carregado 
Alterar a característica físico-

quimica do aminoácido. 

H Polar carregado positivamente 
Adicionar o resíduo presente 

nas demais OSCs. 

 

 As reações de PCR para a obtenção dos mutantes foram realizadas como 

descrito no item 4.2.2 para ambas as enzimas e os nucleotídeos alterados para as 

posições 416 (MiFRS) e para a respectiva posição 414 (PdFRS) são apresentados 

abaixo (Tabela 15). 

Tabela 15 – Alterações realizadas para a obtenção dos mutantes da posição 416. 

Gene Alteração 

MiFRS - L416Q 
L → Q 

TTG por CAA 

MiFRS - L416H 
L → H 

TTG por CAT 

PdFRS - L414Q 
L → Q 

TTA por CAA 

PdFRS - L414H 
L → H 

TTA por CAT 
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Posição 533: Outro resíduo que merece atenção é a posição 533 (Figura 19). 

 
Figura 19 – Representação do MSA com destaque para a posição 533. Fonte: Imagem fornecida 

pelo autor. 
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 O alinhamento múltiplo das sequências evidencia que as enzimas de 

friedelina sintase possuem um resíduo de glicina (G) nessa posição, enquanto as 

enzimas de b-amirina sintase e lupeol sintase possuem um resíduo de alanina (A) e 

as enzimas de cicloartenol sintase possuem um resíduo de tretonina (T). 

 Devido a relatos da literatura, sabemos que a posição vizinha possui resíduos 

aromáticos conservados de triptofano (W) e tirosina (Y). Hoshino e colaboradores 

(2017) descrevem que o resíduo W534 da b-amirina sintase de Euphorbia tirucalli  

está relacionado com a ciclização do anel E. Wu e colaboradores (2020) descrevem 

para a oxidoesqualeno ciclase de Iris tectorum o resíduo de tirosina (Y534) nessa 

posição como essencial para manter o cátion lupenila na orientação ideal para a 

desprotonação e formação de triterpenos pentacíclicos. 

 Para a posição 533, o único estudo presente na literatura é para a cicloartenol 

sintase de Pisum sativum, que possui uma treonina (T). Takase e colaboradores 

(2015) supõem que esse resíduo está envolvido na etapa final de desprotonação. 

Porém, não existem até o momento relatos para as mutações na posição 533 para 

enzimas que ciclizam o oxidoesqualeno na conformação cadeira-cadeira-cadeira. 

 Além disso, a partir do modelo feito para MiFRS, é possível verificar que o 

resíduo de glicina (G) está a menos de 5Å de distância da carbonila C-3 (Figura 20). 

 
Figura 20 – Interação entre os resíduos G533, L482, W534 e a posição C-3. Fonte: Imagem 

fornecida pelo autor. 
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 Devido a essas interações e ao alinhamento apresentado, optou-se por 

realizar nas enzimas MiFRS e PdFRS a troca do resíduo de glicina (G) por um 

resíduo de alanina (A) (Figura 21).  

 
Figura 21 – Aminoácidos utilizados nos estudos de mutação sítio-dirigida para a posição 533. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

 Desse modo, pode-se avaliar como essas enzimas se comportam com um 

aminoácido que possui as mesmas propriedades estéricas e físico-químicas, não 

alterando significativamente a região próxima do sítio ativo, o que poderia causar 

uma perda da função e da estabilidade da enzima (Tabela 16). 

Tabela 16 – Mutações propostas para a posição 533. 
Aminoácido Mutação Característica fisico-química Justificativa 

G533 A Apolar alifático 
Adicionar o resíduo 
presente nas demais OSCs. 

 

 As reações de mutação sítio-dirigidas foram realizadas (item 4.2.2) para as 

enzimas MiFRS e PdFRS, sendo os nucleotídeos alterados apresentados na Tabela 

17. 

Tabela 17 – Alterações realizadas para a obtenção dos mutantes da posição 533. 

Gene Alteração 

MiFRS – G533A 
G → A 

GGT por GCT 

PdFRS – G530A 
G → A 

GGT por GCT 
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Posição 729: Outros resíduos relacionados com a atividade das OSCs são os 

aminoácidos da posição C-terminal, como o resíduo da posição 729 (Figura 22). 

 
Figura 22 – Representação do MSA com destaque para a posição 729. Imagem fornecida pelo autor. 

 A partir do alinhamento, verifica-se que as 3-ceto OSCs possuem um resíduo 

de lisina (K) conservado nessa posição, em contraste com a metionina (M) presente 
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nas enzimas de b-amirina sintase e lupeol sintase e da asparagina (N) presente nas 

enzimas de cicloartenol sintase. 

 Acredita-se que esse resíduo (e os vizinhos) estejam relacionados com o 

tamanho da cavidade do sítio ativo. Hoshino e colaboradores (2017) relatam que o 

resíduo de metionina (M729) na b-amirina sintase de Euphorbia tirucalli está 

posicionado próximo do anel E e seu volume estérico é responsável por manter o 

substrato na orientação correta permitindo a expansão desse anel.  

 Chen e colaboradores (2023) verificaram que mutações na oxidoesqualeno 

ciclase de Astragalus membranaceus, adicionando os resíduos de valina-

fenilalanina-metionina (VFM), resultaram em um aumento significativo da produção 

de b-amirina.  

 Por fim, é relatado na literatura que o resíduo adjacente de fenilalanina (F728) 

promove interações cátion-p que estabilizam o cátion oleanila (ITO et al., 2013). 

 A partir do modelo construído para MiFRS, foi possível verificar a que a lisina 

(K729) interage com resíduos aromáticos como Y259 (do motif conservado 

MWCYCR) e Y609 (Figura 23). 

 
Figura 23 – Interação entre os resíduos K729 e Y609. Imagem fornecida pelo autor. 

 Como a lisina (K) é um resíduo que diferencia as 3-ceto OSCs das demais, 

optou-se por realizar mutações nessa posição. Propusemos a troca desse resíduo 

para os aminoácidos metionina (K729M), arginina (K729R), triptofano (K729W), 

alanina (K729A) e ácido glutâmico (K729E), explorando diferentes características 

físico-químicas e estéricas e avaliando a ação desses resíduos na capacidade 

produtiva da enzima (Figura 24). 
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Figura 24 – Aminoácidos utilizados nos estudos de mutação sítio-dirigda da posição 729. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

 A Tabela 18 resume as mutações realizadas para ambas as enzimas de 

friedelina sintase. 

Tabela 18 – Mutações propostas para a posição 729. 
Aminoácido Mutação Característica físico-química Justificativa 

K729 

M Polar não carregado 
Adicionar o resíduo presente nas demais 

OSCs. 

R Polar carregado positivamente 
Adicionar um resíduo com a mesma 

capacidade de realizar interações cátion-p. 

W Polar aromático Adicionar um aminoácido volumoso. 

A Apolar alifático 
Eliminar a interação cátion-p e adicionar um 

grupo com menor impedimento estérico 

nessa região da cavidade do sítio-ativo. 

E Polar carregado negativamente 

Verificar como um aminoácido carregado 

negativamente altera a estabilidade da 

enzima. 

 

 As reações de PCR para a obtenção dos mutantes foram realizadas para 

ambas as enzimas e os nucleotídeos alterados são apresentados na Tabela 19. 
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Tabela 19 – Primers utilizados para a realização da PCR de mutação sítio-dirigida na posição 729. 

Gene Alteração 

MiFRS – K729M 
K → M 

AAG por ATG 

MiFRS – K729R 
K → R 

AAG por AGA 

MiFRS – K729W 
K → W 

AAG por TGG 

MiFRS – K729A 
K → A 

AAG por GCT 

MiFRS – K729E 
K → E 

AAG por GAA 

PdFRS – K726M 
K → M 

AAG por ATG 

PdFRS – K726R 
K → R 

AAG por AGA 

PdFRS – K726W 
K → W 

AAG por TGG 

PdFRS – K726A 
K → A 

AAG por GCT 

 

Posição 609: A tirosina (Y) na posição 609 é altamente conservada nas OSCs de 

plantas (Figura 25). 
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Figura 25 – Representação do MSA com destaque para a posição 609. Fonte: Imagem fornecida 

pelo autor. 

 Estudos na literatura descrevem a importância de aminoácidos aromáticos 

para a estabilização do carbocátion da cascata de rearranjos a partir de interações 

do tipo cátion-p (DITCHFIELD; SPENCER, 2016).  A partir do modelo construído 



66 
 

    
 

para a enzima MiFRS, verifica-se que esse resíduo está a 3.7 Å de distância da 

lisina (K729), sendo localizado em uma região importante para a cavidade do sítio 

ativo (Figura 26). 

 
Figura 26 – Interação entre os resíduos Y609, W608 e K729. Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 

 Por esse motivo, estima-se que esses resíduos interajam entre si e propôs-se 

a alteração da tirosina para alanina (Figura 27). O objetivo dessa mudança é 

eliminar uma possível interação cátion-p e avaliar como a presença de um 

aminoácido menos impedido estericamente afeta essa região (Tabela 20). 

 
Figura 27 – Aminoácidos utilizados nos estudos de mutação sítio-dirigida para a posição 609. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

Tabela 20 – Mutações propostas para a posição 609. 
Aminoácido Mutação Característica fisico-química Justificativa 

Y609 A Apolar alifático 

Eliminar a interação cátion-p 

e adicionar um grupo com 

menor impedimento estérico 

nessa região da cavidade do 

sítio-ativo. 
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 As reações de mutação sítio-dirigidas foram realizadas (item 4.2.2) e os 

nucleotídeos alterados para ambas as enzimas são apresentados na Tabela 21. 

Tabela 21 – Primers utilizados para a realização da PCR de mutação sítio-dirigida na posição 609. 

Gene Alteração 

MiFRS – Y609A 
Y → A 

TAC por GCT 

PdFRS – Y606A 
Y → A 

TAT por GCT 

 

 As modificações sugeridas nesse trabalho foram realizadas para ambas as 

enzimas e as leveduras mutantes foram cultivadas e expressas. Os triterpenos 

produzidos foram avaliados de maneira qualitativa por GC-MS e a quantidade de 

friedelina produzida foi quantificada através da utilização de uma curva padrão. 

5.3 Expressão dos mutantes em sistema heterólogo e quantificação da 
friedelina 

 No total, 17 alterações de resíduos foram realizadas nas enzimas MiFRS e 

PdFRS. Após as reações de PCR de mutação sítio-dirigida (item 4.2.2), os DNAs 

mutantes foram sequenciados (item 4.1.4). 

 Em seguida, os plasmídeos contendo o DNA mutante foram transformados 

em S. cerevisiae (item 4.1.5), sendo essa transformação confirmada a partir de PCR 

de colônia (item 4.1.6). Com esse experimento, foi possível verificar a presença do 

gene de MiFRS e do gene de PdFRS nas leveduras selvagens e mutantes a partir 

dos amplicons em 1208 bp e 1013 bp, respectivamente (Figura 28). 
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Figura 28 – PCR de colônia do DNA selvagem e mutante após a transformação em levedura. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

 Após, as colônias foram expressas como descrito no item 4.2.3, sendo a 

friedelina extraída e quantificada por GC-MS (item 4.2.4). Desse modo, foi possível 

analisar a influência das mutações para a produção global de friedelina. 

5.3.1. Mutações que não produziram friedelina 

Posição 729: A Figura 29 mostra os cromatogramas obtidos por GC-MS para a 

enzima selvagem e os mutantes de MiFRS. 
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Figura 29 – Expressão da enzima MiFRS e dos mutantes da posição 729. A friedelina (1) foi 

identificada a partir da biblioteca NIST14. Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 
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 Em comparação com a enzima selvagem, foi possível verificar que os 

mutantes de MiFRS não resultaram na produção de friedelina (1). O mesmo foi 

observado para a enzima selvagem e os mutantes de PdFRS (Figura 30). 

 
Figura 30 – Expressão da enzima PdFRS e dos mutantes da posição 729. Fonte: Imagem fornecida 

pelo autor. 

 Esses resultados demonstram que o tamanho e característica físico-química 

desse resíduo (K) são importantes para a capacidade da enzima em realizar a 

ciclização do 2,3-oxidoesqualeno. Como estudos relatam que os aminoácidos 

aromáticos vizinhos estão envolvidos nas últimas etapas de ciclização dos 
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triterpenos (expansão do anel E), acredita-se que a lisina atue na estabilização e 

orientação desses resíduos próximos através de interações cátion-p, garantindo que 

os mesmos estejam na distância e na conformação ideal para interagirem com o 

substrato e realizar a ciclização. 

 Apesar da friedelina não ser produzida para os mutantes, um sinal com TR = 

22,7 min foi observado para Pd-K726R e Pd-K726W. Através do espectro de 

massas desse pico (anexo D-2), pode-se propor que o mesmo é um triterpeno 

pentacíclico resultante de uma etapa anterior da cascata de rearranjos. Desse modo, 

pode-se inferir que a troca da lisina (K) pela arginina (R), aminoácido carregado 

positivamente, e pelo triptofano (W), aminoácido aromático polar, permitiu a 

estabilização de uma etapa anterior da cascata de rearranjos, alterando o produto 

resultante dessa ciclização. 

5.3.2. Mutações que produziram friedelina 

Posição 416: A Figura 31 mostra o cromatograma obtido por GC-MS para a enzima 

selvagem de MiFRS e os mutantes da posição 416. 

 
Figura 31 – Expressão da enzima MiFRS e os mutantes Mi-L416Q e Mi-L416H por GC-MS. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 



72 
 

    
 

 É possível verificar que os mutantes de MiFRS produziram friedelina (1) pelo 

sinal observado em 24,2 min. O mutante Mi-L416H também apresentou um sinal 

com TR = 22,7 min (2). Para os mutantes da enzima PdFRS, os resultados estão 

apresentados na Figura 32. 

 
Figura 32 – Expressão da enzima PdFRS e os mutantes Pd-L414Q e Pd-L414H por GC-MS. Fonte: 

Imagem fornecida pelo autor. 

 Foi possível observar que os mutantes Pd-L414Q e Pd-L414H não 

produziram friedelina. Apesar disso, o mutante Pd-L414H apresentou um sinal em 

22,7 min (2). 

 A partir dos dados apresentados, verifica-se que as mutações nessa posição 

levaram a resultados mistos. Quando a modificação foi realizada na enzima MiFRS, 

observou-se que a mesma continuou a produzir friedelina em níveis quantificáveis. 

Já para os mutantes de PdFRS, esse triterpeno não foi produzido.  

 Essa diferença de atividade entre as enzimas de friedelina sintase pode estar 

relacionada com o enovelamento das mesmas e com a influência de resíduos 

espacialmente próximos e a maneira como eles interagem com o resíduo da posição 

416. Estudos mais aprimorados de modelagem molecular devem ser realizados para 

explicar essa diferença produtiva. 
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 Em ambas as enzimas, a mutação para um resíduo positivamente carregado 

de histidina (H) levou a produção de um triterpeno não-identificado pela base de 

dados NIST14. Assim como visto nas mutações da posição 729, acredita-se que 

esse sinal seja referente a um triterpeno oriundo de etapas anteriores da ciclização.  

A adição da histidina, um resíduo carregado positivamente, possibilitou a presença 

de interações cátion-p e de empilhamento-T com os aminoácidos aromáticos 

vizinhos, o que pode explicar a perda da especificidade da enzima e a produção 

desse pico. 

 A quantidade de friedelina produzida nos mutantes foi posteriormente 

quantificada e comparada com o teor produzido pela enzima selvagem. 

Posição 533: A Figura 33 mostra os cromatogramas obtido na análise da enzima 

selvagem MiFRS e do mutante Mi-G533A. 

 
Figura 33 – Expressão da enzima MiFRS e o mutante Mi-G533A. Fonte: Imagem fornecida pelo 

autor. 

 Foi possível observar, de modo qualitativo, um aumento na quantidade de 

friedelina (1) produzida. O mesmo resultado pôde ser visto para a análise da 

expressão da enzima PdFRS e do mutante Pd-G530A (Figura 34). 
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Figura 34 – Expressão da enzima PdFRS e o mutante Pd-G530A. Fonte: Imagem fornecida pelo 

autor. 

 Desse modo, verificou-se que a adição do resíduo de alanina possibilitou um 

aumento global na produção do composto de interesse. Como visto na Figura 20, 

esse resíduo apresenta-se espacialmente próximo da posição C-3 e da região do 

sítio-ativo. 

 Alterações da glicina por aminoácidos com diferentes volumes estéricos 

nessa região poderiam acarretar em uma desestabilização da estrutura da enzima e 

consequentemente na perda da atividade, como descrito na literatura para os 

resíduos vizinhos (L482 e W534). Portanto, a adição do resíduo de alanina não 

provocou grandes alterações conformacionais e apresentou uma maior 

especificidade entre a enzima e o substrato, oriunda da natureza doadora de 

elétrons das metilas da alanina. 

 Para confirmar que a quantidade produzida pelo mutante é significativamente 

diferente do obtido para a enzima selvagem, realizou-se a quantificação. 

Posição 609: A Figura 35 apresenta os cromatogramas obtidos para a enzima 

selvagem MiFRS e para o mutante Mi-Y609A. 
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Figura 35 – Expressão da enzima MiFRS e o mutante Mi-Y609A. Fonte: Imagem fornecida pelo 

autor. 

 Foi possível verificar que o mesmo perfil cromatográfico. O mesmo resultado 

foi observado para o mutante Pd-Y606A em comparação com a enzima selvagem 

PdFRS (Figura 36). 

 
Figura 36 – Expressão da enzima PdFRS e o mutante Pd-Y606A. Fonte: Imagem fornecida pelo 

autor. 

 Para essa mutação, mesmo alterando a propriedade físico-química do 

aminoácido, não foi possível verificar mudanças significativas na expressão da 

enzima. Isso indica que esse resíduo, apesar de interagir com a lisina (K729), não 

possui influência direta na especificidade e na capacidade produtiva. Para confirmar 

essa informação, essa levedura mutante foi selecionada para quantificação. 
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5.4 Quantificação dos mutantes ativos 

 As enzimas que se apresentaram ativas foram selecionadas e a quantidade 

de friedelina produzida na enzima selvagem e nos mutantes foi quantificada por GC-

MS. Com isso, buscou-se identificar o efeito das alterações na capacidade produtiva 

e realizar comparações intra e inter-enzimáticas. 

5.4.1 Construção da curva analítica 

 Para a quantificação, uma curva analítica utilizando o padrão de friedelina foi 

construída a partir de diluições sucessivas de uma solução mãe com concentração 

de 1 mg/mL.  

 Conforme descrito no item 4.2.4, a análise foi realizada utilizando um padrão 

interno de colesterol na concentração final de 40 µg/mL. A escolha por esse padrão 

foi realizada pelo fato do mesmo ser estruturalmente semelhante aos triterpenos, 

sem apresentar co-eluição no método testado.  

 As análises dos pontos da curva analítica foram realizadas por GC-MS a partir 

do monitoramento de íon selecionado (SIM), sendo o eixo Y referente à razão entre 

as áreas de friedelina e do padrão interno, enquanto o eixo X corresponde à 

concentração de friedelina (Figura 37). A curva apresentou excelentes resultados de 

linearidade, o que é expresso pelo coeficiente de correlação (R2) de 0,996. 

 
Figura 37 – Curva analítica obtida para o padrão de friedelina. Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 
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 Para a quantificação do teor de friedelina produzida nas leveduras selvagens 

e mutantes, as mesmas foram analisadas pela mesma metodologia e os dados 

interpolados na curva, sendo os resultados expressos em mg de friedelina por litro 

de meio de cultura. 

5.4.2 Quantificação da friedelina produzida pelas leveduras 

 Para a determinação da produção de friedelina nas enzimas selvagens e 

mutantes, cada levedura foi cultivada em quadruplicata biológica e expressa 

seguindo as metodologias apresentadas em 4.2.3 e 4.2.4. Após a extração, as 

mesmas foram analisadas por GC-MS e a concentração da substância em cada 

amostra foi obtida a partir da equação da regressão linear apresentada. 

 A Tabela 22 resume os valores de concentração de friedelina em mg/L de 

meio de cultura obtidos para todos os mutantes ativos.  

Tabela 22 – Concentração de friedelina em mg/L de meio de cultura obtida para as amostras após 

interpolação dos dados na curva analítica. n = 4. 

Enzima Média Afriedelina/Acolesterol 
Concentração de 
friedelina (mg/L) 

Desvio 
Padrão 

MiFRS (selvagem) 67,473 2,024 0,169 

PdFRS (selvagem) 34,149 1,024 0,072 

MiFRS - L416Q 67,026 2,011 0,242 

MiFRS - L416H 36,254 1,088 0,121 
MiFRS - G533A 121,0860 3,633 0,203 

PdFRS - G530A 51,161 1,535 0,169 

MiFRS - Y609A 22,556 0,677 0,072 

PdFRS - Y606A 40,160 1,205 0,070 

  

 O valor de friedelina em mg/L obtido para a enzima selvagem MiFRS (2,024  

±0,169 mg/L) está de acordo com o valor recentemente descrito por Souza-Moreira e 

colaboradores (2018) para a mesma cepa (1,6 ±0,6 mg/L). Além disso, os valores 

pequenos de desvio padrão obtidos indicam a eficiência da utilização do plasmídeo 

induzido por galactose pESC-URA para a reprodutibilidade da expressão. 

 A maior produção de friedelina foi obtida para a mutação MiFRS – G533A, 

com 3,633 (±0,203) mg/L, um valor 1,8x maior do que o da enzima selvagem e 2,4x 

maior que o obtido para o mesmo mutante em PdFRS. A partir do gráfico de barras 
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apresentado na Figura 38, é possível comparar os pares de mutantes e o 

comportamento que as alterações resultaram para ambas as enzimas. 

 
Figura 38 – Comparação da concentração de friedelina em mg/L para os pares de genes selvagens e 

mutantes. Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 

 No geral, é possível observar que a enzima MiFRS é mais ativa que a enzima 

PdFRS, resultando em um maior teor de friedelina em todos os mutantes, com 

exceção do par Mi-Y609A/Pd-Y606A. Nesse caso, verifica-se que a presença da 

alanina interferiu de maneira negativa na produção enzimática de MiFRS, de modo 

que estudos posteriores devem ser realizados para explicar essa diferenciação entre 

as enzimas. 

 Os mutantes Mi-G533A e Pd-G530A resultaram em um aumento global na 

produção de friedelina, o que pode ser explicado pela capacidade do resíduo de 

alanina doar densidade eletrônica e estabilizar o carbocátion e os resíduos vizinhos 

sem grandes alterações estéricas. 

 Por fim, os mutantes Mi-L416Q e Mi-L416H apresentaram uma produção 

comparável à da enzima selvagem, mesmo com a perda da especificidade do 

mutante Mi-L416H que produziu um outro triterpeno. Essas mesmas modificações 
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levaram as enzimas correspondentes Pd-L414Q e Pd-L414H a não possuírem 

atividade. 

 Para determinar se existe diferença significativa entre os resultados, foi 

realizada uma análise da variância (ANOVA one-way) seguida de teste post-hoc de 

Tukey a 95% de confiança para a comparação das médias das replicatas. Os 

resultados obtidos para as enzimas e os mutantes de MiFRS são apresentados na 

Figura 39. 

 
Figura 39 – Comparação da concentração de friedelina em mg/L para o gene selvagem e os 

mutantes de MiFRS. A presença de diferença significativa é indicada pela presença de um asterisco 
(*), enquanto barras com a mesma letra indicam a falta de diferença estatística (p > 0,05, n = 4). 

Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 

 A partir do resultado apresentado, é possível verificar a diferença significativa 

do mutante Mi-G533A em comparação com os demais. É comprovado 

estatisticamente que o mutante Mi-L416Q não altera a capacidade produtiva da 

enzima, e que os mutantes Mi-L416H e Mi-Y609A resultam em diminuição da 

quantidade de friedelina. 

 Essa análise estatística também foi realizada para a enzima selvagem e os 

mutantes de PdFRS (Figura 40), onde foi possível identificar diferença significativa 

somente para o mutante Pd-G530A. 
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Figura 40 – Comparação da concentração de friedelina em mg/L para o gene selvagem e os 

mutantes de PdFRS. A presença de diferença significativa é indicada pela presença de um asterisco 

(*), enquanto barras com a mesma letra indicam a falta de diferença estatística (p > 0,05, n = 4). 

Fonte: Imagem fornecida pelo autor. 

 Desse modo, a partir da quantificação e da análise estatística, foi possível 

determinar a interferência dos mutantes na produção das enzimas MiFRS e PdFRS, 

fornecendo informações sobre a importância desses resíduos para a atividade das 

enzimas. 
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6 CONCLUSÕES 

Com o presente trabalho foi possível avaliar as enzimas friedelina sintase de 

M. ilicifolia e P. davidiana quanto à especificidade e atividade a partir da realização 

de reações de mutação sítio-dirigida. 

A partir dos estudos aqui apresentados, foi possível verificar que o resíduo de 

lisina na posição 729 mostra-se essencial para a atividade da friedelina sintase. 

Também foi possível concluir que os resíduos 416 e 609 apresentam resultados 

mistos entre as enzimas MiFRS e PdFRS. 

Foi possível descrever um mutante que resultou em um aumento significativo 

da capacidade produtiva da friedelina sintase, sendo a alteração da glicina pela 

alanina na posição 533 não descrita até o momento na literatura. 

Esses resultados corroboram e complementam os dados apresentados até o 

momento, com a realização de mutações em posições ainda não analisadas e com 

um comparativo inter-enzimático. 

Desta forma, esse trabalho mostrou-se importante por fornecer informações 

sobre a estabilidade e capacidade produtiva dessas enzimas, resultando 

identificação do mutante mais produtivo obtido até o momento por nosso grupo de 

pesquisa, com a produção de 3,63 mg de friedelina por litro de meio de cultura. 

As informações aqui apresentadas sobre a enzima podem auxiliar estudos 

futuros sobre as próximas etapas da via biossintética e fornecer um ponto de partida 

para estudos focados em um aumento na capacidade produtiva. 
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ANEXOS 

Anexo A - Protocolos 

A-1 - Transformação de plasmídeo em bactéria 

Para a realização da transformação do DNA plasmidial em bactéria, 

descongelou-se uma microtubo contendo a bactéria competente Escherichia coli 

DH5-a em banho de gelo e adicionou-se de 0,05-0,2 µg de DNA purificado ao tubo. 

Após, a amostra foi mantida em gelo por 30 minutos, sendo posteriormente 

levada a banho-maria para realização de um choque térmico (42 ºC, 2 min). 

Realizou-se a adição de 1 mL de meio Luria-Bertani e incubação da amostra em 

modo dinâmico (37 ºC, 1 h, 200 rpm). 

O conteúdo do microtubo foi centrifugado, o sobrenadante removido e após a 

adição de 100 µL de água ultrapura e ressuspensão do pellet celular realizou-se o 

plaqueamento da solução resultante em placas de Lauri-Bertani contendo o 

antibiótico ampicilina.  

As placas foram incubadas por 16 horas em modo estático (37 ºC) de modo 

que o aparecimento de colônias comprova o sucesso da transformação realizada. 

  



89 
 

    
 

A-2 – Drop-out utilizado para a produção de meio mínimo sem uracila (SC-URA) 

 O drop-out SC-URA foi produzido a partir da adição de quantidades definidas 

dos aminoácidos obtidos comercialmente em almofariz e trituração com auxílio de 

um pistilo. 

• Adenina (Sigma-Aldrich®) – 18 mg; 

• Ácido p-aminobenzoico (Sigma-Aldrich®) – 8 mg; 

• Leucina (Sigma-Aldrich®) – 380 mg; 

• Alanina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Arginina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Asparagina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Ácido aspártico (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Cisteína (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Ácido glutâmico (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Glutamina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Glicina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Histidina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• myo-Inositol (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Isoleucina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Lisina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Metionina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Fenilalanina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Prolina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Serina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Treonina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Triptofano (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Tirosina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg; 

• Valina (Sigma-Aldrich®) – 76 mg. 
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Anexo B – Primers utilizados nas reações de PCR 

B-1 - Primers para o sequenciamento dos genes selvagens e mutantes. 

Tabela 23 - Primers utilizados para o sequenciamento de toda cds dos genes selvagens e mutantes. 

Gene Primer Sequências 

MiFRS 

Forward (400 nctds) AAAAGCAGGCTTAATGTGG 
Forward (400-800 nctds) AATCACTCCTGAACACAGAAAG 
Forward (800-1200 nctds) GAGACATAGATGTGCCGAAG 
Forward (1200-1600 ncts) GACAATCCTTCTGGTAACTTCG 
Forward (1600-2000 nctds) ATACCCTGACGGTTCTTGG 

PdFRS 

Forward (400 nctds) AAAAGCAGGCTTAATGTGG 
Forward (400-800 nctds) TTTCCACCTGAATACAGGAAAG 
Forward (800-1200 nctds) CCCTATGAGTCTGTCAAGTGG 
Forward (1200-1600 ncts) AGAGTCAGGTGGTAGACAATCC 
Forward (1600-2000 nctds) ATGATTCAGATGCCTGACG 

 

B-2 - Primers utilizados para a PCR de colônia. 

Tabela 24 - Primers utilizados para a PCR de colônia dos genes selvagens e mutantes. 

Mutantes Primers Sequências 

MiFRS 
forward GGGTCGAAGATCCAAACGGTG 
reverse GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAAGCACTGTTTATCTTCATAGCC 

PdFRS 
forward CCAGCTGCTGCTAAACCTAC 
reverse CCCTATGAGTCTGTCAAGTGG 

 

B-3 - Primers para a produção de mutantes da posição 416. 

Tabela 25 - Primers utilizados para a produção dos mutantes na posição 416 com destaque para os 

nucleotídeos alterados em relação ao gene selvagem (violeta). 

Mutantes Primers Sequências 

MiFRS - L416Q 
forward CTCTTTCGGTTCACAACAATGGGATGCTACTTTTG 

reverse CAAAAGTAGCATCCCATTGTTGTGAACCGAAAGAG 

MiFRS - L416H 
forward CTCTTTCGGTTCACAACATTGGGATGCTACTTTTG 

reverse CAAAAGTAGCATCCCAATGTTGTGAACCGAAAGAG 

PdFRS - L414Q 
forward CAATCATTTGGTTCTCAGCAATGGGATGCCACCTTCGG 
reverse CCGAAGGTGGCATCCCATTGTGAGAACCAAATGATTG 

PdFRS - L414H 
forward CAATCATTTGGTTCTCAGCATTGGGATGCCACCTTCGGC 
reverse GCCGAAGGTGGCATCCCAATGCTGAGAACCAAATGATTG 
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B-4 - Primers para a produção de mutantes da posição 533. 

Tabela 26 - Primers utilizados para a produção dos mutantes na posição 533 com destaque para os 
nucleotídeos alterados em relação ao gene selvagem (violeta). 

Mutantes Primers Sequências 

MiFRS – G533A 
forward CTGGTGGTTTGGCCGCTTGGGAACCTGTTAG 

reverse CTAACAGGTTCCCAAGCGGCCAAACCACCAG 

PdFRS – G530A 
forward CAAGAGGAGGATTAGCTGCTTGGGAACCAATACGTGG 

reverse CCACGTATTGGTTCCCAAGCAGCTAATCCTCCTCTTG 

B-5 - Primers para a produção de mutantes da posição 609. 

Tabela 27 - Primers utilizados para a produção dos mutantes na posição 609 com destaque para os 

nucleotídeos alterados em relação ao gene selvagem (violeta). 

Mutantes Primers Sequências 

MiFRS – Y609A 
forward CCTGACGGTTCTTGGGCTGGTAACTGGGGTATC 
reverse GATACCCCAGTTACCAGCCCAAGAACCGTCAGG 

PdFRS – Y606A 
forward GCCTGACGGTTCCTGGGCTGGAAACTGGGGTGTC 
reverse GACACCCCAGTTTCCAGCCCAGGAACCGTCAGGC 
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B-6 - Primers para a produção de mutantes da posição 729. 

Tabela 28 - Primers utilizados para a produção dos mutantes na posição 729 com destaque para os 
nucleotídeos alterados em relação ao gene selvagem (violeta). 

Gene Primers Sequências 

MiFRS – 
K729M 

forward GAAATCACAGGTGTTTTTATGATGAACTGCATGTTGCAC 

reverse GTGCAACATGCAGTTCATCATAAAAACACCTGTGATTTC 

MiFRS – 
K729R 

forward CAAGAAATCACAGGTGTTTTTAGAATGAACTGCATGTTGCACTATC 

reverse GATAGTGCAACATGCAGTTCATTCTAAAAACACCTGTGATTTCTTG 

MiFRS – 
K729W 

forward CAACAAGAAATCACAGGTGTTTTTTGGATGAACTGCATGTTGCACTATCC 
reverse GGATAGTGCAACATGCAGTTCATCCAAAAAACACCTGTGATTTCTTGTTG 

MiFRS – 
K729A 

forward GAAATCACAGGTGTTTTTGCTATGAACTGCATGTTGCAC 
reverse GTGCAACATGCAGTTCATAGCAAAAACACCTGTGATTTC 

MiFRS – 
K729E 

forward GAAATCACAGGTGTTTTTGAAATGAACTGCATGTTGCAC 
reverse GTGCAACATGCAGTTCATTTCAAAAACACCTGTGATTTC 

PdFRS – 
K726M 

forward GAAATCACAGGCGTCTTTATGAACAACTGTATGTTACAC 
reverse GTGTAACATACAGTTGTTCATAAAGACGCCTGTGATTTC 

PdFRS – 
K726R 

forward CAAGAAATCACAGGCGTCTTTAGAAACAACTGTATGTTACACTATC 
reverse GATAGTGTAACATACAGTTGTTTCTAAAGACGCCTGTGATTTCTTG 

PdFRS – 
K726W 

forward CAACAAGAAATCACAGGCGTCTTTTGGAACAACTGTATGTTACACTATCC 
reverse GGATAGTGTAACATACAGTTGTTCCAAAAGACGCCTGTGATTTCTTGTTG 

PdFRS – 
K726A 

forward GAAATCACAGGCGTCTTTGCTAACAACTGTATGTTACAC 
reverse GTGTAACATACAGTTGTTAGCAAAGACGCCTGTGATTTC 
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Anexo C – Sequência primária dos genes selvagens de friedelina sintase 

C-1 – Sequência primária de aminoácidos da enzima MiFRS. 

MWKIKIADRGNCPYNEYLYTTNDFVGRQIWEFDPNSGTPEELAEIEEARRKFTENRYE
VKPASDLLWMMQFLRKNNFKQTIPPLRIGEKEQVTYEDVTTALRRASSFFSALQASDG
HWPAENAGVSFFLPPFIFCLYITGHLNSIITPEHRKEILRFIYNHQNEDGGWGIHIEGHS
TVFATAFTYVCMRILGVGPDEDACARARKWILDRGGITYMASWGKTWFSVLGIFDWY
GCNPMPPEFWILPSYLPIHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVAPITPLILQLREELH
TQPYHEIEWRKMRHRCAEEDLYFPHSLIQNFLWDSLYVASEPLLTRWPFSKIRERALE
KAMEHIHYEDENSRYITIGCVEKALCMLCCWVEDPNGEYFKKHLARIPDYLWVAEDG
MKVVSFGSQLWDATFGFQALVASNLTDEVAPTLVKAYDFIKKCQVRDNPSGNFEKMF
RHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEALKCCLLAATMPEELVGEKLDPQWIFESVNIIL
SLQEPKTGGLAGWEPVRAGQWIEMLNPMEFLENIVIEHTYIECTGSSIIAFITLKKLFPG
HRTKDIDNFIVNAIRYLEDEQYPDGSWYGNWGICFIYSTMFALGGLAAAGRTYKNCQA
VRRGVDFLLINQSDDGGWGESYISCPRKKYTPLEGRRSNVVQTAWAMLGLLYAGQA
ERDPTPLHRGAKLLINYQMEEGGYPQQEITGVFKMNCMLHYPIYRNAFPIWALGEYRK
RVPLPSKGNSMAMKINSA 

C-2 – Sequência primária de aminoácidos da enzima PdFRS. 

MWRLKIAEKGNNPYIFTTNEYAGRQIWEYDPNAGTPEEREQVEEARRNFTKNRSKV
KPSSDLLWQYQILREKNFKQTIPAVRVEEGEEVTYEKTTTAMKRSASFYSALQASD
GHWPAENSGVLFFLPPFVFCFYITGHLNTMFPPEYRKEIFRYIYNHQNEDGGWGLHI
ESHSNMFCTTFSYICLRMLGVGPDEEACARGRKWILDRGGVTSIPSWGKTWLSILG
LFDWSGCNPMPPEFWILPTALPVHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPITPLIL
SLREELYLQPYESVKWKQVRHLCAEEDLYYPHSLIQDFLWDSLYLMSEPLLTRWPF
NQLVRKKALEVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLSCWVEDPDGVAFKRHLAR
VPDYLWVGEDGMKVQSFGSQLWDATFGFQALYTSELGEEIKPTLAKAFDFIKKSQV
VDNPAGDFVGMYRHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEALKCVLFAQMLPTEYIGE
KMDPQMIFEAVNIILSLQGPRGGLAGWEPIRGEMWLEKLNPMEFLENIVIEHDYVEC
TSSAIHGFVMFMKMYPGHRKKEIETFIARAVDYLEMIQMPDGSWYGNWGVCFIYST
WFALVGLAAAGKTYYNNQAMRRGVDFLLRAQSPDGGWGESYLSCPNKIYTPLEEK
RSTYVQTGWAMLGLIHSGQADRDPTPLHRGAKLLINSQAEDGSYPQQEITGVFKNN
CMLHYPTYKNVFPLWALAEYRKNVPLPSKKL 
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Anexo D – Espectro de massas dos picos identificados por GC-MS 

D-1 – Espectro de massas obtido para a friedelina. 

 

Figura 41 – Espectro de massas obtido para o sinal com TR = 24,6 min e identificado como friedelina 
através da biblioteca NIST14. 

D-2 – Espectro de massas do sinal não-identificado em TR = 22,7 min. 

 
Figura 42 – Espectro de massas obtido para o sinal com TR = 22,7 não-identificado. 
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Anexo E – Alinhamento múltiplo 

E-1 – Alinhamento múltiplo global completo das enzimas. 

Tabela 29 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS        1 MWKIKIADR------G-NCPYNEYLYTTNDFVGRQIWEFDPNSG-TPEELAEIEEARRKF 
KdFRS        1 MWKLKIAEG------G-SDP---YIYTTNNFVGRQIWEFDPQAT-DPQQLAKVEAARLNF 
PdFRS        1 MWRLKIAEK------G-NNP---YIFTTNEYAGRQIWEYDPNAG-TPEEREQVEEARRNF 
AtSHS        1 MWRLKIADG------G-NNP---YLYSTNNFIGRQTWEFDPNYG-TPEERDEVEQARLHF 
BrASS        1 MWKLRIGAE---------AGQDPYLFSTNNYLGRQIWEFDADAG-SAEELAEVEEARRNF 
KdGLS        1 MWKLKIADG------G-SNP---YIFTTNNFVGRQIWEFDPQAT-DPQQLAKVEAARLDF 
BpLUS        1 MWKLKIAEG------G-PG-----LVSGNDFIGRQHWEFDPDAG-TPQERAEVEKVREEF 
LjLUS        1 MWKLKVAEG------G-KG-----LVSVSNFIGRQHWVFDPNAG-TPQEHEEIERMRQEF 
GgLUS        1 MWKLKIGEG------G-AG-----LISVNNFIGRQHWEFDPNAG-TPQEHAEIERLRREF 
OeLUS        1 MWKLKIADG--------TGP---WLTTTNNHIGRQHWEFDPEAG-TPDERVEVERLREEF 
ToLUS        1 MWKLKIAEG------G-DDE---WLTTTNNHVGRQHWQFDPDAG-TEEERAEIEKIRLNF 
KdLUS        1 MWKLKIADG------G-SNP---YIFTTNNFVGRQIWEFDPQAT-DPQQLAKVEAARLDF 
RcLUS        1 MWRIKIAEG------G-NNP---YIYSTNNFQGRQIWVFDPNAG-TPEEQAEVEEARQNF 
BgLUS        1 MWRLKIAEG------G-NNP---YIYSTNNFVGRQTWEFDPEAG-TPEERAQVEEARENF 
GgBAS        1 MWRLKIAEG------G-KDP---YIYSTNNFVGRQTWEYDPDGG-TPEERAQVDAARLHF 
PsBAS        1 MWRLKIAEG------G-NDP---YLFSTNNFVGRQTWEYDPEAG-SEEERAQVEEARRNF 
EtBAS        1 MWKLKIAEG------G-NDE---YLYSTNNYVGRQTWVFDPQPP-TPQELAQVQQARLNF 
BpBAS        1 MWRLKIADG------G-SDP---YIYSTNNFVGRQTWEFDPQAG-SPQERAEVEEARRNF 
PgBAS1       1 MWKLKIAEG------NKNDP---YLYSTNNFVGRQTWEFDPDYVASPGELEEVEQVRRQF 
PgBAS2       1 MWRLMTAKG------G-NDP---YLYSTNNFIGRQTWEFDPDYG-TPAERAEVEEARLHF 
MiCAS        1 MWRLKFGAETIGDDGG------SWLRSMNGHVGRQVWEFCPELG-SPEDLSLVENARRGF 
LaCAS        1 MWQLKIGADTVPADPSNAG---GWLSSLNNHVGRQVWHFHPELG-TPEDLQQIQHARQRF 
BpCAS1       1 MWKLKIGAETARGDGGGGGGSETWLRSLNNHLGRQIWEFHPELG-TQEELQQIDDARRRF 
BpCAS2       1 MWKLKIAE-----------GGSPWLRTLNNHVGRQVWEFDPKLG-SPEELAEIERARETS 
KdCAS        1 MWKLKIAD----------AGGSQWLRSVNNHIGRQIWDFDPALG-SPEELAQIEDARDNF 
BrCAS1       1 MWKLKIAE-----------GGSPWLRTTNNHVGRQFWEFDPNLG-TPEELAAVEEARKSF 
BrCAS2       1 MWKLKIAE-----------GGSPWLRTTNNHVGRQFWEFDPNLG-TPEELAAVEEARKSF 
AtCAS1       1 ------------------------------------------------------------ 
AtCAS2       1 MWKLKIAE-----------GGSPWLRTTNNHVGRQFWEFDPNLG-TPEDLAAVEEARKSF 
PgCAS        1 MWKLKIAE-----------GGNPWLRTLNDHVGRQIWEFDPNIG-SPEELAEVEKVRENF 
PsCAS        1 MWKLKVAE-----------GGTPWLRTLNNHVGRQVWEFDPHSG-SPQDLDDIETARRNF 
LjCAS        1 MWKLKIAE-----------GGNPWLRSTNSHVGRQVWEFDPKLG-SPQDLAEIETARNNF 
GgCAS        1 MWKLKIAE-----------GGSPWLRTVNNHVGRQVWEFDPKLG-SPEDLLEIEKARQNF 
consensus    1 .........      .       .. ......... .....  . ......... ..  . 
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Tabela 30 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS       53 TENRYEVKPASDLLWMMQFLRKNNFK---QTIPPLRIGEKEQVTYEDVTTALRRASSFFS 
KdFRS       50 YNHRHKIKPSSDLLWRLQFLEEKDFR---QNIAQVKVEDGEEVSYEAATAALKRGVHFYS 
PdFRS       50 TKNRSKVKPSSDLLWQYQILREKNFK---QTIPAVRVEEGEEVTYEKTTTAMKRSASFYS 
AtSHS       50 WNHRHEIKPSGDTLWRMQFIREKKFK---QTIPQVKIEDDEEISYDKVTATMRRSVHLLE 
BrASS       51 AANRSHYKASADLLWRMQFLREKKFE---QNIPRVVIDDAEKIAYEDAEKALRRGILYMA 
KdGLS       50 YHNRYKLKPNSDLLWRMQFLEEKDFR---QNIPQVKVEDGEEVSYEAVTAALRRGVHLYS 
BpLUS       48 TKNRFQMKQSADLLMRMQLRKENPCQ---PIPPPVKVKETEVITEEAVITTLRRSLSFYS 
LjLUS       48 TKNRFSIKQSADLLMRMQLRKENPCG---PIPPAVKLRDVEKVTAEALITTIRRSITFYS 
GgLUS       48 TKNRFSIKQSADLLMRMQLRKENHYGTNNNIPAAVKLSDAENITVEALVTTITRAISFYS 
OeLUS       49 KKNRFRTKQSADLLMRMQLVKENQRV---QIPPAIKIKETEGITEEAVITTLRRAISFYS 
ToLUS       50 KLNRFQFKQSADLLMRTQLRKENPIN---KIPDAIKLNETEEVTNDAVTTTLKRAISFYS 
KdLUS       50 YHNRYKLKPNSDLLWRMQFLEEKAFT---QTIPQVKVEDGEEVSYEAVTAALRRGVHLYS 
RcLUS       50 WKNRFQVKPNSDLLWQLQFLREKNFK---QKIPKVKVEDGEEITSEIAAAALRRSVHLFS 
BgLUS       50 WRDRFLIKPSSDLLWRFQFLSEKKFK---QRIPQVKVQDGEEITREIATTALRRSVHLVS 
GgBAS       50 YNNRFQVKPCGDLLWRFQILRENNFK---QTIASVKIGDGEEITYEKATTAVRRAAHHLS 
PsBAS       50 YNNRFEVKPCGDLLWRFQVLRENNFK---QTIGGVKIEDEEEITYEKTTTTLRRGTHHLA 
EtBAS       50 YNNRYHVKPSSDLLWRFQFLREKNFK---QTIPQAKINEGEDITYEKATTALRRAVHFFS 
BpBAS       50 YDNRYQVKPSGDLLWRMQFLKEKNFK---QTIPPVKVEDGEEITYEKSTAALRRAVHFYS 
PgBAS1      52 WDNRYQVKPSGDLLWRMQFLREKNFR---QTIPQVKVGDDEAVTYEAATTTLRRAVHFFS 
PgBAS2      50 WNNRYQVKPSSDVLWRMQFLKEKNFK---QIIPQVKVEDGEEITYEAATTTLRRAVHYFS 
MiCAS       54 TNTHLEKKHSADLLMRIQFAKENPYF---VNLPQIKVKASEDVTDEVVTTTLRRAINFYS 
LaCAS       57 SDHRFEKKHSADLLMRMQFAKNNSSF---VNLPQIKVKDKEDVTEEAVSRTLRRAINFYS 
BpCAS1      60 WERRFERRHSSDLLMRIQFAKENPSS---ANIPQVKIKDTEEVREEAVGMTLRRAINFYS 
BpCAS2      49 LKVRFEKKHSSDLLMRIQFAKENPRG---AVLPQVKVNETEDVTEEMVTRMLRRAISFHS 
KdCAS       50 ARHRFDKKHSADLLMRFQLTKENPQS---DLLPKVNIGKIEDITEDAVTNTLRRAINFHS 
BrCAS1      49 RENRFAKKHSSDLLMRLQFSRESLSR---PVLPQVNIKDGDDVTEKMVETTLKRGVDFYS 
BrCAS2      49 RENRFAKKHSSDLLMRLQFSRESLSR---PVLPQVNIKDGDDVTEKMVETTLKRGVDFYS 
AtCAS1       1 ----------------------------------------------MVETTLKRGLDFYS 
AtCAS2      49 SDNRFVQKHSADLLMRLQFSRENLIS---PVLPQVKIEDTDDVTEEMVETTLKRGLDFYS 
PgCAS       49 RNHRFEKKHSADLLMRIQFANENPGS---VVLPQVKVNDGEDISEDKVTVTLKRAMSFYS 
PsCAS       49 HDNRFTHKHSDDLLMRLQFAKENPMN---EVLPKVKVKDVEDVTEEAVATTLRRGLNFYS 
LjCAS       49 HDNRFSHKHSSDLLMRIQFSKENPIG---EVLPKVKVKDVEDVTEEAVVTTLRRAISFHS 
GgCAS       49 HDNRFTHKHSADLLMRIHFAKENPMN---EVLPKVRVKDIEDVTEETVKTTLRRAINFHS 
consensus   61   ... .. .......... ... .    . .. ... . .... . ......*.. ... 
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Tabela 31 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      110 ALQASDGHWPAENAGVSFFLPPFIFCLYITGHLNSIITPEHRKEILRFIYNHQNEDGGWG 
KdFRS      107 ALQASDGHWPAENAGPMFFMSPLVMCLYITGHLNTIFTEEHRRETLRYIYYHQNEDGGWG 
PdFRS      107 ALQASDGHWPAENSGVLFFLPPFVFCFYITGHLNTMFPPEYRKEIFRYIYNHQNEDGGWG 
AtSHS      107 ALLADDGHWPAENSGPSFFIQPLVMCLYITGHLNSVFPAEHRKEILRYVYSHQNKDGGWG 
BrASS      108 ALQADDGHWPAENSGCMFFIAPFVICLYITGHLDKIFSQEHRKEMLRYMYNHQNEDGGWG 
KdGLS      107 ALQASDGHWPAENAGPMFFMPPMVMCLYITGHLNAIFTEEHRSETLRYIYYHQNEDGGWG 
BpLUS      105 SIQAHDGHWPGESAGPLFFLQPFVMALYITGDLNTIFSPAHQKEIIRYLYNHQNEDGGWG 
LjLUS      105 SIQAHDGHWPAESAGPLFFVQPLVMALYITGSLDDVLGPQHKKEIIRYLYNHQNEDGGWG 
GgLUS      108 SIQAHDGHWPAESAGPLFFLQPLVMALYITGSLDDVLGPEHKKEIVRYLYNHQNEDGGWG 
OeLUS      106 TIQAHDGHWPAESAGPLFFLPPLVLALYVTGAINVVLSREHQKEITRYIYNHQNEDGGWG 
ToLUS      107 TIQAHDGHWPAESAGPLFFLPPLVIALYVTGAMNDILTPAHQLEIKRYIYNHQNEDGGWG 
KdLUS      107 ALQASDGHWPAENAGPMFFMPPMVMCLYITGHLNAIFTEEHRSETLRYIYYHQNEDGGWG 
RcLUS      107 ALQASDGHWCAENGGLLFFLPPLVFAVYITGHLNTVFSPEHRKEILRYIYCHQNEDGGWG 
BgLUS      107 ALQASDGHWCAENSGPMFFVPPMVFSLYITGHLNAVFSAEHCKEILRYIYCHPNEDGGWG 
GgBAS      107 ALQTSDGHWPAQIAGPLFFLPPLVFCMYITGHLDSVFPEEYRKEILRYIYYHQNEDGGWG 
PsBAS      107 TLQTSDGHWPAQIAGPLFFMPPLVFCVYITGHLDSVFPPEHRKEILRYIYCHQNEDGGWG 
EtBAS      107 ALQASDGHWPAENAGPLFFLPPLVMCLYITGHLDTVFPAPHRLEILRYIYCHQNEDGGWG 
BpBAS      107 ALQASDGHWPAENAGPLFFLPPLVMCMYITGHLNTVFPAEHQKEILRYIYYHQNEDGGWG 
PgBAS1     109 ALQASDGHWPAENSGPLFFLPPLVMCVYITGHLDTVFPAEHRKEILRYIYCHQNEDGGWG 
PgBAS2     107 ALQADDGHWPAENAGPLFFLPPLVMCLYITGHLNTVFPAEHRIEILRYIYCHQNDDGGWG 
MiCAS      111 TIQADDGHWPGDYGGPMFLLPGLIITLHITGALNAVLSREHQREMCRYLYNHQNSDGGWG 
LaCAS      114 TIQGDDGHWPGDYGGPMFLIPGLVITLSITGALNAVLSTEHQREICRYLYNHQNKDGGWG 
BpCAS1     117 TIQADDGHWPGDYGGPMFLIPGLVITLSITGTLNAFLSKEHQCEICRYLYNHQNEDGGWG 
BpCAS2     106 TLQAHDGHWAGDYGGPMFLMPGLVITLSITGALNTVLSEEHKKEMCRYLYNHQNKDGGWG 
KdCAS      107 TTQAHDGHWPGDYGGPLFLMPGLVITLSITGALNAVLSKEHKKEMCRYLYNHQNEDGGWG 
BrCAS1     106 TIQASDGHWAGDYGGPMFLLPGLIITLSITGALNTVLSEQHKAEMRRYLHNHQNEDGGWG 
BrCAS2     106 TIQASDGHWAGDYGGPMFLLPGLIITLSITGALNTVLSEQHKAEMRRYLHNHQNEDGGWG 
AtCAS1      15 TIQAHDGHWPGDYGGPMFLLPGLIITLSITGALNTVLSEQHKQEMRRYLYNHQNEDGGWG 
AtCAS2     106 TIQAHDGHWPGDYGGPMFLLPGLIITLSITGALNTVLSEQHKQEMRRYLYNHQNEDGGWG 
PgCAS      106 TLQAHDGHWPGDYGGPMFLMPGLVITLSITGVLNVVLSKEHKREICRYLYNHQNRDGGWG 
PsCAS      106 TIQSHDGHWPGDYGGPMFLMPGLVITLSVTGALNAVLTDEHRKEMRRYLYNHQNKDGGWG 
LjCAS      106 TLQSHDGHWPGDYGGPMFLMPDLVITLSITGALNAVLTDEHRKEMCRYLYNHQNKDGGWG 
GgCAS      106 TLQSHDGHWPGDYGGPMFLMPGLVITLSITGALNAVLTEEHRKEICRYLYNHQNKDGGWG 
consensus  121 .... ****... .*..*....... ...** ...... ....*..*....*.*.***** 
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Tabela 32 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      170 IHIEGHSTVFATAFTYVCMRILGVGPD----EDACARARKWILDRGGITYMASWGKTWFS 
KdFRS      167 FHIEGQSTMFGTVLNYICMRLLGEGPE-GGQDNAVSRGRKWILDHGGATAIPSWGKTWLS 
PdFRS      167 LHIESHSNMFCTTFSYICLRMLGVGPD----EEACARGRKWILDRGGVTSIPSWGKTWLS 
AtSHS      167 LHMEGHSIMFGTTLSYICMRLLGEGPD-GGLNGACTRARKWILDHGGAIANPSWGKVWLS 
BrASS      168 IHVESHSFMFSTVLNYICLRIFGEEADHDGINSACAMARKWILDHGGATYTPLLGKAWLS 
KdGLS      167 FHIEGHSTMFGTVLNYICMRLLGEGPE-GGQDNAVSRGRKWILDHGGATSIPSWGKTWLS 
BpLUS      165 FHIEGHSTMFGSALSYIALRILGEGLE-DGEDGAMAKSRKWILDHGGLVAIPSWGKFWVT 
LjLUS      165 FHIEGHSTMFGSALSYIALRVLGQSLE-DGEDMAVARGRKWILDHGGLVAIPSWGKFWVT 
GgLUS      168 FHIEGHSTMFGSALSYVALRILGEGP----QDKAMAKGRKWILDHGGLVAIPSWGKFWVT 
OeLUS      166 IHIEGHSTMFGSVLSYITLRLLGEGQE-DGEDKAVARGRKWILDHGGAVGIPSWGKFWLT 
ToLUS      167 LHIEGHSTIFGSVLSYITLRLLGEEADSVAEDMALVKGRKWILDHGGAVGIPSWGKFWLT 
KdLUS      167 FHIEGHSTMFGTVLNYICMRLLGEGPE-GGQDNAVSRGRKWILDHGGATSIPSWGKTWLS 
RcLUS      167 IHIEGHSTMFCTVLNYICMRILGEARD-GGIENACERGRKWILDHGGATGISSWGKTWLS 
BgLUS      167 LHIEGHSAMFSTVLNYNWLGKLGEGRD-GGKDNACERARRRILDHGSATAISSWGKTWLA 
GgBAS      167 LHIEGHSTMFCTALNYICMRILGEGPD-GGQDNACARARKWIHDHGGVTHIPSWGKTWLS 
PsBAS      167 LHIEGHSTMFCTALNYICMRILGEGPD-GGEDNACVRARNWIRQHGGVTHIPSWGKTWLS 
EtBAS      167 LHIEGHSTMFCTVLSYICMRLLGEGPN-GGQDNACSRARKWIIDHGGATYIPSWGKTWLS 
BpBAS      167 LHIEGHSTMFCTALSYICMRILGEGPD-GGQDNACARARKWILDHGGVTHMPSWGKTWLS 
PgBAS1     169 LHIEGHSTMFCTTLSYICMRILGEGPD-GGVNNACARGRKWILDHGSVTAIPSWGKTWLS 
PgBAS2     167 LHIEGHSTMFCTALSYICMRILGEGRD-GGENNACARARKWILDHGSVTAIPSWGKTWLS 
MiCAS      171 LHIEGPSTMFGTALNYVTLRLLGEGTEG--GEGAIENGRKWILDHGGATAITSWGKMWLS 
LaCAS      174 LHIEGPSTMFGSVLNYVSLRLLGEEAED--GQGAVDKARKWILDHGGASAITSWGKMWLS 
BpCAS1     177 LHIEGPSTMFGTALNYITLRLLGE-PED--GMGAVEKARKWILDHGGATAITSWGKMWLS 
BpCAS2     166 LHIEGPSTMFGTVLSYVTLRLLGEGAND--GQGAIERGRKWILDHGSATAIISWGKMWLS 
KdCAS      167 LHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEDVNG--GDGEIERARKWILDHGGATAITSWGKMWLS 
BrCAS1     166 LHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEGPND--GDGAMEIGRDWILNHGGATNITSWGKMWLS 
BrCAS2     166 LHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEGPND--GDGAMEIGRDWILNHGGATNITSWGKMWLS 
AtCAS1      75 LHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEGPND--GDGDMEKGRDWILNHGGATNITSWGKMWLS 
AtCAS2     166 LHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEGPND--GDGDMEKGRDWILNHGGATNITSWGKMWLS 
PgCAS      166 LHIEGPSTMFGTVLNYVTLRLLGEGAND--GQGAMEKGRQWILDHGSATAITSWGKMWLS 
PsCAS      166 LHIEGPSTMFGSVLCYVTLRLLGEGPND--GEGDMERGRDWILEHGGATYITSWGKMWLS 
LjCAS      166 LHIEGPSTMFGSVLNYVTLRLLGEGPND--GQGDMEKARDWILGHGGATYITSWGKMWLS 
GgCAS      166 LHIEGPSTMFGSVLNYVALRLLGEGPND--RQGEMEKGRDWILGHGGATFITSWGKMWLS 
consensus  181 .*.*..*..*.....*. ....*....  . . .. ..*..*...*........** *.. 
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Tabela 33 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      226 VLGIFDWYGCNPMPPEFWILPSYLPIHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVAPITPLILQ 
KdFRS      226 IMGLCDWSGCNPMPPEFWLLPSYLPMHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFTTHITPLILQ 
PdFRS      223 ILGLFDWSGCNPMPPEFWILPTALPVHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPITPLILS 
AtSHS      226 ILGVHEWVGCNPLPPEFWLFPSFLPMSPGKMWSYCRLVFMPMSYLYGRRFVGPITPLVLQ 
BrASS      228 VLGVYDWSGCKPIPPEFWLLPYYSPINGGTVWIYLRDVFMGLSYLYGKKFVATPTPLILQ 
KdGLS      226 IMGLCDWSGCNPMPPEFWLLPSYLPMHPGKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFTARITPLILQ 
BpLUS      224 VLGLYEWSGCNPLPPEFWFLPDIFPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPITGLIQS 
LjLUS      224 VLGVYEWSGCNPLPPEFWLLPKIFPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKKFVGPITALVRS 
GgLUS      224 VLGAYEWSGCNPLPPELWLLPKFAPFHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKKFVGPITALIRS 
OeLUS      225 VLGVYEWDGCNPMPPEFWLLPNFSPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPITGLVLS 
ToLUS      227 ILGVYEWGGCNPMPPEFWLMPKFFPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGKITELVRD 
KdLUS      226 IMGLCDWSGCNPMPPEFWLLPSYLPMHPGKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFTARITPLILQ 
RcLUS      226 ILGVYEWDGTNPMPPEFWAFPSSFPLHPAKMFCYCRITYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQ 
BgLUS      226 ILGVYEWDGCNPMPPEFWAFPTFFPIHPARMLCYCRLTYMAMSYLYGKKFVGPITPLILQ 
GgBAS      226 ILGVFDWCGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQ 
PsBAS      226 ILGVFDWLGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRLVYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQ 
EtBAS      226 ILGVYEWSGSNPMPPEFWILPTFLPMHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQ 
BpBAS      226 ILGIFEWIGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQ 
PgBAS1     228 ILGVYEWIGSNPMPPEFWILPSFLPMHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQ 
PgBAS2     226 ILGLFDWSGSNPMPPEFWILPPFLPMHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVGPITPLILQ 
MiCAS      229 VLGVYEWTGNNPLPPEVWLCPYLLPMHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITATVLS 
LaCAS      232 VLGVYEWAGNNPLPPELWLLPYLLPFHPGRMWCHCRMVYLPMCYLYGKRFVGPITPIIRS 
BpCAS1     234 VLGVYEWSGNNPLPPEVWLCPYLLPCHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITSTIQS 
BpCAS2     224 VLGAFEWSGNNPLPPEIWLLPYMLPVHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITPTVMS 
KdCAS      225 VLGVFEWCGNNPLPPEMWLFPYYLPVHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITPTVLS 
BrCAS1     224 VLGAFEWSGNNPLPPEIWLLPYILPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITSTVLS 
BrCAS2     224 VLGAFEWSGNNPLPPEIWLLPYILPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITSTVLS 
AtCAS1     133 VLGAFEWSGNNPLPPEIWLLPYFLPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITSTVLS 
AtCAS2     224 VLGAFEWSGNNPLPPEIWLLPYFLPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITSTVLS 
PgCAS      224 VLGVFEWSGNNPLPPETWLLPYILPIHPGRMWCHRRMVYLPMSYLYGKRFVGPITPTVLS 
PsCAS      224 VLGVFEWSGNNPMPPEIWLLPYALPVHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITPTVLS 
LjCAS      224 VLGVFEWSGNNPLPPEIWLLPYALPFHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITPTILS 
GgCAS      224 VLGVYEWSGNNPLPPEIWLLPYVLPIHPGRMWCHCRMVYLPMSYLYGKRFVGPITPTILS 
consensus  241 ..*...*.* .*.***.*..* ..*..........*.......****..*....*..... 
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Tabela 34 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      286 LREELHTQPYHEIEWRKMRHRCAEEDLYFPHSLIQNFLWDSLYVASEPLLTRWPFSKI-R 
KdFRS      286 LREELHTQPYDQINWKKVRHVCCKEDTYYPHPILQDLIWDTLYLTTEPLLTRWPLNKLIR 
PdFRS      283 LREELYLQPYESVKWKQVRHLCAEEDLYYPHSLIQDFLWDSLYLMSEPLLTRWPFNQLVR 
AtSHS      286 LRKELYAQPYNDIKWKSSRHVCAKEDIYYPHPLLQDLMWDSLYILTEPLLTRWPFNKL-R 
BrASS      288 VREEIYDQPYKEICWSQARNLCAKEDLYFPQSFAQDWFWNIVHMFSENIFNLWPFNKLIR 
KdGLS      286 LREEIHIQPYDQIDWKKVRHVCCKEDMYYPHPLLQDLLWDTLYLTTEPLLTRWPLNKLIR 
BpLUS      284 LRQELYNEPYHQINWNKARSTVAKEDLYYPHPLIQDLLWGFLHHVAEPVLTRWPFSML-R 
LjLUS      284 LRKELYNEPYDRVDWNKARNTVAKEDLYYPHPLIQDMLWGFLHHVGERVLNTWPFSML-R 
GgLUS      284 LREELYNEPYNQINWNTARNTVAKEDLYYPHPLIQDMLWGFLYHVGERFLNCWPFSML-R 
OeLUS      285 LRQEIYTEPYHGINWNRARNTCAKEDLYYPHPLAQDMLWGFLHHFAEPVLTRWPFSKL-R 
ToLUS      287 LRQELYTDPYDEINWNKARNTCAKEDLYYPHPFVQDMVWGVLHNVVEPVLTSRPISTL-R 
KdLUS      286 LREEIHIQPYDQIDWKKVRHVCCKEDMYYPHPLLQDLLWDTLYLTTEPLLTRWPLNKLIR 
RcLUS      286 IREEIYNEPYNKIKWNSVRHLCAKEDNYFPHPTIQKLLWDALYTFSEPLFSRWPFNKL-R 
BgLUS      286 LREEIYNEPYDQINWSRMRHLCAKEDNYYAHTLTQIILWDAIYMLGEPLLKRWPFNKL-R 
GgBAS      286 LREELFTEPYEKVNWKKARHQCAKEDLYYPHPLLQDLIWDSLYLFTEPLLTRWPFNKLVR 
PsBAS      286 LREELHTEPYEKINWTKTRHLCAKEDIYYPHPLIQDLIWDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVR 
EtBAS      286 LRQELHTQPYHHINWTKTRHLCAHEDVYYPHPLIQDLMWDSLYIFTEPLLTRWPFNKIIR 
BpBAS      286 LREELYTQPYHQVNWKKVRHLCAKEDIYYPHPLIQDLLWDSLYIFTEPLLTRWPFNKLVR 
PgBAS1     288 LREELYGQPYNEINWRKTRRVCAKEDIYYPHPLIQDLLWDSLYVLTEPLLTRWPFNKL-R 
PgBAS2     286 LREELYAQAYDEINWRKVRHNCAKEDLYYPHPLIQDLMWDSLYIFTEPFLTRWPFNKL-R 
MiCAS      289 LRKELYTVPYHEVDWNKARNTCAKEDLYYPHPLVQDVLWSSLYYAYEPIFMRWPARRL-R 
LaCAS      292 LRKELYLVPYHEVDWNKARNECAKEDLYYPHPLVQDIVWASLHHVYEPLFMRWPAKRL-R 
BpCAS1     294 LRKELYTVPYHEIDWNKARNDCAKEDLYYPHPLVQDILWASLYYAYEPIFMYWPAKRL-R 
BpCAS2     284 LRKELYSVPYHEIDWNQARNLCAKEXLYYPHPLVQDILWASLHKLVEPVLMRWPGKRL-R 
KdCAS      285 LRKELFTVPYHEIDWNEARSLCAKEDLYYPHPVVQDILWATLHKVVEPVLLNWPGKKL-R 
BrCAS1     284 LRKELFTVPYHEVDWNEARNLCAKEDLYYPHPLVQDILWASLHKIVEPVLTRWPGANL-R 
BrCAS2     284 LRKELFTVPYHEVDWNEARNLCAKEDLYYPHPLVQDILWASLHKIVEPVLTRWPGANL-R 
AtCAS1     193 LRKELFTVPYHEVNWNEARNLCAKEDLYYPHPLVQDILWASLHKIVEPVLMRWPGANL-R 
AtCAS2     284 LRKELFTVPYHEVNWNEARNLCAKEDLYYPHPLVQDILWASLHKIVEPVLMRWPGANL-R 
PgCAS      284 LRKEVFSVPYHEIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLIQDILWASLDKVWEPIFMHWPAKKL-R 
PsCAS      284 LRKELFTVPYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDILWATLHKFVEPVFMNWPGKKL-R 
LjCAS      284 LRKELFTIPYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDILWASLHKVVEPVLMQWPGKKL-R 
GgCAS      284 LRKELYTIPYHDIDWNQARNLCAKEDLYYPHPLVQDILWASLHKFLEPILMHWPGKKL-R 
consensus  301 .* *... .*... *...*.....*..*......*...*.... . *......*  .. * 
 
  



101 
 

    
 

Tabela 35 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      345 ERALEKAMEHIHYEDENSRYITIGCVEKALCMLCCWVEDPNGEYFKKHLARIPDYLWVAE 
KdFRS      346 ERALKKTMKHIHYEDENSRYIVIGAVEKVLCMLACWVEDPNGDYFKKHLARVPDYFWVAE 
PdFRS      343 KKALEVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLSCWVEDPDGVAFKRHLARVPDYLWVGE 
AtSHS      345 KKALATTMRHIHYEDENSRYITIGSVEKILCMLACWDEDPNGVCFKKHLARIPDYIWVAE 
BrASS      348 HKALQKTMEIIHYHDEATQYITGGAIPKPFHMLACWVEDPKSDYFKKHLARVPGFLWIGE 
KdGLS      346 QRALQKTMKHIHYEDENSRYITIGTVEKVLCMLACWVEDPNGDYFKKHLARVPDYFWVAE 
BpLUS      343 EKALKAAIGHVHYEDENSKYLCIGSVEKVLCLIACWAEDPNGEAYKLHLGRIPDNYWVAE 
LjLUS      343 QKAIEVAINHVRYEDETTRYLCIGSVEKVLYLIARWVEDPNSEAYKLHLARIPDYFWLAE 
GgLUS      343 RKALEIAINHVHYEDENSRYLCIGSVEKVLCLIARWVEDPNSEAYKLHLARIPDYFWLAE 
OeLUS      344 EKALKVAMEHVHYEDMNSRYLCIGCVEKVLCLIACWVEDPNSEAYKRHIARIPDYFWVAE 
ToLUS      346 EKALKVAMDHVHYEDKSSRYLCIGCVEKVLCLIATWVEDPNGDAYKRHLARIPDYFWVAE 
KdLUS      346 KRALQTTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWVEDPNGDYFKKHLARIPDYLWIAE 
RcLUS      345 EKALKITMDHIHYEDHNSRYITIGCVEKPLCMLACWIEDPHGEAFKKHLARIADYIWVGE 
BgLUS      345 EKALKITMDHIHYEDENSQYITIGSVEKPLLMLACWHEDPNGDAFKKHLARIPDYVWLGE 
GgBAS      346 EKALQVTMKHIHYEDETSRYITIGCVEKVLCMLACWVEDPNGDAFKKHLARVPDYLWVSE 
PsBAS      346 KRALEVTMKHIHYEDENSRYLTIGCVEKVLCMLACWVEDPNGDAFKKHIARVPDYLWISE 
EtBAS      346 KKALEVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWAEDPNGVPFKKHLARIPDYMWVAE 
BpBAS      346 EKALQVTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWVEDPNGDYFKKHIARIPDYIWVAE 
PgBAS1     347 EKALQTTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLVCWVEDPNGDYFRKHLARIPDYIWVAE 
PgBAS2     345 EKALQTTMKHIHYEDENSRYITIGCVEKVLCMLACWVEDPNGDYFKQHLARIPDYIWVAE 
MiCAS      348 EKALQTVMQHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPQSEAFRLHIPRVYDYLWLAE 
LaCAS      351 EKALQCVMQHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPHSEAFKLHIPRIFDYLWIAE 
BpCAS1     353 EKALDTVMQHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWAEDPNSEAFKLHLPRILDYLWIAE 
BpCAS2     343 EKALRTVLEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRINDYLWIAE 
KdCAS      344 EKALCSAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHIPRLYDYLWIAE 
BrCAS1     343 EKALRTTLEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRIHDYLWVAE 
BrCAS2     343 EKALRTTLEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRIHDYLWVAE 
AtCAS1     252 EKAIRTAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRIHDFLWLAE 
AtCAS2     343 EKAIRTAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRIHDFLWLAE 
PgCAS      343 EKSLRTVMEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRLHDFLWLAE 
PsCAS      343 EKAIKTAIEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRIYDYLWVAE 
LjCAS      343 EKAINSVMEHIHYEDENTRYICIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRIYDYLWIAE 
GgCAS      343 EMAIKTAIEHIHYEDDNTRYLCIGPVNKVLNMLCCWVEDPNSEAFKLHLPRIYDYLWIAE 
consensus  361 ....   . ...*.*....*...* ..*.......*.***...... *..*.....*..* 
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Tabela 36 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      405 DGMKVVSF-GSQLWDATFGFQALVASNLTDEVAPTLVKAYDFIKKCQVRDNPSGNFEKMF 
KdFRS      406 DGMKIQSF-GSQHWDTAFFVQALLASDMTDEIRTTLAKAHDCIKKSQVKDNPSGDFRSMY 
PdFRS      403 DGMKVQSF-GSQLWDATFGFQALYTSELGEEIKPTLAKAFDFIKKSQVVDNPAGDFVGMY 
AtSHS      405 DGMKMQTF-GSQVWDASIGIQALLATELTHDIAPILKKGHEFIKASQVRDNPSGDFKSMY 
BrASS      408 DGLKIQTF-GSQIWDTAFLLQMMLAADVNDEIRSTLIKGYSYLRKSQITENPSGDFIKMF 
KdGLS      406 DGMKIQSF-GSQHWDTVFSAQALLASDMADEIGTTLAKAHYCIKESQVKDNPSGDFRSMY 
BpLUS      403 DGLKIQSF-GCQMWDAGFAIQAILSCNLNEEYWPTLRKAHEFVKASQVPENPSGDFKAMY 
LjLUS      403 DGLKIQSF-GCQMWDAAFAIQAILSGNVSEEYGPTLKKAHHFVKASQVRENPSGDFKAMY 
GgLUS      403 DGLKIQSF-GCQMWDAAFAIQAILACNVSEEYGPTLRKAHHFVKASQVRENPSGDFNAMY 
OeLUS      404 DGLKMQSF-GCQMWDAAFAIQAILSSNLAEEYGPTLMKAHNFVKASQVQENPSGDFNEMY 
ToLUS      406 DGMKMQSF-GCQMWDAAFAIQAIFSSNLTEEYGPTLKKAHEFVKASQVRDNPPGDFSKMY 
KdLUS      406 DGMKMQSF-GSQHWDTAFSIQALLASNMAEEIGITLAKGHDFIKKSQVKDNPSGDFKGMY 
RcLUS      405 DGIKMQSF-GSQTWDTSLALQALIASDLSHEIGPTLKQGHVFTKNSQATENPSGDFRKMF 
BgLUS      405 DGIKIQSF-GSQVWDTSFVLQALIASNLPSETGPTLEKGHNFIKNSQVTQNPSGDFRRMF 
GgBAS      406 DGMTMQSF-GSQEWDAGFAVQALLATNLVEEIAPTLAKGHDFIKKSQVRDNPSGDFKSMY 
PsBAS      406 DGMTMQSF-GSQEWDAGFAVQALLATNLIEEIKPALAKGHDFIKKSQVTENPSGDFKSMH 
EtBAS      406 DGMKMQSF-GSQQWDTGFAIQALLASNLTEEIGQVLKKGHDFIKKSQVKENPSGDFKSMH 
BpBAS      406 DGIKMQSF-GSQEWDTGFAIQALLASNLTDEIGPTLARGHDFIKKSQVKDNPSGDFESMH 
PgBAS1     407 DGMKMQSF-GSQEWDTGFSIQALLDSDLTHEIGPTLMKGHDFIKKSQVKDNPSGDFKSMY 
PgBAS2     405 DGMKMQSF-GSQEWDTGFAIQALLASDLIDEIRPTLMKGHDFIKKSQVKENPSGDFKSMH 
MiCAS      408 DGMKMQGYNGSQLWDSAFAVQAIISTDLVEEYGLCLKRAHNYLKDSQVLEDCPGDLSFWY 
LaCAS      411 DGMKMQGYNGSQLWDTAFAVQAIMSTKLAEEYGTTLRKAHKYIKDSQVLEDCPGDLQSWY 
BpCAS1     413 DGMKMQGYNGSQLWDTTFAVQAIISTNIAEEYGQTLRKAHEYIKDSQVLEDCPGDLNFWY 
BpCAS2     403 DGMKMQGYNGSQLWDTAFAVQAIISTNLFEEYGPTLEKAHMYIKKSQVREDCPGDLDFWY 
KdCAS      404 DGMKMQGYNGSQLWDTAFSVQAIVATKLVEEFSSTISKAHEFMKNSQVLEDYPGDLSYWY 
BrCAS1     403 DGMKMQGYNGSQLWDTSFAVQAVLATNLVEEYGPVLKKAHSYVKNSQVSEDCPGDLSYWY 
BrCAS2     403 DGMKMQGYNGSQLWDTSFAVQAVLATNLVEEYGPVLKKAHSYVKNSQVSEDCPGDLSYWY 
AtCAS1     312 DGMKMQGYNGSQLWDTGFAIQAILATNLVEEYGPVLEKAHSFVKNSQVLEDCPGDLNYWY 
AtCAS2     403 DGMKMQGYNGSQLWDTGFAIQAILATNLVEEYGPVLEKAHSFVKNSQVLEDCPGDLNYWY 
PgCAS      403 DGMKMQGYNGSQLWDTAFAVQAIISTNLAEEYGPTLRKAHTFMKNSQVLDDCPGDLDAWY 
PsCAS      403 DGMKMQGYNGSQLWDTAFAAQAIISTNLIDEFGPTLKKAHAFIKNSQVSEDCPGDLSKWY 
LjCAS      403 DGMKMQGYNGSQLWDTAFAAQAIISTNLIEEYGPTLRKAHTFIKNSQVLEDCPGDLNKWY 
GgCAS      403 DGMKMQGYNGSQLWDTAFTAQAIISSNLIEEYGPTLRKAHTYIKNSQVLEDCPGDLSKWY 
consensus  421 **...... *.*.**.....*....... ....... ... ... .*. ....*..  .. 
  



103 
 

    
 

Tabela 37 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      464 RHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEALKCCLLAATMPEELVGEKLDPQWIFESVNIILSL 
KdFRS      465 RHISKGAWTFSDQDHGWQLSDCTAEGLKCCLLFSLMQPEVVGEAMPPERLYDSVNVLLYL 
PdFRS      462 RHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEALKCVLFAQMLPTEYIGEKMDPQMIFEAVNIILSL 
AtSHS      464 RHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTTIGLTCCLLLSTMPPETVGEKMDPEQLKDAVNVILSL 
BrASS      467 RDISKGGWSFSDKDQGWPVSDCISESLKCCLIFESMPSEFIGEKMDVERLYDAINILLYL 
KdGLS      465 RHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEGLKCCLLFSLMQPEVVGEAMPPERLFDSVNILLYL 
BpLUS      462 RHINKGAWTFSMQDHGWQVSDCTAEGLKVAILFSQMPPDLVGEKIEKERLYDAVNVILSL 
LjLUS      462 RHISKGAWTFSMHDHGWQVSDCTAEGLKVALLLSEMSDDLVGAKMETEQFYDAVNVILSL 
GgLUS      462 RHISKGAWTFSMHDHGWQVSDCTAEGLKAALLLSEMPSELVGGKMETERFYDAVNVILSL 
OeLUS      463 RHTSKGAWTFSMQDHGWQVSDCTAEGLKAALLFSQMPIELVGAEIETGHLYDAVNVILTL 
ToLUS      465 RHTSKGAWTFSIQDHGWQVSDCTAEGLKVSLLYSQMNPKLVGEKVETEHLYDAVNVILSL 
KdLUS      465 RHISKGAWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLFSMMQPEVVGESMAPESLYNSVNVLLSL 
RcLUS      464 RHISKGAWTFSDKDQGWQVSDCTAESLKCCLLFSMMPPEIVGEKMEPEKVYDSVNVILSL 
BgLUS      464 RHISKGSWTFSDKDHGWQVSDCTAESLKCCLLFSMMPPELVGEKMGPQRMYDAVNVIISL 
GgBAS      465 RHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLLSMLPPEIVGEKMEPERLYDSVNVLLSL 
PsBAS      465 RHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLLSLLPPEIVGEKMEPERLFDSVNLLLSL 
EtBAS      465 RHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLFSMMPPEIVGEKMDAQHLYNAVNILISL 
BpBAS      465 RHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLLFSIMPPEIVGEKMEPEQLYDSVNVLLSL 
PgBAS1     466 RHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEGLKCCLIFSTMPEEIVGKKIKPERLYDSVNVLLSL 
PgBAS2     464 RHISKGSWTFSDQDHGWQVSDCTAEALKCCLLFSRMPTEIVGDKMEDNQLFDAVNMLLSL 
MiCAS      468 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSTFPSEIVGEPLDAERVYDAVNVILSL 
LaCAS      471 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLLLSKLPSEIVGKSIDEEQIYDAVNVILSL 
BpCAS1     473 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVILLSQFPSETVGKSVDVKRLYDAVHVILSL 
BpCAS2     463 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKIPPDVVGEPLVEERLYDAVNVILSL 
KdCAS      464 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKVVLKLSQFPAELVGAPLSAKLVYNAVNVILSL 
BrCAS1     463 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKVPKEIVGEPVDTKRLYDAVNVIISL 
BrCAS2     463 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKVPKEIVGEPVDTKRLYDAVNVIISL 
AtCAS1     372 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKVPKAIVGEPIDAKRLYEAVNVIISL 
AtCAS2     463 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAALLLSKVPKAIVGEPIDAKRLYEAVNVIISL 
PgCAS      463 RHVSKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGFKAVLQLSKLPSELVGEPLDAKRLYDAVNVILSL 
PsCAS      463 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLLLSKIAPEIVGEPLDSKRLYDAVNVILSL 
LjCAS      463 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAILSLSKIAPDIVGEPLDAKRLYDAVNVILSL 
GgCAS      463 RHISKGAWPFSTADHGWPISDCTAEGLKAVLLLSKIAPEIVGEPLDAKRLYDAVNVILSL 
consensus  481 *...**.*.**  *.**..***......  .... .. ...*. .. ............* 
 
  



104 
 

    
 

Tabela 38 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      524 QEPKTGGLAGWEPVRAGQWIEMLNPMEFLENIVIEHTYIECTGSSIIAFITLKKLFPGHR 
KdFRS      525 QSKN-GGMPGWEPAGESEWLELLNPTEFFENIVIEHEYVECTSSAVQALVLFKKLYPLHR 
PdFRS      522 QGPR-GGLAGWEPIRGEMWLEKLNPMEFLENIVIEHDYVECTSSAIHGFVMFMKMYPGHR 
AtSHS      524 QSEN-GGLAAWEPAGSSNWLEMLNPIEFIEDIVIEHEYVECTGTGMEALVLFKKLYPKHR 
BrASS      527 QGNN-GGIAIWEPAPGKTWLEWLNPVEFVEESTVEHESLECTGSAIVALLQFMKQFPDHR 
KdGLS      525 QSKN-GGMPGWEPAGASEWLELLNPTEFFENIVIEHEYVECTSSAVQALVLFKKLHPGHR 
BpLUS      522 QSSN-GGFPAWEPQRAYGWLEKFNPTEFFEDTLIEREYVECTSPAVHGLALFRKFYPRHR 
LjLUS      522 QSSN-GGFPAWEPQRAYQWLEKFNPTEFFEETLIEREYVECTGSAMQALALFRKLYPKHR 
GgLUS      522 QSSN-GGFPAWEPQKAYRWLEKFNPTEFFEDTMIEREYVECTGSAMQGLALFRKQFPQHR 
OeLUS      523 QSAS-GGFPAWEPQKAYRWLEKLNPTEFFEDVLIERDYVECTSSAVQALKLFKQLHPGHR 
ToLUS      525 QSEN-GGFPAWEPQRAYAWLEKFNPTEFFEDVLIEREYVECTSSAIQGLTLFKKLHPGHR 
KdLUS      525 QSQN-GGLPAWEPAGAPEWLELLNPTEFFENIVIEHEYVECTSSAVQALVLFKKLYPLHR 
RcLUS      524 QSQN-GGFTAWEPARAGSWMEWLNPVEFMEDLVVEHEYVECTSSAIQALVLFKKLYPRHR 
BgLUS      524 QSKN-GGCSAWEPAGAGSWMEWLNPVEFLADLVIEHEYVECTSSSLQALVLFKKLYPEHR 
GgBAS      525 QSKK-GGLSAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGHR 
PsBAS      525 QSKK-GGLAAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVVEHEYVECTGSAIQALVLFKKLYPGHR 
EtBAS      525 QSKN-GGLAAWEPAGAQQWLEMLNPTEFFADIVIEHEYVECTASAIHALIMFKKLYPGHR 
BpBAS      525 QSKN-GGLAAWEPAGAQEWLELLNSTEFFADIVIEHEYIECTASAMQTLVLFKKLYPGHR 
PgBAS1     526 QRKN-GGLSAWEPAGAQEWLELLNPTEFFADIVIEHEYVECTSSAIQALVLFKKLYPGHR 
PgBAS2     524 QSKN-GGLAAWEPAGSSEWLELLNPTEFFEDIVIEHEYVECTSSAIQAMVMFKKLYPGHR 
MiCAS      528 QNAD-GGFATYELTRSYQWLEFINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTLFKRFYPTHR 
LaCAS      531 QNTD-GGFATYELTRSYPWLELMNPAETFGDIVIDYTYVECTSAAIQALVAFKKLYPGHR 
BpCAS1     533 QNTD-GGFATYELTRSYHWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTLFKKLHPGHR 
BpCAS2     523 QNAD-GGFATYELTRSYPWLELINPAETFGDIVIDYNYVECTSAAIQALTSFKKSYPKHR 
KdCAS      524 QNID-GGFATYELTRSYSWMELLNPAETFGDIVIDYPYVECTSAALQSLVLFKKLHPEHR 
BrCAS1     523 QNAD-GGFATYELTRSYPWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALVAFRKLYPGHR 
BrCAS2     523 QNAD-GGFATYELTRSYPWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALVAFRKLYPGHR 
AtCAS1     432 QNAD-GGLATYELTRSYPWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALISFRKLYPGHR 
AtCAS2     523 QNAD-GGLATYELTRSYPWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALISFRKLYPGHR 
PgCAS      523 QNSD-GGYATYELTRSYSWLELVNPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTAFKKLFPGHR 
PsCAS      523 QNEN-GGLATYELTRSYTWLEIINPAETFGDIVIDCPYVECTSAAIQALATFGKLYPGHR 
LjCAS      523 QNED-GGLATYELTRSYSWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTSFRKLYPGHR 
GgCAS      523 QNED-GGFATYELTRSYTWLELINPAETFGDIVIDYPYVECTSAAIQALTSFKKLYPGHR 
consensus  541 *    **....*. ... *.*..*. *............***..............*.**	  
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Tabela 39 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      584 TKDIDNFIVNAIRYLEDEQYPDGSWYGNWGICFIYSTMFALGGLAAAGRTYKNCQAVRRG 
KdFRS      584 RKEVERFITNGAKYLEDIQMPDGSWYGNWGVCFTYGAWFALEGLSAAGKTYNNCAAVRKG 
PdFRS      581 KKEIETFIARAVDYLEMIQMPDGSWYGNWGVCFIYSTWFALVGLAAAGKTYYNNQAMRRG 
AtSHS      583 TKEVESFLTNAARYLDNTQMPDGSWYGEWGICFTYGTYYALGGLAAIEKTYENCQSIRKA 
BrASS      586 REEIEGFVTKGVKYIEDLQMPNGSWYGNWGVCFIYGTFFAVRGLVAAGKTYHNCETIRRA 
KdGLS      584 RKEVERFITNGAKYIEDIQMPDGAWYGNWGVCFTYGAWFALGGLAAAGKTYNNCAAVRKG 
BpLUS      581 GTEIDSSIYRGIQYIEDVQEPDGSWYGHWGICYTYGTWFAVGALAACGRNYKNCPALRKS 
LjLUS      581 RKEIDRCISKAIRYIENTQNPDGSWYGCWGICYTYGTWFAVEGLTACGKNFQNSVTLRRA 
GgLUS      581 SKEIDRCIAKAIRYIENMQNPDGSWYGCWGICYTYGTWFAVEGLTACGKNCHNSLSLRKA 
OeLUS      582 RKEIASCISKAIQYIEATQNPDGSWDGSWGICFTYGTWFAVEGLVACGKNYHNSPTLRRA 
ToLUS      584 TKEIEHCISRAVKYVEDTQESDGSWYGCWGICYTYGTWFAVDALVACGKNYHNCPALQKA 
KdLUS      584 RKEVERFITNGAKYLEDIQMPDGSWYGNWGVCFTYGAWFALEGLSAAGKTYNNCAAVRKG 
RcLUS      583 NKEIENCIINAAQFIENIQEPDGSWYGNWGICFSYGTWFALKGLAAAGRTYENCSAIRKG 
BgLUS      583 RKEIEIFILNAVRFTEEIQQPDGSWYGNWGICFLSGTWFGLKGLAAAGKTYYNCTAVRKG 
GgBAS      584 KKEIENFIANAVRFLEDTQTADGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTFANCAAIRKA 
PsBAS      584 KKEIENFIFNAVRFLEDTQTEDGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYTNCAAIRKG 
EtBAS      584 KKEIENFITNAVKYLEDVQTADGGWYGNWGVCFTYGTWFAVGGLAAAGKNYNNCAAMRKA 
BpBAS      584 KKEIENFIKNAAQFLQVIQMPDGSWYGNWGVCFTYGTWFALGGLAAVGKTYNNCLAVRRA 
PgBAS1     585 KKEIDNFITNAVRYLEDTQMPDGSWYGNWGVCFTYGSWFALGGLAAAGKTYYNCAAVRKA 
PgBAS2     583 KKEIEVSITNAVQYLEDIQMPDGSWYGNWGVCFTYGTWFAMGGLTAAGKTYNNCQTLHKA 
MiCAS      587 REEVDNCITKAGEFIERIQEENGSWYGSWGVCFSYGGWFGIKGLVAAGKTYSNCHSLRKA 
LaCAS      590 RDEIDNCVAKAADFIESIQATDGSWYGSWGVCFTYGGWFGIRGLVAAGRRYDNCSSLRKA 
BpCAS1     592 REEIENCIAKAAEFIENIQASDGSWYGSWGVCFTYAGWFGIKGLVAAGRTYKNCSSIHKA 
BpCAS2     582 EEEVDVCIKRAAMFTEKIQASDGSWYGSWGVCFTYGTWFGVKGLVAAGKNFNDCFGIRKA 
KdCAS      583 KEEVELCIKKAAAFIEKIQESDGSWYGSWAVCFTYGTWFGVLGLVAAGRNYKNSPSIRKA 
BrCAS1     582 KKEVDECIEKAVKFIESIQESDGSWYGSWAVCFTYGTWFGVKGLEAAGKTLKNSPTVAKA 
BrCAS2     582 KKEVDECIEKAVKFIESIQESDGSWYGSWAVCFTYGTWFGVKGLEAAGKTLKNSPTVAKA 
AtCAS1     491 KKEVDECIEKAVKFIESIQAADGSWYGSWAVCFTYGTWFGVKGLVAVGKTLKNSPHVAKA 
AtCAS2     582 KKEVDECIEKAVKFIESIQAADGSWYGSWAVCFTYGTWFGVKGLVAVGKTLKNSPHVAKA 
PgCAS      582 REEIQHSIEKAALFIEKIQSSDGSWYGSWGVCFTYGTWFGIKGLVTAGRTFSSCASIRKA 
PsCAS      582 REEIQCCIEKAVAFIEKIQASDGSWYGSWGVCFTYGTWFGIKGLIAAGKNFSNCLSIRKA 
LjCAS      582 REEIQHSIEKAAAFIEKIQSSDGSWYGSWGVCFTYGTWFGVKGLIAAGKSFSNCSSIRKA 
GgCAS      582 REEIQCCIEKAASFIEKTQASDGSWYGSWGVCFTYGTWFGVKGLIAAGKSFNNCSSIRKA 
consensus  601 .....  . ....... .*  .*.*.* *..*......... .* ...... ..  .... 
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Tabela 40 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      644 VDFLLINQSDDGGWGESYISCPRKKYTPLEGRRSNVVQTAWAMLGLLYAGQAERDPTPLH 
KdFRS      644 VDFLLNIQLEDGGWGESYQSCPDKKYVPLEDNRSNLVQTSWALMGLIYAGQADRDPTPLH 
PdFRS      641 VDFLLRAQSPDGGWGESYLSCPNKIYTPLEEKRSTYVQTGWAMLGLIHSGQADRDPTPLH 
AtSHS      643 VRFLLKTQGEDGGWGESYRSCAEKIYIPLDGNRSTVVHTAWAMLGLMHSKQEERDPIPLH 
BrASS      646 VRFLIETQNIEGGWGESYLSCPRKKYTPLDGNKTNVVNTGQAMMALIMGGQMERDPLPVH 
KdGLS      644 VDFLLRIQLEDGGWGESYQSCPDKKYVPLEDNRSNLVHTSWALMGLLCSGQADRDPNPLH 
BpLUS      641 CEFLLSKQLPNGGWGESYLSSQNKVWTNIEGNRANLVQTAWALLSLIDARQAEIDPTPIH 
LjLUS      641 CKFLLSKQLPNGGWGESYLSSQDKVYTNIEGKRANLVQSSWALLSLMRAGQAEIDPTPIH 
GgLUS      641 CQFLLSKQLPNAGWGESYLSSQNKVYTNLEGNRANLVQSSWALLSLTHAGQAEIDPTPIH 
OeLUS      642 CEFLLSKQLPDGGWSESYLSSSNKVYTNLEGNRSNLVQTSWALLSLIKAGQVEIDPGPIH 
ToLUS      644 CKFLLSKQLPDGGWGESYLSSSNKVYTNLEGNRSNLVHTSWALISLIKAGQAEIDPTPIS 
KdLUS      644 VDFLLNIQLEDGGWGESYQSCPDKKYVPLEDNRSNLVQTSWALMGLIYAGQADRDPTPLH 
RcLUS      643 VDFLLKSQRDDGGWAESYLSCPKKVYVPFEGNRSNLVQTAWAMMGLIYGGQAKRDPMPLH 
BgLUS      643 VEFLLQTQRDDGGWGESYLSCPKKIYVPLEGNRSNLVQTALAMMGLILGGQGERDPTPLH 
GgBAS      644 VKFLLTTQREDGGWGESYLSSPKKIYVPLEGSRSNVVHTAWALMGLIHAGQAERDPAPLH 
PsBAS      644 VKFLLTTQREDGGWGESYLSSPKKIYVPLEGNRSNVVHTAWALMGLIHAGQSERDPTPLH 
EtBAS      644 VDFLLRTQKQDGGWGESYLSCPHKKYVPLEDNRSNLVHTSWALMGLISAGQMDRDPTPLH 
BpBAS      644 VDFLLRAQRDNGGWGESYLSCPKKEYVPLEGNKSNLVHTAWAMMGLIHAGQAERDPTPLH 
PgBAS1     645 VEFLLKSQMDDGGWGESYLSCPKKVYVPLEGNRSNLVHTGWALMGLIHSEQAERDPTPLH 
PgBAS2     643 VDFLIKSQRSDGGWGESYLSCPNKEYTPLEGNRSNLVHTSWAMMGLIHSRQAERDPTPLH 
MiCAS      647 CAYLLSKELRTGGWGESYLSCQNKVYTNLKGDRPHIVNTGWAMLALIEAGQAERDPTPLH 
LaCAS      650 CDFLLSKELASGGWGESYLSGQNKVYTNIKDDRPHIVNTGWAMLSLIDAGQSERDPTPLH 
BpCAS1     652 CDYLLSKELASGGWGESYLSCQDKVYTNLKDNRPHIVNTGWAMLALIDAGQAERDPTPLH 
BpCAS2     642 CDFLLSKQLPSGGWGESYLSCQNKVYSHVEGNRSHVVNTGWAMLALIEAGQAERDPTPLH 
KdCAS      643 CDFLLSKQLASGGWGESYLSCQNKVYTNIPGGRSHVVNTGWAMLALIGAGQAERDPVPLH 
BrCAS1     642 CEFLLSKQLPSGGWGESYLSCQDKVYSNLEGNRSHVVNTAWALLSLIGAGQVEVDQKPLH 
BrCAS2     642 CEFLLSKQLPSGGWGESYLSCQDKVYSNLEGNRSHVVNTAWALLSLIGAGQVEVDQKPLH 
AtCAS1     551 CEFLLSKQQPSGGWGESYLSCQDKVYSNLDGNRSHVVNTAWAMLALIGAGQAEVDRKPLH 
AtCAS2     642 CEFLLSKQQPSGGWGESYLSCQDKVYSNLDGNRSHVVNTAWAMLALIGAGQAEVDRKPLH 
PgCAS      642 CDFLLSKQVASGGWGESYLSCQNKVYTNLEGNRSHVVNTGWAMLALIDAGQAERDATPLH 
PsCAS      642 CEFLLSKQLPSGGWAESYLSCQNKVYSNLEGNRSHVVNTGWAMLALIEAEQAKRDPTPLH 
LjCAS      642 CEFLLSKQLPSGGWGESYLSCQNKVYSNLEGNRPHAVNTGWAMLALIEAEQAKRDPTPLH 
GgCAS      642 CEFLLSKQLPSGGWGESYLSCQNKVYSNVESNRSHVVNTGWAMLALIDAEQAKRDPTPLH 
consensus  661 ...*.....  .**.***.*.  *............*....*...*. ..*...*..*.. 
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Tabela 41 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      704 RGAKLLINYQMEEGGYPQQEITGVFKMNCMLHYPIYRNAFPIWALGEYRKRVPLPSKGNS 
KdFRS      704 RAAKLLINSQLEDGDFPQQEIAGVFKMNCTLHFAAYRNIFPIWALAVYRRFCNPNSEAIS 
PdFRS      701 RGAKLLINSQAEDGSYPQQEITGVFKNNCMLHYPTYKNVFPLWALAEYRKNVPLPSKKL- 
AtSHS      703 RAAKLLINSQMENGDFPQQDTTGAFKKNCLLHYPMYRNIYTLWALAQYRKKVLRQPTGI- 
BrASS      706 RAAKVLINSQLDNGDFPQQEMRGAYKMNLLLHYPTYRNMFTLWALTYYTKALRRT----- 
KdGLS      704 RAAKLLINSQLEDGDFPQQEITGVFKMNCMLHFAAYRSIFPVWALAEYKRFCNLSSEAIS 
BpLUS      701 RGVRVLINSQMEDGDFPQQEITGVFMRNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRVLFA----- 
LjLUS      701 RGIRLLINSQMDDGDFPQQEITGVFMRNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRVLCA----- 
GgLUS      701 RGMKLLINSQMEDGDFPQQEITGVFMRNCTLNYSSYRNIFPIWAMGEYRRQVLCAHSY-- 
OeLUS      702 RGIKLLVNSQMEDGDFPQEEITGAFMKNCTLNYSSYRNIFPIWALGEYRRRILHAQT--- 
ToLUS      704 NGVRLLINSQMEEGDFPQQEITGVFMKNCNLNYSSFRNIFPIWALGEYRRIVQNI----- 
KdLUS      704 RAAQLLINSQLEDGDFPQQEITGVFQRNCMLHYAAYRNIFPLWALAEYRRQIQLHSEATK 
RcLUS      703 RAAKLLINSQTDLGDFPQQELTGAFMRNCMLHYALFRNTFPIWALAEYRRHVLFPSAGFG 
BgLUS      703 RAAKLLINSQTELGDFPQQELSGCFMRNCMLHYSEYRDIFPTWALAEYCKLFPLPSKND- 
GgBAS      704 RAAKLIINSQLEEGDWPQQEITGVFMKNCMLHYPMYRDIYPMWALAEYRRRVPLPSTPVC 
PsBAS      704 RAAKLLINSQLEQGDWPQQEITGVFMKNCMLHYPMYRDIYPLWALAEYRRRVPLP----- 
EtBAS      704 RAAKLLINSQLEDGDFPQQEITGVFMKNCMLHYAAYRNIYPLWALAEYRNRVPLPSTTL- 
BpBAS      704 RAAKLIINSQLEDGDFPQQEITGVFMKNCMLHYAAYKNIYPLWALAEYRKHVPLPLGKNL 
PgBAS1     705 RAAKLLINSQMEDGDFPQQEISGVFMKNCMLHYAAYRNIYPLWALAEYRRRVPLPSLGT- 
PgBAS2     703 RAAKLLINSQMESGDFPQQEITGVFMKNCMLHYAASRNIYPLWALAEYRKNVRLPSKSV- 
MiCAS      707 RAAKILVNSQMENGDFPQGEIMGVFNKNCMISYSAYRNIFPIWALGVYRCRVLQSL---- 
LaCAS      710 RAARILINSQMDDGDFPQEEIMGIFNKNCMISYAAYRNIFPIWALGEYRCRVLQAP---- 
BpCAS1     712 RAARILINSQMENGDFPQEEIMGVFNKNCMISYSAYRNIFPIWALGEYRCRVLKAL---- 
BpCAS2     702 RAARVLINSQMENGDFPQEEIMGVFNRNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCRVLQAP---- 
KdCAS      703 RAAKFLIESQLENGDFPQQEIMGVFNKNCMISYAAYRNIFPIWALGEYRCKVLNASRGQM 
BrCAS1     702 RAARYLINAQMESGDFPQQEIMGVFNRNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRSKVLLQQGE-- 
BrCAS2     702 RAARYLINAQMESGDFPQQEIMGVFNRNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRSKVLLQQGE-- 
AtCAS1     611 RAARYLINAQMENGDFPQQEIMGVFNRNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCQVLLQQGE-- 
AtCAS2     702 RAARYLINAQMENGDFPQQEIMGVFNRNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCQVLLQQGE-- 
PgCAS      702 RAAKLLINSQMENGDFPQEEIMGVFDKNCMITYAAYRNIFPIWALGEYRCRVLQGPS--- 
PsCAS      702 RAAVCLINSQLENGDFPQEEIMGVFNKNCMITYAAYRCIFPIWALGEYRRVLQAC----- 
LjCAS      702 RAALYLINSQMENGDFPQQEIMGVFNKNCMITYAAYRSIFPIWALGEYRCRVLQAR---- 
GgCAS      702 RAAVYLINSQMENGDFPQQEIMGVFNKNCMITYAAYRNVFPIWALGEYRHRVLQSQ---- 
consensus  721 .........*.. *..**....*.. .*... ..........**...*.....        
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Tabela 42 – Alinhamento múltiplo global de sequências. A última linha evidencia a presença de 
resíduos conservados. Fonte: ClustalW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics). 
MiFRS      764 MAMKINSA-------- 
KdFRS      764 KPSK------------ 
PdFRS          ---------------- 
AtSHS          ---------------- 
BrASS          ---------------- 
KdGLS      764 KPSK------------ 
BpLUS          ---------------- 
LjLUS          ---------------- 
GgLUS          ---------------- 
OeLUS          ---------------- 
ToLUS          ---------------- 
KdLUS      764 MV-------------- 
RcLUS      763 FGFTNNL--------- 
BgLUS          ---------------- 
GgBAS      764 LT-------------- 
PsBAS          ---------------- 
EtBAS          ---------------- 
BpBAS      764 NQVVNCIGQSLYKKYK 
PgBAS1         ---------------- 
PgBAS2         ---------------- 
MiCAS          ---------------- 
LaCAS          ---------------- 
BpCAS1         ---------------- 
BpCAS2         ---------------- 
KdCAS      763 KT-------------- 
BrCAS1         ---------------- 
BrCAS2         ---------------- 
AtCAS1         ---------------- 
AtCAS2         ---------------- 
PgCAS          ---------------- 
PsCAS          ---------------- 
LjCAS          ---------------- 
GgCAS          ---------------- 
consensus  781                  
 
 


