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RESUMO

Plantas constituem uma das principais fontes de produtos naturais bioativos, sendo
capazes de sintetizar substancias complexas e estereoespecificas utilizadas para o
tratamento de diversas doencas. Dentre essas substancias, a friedelina se destaca
pelo potencial gastroprotetor, antimicrobiano, hipolipemiante e por possuir uma
carbonila na posi¢gao C-3 que faz com que a mesma seja precursora de substancias
com propriedades citotoxicas como a pristimerina, o celastrol e a maitenina,
marcadores taxonOmicos da familia Celastraceae. Ademais o alto potencial
terapéutico, a quantidade produzida desses metabdlitos pelas plantas é pequena, de
modo que alternativas de engenharia metabdlica, com a expressdo dos genes de
plantas em sistemas heterdlogos aliada a engenharia de proteinas para otimizar e
aumentar a atividade das enzimas, vém se mostrando promissoras. Desse modo,
esse estudo avaliou a expressdo da enzima friedelina sintase de Monteverdia
ilicifolia (Celastraceae) e Populus davidiana (Salicaceae) em Saccharomyces
cerevisiae. Residuos especificos de ambas as enzimas foram modificados
geneticamente por meio de reagbes de mutagao sitio-dirigida, sendo as posi¢des
selecionadas a partir do uso do alinhamento multiplo de sequéncias (MAS) e a
analise da interacdo entre o sitio catalitico da enzima modelada e o produto
friedelina. Apos a obtengcdo dos genes mutantes, a sequéncia codificadora das
enzimas foi clonada em um vetor de expressao, sendo o DNA recombinante
transformado em levedura. Posteriormente, essa linhagem foi cultivada em meio
seletivo e os terpenos extraidos e avaliados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). O teor de friedelina produzido pelas leveduras
foi quantificado através de uma curva analitica utilizando colesterol como padrao
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 produgao de
friedelina de 1,8-3,6x (3,633 £0,203 mg/L), enquanto as alteragdes na posi¢céo 729
resultaram em perda da funcdo. As demais mutagdes apresentaram resultados
mistos de acordo com a natureza da enzima mutada. Os resultados aqui
apresentados s&o importantes para melhorar o entendimento sobre a estabilidade e
capacidade produtiva dessas enzimas que produzem a friedelina, o unico triterpeno
carbonilado da cascata de rearranjos da via biossintética.

Palavras-chave: Celastraceae, Monteverdia licifolia; Populus davidiana;
Saccharomyces cerevisiae; friedelina; engenharia metabdlica; mutagao sitio-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 Iilicifolia (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 INTRODUGAO

1.1 A familia Celastraceae e Monteverdia ilicifolia

A familia Celastraceae € composta atualmente por mais de 1300 plantas
classificadas em 106 diferentes géneros. As espécies pertencentes a essa familia
estdo distribuidas globalmente em regides tropicais e subtropicais, com destaque
para o norte do continente africano, o leste do continente asiatico e o sul do
continente americano, onde o Brasil se destaca com 49 taxons no Brasil e 36
espécies endémicas (BIRAL et al., 2017; SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA;
COLACO, 2009; VELOSO et al., 2017). Os principais género dentro da familia s&o
Maytenus, Monteverdia, Euonymus, Cassine, Tripterygium e Celastrus
(PERESTELO, 2009).

O histérico etnofarmacologico da familia, e principalmente do género
Maytenus, é extenso. Como exemplo, infusbes das folhas de Maytenus ilicifolia e
Maytenus aquifolium sdo amplamente utilizadas para o tratamento de desordens
gastrointestinais (ANTUNES et al.,, 2020). Além disso, Euonymus alatus tém
importancia ornamental e infusbes com seus galhos sao ingeridas para o controle de
diabetes e hiperglicemia (CHANG et al., 2012), sementes de Celastrus paniculatus
sdo consumidas principalmente na india para o tratamento de disfungdo cognitiva e
epilepsia (SHEN et al., 2019) e espécies como Tripterygium wilfordii sdo utilizadas
pela medicina tradicional chinesa para o tratamento de artrite reumatoide e
inflamagdes (BRINKER et al., 2007)

Estudos recentes publicados por Biral e colaboradores (2017) reclassificaram
espécies dentro do género Maytenus por similaridades morfologicas e analises
genéticas, resultando na criagdo do género Monteverdia com 123 espécies. Dentre
as espeéecies desse género, Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral,
anteriormente conhecida como Maytenus ilicifolia, destaca-se pela ampla gama de

atividades biologicas e rica diversidade metabdlica (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 € uma espécie amplamente utilizada pela populagao
para o tratamento de dispepsias e ulceras gastricas, com os primeiros registros da
utilizagdo 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 pais
para serem consumidos em infusdes, tinturas e tererés. O extrato seco é atualmente
comercializado em capsulas produzidas por laboratérios como Bionatus® e
Herbarium®, sendo esses fitoterapicos recomendado pela ANVISA. Além disso, a
espécie esta presente na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude — REINISUS (CHEN et al., 2023).

O potencial biolégico dessa planta vai além das capacidades
gastroprotetoras. Estudos na literatura mostram a presenga de substancias com
potencial antioxidante, antimicrobiano, citotdxico, antiinflamatério, antineoplasico,
hipotensivo e antidiabético. Os metabdlitos que conferem essas atividades para o
extrato bruto fazem parte das classes dos flavonoides, taninos condensados,
alcaloides e ftriterpenos (Figura 2) (ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN;
IGNACIMUTHU, 2011; ANTUNES et al., 2020; CHEN et al., 2023; VELOSO et al.,
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Figura 2 — Principais metabdlitos bioativos encontrados no extrato de Monteverdia ilicifolia Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

E reportado que os flavonoides auxiliam na atividade gastrica a partir da
captura de radicais livres, protegendo o estdmago e o intestino da peroxidagéo
lipidica, e por inativar a enzima ATPase da bomba de hidrogénio e potassio gastrico,
responsavel por acidificar o estbmago (NIERO; ANDRADE; FILHO, 2011). Baggio e
colaboradores (2007) verificaram que uma fragcdo do extrato bruto rica em
flavonoides inibiu o esvaziamento gastrico e a motilidade intestinal em niveis
préximos a atropina.

Taninos condensados possuem a capacidade de formar complexos com
proteinas, polissacarideos e ions metalicos, o que resulta na producdo de uma
camada protetora sobre a mucosa do intestino, favorecendo a recuperagao do
mesmo apods lesdes. A epigalocatequina e epigalocatequina-3-galato demonstraram

atividade in vitro contra células tumorais gastricas visto que estimulam a liberagdo do
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fator de crescimento transformador beta (TFG-3), que controla a proliferagdo dessas
células de adenocarcinoma (OKABE et al., 1999; ZHENG, 1994).

Os alcaloides néo tem relagéo direta com a atividade gastroprotetora, porém
os metabodlitos isolados como aquifoliunina El apresentam atividade antiprotozoaria
contra Trypanosoma cruzi e Leishmania chagasi e atividade anti-HCV (SANTOS et
al., 2012).

Outra classe de compostos que merece destaque pelas atividades biolégicas
apresentadas s&o os terpenos, em especial os triterpenos pentaciclicos friedelanicos
e quinonametideos presentes nas folhas e nas raizes de M. licifolia,
respectivamente. Essas substancias auxiliam na protecdo da mucosa gastrica e na
inibicdo da secregdo acida a partir do estimulo a producdo de prostaglandina
(ALVES et al., 2018).

A friedelina, um derivado 3-oxofriedelano apresenta atividade antiproliferativa
e potencial antimicrobiano, anti-pirético e hipolipemiante ja descritos na literatura
(SUBASH-BABU; LI; ALSHATWI, 2017). Acredita-se que este triterpeno é sintetizado
nas folhas e posteriormente transportado para as raizes onde é convertido em
triterpenos quinonametideos (QMTs) como celastrol, maitenina e a pristimerina,
compostos com expressiva antiprotozoaria 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 pulmao (A-549), mama (MCF-7) e
figado (Hep-G2 e Hep-3B) (CHEN et al., 2023).

1.2 A biossintese dos triterpenos

Os terpenos representam uma das mais importantes e amplamente
encontradas classes de compostos existentes na natureza, com mais de 35 mil
substancias isoladas e identificadas de fontes naturais como plantas, organismos
marinhos e demais microrganismos (HAPPI et al., 2022).

A diversidade quimica dos terpenos vem de sua biossintese que ocorre a
partir da condensagao de unidades de isopreno (CsHs) que funcionam como blocos
construtores para a produgdo de monoterpenos (C10), sesquiterpenos (Cis),
diterpenos (C20), sesterterpenos (Cas), triterpenos (Cso), sesquarterpenos (Css) e

carotenoides (Cao).
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Duas vias biossintéticas explicam a produgado desses compostos, a via do
mevalonato (MEV) e a via do metileritritol-fosfato (MEP). A diferenca entre elas é o
precursor, de modo que as unidades construtoras da via do mevalonato sao
oriundas da condensac¢ao de unidades de acetil-CoA por reacdo de Claisen,
resultando no acido mevaldnico. Na via do metileritritol-fosfato, o acido piravico se
condensa com tiamina pirofosfato para a produgao do 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato
(THIMMAPPA et al., 2014).

A via do mevalonato ocorre fora do plastideo 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 producdo de esteroides, sesquiterpenos e triterpenos. A via do
metileritritol-fosfato engloba ciclizagdo que ocorrem dentro dos plastideos resultando
na producdo de monoterpenos, diterpenos, carotenoides e isoprenoides
fotossintéticos.

Para a produgao dos triterpenos, os terpenos de maior destaque em M.
ilicifolia, trés unidades dos blocos construtores IPP e DMAPP se condensam para a
producdo de farnesilpirofosfato (FPP). A jungcdo de duas unidades de FPP cauda-

cauda leva a producdo do esqualeno, como demonstrado abaixo (Figura 3).

-

SCoA HO= COOH OPP OPP
g 0 + (/
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0
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acetil-CoA HMG-CoA pirofosfato de pirofosfato-dimetil-
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f\u\ 2 FPP X
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=

1 C

esqualeno farnesilpirofosfato
(FPP)

OPP

Figura 3 — Produgéo 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 € oxidado para 2,3-oxidoesqualeno e pode
assumir a conformacéo cadeira-barco-cadeira, levando a produgao de esteroides em
fungos e animais, e a conformagéo cadeira-cadeira-cadeira, a qual, geralmente em
plantas, leva a producao de triterpenos. A quebra do anel epdxi resulta na formacéao
do cation damarenila em plantas. Esse carbocation assume diversas posi¢des ao
longo da estrutura do esqualeno, rearranjando-se através de migracéo de atomos de
hidrogénio ou grupos metila.

A partir disso, uma série de rearranjos ocorre dando origem a diferentes
esqueletos triterpénicos, sendo essas policiclizagdes catalisadas por enzimas
conhecidas como oxidoesqualeno ciclases (OSCs).

A estabilizacdo dos cations leva a producédo de triterpenos como lupeol, [3-
amirina e glutinol. O ultimo rearranjo da cadeia leva a formacdo do cation
intermediario em C-4 friedelanila, que € 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
estabilizagcao do cation friedelanila e realiza a reducédo desse cation para o triterpeno
friedelina.

0y, 20

cation protoesterila cation damarenila cation bacarenila shionona

X, .

friedelina taraxerol cation lupenila lupeol

cétion friedelanila cétion glutinila cétion taraxerila cétion oleanila B-amirina

Figura 4 — Biossintese 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 € o unico triterpeno
pentaciclico da cascata de rearranjos da via biossintética que possui uma carbonila
em C-3 (Figura 5). Essa especificidade estrutural € um dos motivos pelos quais essa
substancia e a enzima correlata, chamada de friedelina sintase, sdo os alvos de
estudos do nosso grupo de pesquisa nos ultimos anos (CORSINO et al., 2000;
MAZZEU et al., 2021).

Figura 5 — Estrutura quimica da friedelina. Imagem fornecida pelo autor.

A fim de entender a especificidade e a capacidade produtiva, atualmente
realiza-se a associagdo da quimica de produtos naturais com a engenharia
metabdlica e a engenharia de proteinas para compreender a biossintese e aprimorar

a producao desse triterpeno.

1.3 Biologia molecular e engenharia metabdlica aplicada a Quimica dos

Produtos Naturais

Plantas, fungos e bactérias sdo as principais fontes de produtos naturais
bioativos. Esses organismos possuem um especializado metabolismo com a
capacidade de sintetizar moléculas complexas e estereoespecificas, que sao
posteriormente utilizadas pelo homem para o tratamento de variados tipos de
doencgas (PICKENS; TANG; CHOOI, 2011).

Ademais o alto potencial biologico dessas substancias, a quantidade
produzida desses metabdlitos secundarios, principalmente por plantas, € pequena.
Desse modo, alternativas como a sintese quimica e a engenharia metabodlica vém
sendo exploradas ao longo dos anos para a obtengdo desses compostos de alto
valor agregado em quantidades suficientes para suprir a demanda crescente por
insumos farmacéuticos ativos (COURDAVAULT et al., 2021).
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A obtengcdo de substancias através de sintese e de semissintese vém
permitindo, ao longo dos anos, a produgédo de variados tipos de metabdlitos em
maior escala. Como exemplo, podemos citar a sintese completa da artemisinina em
cinco etapas (OLIVEIRA; CRUZ; DIAS, 2022; ZHU; COOK, 2012) e a obtenc¢ao do
paclitaxel a partir do intermediario 10-desacetilbacatina-1ll em quatro etapas (DENIS
et al., 1988), respectivamente.

O maior entrave para a obtengcdo de maior rendimento nessas sinteses € a
estereosseletividade da maioria das reacdes especificas. Por isso, nas ultimas
décadas, dedicou-se uma atencdo especial e crescente ao estudo das vias
biossintéticas de vegetais e microrganismos, buscando conhecer as enzimas e 0s
mecanismos que levam a produgao dos compostos de interesse.

Recentemente, o avango tecnoldgico e cientifico possibilitou o
desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de nova geragdo, estudos de
gendmica e de transcriptoma, os quais tem permitido o amplo mapeamento das vias
biossintéticas, fornecendo alternativas para a manipulacdo do fluxo metabdlico
(YANG et al., 2022).

Desse modo, a engenharia metabodlica, definida como a
reprodugao/modificacdo das vias biossintéticas de organismos superiores para a
otimizagdo da produgdo de um composto de interesse em um sistema heterdlogo,
vem se estabelecendo como uma alternativa sustentavel, otimizada e promissora
para a obtengcédo de metabdlitos derivados de plantas (MOSES et al., 2017).

Nesse contexto, a utilizagdo de um sistema heterélogo como uma bactéria ou
levedura, permite a transferéncia dos genes de organismos derivados para um
sistema de crescimento rapido e de facil manipulagdo, gerando fabricas celulares
para a produgdo desses compostos (BROKER et al., 2020). Ao mesmo tempo,
técnicas de biologia molecular e biologia sintética permitem a manipulagdo e
otimizagdo dessas vias biossintéticas buscando uma alteracdo no fluxo metabdlico
e, consequentemente, uma maior produc¢ao (BIRCHFIELD; MCINTOSH, 2020).

Dentre os sistemas heterélogos mais utilizados, destacam-se bactérias
(Escherichia coli), leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e plantas (Nicotiana
benthamiana). Atualmente, diferentes substéncias de alto valor agregado s&o

produzidas a partir de engenharia metabdlica, como B-amirina, acido artemisinico 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).

~

\/
HO / :
L€ Q
Escopolamina B-amirina Amorfadieno
251 mg/L em E. coli 108 mg/L em S. cerevisiae 37 g/Lin S. cerevisiae
(Cao et al., 2015) (Zhu et al., 2018) (Westfall et al., 2012)

o) o
: : OH
//,,,' R
v Ho . = ‘
o ~

0]
Acido artemisinico (S)-reticulina Taxadieno
25 g/L em S. cerevisiae 160 mg/L em E. coli 1 g/L em E. coli
(Paddon et al., 2013) (Matsumura et al., 2018) (Ajikumaret al., 2010)

Figura 6 — Exemplos de metabdlitos produzidos a partir de sistemas heterélogos. Fonte: Imagem
adaptada de PYNE et al., 2019.

Para a produgéo de triterpenos, Saccharomyces cerevisiae se destaca por ser
um organismo eucarioto, com modificagbes pds-traducionais, compartimentalizado e
robusto, sendo capaz de reproduzir a via do mevalonato e expressar genes
endogenos como as enzimas da familia CYP450 (PICKENS; TANG; CHOOI, 2011).

ApOs a selegédo do hospedeiro, € necessario clonar os genes que codificam
as enzimas para a produgao do metabdlito desejado nesse sistema heter6logo. Além
disso, outras modificagbes podem ser realizadas para fazer o ajuste fino do fluxo
metabodlico. Como exemplo, genes que codificam precursores da via podem ser
superexpressos ou integrados ao cromossomo do sistema heterdlogo, enquanto
genes de vias competitivas podem ser nocauteados (LI et al., 2022).

Além disso, é possivel também avaliar as relagbes estrutura-atividade das

enzimas a partir da realizagdo de mutagdes sitio-dirigidas.
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1.4 Mutacgao sitio-dirigida

A mutagdo sitio-dirigida é uma técnica baseada na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizada para alterar nucleotideos de uma sequéncia genética que
€ posteriormente recombinada (EDELHEIT; HANUKOGLU; HANUKOGLU, 2009).
Com essas alteragoes, € possivel avaliar a importancia dos residuos de aminoacidos
para a atividade e especificidade de uma enzima.

Essas mutagdes fornecem informagdes valiosas na analise de familias de
genes com alto indice de similaridade entre si, o que ocorre com as enzimas
oxidoesqualeno ciclases (OSCs). Na literatura existem mais de 98 mutagdes
pontuais realizadas com esses genes, sendo que a partir desses estudos foi
possivel identificar regides conservadas, residuos importantes para a estabilidade e
posi¢cdes-chave para a atividade das enzimas (CHEN et al., 2021).

Dentre as regides conservadas, o motif altamente conservado composto por
aspartato-cisteina-treonina-alanina-acido glutdmico (DCTAE) mostrou-se parte do
sitio ativo da enzima, com o aspartato sendo responsavel por protonar o 2,3-
oxidoesqualeno e iniciar a cascata de rearranjos. Adicionalmente, pode-se citar as
regides conservadas metionina-X-cisteina-X-cisteina-arginina (MXCXCR), glutamina-
X-X-X-X-X-triptofano (QXXXXXW) e C-terminal, cujo os residuos sdo responsaveis
pela estabilizagdo do carbocation e importantes para a ligagdo do substrato e
especificidade da reagdo (CHEN et al., 2021).

Como exemplo de informacdes obtidas a partir da realizagdo de mutagdes em
oxidoesqualeno ciclases, € digno de nota o estudo realizado por Kushiro e
colaboradores (1999), que realizou mutagdes na posicdo 256 da enzima lupeol
sintase de Olea europaea. Como resultado da troca do residuo de lisina por um
residuo de triptofano (L256W), a enzima converteu-se em uma B-amirina sintase,
estabilizando o cation oleanil e possibilitando uma etapa de rearranjo adicional que
levou a produg&o majoritaria de p-amirina.

A alteragao do residuo de serina pelo aminoacido fenilanalina na posigao 728
da enzima B-amirina sintase de Avena strigosa (S728F) resultou na produgdo do
triterpeno tetraciclico dammarano, ndo sendo a enzima mutada capaz de estabilizar

cations que levam a produgéao de triterpenos pentaciclicos (SALMON et al., 2016).
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Além de mudar a funcado, alteracbes de determinados residuos podem
resultar em uma maior produgcdo para a enzima. Zhou e colaboradores (2019)
verificaram que a mutag&o da treonina para acido glutamico (T502E) na friedelina
sintase de Tripterygium wilfordii foi capaz de aumentar a produgao de friedelina sem
alterar a especificidade da mesma. Um resultado semelhante foi observado por
Mazzeu e colaboradores (2021), que identificaram que a alteragdo de um residuo de
metionina por um residuo de serina na friedelina sintase de Monteverdia ilicifolia
(M549S) resultou em um aumento de produgao do composto de interesse.

Souza-Moreira e colaboradores (2016) realizaram os primeiros estudos de
mutagdo sitio-dirigida com a enzima friedelina sintase de Monteverdia ilicifolia
(MIFRS), observando que a posicéo 482, adjacente ao motif DCTAE, era essencial
no reconhecimento do substrato pela enzima a partir da presenca de um residuo de
leucina que nao era conservado nas demais OSCs. Em 2018, Alves e colaboradores
identificaram e quantificaram, a partir de expressado heteréloga, a produgédo de
diferentes isoformas de friedelina sintase encontradas M. ilicifolia, identificando qual
possuia a maior atividade enzimatica.

Devido a atividade biologica da friedelina e dos triterpenos quinonametideos,
a enzima MIFRS vem sendo alvo de estudo de nosso grupo de pesquisa nos ultimos
20 anos, inclusive com a finalidade de aumento de sua produgao por expressao
heterdloga. A partir do estudo publicado por Corsino (2000), foi possivel verificar que
a friedelina é produzida nas folhas e posteriormente transportada para as raizes,
onde € oxidada para os triterpenos quinonametideos (TQs).

Bicalho e colaboradores (2019) realizaram a identificacdo e a expressao
heterdloga da enzima CYP712K4 em Saccharomyces cerevisiae e Nicotiana
benthamiana, revelando que essa enzima € responsavel por realizar a oxidacao da
posicédo C-29 da friedelina, levando a produgéo do acido maitenoico.

Desse modo, o presente trabalho tem como objetivo continuar explorando
residuos-chave da enzima friedelina sintase a partir da realizagdo de mutacgdes sitio-
dirigidas uma vez que a obtengdo de uma enzima com maior capacidade produtiva
pode colaborar na determinagcdo da via biossintética dos TQMs. Além do aumento
da producdo, estudos da relacdo estrutura-atividade da FRS podem proporcionar
melhor entendimento da especificidade estrutural desse triterpeno ceténico. No

presente estudo, as mutagbes sitio-dirigidas foram realizadas nas enzimas
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monofuncionais de Monteverdia ilicifolia (MiIFRS) e de Populus davidiana (PdFRS)
buscando identificar alteracdes na especificidade e capacidade produtiva da enzima,
permitindo a obtencdo 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 mutagdo sitio-dirigida e avaliar como essas mutagcbes afetam a
capacidade de producio da enzima.

Objetivos especificos:

a) Clonar sequéncias codificadoras (cds) de friedelina sintase de Maytenus ilicifolia
e de Populus davidiana no plasmideo de expressdo pESC-URA;

b) Alinhar sequéncias de oxidoesqualeno ciclases (OSCs) e avaliar a estrutura
tridimensional de MiFRS para selecionar potenciais sitios de mutacao;

c) Realizar reagbes de mutagao sitio-dirigida com os genes de friedelina sintase;

d) Confirmar as mutagdes a partir da realizagado de sequenciamento;

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

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

3.1 Equipamentos

Sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®);

Cromatografo Gasoso GC2010 Plus com injetor automatico AOC6000 acoplado
a Espectrometro de Massas QP-2020 (Shimadzu®);

Coluna capilar RTX-5MS — C = 30m, L = 0,25mm, E = 0,25um (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®);

Espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher®);

Termociclador T-Advanced (Biometra®);

Fluxo laminar (Velco®);

Rotaevaporador 144 (Buchi®);

pHmetro PHi 510 (Beckman Coulter®);

Balancga analitica AB204-S (Mettler Toledo®);

Pipetadores automaticos (Gilson®);

Sistema de purificagédo de agua Milli-Q (Millipore®);

Sonicador USC-2800 (Unique®);

Centrifuga 5417-R (Eppendorf®);

Centrifuga 5818-R (Eppendorf®);

Centrifuga de bancada 5415-D (Eppendorf®)

Autoclave vertical (Prismatec®);

Espectrofotdmetro DU 800 (Beckman Coulter®);

Banho de aquecimento 1100 (Fanem®);

Chapa de aquecimento (Lab-Line®);

Camara UV (Syngene®);

3.2 Solugoes Preparadas

Agarose 1% (v/v) (Sigma-Aldrich®);



e Brometo de etideo 0.5 ng/mL

e Ladder de DNA 1Kb%;

e Solugdo estoque de Ampicilina 50 mg/mL;

e Solugdo estoque de Gentamicina 100 mg/mL;
e Solugdo estoque de Cloroanfenicol 100 mg/mL,;
e Solucdo estoque de dNTP 100 mM;

e Galactose 10% (V/V),

e Glicose 10% (V/V);

e Tampao TE pH 8.0;

e Acetato de Litio 1 M;

e Acetato de Litio 100 mM;

e PEG 50% (m/V);

e SS-DNA 2 mg/mL;

e NaOH 20 mM;

e Solugdo de NaCl 0,73% (m/V);

e Cloroférmio grau HPLC;

e Solugdo de cloroférmio:metanol 2:1 (V/V);
3.3 Enzimas e reagentes

e Padrao analitico de Colesterol (Sigma Aldrich®);

e Padrao analitico de Friedelina (Sigma Aldrich®);

e Platinum™ Pfx DNA polymerase (Invitrogen®);

e GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega®);

e Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher®);
e Gateway® BP Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen®);

e Gateway® LR Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen®);

e PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen®);

e GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher®);
e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher®);
e BigDye XTerminator™ Purification Kit;

e Enzima de restricdo Dpnl (New England Biolabs®);
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3.4 Genes, Plasmideos e linhagens de microrganismos.

e Genes sintetizados de friedelina sintase (MIFRS e PdFRS, Genone
Biotechnologies®);

e Plasmideo pDONR™ 207 (Invitrogen®);

e Plasmideo pESC-URA (Agilent Technologies®) [Pear1-tHMG1, PgacL1o, TRP1, 2y];

e Bactéria competente Escherichia coli DH5-a (Invitrogen®);

e Levedura Saccharomyces cerevisiae CEN.PK.113-5D (MATa MAL2-8c SUCZ2 ura3-
52 Perc7::Pkex>-ERG7).

3.5 Meios de cultura

e Meio Luria-Bertani liquido - 2,52 g do caldo Luria-Bertani (Kasvi®) em 100 mL de
agua ultrapura;

e Meio Luria-Bertani sélido - 2,52 g do caldo Luria-Bertani (Kasvi®) e 2 g de Agar
(Kasvi®) em 100 mL de agua ultrapura;

e Meio YPD liquido - 1 g de Extrato de levedura (Kasvi®), 2 g de Peptona (Kasvi®
e 10 mL de glicose 20% (V/V) em 100 mL de agua ultrapura;

e Meio sintético completo para auxotrofia de uracila (SC-URA) liquido — 0,67 g do
reagente Levedura Nitrogénio Base sem aminoacidos (Difco®), 0,2 g do drop-out
de aminoacidos utilizados (receita no anexo A-2), 10 mL de agucar 20% (V/V) em
100 mL de agua ultrapura;

e Meio sintético completo para auxotrofia de uracila (SC-URA) sélido — 0,67 g do
reagente Levedura Nitrogénio Base sem aminoacidos (Difco®), 0,2 g do drop-out
de aminoacidos utilizados (receita no anexo A-2), 2 g de Agar (Kasvi®), 10 mL da
solugéo de glicose ou galactose 20% (V/V) em 100 mL de agua ultrapura;
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4 METODOLOGIA

Os ensaios de biologia molecular aqui descritos foram realizados em
colaboracdo com os Prof. Dr. Cleslei Fernando Zanelli e Prof. Dr. Sandro Roberto
Valentini no Laboratério de Biologia Celular e Molecular de Microrganismos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP). A Dra. Tatiana
Maria de Souza Moreira supervisionou as etapas do trabalho desenvolvido no
laborataorio.

4.1 Subclonagem das sequéncias codificadoras dos genes selvagens de

friedelina sintase
4.1.1 Selegdo dos genes de friedelina sintase

Para a realizagdo desse estudo, foram selecionados os genes que codificam
as enzimas friedelina sintase de Monteverdia ilicifolia (Numero de acesso GenBank:
AVR49025.1) e de Populus davidiana (Numero 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 produgao de outros terpenos apos a expressao dos genes
modificados poderia ser verificada de modo qualitativo.

Para esse estudo, ambos os genes foram sintetizados comercialmente com
otimizagdo dos cdédons para expressao em S. cerevisiae e clonados em um
plasmideo com marca de selecdo de ampicilina pela empresa Genone
Biotechnologies®.

4.1.2. Purificagéo dos genes (Miniprep)

As bactérias contendo o DNA recombinante com as sequéncias 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 °C, 200 rpm), sendo
posteriormente purificados através do protocolo descrito no kit PureLink™ Quick
Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen®). A quantidade de DNA molde utilizada para as
reacdes posteriores foi determinada apés a medigdo da concentragdo da solugéo
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 transferéncia eficiente de fragmentos de DNA entre plasmideos usando
sequéncias especificas de recombinagao, chamadas de “site-specific attachment site
(att)”. A metodologia se baseia na utilizagdo da recombinacado sitio-especifico do
bacteriéfago A, onde uma regido especifica da sequéncia € ligada nos dois flancos
de um DNA e esse é recombinado com um vetor a partir de duas reacgdes simples,
usando um mix de enzimas fornecido pelo fabricante e sem a necessidade da
utilizacdo de enzimas de restricao ou ligagdo (REECE-HOYES; WALHOUT, 2018).

4.1.3.1 Desenho dos primers attB e reagcdo de amplificagcdo

O primeiro passo para a realizagdo dessa clonagem foi desenhar os primers
que se ligam aos genes desejados e inserem nos mesmos as sequéncias
recombinantes (attB).

Como essa etapa se da por uma reagao 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 fusao (Melting temperature - Tm) entre 50-55
°C.

O primer forward, que é complementar a sequéncia 5-3' do DNA, deve
possuir de 18-25 pares de base (bp) do gene da ser clonado, até 25 pares de base
da sequéncia recombinante attB e iniciar com quatro residuos de guanidina.

O primer reverse, que € o reverso complementar da sequéncia 3’-5 do DNA,
deve possuir de 18-25 pares de base do gene a ser clonado, até 25 pares de base
da sequéncia recombinante attB e iniciar com quatro residuos de guanidina.

Desse modo, temos para os genes de friedelina sintase de Monteverdia
ilicifolia (MiIFRS) e para a friedelina sintase de Populus davidiana (PdFRS) os
seguintes primers apresentados na Tabela 1, sendo a sequéncia recombinante attB
apresentada em azul e as bases utilizadas para ajustar a janela de leitura (open
reading frame) em vermelho. Os oligonucleotideos utilizados nesse trabalho foram
obtidos comercialmente e a sequéncia dos primers foram checadas a partir da

utilizag&do do software PrimerX (Bioinformatics.org).
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Tabela 1 — Primers utilizados para a inser¢cado da sequéncia attB nos genes de interesse.

Gene Primers Sequéncias

VIERS forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTGGAAAATCAAAATAGCCG
i
reverse  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAAGCACTGTTTATCTTCATAGCC

PUFRS forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTGGAGATTGAAGATTGC
reverse  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTACAACTTCTTAGATGGTAATGGGAC

Para a insercdo da sequéncia de attB nos genes de interesse, os primers
desenhados foram empregados em reagbes em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando a enzima Platinum™ Pfx DNA polymerase (Invitrogen®) e seus respectivos
reagentes, como apresentado na Tabela 2.

Os genes de friedelina sintase MIFRS e PdFRS, utilizados nessa reagao
como DNA molde foram obtidos como descrito no item 4.1.2.

Tabela 2 — Componentes utilizados na reagédo de PCR para inser¢do da sequéncia attB nos genes de

interesse.
Componente Volume utilizado
Tampéo da enzima 6,25 L
mix dNTP 100 mM 1,5 uL
MgSO4 50 mM 1uL

Primer forward 12,5 uM 0,75 uL
Primer reverse 12,5 uM 0,75 uL

DNA molde 200 ng
Pfx DNA polymerase 0,5 L
Agua g.s.p. 50 pL

Preparou-se a mistura reacional em um microtubo de 200 uL e a mesma foi
submetida a amplificagdo utilizando de um termociclador Analytik Jena (T-Advanced
Biometra®), sendo o programa de temperatura utilizado apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Condigdes de PCR utilizadas para a amplificagéo dos genes.

Etapa Temperatura  Tempo Ciclo
Desnaturacéo inicial 95°C 10 min -
Desnaturagao 95°C 30 seg 35x
Anelamento 68 °C 1 min/1000 bases
Extenséo 68 °C 15 min -

Apols a realizacdo da PCR, a mistura reacional foi analisada em gel de
agarose 0,8% (m/v) com auxilio de ladder de DNA e revelada em cadmara 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 Reagcdo BP

A reagdo 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
plasmideo contendo o sitio attP que sera recombinado. A Figura 7 esquematiza essa
clonagem com a entrada no gene desejado no plasmideo, mostrando que o mesmo

substitui o gene que confere resisténcia ao cloranfenicol.
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Figura 7 — Representacdo da reacdo BP para a producdo do clone de entrada. Fonte: Imagem

fornecida pelo autor.

Para essa etapa, o plasmideo pDONR™ 207 (vetor doador) foi descongelado
e inoculado em meio liquido Luria-Bertani contendo os antibidticos gentamicina e
cloroanfenicol (LB+Gem+Clo) em incubadora com agitagdo constante (37 °C, 16h,
200 rpm). Ap0s, realizou-se a purificagdo desse indculo de acordo com o descrito no
item 4.1.2.

A reacgao 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 |l

Enzyme Mix (Invitrogen®).
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Tabela 4 — Mistura reacional da reagao BP.

Componente Quantidade utilizada
miniprep gene-attB 50 fmol

miniprep pPDONR™ 207 50 fmol

Mix de enzimas BP Clonase 2 UL

Tampéo TE pH 8.0 g.s.p 8L

O microtubo contendo a reagao foi incubado em banho de aquecimento
overnight (25 °C, 18h) e apos, 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 °C, 16 h) e apdés um dia
verificou-se o aparecimento de colbnias.

O produto formado pela reagao consiste no gene da friedelina sintase clonado
no plasmideo pDONR™ 207.

4.1.3.3 Reagéo LR

A reagdo LR é a segunda e ultima da clonagem Gateway®. Nessa etapa, o
produto da reacdo BP (gene-affL) é purificado e clonado para um vetor de
expressdo, ou seja, um plasmideo com alto numero de copias que pode ser
expresso em meio heterélogo. A Figura 8 esquematiza essa clonagem com a
entrada no gene desejado no plasmideo, mostrando que o mesmo substitui o gene

gue confere resisténcia ao cloranfenicol.
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Figura 8 — Representacdo da reacdo LR para a producdo do clone de expressdo. Fonte: Imagem

fornecida pelo autor.

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

e inoculado em meio liquido Luria-Bertani contendo os antibidticos ampicilina e
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cloranfenicol (LB+Amp+Clo) em incubadora shaker (37 °C, 16 h, 200 rpm). Apos,
realizou-se a purificagcado desse indculo com o kit de miniprep utilizado anteriormente.

A reacao 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 Il

Enzyme Mix (Invitrogen®).

Tabela 5 — Mistura reacional da reacdo LR.

Componente Quantidade utilizada
miniprep gene-attL 150 ng

miniprep pESC-URA 150 ng

Mix de enzimas BP Clonase 2 UL

Tampéo TE pH 8.0 g.s.p 8L

O microtubo contendo a reagdo foi incubado em banho de aquecimento
overnight (25 °C, 18 h) e posteriormente o DNA resultante da PCR foi inserido em
bactéria a partir de um procedimento conhecido como transformacédo do plasmideo
em bactéria (seguindo o protocolo apresentado no anexo A-1) e plaqueado em meio
LB+Amp.

O aparecimento de colbnias corresponde aos clones de friedelina sintase
MIFRS e PdFRS inseridos no plasmideo pESC-URA. Esse plasmideo, foi
selecionado por apresentar um promotor induzivel por galactose, sendo descrito por
Bicalho e colaboradores (2019) como o mais reprodutivel para a expressdo de
genes de friedelina sintase em levedura.

Além disso, o gene truncado de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase
(tHMG1) também esta clonado neste vetor de expressdo. 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 confirmacdo da eficiéncia da clonagem, o procedimento de

sequenciamento foi realizado.
4.1.4 Sequenciamento dos genes clonados

Apds a realizagdo da clonagem Gateway®, cada gene de friedelina sintase
(MIFRS e PdFRS) foi inserido no plasmideo pESC-URA juntamente com o gene
tHMG-1. Apesar da taxa de sucesso dessa clonagem ser grande, deve-se garantir

gue nenhuma mutacéao involuntaria ocorreu durante o procedimento.
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Para isso, realizou-se 0 sequenciamento dos genes a partir da utilizacdo do
kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher®). Para essa reacgao,
foi realizada uma miniprep (item 4.1.2) a partir do inéculo da bactéria transfomada
com o plasmideo pESC-URA [PgaL-tHMG1, Pgar10-FRS, TRP1, 2u] (pESC-
URA+tHMG1+FRS). Além disso, utilizou-se do tampao presente no kit, da enzima
BigDye™ 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 reagcéo de sequenciamento.

Componente Quantidade utilizada
miniprep pESC-URA+tHMG-1+ FRS 500 ng

Primer 3,2 uyM 2L

Tampao 5x 3,5 uL

BigDye™ 1L

Agua g.s.p. 20 pL

Apods, a mesma foi submetida a amplificagao utilizando termociclador, sendo o

programa de temperatura utilizado apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 — Condi¢des de PCR utilizadas para o sequenciamento.

Etapa Temperatura  Tempo Ciclo
Desnaturacéo inicial 96 °C 1 min -
Desnaturagao 96 °C 10 seg

Anelamento 50 °C 5 seg 25x
Extenséo 60 °C 4 min

Extensao final 60 °C 5 min -

Apo6s a amplificagdo, as amostras foram precipitadas com o kit BigDye
XTerminator™ Purification Kit (Thermo Fisher®) seguindo o protocolo do fabricante.
Para cada amostra sequenciada, foram utilizados 10 uL de solugdo X-Terminator, 45
uL de soluggo SAM e 10 puL da PCR. As amostras foram submetidas a
homogeneizagdo em vértex por 30 minutos, centrifugadas (2 min, 4000 rpm) e
encaminhadas para analise no sequenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied
Biosystems®) do Laboratério Multiusuarios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara (UNESP).
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4.1.5 Transformagdo em S. cerevisiae

A transformacédo de alta eficiéncia € uma metodologia utilizada para inserir o
plasmideo de expressdo em uma levedura conhecido por “método acetato de
litio/SS-DNA carreador/polietilenoglicol” (GIETZ; SCHIESTL, 2007).

Todas as transformagdes em levedura realizadas neste trabalho utilizaram a
linhagem de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-5D (MATa MALZ2-8¢c SUC2
ura3-52 Perc7::Pkex>-ERG7).

Inicialmente, a linhagem de levedura foi descongelada e plaqueada em meio
YPD (30 °C, 16 h). Posteriormente, uma col6nia foi selecionada e inoculada em 5 mL
de meio liquido YPD para o preparo de um pré-inoculo (30 °C, 16 h, 200 rpm). No
dia seguinte, a concentragédo das células foi quantificada por espectrofotémetro DU
800 (Beckman Coulter®) a 600 nm.

Calculou-se o volume de células necessario para obter uma concentragcao de
5x10°8 células/mL e diluiu-se em 10 mL de meio YPD, incubando por 3-4 horas (30
°C, 200 rpm).

Apos, centrifugou-se o meio e o pellet de células foi lavado com 5 mL de agua
ultrapura. Na sequéncia, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de acetato de litio 100
mM estéril e incubado por 15 minutos (30 °C).

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

transformacgao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Mix utilizado para a reagao de transformagao em levedura.

Componente Quantidade utilizada
50% PEG 480 pL

LiAc 1M 72 L

SS-DNA 2 mg/mL 100 pL

miniprep pESC-URA+tHMG-1+ FRS 5 pL

Agua 63 L

A mistura reacional foi vortexada por 1 minuto e incubou-se a mesma em
agitador (30 °C, 30 min, 200 rpm). Posteriormente a amostra foi levada para banho-
maria (42 °C, 20 min), adicionou-se 500 yL de meio liquido YPD e a amostra foi

novamente incubada sob agitagao (30 °C, 2 h).
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Coletou-se as células por centrifugacédo e o pellet foi ressuspendido em 200
uL de agua ultrapura e plagueado em meio seletivo SC-URA. As col6nias
transformadas com o plasmideo pESC-URA apareceram apds 2-3 dias de incubagao
em B.O.D. (30 °C, 72 h).

4.1.6 PCR de colbnia

Para confirmar a presenca do plasmideo apds a transformacédo em levedura,
algumas colénias foram analisadas por PCR de colénia.

Utilizou-se o protocolo da enzima GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega®).
Inicialmente foram adicionados 10 yL de NaOH 20 mM em cada tubo de PCR para
quebrar a parede celular da bactéria. Em seguida, uma pequena quantidade de cada
colénia a ser analisada foi transferida para esse tubo e o mesmo foi incubado em
termociclador (95 °C, 10 min).

Apos, o conteudo do tubo foi centrifugado e o sobrenadante contendo o DNA
(colbnia) foi utilizado para a reacdo de PCR apresentada na Tabela 9. Os primers
utilizando estao apresentados no anexo B-2.

Tabela 9 — Mix utilizado para a reacao de transformagao em levedura.

Componente Quantidade utilizada
Tampéo 4 uL

dNTP 100 mM 0,4 uL

Primer forward 5 uM 1,6 uL

Primer reverse 5 yM 1,6 uL

DNA (col6nia) 1L

Enzima GoTaq 0,1 uL

Agua 11,3 uL

Os amplicons foram verificados por eletroforese em gel juntamente em gel de
agarose 0,8% (m/v) e brometo de etideo (0,5 ng/mL) com auxilio de ladder de DNA e

revelada em camara UV Syngene®.
4.2 Realizagao de mutagoes sitio-dirigidas e quantificagao dos produtos

Os genes selvagens MIFRS e PdFRS foram submetidos a reacbes de PCR
para mutacéo sitio-dirigida e transformados em levedura a fim de avaliar a agdo de

alteragdes de um unico aminoacido na fungdo da enzima. Para isso, utilizou-se
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técnicas de bioinformatica para a selecdo de posicdes-chave onde realizar as
mutagdes, as quais foram transformadas em levedura, sendo entdo realizada a
indugdo da expressédo em sistema heterdlogo, extragdo e quantificacdo da friedelina
por cromatografia gasosa.

4.2.1 Alinhamento dos genes de OSCs através de técnicas de bioinformatica

As enzimas oxidoesqualeno ciclases (OSCs) sdo o ponto central para o
entendimento da biossintese dos triterpenos e derivados. Porém, até o presente
momento, ndo existem estudos na literatura que conseguiram isolar e cristalizar
enzimas dessa familia.

Desse modo, faltam informacgdes sobre a estrutura terciaria dessas proteinas,
sendo a sequéncia primaria dos aminoacidos que compdem essas enzimas a
principal informagao disponivel em bancos de dados. A partir dessas informacgdes, &
possivel utilizar técnicas de bioinformatica para alinhar essas sequéncias primarias,
verificar a similaridade entre as OSCs, realizar predigdes por modelagem molecular
e propor posi¢cdes para a realizagdo de mutagdes sitio-dirigidas.

Nesse estudo, para avaliar a especificidade da friedelina sintase, as isoformas
de Monteverdia ilicifolia (N° Acesso GenBank: AVR49025.1), Kalanchoe
daigremontiana (N° Acesso GenBank: ADK35125.1) e Populus davidiana (N° Acesso
GenBank: ART66198.1) foram alinhadas com OSCs que produzem triterpenos

similares a friedelina, como apresentado na Figura 9.



40

friedelina shionona astertarona A

cicloartenol

HO

~

taraxerol

glutinol

Figura 9 — Triterpenos produzidos a partir das enzimas utilizadas no alinhamento multiplo. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

Além das enzimas que dao 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
posicédo C-3 oxidada, sendo esse grupo de enzimas denominado 3-ceto OSCs.

As enzimas utilizadas no alinhamento sao apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10 — Enzimas utilizadas no alinhamento multiplo de sequéncias (MSA).

Enzima Hospedeiro Abreviagdo N°de acesso
Monteverdia ilicifolia MIFRS AVR49025.1
friedelina sintase Kalanchoe daigremontiana KdFRS ADK35125.1
Populus davidiana PdFRS ART66198.1
shionona sintase Aster tataricus AtSHS F8WQDO0.1
astertarona A sintase Brassica rapa BrASS XM_009142199
glutinol sintase Kalanchoe daigremontiana KdGLS ADK35124 .1
Betula platyphylla BpLUS BAB83087.1
Lotus japonicus LjLUS BAE53430.1
Glycyrrhiza glabra GgLUS BADO08587.1
) Olea europaea OeLUS BAA86930.1
lupeol sintase
Taraxacum officinale ToLUS BAA86932.1
Kalanchoe daigremontiana KdLUS ADK35126.1
Ricinus communis RcLUS NP_001310684.1
Bruguiera gymnorhiza BgLUS BAF80444.1
Glycyrrhiza glabra GgBAS BAA89815.1
Pisum sativum PsBAS BAA97558.1
B . Euphorbia tirucalli EBAS BAE43642.1
B-amirina sintase
Betula platyphylla BpBAS BAB83088.1
BAA33461.1;
Panax ginseng PgBAS
BAA33722.1
Monteverdia ilicifolia MICAS APG38074.1
Luffa aegyptiaca LaCAS BAA85266.1
Betula platyphyll BpCAS BABE3085.1;
etula pla a
pratypiy P BAB83086.1
Kalanchoe daigremontiana KdCAS ADK35127 1
) XP_009136183.1;
Brassica rapa BrCAS
XP_009136183.1
cicloartenol sintase
NP_001325220.1;
Arabidopsis thaliana AtCAS
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 obtenc&o das sequéncias primarias das enzimas, da



42

ferramenta Clustal-w (EMBL-EBI - www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para a
realizagdo do alinhamento e do aplicativo BoxShade ExPASy (Swiss Institute of
Bioinformatics - descontinuado) para a apresentagao dos dados de alinhamento.

Um modo de prever a estrutura tridimensional das OSCs de friedelina sintase
€ a partir da modelagem molecular. Utilizou-se da ferramenta Swiss-Model (Swiss
Institute of Bioinformatics - https://swissmodel.expasy.org) para obter uma predi¢cao
da estrutura molecular da enzima friedelina sintase por homologia com a estrutura

cristalografica da lanosterol sintase de humano (Protein Data Bank ID: 1W6K).
4.2.2 Realizagdo das reagbes de mutagéo sitio-dirigida

Apos a selegcao de posi¢cdes-chave para a atividade da enzima, realizou-se a
PCR de mutacédo sitio-dirigida. Para essa reagdo, desenhou-se primers forward e
reverse altamente complementares a sequéncia do gene selvagem na mesma
regido, sendo a unica diferencga a alteracdo pontual de 1-3 nucleotideos, alterando o
cdédon e consequentemente o aminoacido que é transcrito e traduzido em uma
determinada posicao.

Os primers para essa PCR devem possuir o(s) nucleotideo(s) a serem
mutado(s) no centro, com 10-20 nucleotideos de cada lado da mutagado, possuirem
de 40-60% das bases guanina (G) e citosina (C) e temperatura de melting (Tm) entre
75-85 °C. A qualidade dos primers desenhados foi medida a partir da utilizacdo da
plataforma PrimerX (Bioinformatics.org), sendo os mesmos sintetizados e obtidos
comercialmente.

Em sequéncia, a reagdo de mutacdo sitio-dirigida foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Edelheit e colaboradores (2009). Nessa metodologia, uma
reacao é feita para cada um dos primers e posteriormente os dois produtos da PCR
sdo unidos e anelados em um unico tubo, aumentando a eficiéncia e a probabilidade
de sucesso na mutagao.

As reacdes 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 reagdes de mutacgéo sitio-dirigida.

Componente Quantidade utilizada
Plasmideo pESC-URA+fHMG-1+ FRS 500 ng

MgCl2 0,25 uL

dNTP 10 mM 0,75 uL

Tampéo da enzima 5uL

Primer forward ou reverse 40 pmol

Enzima Phusion DNA Polymerase 0,3 uL

Agua g.s.p. 25 uL

Apos a adigao 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 reagdo de mutagao sitio-dirigida.

Etapa Temperatura  Tempo Ciclo
Desnaturagao inicial 98 °C 30 seg -
Desnaturagao 98 °C 10 seg

Anelamento 55°C 40 seg 30x
Extenséo 72°C 5 min

Extenséo final 72°C 10 min -

Em seguida, o conteudo 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 reagdo de mutagao.

Etapa Temperatura Tempo
95°C 5 min
90 °C 1 min

Anelamento 80 °C 1 min
70°C 30 seg
60 °C 30 seg
50 °C 30 seg
40 °C 30 seg

Posteriormente, o conteudo do tubo de PCR foi submetido a uma reacgao de
digestdo para a linearizagcdo do DNA parental ndo-mutado (25 °C, 16h) para a
linearizagdo do DNA parental ndo-mutado. Para isso, adicionou-se ao produto de
PCR anelado 1 yL da enzima Dpnl (Thermo Fisher®), 5 uL do tampao CutSmart™
(Thermo Fisher®) e 4 uL de H,0 ultrapura.
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Apos a reacgdo de digestao, o produto da mutagao foi transformado em E. coli
(conforme descrito no anexo A-1), plaqueado em meio seletivo LB+Amp e incubado
em estufa (37 °C, 16 h).

As colbnias resultantes foram inoculadas em meio liquido LB+Amp (37 °C, 16
h, 200 rpm), purificadas pelo kit de miniprep e sequenciadas conforme descrito no
item 4.1.4. Para confirmar as mutagdes 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 Expressdo em sistema heterdlogo

Apos a obtencdo dos mutantes no plasmideo de expressao pESC-URA e a
transformagdo dos mesmos na linhagem de S. cerevisiae desejada, realizou-se o
cultivo da levedura e a expressao da enzima.

Para isso, as colbnias selvagens e mutantes foram repassadas em placa de
Petri contendo o meio seletivo SC-URA e incubadas em B.O.D. (30 °C, 72 h). Apos,
colonias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio SC-URA contendo 2% de
glicose (30 °C, 16 h, 200 rpm), sendo o indculo posteriormente centrifugado (5 min,
4000 rpm) e lavado com agua ultrapura (10 mL).

Apos, o pellet de células foi ressuspendido em 10 mL de SC-URA contendo
2% de galactose em uma densidade otica (D.O.e00) inicial de 0.6. O cultivo na
presenca de galactose induz o promotor do plasmideo pESC-URA para promover a
transcricdo da enzima friedelina sintase clonada, dando inicio a expressdo da
enzima.

O cultivo foi realizado durante trés dias em modo dinéamico (30 °C, 200 rpm) e

posteriormente o inoculo foi centrifugado e o material celular seco em liofilizador.
4.2.4 Extragéo da friedelina e quantificagdo por GC-MS

A extragdo 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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CHCI3:MeOH 2:1 (V/V). Também realizou-se a adigdo de 50 pL de uma solugéo de
colesterol a 240 yg/mL, sendo essa substancia utilizada como padréao interno.

O tubo foi levado para sonicacdo durante 10 minutos e apds essa etapa
adicionou-se 1,7 mL de uma solu¢cdo de NaCl 0,73% (V/V) promovendo o
aparecimento de duas fases. Realizou-se a centrifugagdo do tubo (4000 rpm, 5 min),
recolhendo a fase inferior para um frasco de vidro lavado e seco.

Para a analise desse produto por cromatografia gasosa, ressuspendeu-se o
conteudo do frasco de penicilina em 300 uL de cloroférmio grau HPLC, filtrou-se em
filtro 0,22 um e analisou-se em cromatégrafo gasoso GC2010 Plus (Shimadzu®)
acoplado a espectrometro de massas QP-2020 (Shimadzu®).

Paralelamente, para a analise quantitativa da friedelina, curvas analiticas
foram construidas a partir de uma solucdo estoque do padrdao em cloroférmio na
concentragdo de 1 mg/mL. A partir dessa solugéo, diluicbes sucessivas (1:1, V/V)
foram realizadas no intervalo de 500-0,97 pg/mL, com a adigdo de 50 yL do padrao
interno colesterol na concentragédo de 240 ug/mL em todos os pontos.

Os pontos da curva analitica foram secos em vial, ressuspendidos em 300 pL
de cloroférmio, filtrados e analisados por GC-MS. Para a analise qualitativa utilizou-
se do cromatograma de ions totais (TIC), enquanto a analise quantitativa da
friedelina foi feita a partir da utilizagdo do monitoramento de ion selecionado (SIM),
onde o friedelina foi monitorada pelo sinal em m/z 246 e o padrao interno colesterol
monitorado pelo sinal em m/z 301.

As analises de GC-MS foram realizadas no equipamento QP2020C
(Shimadzu®) com coluna HP-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um; Agilent®). Os softwares
Excel (Microsoft®), GCMS Solution 4.41 (Shimadzu®), Prism 9 (GraphPad®) e Origin
9 (OriginLab®) foram utilizados para a aquisicdo e tratamento dos dados

cromatograficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As sequéncias primarias das enzimas friedelina sintase de Monteverdia
ilicifolia (MiIFRS) e de Populus davidiana (PdFRS) foram analisadas em termos de
suas estruturas primarias por alinhamento global multiplo de sequéncias (MSA) e
preditas em termos de sua estrutura terciaria pela utilizagdo de técnicas de
modelagem molecular. A partir desses resultados, selecionou-se residuos em
posicbes chave para a realizacdo de mutagdes sitio-dirigidas em ambas as
sequéncias, observando mudancas na especificidade e na atividade das enzimas,
avaliando também a capacidade produtiva desses mutantes a partir da realizagédo da

quantificacao da friedelina.
5.1 Estudos de modelagem molecular

Apesar dos esforgos recentes utilizando cromatografia por afinidade e por
troca ibnica, até o momento ndo existem estudos na literatura que obtiveram
sucesso na purificagdo da enzima friedelina sintase e demais OSCs de plantas.

Um modo de predizer o enovelamento da proteina é através da realizacao de
estudos de modelagem molecular por homologia. O uso de ferramentas de
bioinformatica permite, através da sequéncia primaria de aminoacidos, construir um
modelo baseando-se em uma proteina ja cristalizada e tridimensionalmente

determinada.
5.1.1 Estudos de modelagem para a enzima MiFRS

A partir da sequéncia primaria da enzima MIFRS com 771 aminoacidos
(anexo C-1), foi possivel construir um modelo tridimensional e predizer as interagbes
e a influéncia dos residuos presentes.

O modelo foi construido a partir do uso da ferramenta EasyModeller, que se
baseia nos algoritmos do Modeller para a obtencéo 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 (Codigo PDB: 1W6K) como molde, sendo essa a enzima que apresentou
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melhor identidade sequencial com MIFRS. A Figura 10 apresenta a sobreposi¢cédo da

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

Figura 10 — Modelo construido 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 presenga majoritaria de estruturas do tipo a-hélice,
além de folhas-f e a presenga algas. A qualidade do modelo foi analisada a partir do
uso da ferramenta Swiss-Model (Swiss Institute of Bioinformatics), que permitiu a
obtengao do diagrama de Ramachandran.

O diagrama de Ramachandran é um grafico que descreve a qualidade da
estrutura cristalografica modelada a partir da identificagdo de residuos em regides
energeticamente favoraveis e desfavoraveis. A construcdo desse diagrama baseia-
se nos angulos de tor¢céo ¢ (anterior ao carbono a) e y (posterior ao carbono o) das
ligacdes peptidicas.

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

Figura 11.
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Figura 11 — Grafico de Ramachandran para a enzima MiFRS modelada na lanosterol sintase. Fonte:

Swiss-Model (Swiss Institute of Bioinformatics).

Calculos teodricos da rotagdo dessas ligagdes levam a predi¢cado de diferentes
regides. Regides onde ndo ha a possibilidade de restricbes estéricas sao
geometricamente favorecidas, enquanto regides com uma pequena possibilidade de
interagcdo sao vistas como regides permitidas.

As regides mais claras do diagrama representam conformacdes permitidas
pela existéncia de uma pequena flexibilidade no angulo diedro (verde claro) e
regides néo permitidas (branco). Os pontos apresentam os aminoacidos adequados
para aquela posi¢cao e a coloracdo dos mesmos esta de acordo com a polaridade da
cadeia lateral desses residuos.

Os resultados obtidos demonstram que para o modelo temos 91,68% de
regides favorecidas geometricamente, 2,34% de regides permitidas e 5,98% de
residuos em regides ndo permitidas. Desse modo, como a ampla maioria dos
residuos estdao em regides permitidas, acredita-se que o modelo obtido é adequado
para o prosseguimento dos estudos.

Esse modelo obtido para a enzima MiFRS foi refinado em colaboragdo 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

determinagao 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
construcdo de um modelo a partir da sequéncia primaria de aminoacidos da
friedelina sintase de Populus davidiana (759 aminoacidos, Anexo C-2), utilizando
novamente a lanosterol sintase de humano (Cédigo PDB: 16KJ) como molde (Figura
12).

Figura 12 — Modelo construido 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-f e algas.

O diagrama de Ramachandran (Figura 13) demonstra que 92,60% dos
aminoacidos estdo em regides favorecidas geometricamente, enquanto 2,51%
aparecem em regides permitidas e 4,89% dos residuos estdo presentes em regides

nao permitidas.
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Figura 13 — Grafico 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 selegcdo de posi¢cbes para a

realizagdo de mutagdes sitio-dirigidas.
5.2 Alinhamento das sequéncias e sele¢cao de mutantes

A partir do alinhamento multiplo das sequéncias das enzimas oxidoesqualeno
ciclases, foi possivel avaliar a relacdo evolutiva e determinar residuos para a

realizacdo de mutacoes.
5.2.1 Analise evolutiva das enzimas alinhadas

A arvore filogenética € uma representagdo grafica da relagdo ancestral-
descendente entre sequéncias genéticas (CALDART et al., 2018). E possivel supor
ancestrais comuns através dos nods e verificar diferentes grupos (clusters) que
indicam a distancia evolutiva entre as enzimas.

Para este estudo, a arvore filogenética foi construida com a sequéncias das
enzimas apresentadas em 4.2.1 utilizando-se do método baseado em distancia
Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) e do software MEGA 11 (TAMURA;
STECHER; KUMAR, 2021). O resultado € apresentado na Figura 14.
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Figura 14 — Arvore filogenética produzida a partir das enzimas alinhadas. Fonte: Imagem fornecida

pelo autor.

A partir da arvore filogenética foi possivel perceber, baseado na identidade,
que as enzimas friedelina sintase MiIFRS e PdFRS s&o evolutivamente préximas.

Além disso, em comparacdo com as demais enzimas que produzem compostos
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carbonilados, vemos a presenca de ancestrais comuns destas com AfSHS e KdFRS,
sendo a excegdo a enzima astertarona sintase (BrASS) que produz um terpeno
tetraciclico.

Também foi possivel observar que, apesar de possuir a mesma fungao que
MIFRS e PdFRS, a enzima KdFRS é mais proxima 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 ciclizagcbes
a partir do cation protoesterila na conformacédo cadeira-barco-cadeira sdo 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 -amirina e
glutinol, o que esta de acordo com a sequéncia de rearranjos da cascata de
carbocations observada na Figura 4.

5.2.2 Alinhamento mdultiplo de sequéncias

O alinhamento global multiplo de sequéncias (MSA) & uma ferramenta que
permite identificar regides conservadas e interagcbes entre dominios de enzimas
através de suas sequéncias primarias. Conforme descrito no item 4.2.1 e na Tabela
10, selecionou-se para a realizacdo do alinhamento as 3-ceto OSCs e as demais
oxidoesqualeno ciclases responsaveis pela producado de triterpenos a partir da
cascata de rearranjos.

A Figura 15 traz uma visdo geral das principais regides observadas no
alinhamento, utilizando a numeragcdo dos aminoacidos da enzima MIFRS como

referéncia. O arquivo completo do alinhamento esta apresentado no anexo E-1.
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Figura 15 — Visdo geral do alinhamento multiplo e destaque para regiées importantes. Fonte: Imagem

fornecida pelo autor.

Dentre os residuos destacados, alguns ja possuem sua importancia e fungéo

determinados a partir do uso de mutagao sitio-dirigida.

Estudos descrevem o residuo 122 como responsavel pela estabilizagcdo da

conformacao do 2,3-oxidoesqualeno, de modo que a presenca da asparagina (N)

favorece a conformacdo cadeira-cadeira-cadeira,

enquanto a presenga do
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aminoacido aromatico tirosina (Y) favorece a conformagdo cadeira-barco-cadeira
(THOMA et al., 2004).

A posicao 256-251 corresponde ao motif MWCYCR conservado na maioria
das enzimas de friedelina sintase, [B-amirina sintase e lupeol sintase. Os
aminoacidos triptofano (W) e tirosina (Y) sdo uteis para a estabilizacdo dos
intermediarios tetracicilicos e pentaciclicos da cascata de rearranjos, sendo
essenciais para a producdo dos anéis D e E por fornecerem interagcbes do tipo
cation-r (ITO; NAKADA; HOSHINO, 2017; KUSHIRO et al., 2000).

O residuo 484 é uma das regides mais estudadas, correspondendo ao motif
DCTAE altamente conservado (ITO; MASUKAWA; HOSHINO, 2013). Dados da
literatura descrevem o residuo de aspartato (D) como responsavel pela protonagao
que da origem a cascata de rearranjos do 2,3-oxidoesqualeno (ITO; MASUKAWA,;
HOSHINO, 2013; SATO; HOSHINO, 1999; SOUZA-MOREIRA et al., 2016),
enquanto posi¢cdes adjacentes como a leucina (L482) e fenilalanina (F473) mostram-
se como essenciais para manter a atividade da enzima.

Os demais residuos ainda ndo apresentam sua funcdo determinada, de modo

que estes foram selecionados para a realizagdo de mutagdes sitio-dirigidas.

Posicao 416: Uma posicdo que mostra diferenca na natureza dos aminoacidos
apresentados entre as 3-ceto OSCs e demais enzimas € a posi¢céo 416 (Figura 16).
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Figura 16 - Representagdo do MSA com destaque para a posi¢do 416. Fonte: Imagem fornecida pelo

Para as enzimas que produzem substancias carboniladas verifica-se a

presenca de residuos alifaticos, como a leucina (L), isoleucina (I), histidina (H) e
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valina (V) na posicdo 416. As enzimas do tipo lupeol sintase apresentam
majoritariamente a presengca de metionina (M), as enzimas de B-amirina sintase
conservam os residuos com cadeia lateral carbonilada acido glutamico (E) e
glutamina (Q) e as cicloartenol sintases possuem leucina (L).

A regido ao redor da posi¢cdo 416 mostra-se conservada, com a presenga de
residuos de fenilalanina (F412) e triptofano (W417). Estudos na literatura descrevem
que o residuo de fenilalanina da posicéo 412 (F412) estabiliza a cavidade do sitio-
ativo a partir da presenca de interacbes de Van der Walls, estando esse residuo
relacionado a ciclizagdo no anel D (ITO; NAKADA; HOSHINO, 2017). Mazzeu e
colaboradores (2021) realizaram mutagdes no triptofano da posigéo 417 (W417) e
concluiram que as alteragdes levaram a perda de fungdo da enzima, sendo o efeito
estérico e a interagdo espacial deste aminoacido com o residuo F473 os principais
responsaveis pela estabilizacdo dessa cavidade.

A partir do modelo construido para MiFRS, é possivel verificar que o residuo
de leucina (L) € capaz de doar densidade eletrénica para residuos vizinhos (Figura
17).

Figura 17 — Interacgao entre os residuos L416 e F473. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.

Desta forma, visto que essa regido é importante para a atividade da enzima e
que até o presente momento mutagdes ndo foram realizadas na posicdo 416,
propusemos a troca do residuo de leucina (L416) para os residuos de glutamina
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(L416Q) e histidina (L416H) Figura 18, sendo a justificativa para a escolha desses
mutantes apresentada na Tabela 14.

O e} 0O O
N
WJ\OH HZNWOH (J/\‘)J\OH
NH, NH, HN NH,
Leucina (L) Glutamina (Q) Histidina (H)

Figura 18 — Aminoacidos utilizados nos estudos de mutacao sitio-dirigida da posi¢cao 416. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

Tabela 14 — Mutagdes propostas para a posicao 416.

Aminoacido  Mutagéao Caracteristica fisico-quimica Justificativa

. Alterar a caracteristica fisico-
Q Polar ndo carregado o .
quimica do aminoacido.
L416 -
» Adicionar o residuo presente
H Polar carregado positivamente .
nas demais OSCs.

As reacgdes de PCR para a obtencdo dos mutantes foram realizadas como
descrito no item 4.2.2 para ambas as enzimas e os nucleotideos alterados para as
posicoes 416 (MIFRS) e para a respectiva posi¢cdo 414 (PdFRS) sao apresentados
abaixo (Tabela 15).

Tabela 15 — Alteragdes realizadas para a obtengdo dos mutantes da posicéo 416.

Gene Alteracao
L—-Q
MIFRS - L416Q
TTG por CAA
L—-H
MiFRS - L416H
TTG por CAT
L—-Q
PdFRS - L414Q
TTA por CAA
L—-H

PdFRS - L414H
TTA por CAT
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Posicao 533: Outro residuo que merece atengao € a posigao 533 (Figura 19).

MiFRS 524 SepxESTNEEVRICOMHEY
KdFRS 525 §SKN-{eJeVp EigAGE SEiRa
PAFRS Y VA0 €i2:8GGLAGWE PRGNV LE

AtSHS 524 [@SEN-EEGHNTRZAGS SNRRY

BrASS 527 [SGNN-eeiiATiNzA PEK T IR
KdGLS 525 [§sKN-EeV pEfiggAGISEjiRas
BpLUS YOS G GIZAWE PORAYEW LIS
L3LUS YV OIS GGINZAWE PORA Y@V LElS
GgLUS YOS\ G GINZAWE POJKA YIS LI
0eLUS 523 QSAS-FPQ@@K
ToLUS 525 @sEN-§ FPQI'

KdLUS 525 @soN-EefriTiEA G PEiRT
RcLUS 524 [soN-EerTNgREARNAGS Vi
BgLUS 524 [§sKN-{eJelc s TIEA GG SV
GgBAS YOG GLSAWE PIXEAl)a LE L
PsBAS 525 [SKK-EeINTizA GIOE il
EtBAS 525 @SKN-{HNTEA oo Y
BpBAS 525 [SKN-EeINTiEA GEOE il
PgBAS1 526 ORKN-Eels\TgAGOE il

PgBAS?2 524 [sKN-EeSINTINZAGS SEjRS

MiCAS 528 [NAD-EEFATIEL TR sFHogRaF
LaCAS 531 @NTD-{erATiiar TiYsFP iR
BpCAS1 533 [ONTD-EerATiEL TS KRN
BpCAS2 523 [ONAD-EEFRATIEL TR sF PR
KdCAS 524 [NID-EerATiEL TRSHSE
BrCAS1 523 [NAD-EeFATIEL TR sF PR
BrCAS?2 523 ONAD-{erAT L TiSFPiR

AtCAS1 432 [SNAD-EEGATIEL TR SF PR
AtCAS?2 523 [ONAD-EEHATIEL TiRSF PR
PgCAS 523 [NSD-EevRATIEL TR SHSs il
PsCAS 523 [ONEN-EEGHATIdE TR S MR
LjCAS 523 GNED-EE#AT LTRSS
GgCAS 523 ONED-[EerAT I TidsFT R

Figura 19 — Representagdo do MSA com destaque para a posi¢do 533. Fonte: Imagem fornecida

pelo autor.
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O alinhamento multiplo das sequéncias evidencia que as enzimas de
friedelina sintase possuem um residuo de glicina (G) nessa posi¢do, enquanto as
enzimas de B-amirina sintase e lupeol sintase possuem um residuo de alanina (A) e
as enzimas de cicloartenol sintase possuem um residuo de tretonina (T).

Devido a relatos da literatura, sabemos que a posi¢ao vizinha possui residuos
aromaticos conservados de triptofano (W) e tirosina (Y). Hoshino e colaboradores
(2017) descrevem que o residuo W534 da B-amirina sintase de Euphorbia tirucalli
esta relacionado com a ciclizagado do anel E. Wu e colaboradores (2020) descrevem
para a oxidoesqualeno ciclase de Iris tectorum o residuo de tirosina (Y534) nessa
posicdo como essencial para manter o cation lupenila na orientacédo ideal para a
desprotonacéao e formagao de triterpenos pentaciclicos.

Para a posigcao 533, o unico estudo presente na literatura é para a cicloartenol
sintase de Pisum sativum, que possui uma treonina (T). Takase e colaboradores
(2015) supdem que esse residuo esta envolvido na etapa final de desprotonacgao.
Porém, ndo existem até o momento relatos para as mutagdes na posicao 533 para
enzimas que ciclizam o oxidoesqualeno na conformacao cadeira-cadeira-cadeira.

Além disso, a partir do modelo feito para MiIFRS, é possivel verificar que o
residuo de glicina (G) esta a menos de 5A de distancia da carbonila C-3 (Figura 20).

Figura 20 — Interagéo entre os residuos G533, L482, W534 e a posigdo C-3. Fonte: Imagem
fornecida pelo autor.
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Devido a essas interagdes e ao alinhamento apresentado, optou-se por
realizar nas enzimas MIFRS e PdFRS a troca do residuo de glicina (G) por um
residuo de alanina (A) (Figura 21).

@) O
H\‘)kOH \)J\OH
NH, NH,

Glicina (G)  Alanina (A)

Figura 21 — Aminoacidos utilizados nos estudos de mutacao sitio-dirigida para a posi¢cao 533. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

Desse modo, pode-se avaliar como essas enzimas se comportam com um
aminoacido que possui as mesmas propriedades estéricas e fisico-quimicas, nao
alterando significativamente a regido proxima do sitio ativo, o que poderia causar

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

Tabela 16 — Mutagdes propostas para a posi¢cao 533.

Aminoacido  Mutagéao Caracteristica fisico-quimica Justificativa

o Adicionar o] residuo
G533 A Apolar alifatico _
presente nas demais OSCs.

As reacgdes de mutagao sitio-dirigidas foram realizadas (item 4.2.2) para as
enzimas MIFRS e PdFRS, sendo os nucleotideos alterados apresentados na Tabela
17.

Tabela 17 — Alteragdes realizadas para a obtengdo dos mutantes da posicéo 533.

Gene Alteragao
—A
MIiFRS — G533A
GGT por GCT
—A

PdFRS — G530A
GGT por GCT
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Posicao 729: Outros residuos relacionados com a atividade das OSCs s&o os

aminoacidos da posi¢cao C-terminal, como o residuo da posi¢ao 729 (Figura 22).

MiFRS WA GeY POOE I[IGV FIMUNCMLEEIIZINY RN
KAFRS 717 EOReeNASUE<TeTH: YNGR
PdFRS Y WGRY POOE TGV FIYNC ML I YR
AtsEs 716 RN TIEAGHEYS I MR
BrASS 719 ooV REANKMYLiNRHNP TIEN
KAGLS 717 OEeSBN(eRg< e VSRS
BpLUS 714 e (G e NS ST
LJLUS 714 CORENST (e e NS ST
GgLUS A% GDF PQOE GV FIURNCILINYRISYRN|
oeLUS 715 CEEERFENEAGRIS NS S
ToLus 717 O (e RN S S TR
KdLUS RN DF POOE TGV F@RNCMLEIYAAYR
RCLUS 716 EEEWWB(EA G e i
BgLUS R PG DF POOELSGEFURNCML Yo YRIB
GoBAS 717 (S (OO (e e e D
PSBAS 717 (GO OTON (e ST D
EtBAS RN DF POOE TGV EMKNCMLEIYAAYR

BpBAS WA G DF PQOE TGV FIUKNCMLEIY AAYRN]
PgBAS1 RR:WCDF PQOF IS GVFIUKNCMLEIYAAYR

PBAS2 716 (COETN (e e A VS
Micas 720 CREEECHEMEUENGETSY SHSNEY
LacAs 723 (COEEeRE NS S VN
SN PEN - : 2o 1 Yc £ KN CIIBYEAYRN
BpCAS2 715 SN HMEEN Mo AV EY
KdCAS RN G DF PQOE INGV FINKNCMIRIYAAYR
S SN 0 00 TGV E NRNCHlYAR YN,
BrcAs? 715 CNEEWSENMENEN: e THYNEY
Atcasl 624 CRGEWSENIMEVEN: e 1YY
AtCAS?2 ARG DF POOE TGV FINRNCMIBNYAAYRN|
PgCAS RN G DF POIIE TGV FIBKNCMIYNYAAYR
PsCAS 715 COESFEMETEN G NS EC
LjCAS RWGDF POOE INGV EINKNCMIMYAAYRSS
cocAs 715 ETeRNENE N e T NN

Figura 22 — Representagado do MSA com destaque para a posigdo 729. Imagem fornecida pelo autor.

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

de lisina (K) conservado nessa posi¢do, em contraste com a metionina (M) presente
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nas enzimas de p-amirina sintase e lupeol sintase e da asparagina (N) presente nas
enzimas de cicloartenol sintase.

Acredita-se que esse residuo (e os vizinhos) estejam relacionados com o
tamanho da cavidade do sitio ativo. Hoshino e colaboradores (2017) relatam que o
residuo de metionina (M729) na B-amirina sintase de Euphorbia tirucalli esta
posicionado proximo do anel E e seu volume estérico é responsavel por manter o
substrato na orientagao correta permitindo a expansao desse anel.

Chen e colaboradores (2023) verificaram que muta¢des na oxidoesqualeno
ciclase de Astragalus membranaceus, adicionando os residuos de valina-
fenilalanina-metionina (VFM), resultaram em um aumento significativo da produgé&o
de B-amirina.

Por fim, é relatado na literatura que o residuo adjacente de fenilalanina (F728)
promove interagdes cation-t que estabilizam o cation oleanila (ITO et al., 2013).

A partir do modelo construido para MiIFRS, foi possivel verificar a que a lisina
(K729) interage com residuos aromaticos como Y259 (do motif conservado
MWCYCR) e Y609 (Figura 23).

Figura 23 — Interagéo entre os residuos K729 e Y609. Imagem fornecida pelo autor.

Como a lisina (K) € um residuo que diferencia as 3-ceto OSCs das demais,
optou-se por realizar mutagdes nessa posi¢cao. Propusemos a troca desse residuo
para os aminoacidos metionina (K729M), arginina (K729R), triptofano (K729W),
alanina (K729A) e acido glutamico (K729E), explorando diferentes caracteristicas
fisico-quimicas e estéricas e avaliando a acdo desses residuos na capacidade
produtiva da enzima (Figura 24).
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. O (@) 0
HsN \/\/\)J\OH /S\/\)kOH HQNMOH
NH, NH» NH NH,
Lisina (K) Metionina (M) Arginina (R)
0] @] O O
| OH %OH HOWOH
HN NH2 NH2 NH2
Triptofano (W) Alanina (A) Ac. glutamico (E)

Figura 24 — Aminoacidos utilizados nos estudos de mutacéo sitio-dirigda da posigédo 729. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

A Tabela 18 resume as mutacdes realizadas para ambas as enzimas de
friedelina sintase.

Tabela 18 — Mutagdes propostas para a posi¢cao 729.

Aminoacido  Mutagéao Caracteristica fisico-quimica Justificativa
B Adicionar o residuo presente nas demais
M Polar ndo carregado
OSCs.
» Adicionar um residuo com a mesma
R Polar carregado positivamente ) o B o
capacidade de realizar interacdes cation-r.
w Polar aroméatico Adicionar um aminoacido volumoso.
K729 Eliminar a interagao cation-r e adicionar um
A Apolar alifatico grupo com menor impedimento estérico
nessa regido da cavidade do sitio-ativo.
Verificar como um aminoacido carregado
E Polar carregado negativamente  negativamente altera a estabilidade da

enzima.

As reacdes de PCR para a obtencdo dos mutantes foram realizadas para
ambas as enzimas e os nucleotideos alterados sé&o apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 — Primers utilizados para a realizagdo da PCR de mutagéo sitio-dirigida na posigao 729.

Gene Alteragao
K—M
MIFRS — K729M
AAG por ATG
K—R
MIFRS — K729R
AAG por AGA
K—-W
MIFRS — K729W
AAG por TGG
K—A
MIFRS — K729A
AAG por GCT
K—E
MIFRS — K729E
AAG por GAA
K—M
PdFRS — K726M
AAG por ATG
K—R
PdFRS — K726R
AAG por AGA
K—-W
PdFRS — K726W
AAG por TGG
K—A
PdFRS — K726A
AAG por GCT

Posicao 609: A tirosina (Y) na posigdo 609 é altamente conservada nas OSCs de

plantas (Figura 25).



MiFRS
KdFRS
PdFRS
AtSHS
BrASS
KdGLS
BpLUS
LjLUS
GgLUS
OeLUS
ToLUS
KdLUS
RcLUS
BgLUS
GgBAS
PsBAS
EtBAS
BpBAS
PgBAS1
PgBAS2
MiCAS
LaCAS
BpCAS1
BpCAS2
KdCAS
BrCAS1
BrCAS2
AtCAS1
AtCAS2
PgCAS
PsCAS
LjCAS
GgCAS

597
597
594
596
599
597
594
594
594
595
597
597
596
596
597
597
597
597
598
596
600
603
592
595
596
595
595
504
595
596
595
595
595
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Figura 25 — Representagdo do MSA com destaque para a posi¢do 609. Fonte: Imagem fornecida

pelo autor.

Estudos na literatura descrevem a importancia de aminoacidos aromaticos

para a estabilizagdo do carbocation da cascata de rearranjos a partir de interagdes
do tipo cation-r (DITCHFIELD; SPENCER, 2016). A partir do modelo construido
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para a enzima MiFRS, verifica-se que esse residuo esta a 3.7 A de distancia da
lisina (K729), sendo localizado em uma regido importante para a cavidade do sitio

ativo (Figura 26).

Figura 26 — Interagéo entre os residuos Y609, W608 e K729. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.

Por esse motivo, estima-se que esses residuos interajam entre si e propds-se
a alteracdo da tirosina para alanina (Figura 27). O objetivo dessa mudanga é
eliminar uma possivel interagdo cation-t e avaliar como a presenga de um

aminoacido menos impedido estericamente afeta essa regido (Tabela 20).

O @)
HO NH» NH,
Tirosina (Y) Alanina (A)

Figura 27 — Aminoacidos utilizados nos estudos de mutagao sitio-dirigida para a posicao 609. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

Tabela 20 — Mutagdes propostas para a posi¢cao 609.

Aminoacido  Mutagéao Caracteristica fisico-quimica Justificativa

Eliminar a interagao cation-n

e adicionar um grupo com
Y609 A Apolar alifatico menor impedimento estérico

nessa regido da cavidade do

sitio-ativo.
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As reagbes de mutagdo sitio-dirigidas foram realizadas (item 4.2.2) e os

nucleotideos alterados para ambas as enzimas sé&o apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 — Primers utilizados para a realizagdo da PCR de mutagéo sitio-dirigida na posigao 609.

Gene Alteracao
Y—-A
MIFRS - Y609A
TAC por GCT
Y—-A

PdFRS - Y606A
TAT por GCT

As modificagdes 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 utilizagdo de uma curva padrao.

5.3 Expressao dos mutantes em sistema heterélogo e quantificagdao da
friedelina

No total, 17 alteragdes de residuos foram realizadas nas enzimas MIFRS e
PdFRS. Apos as reagdes de PCR de mutagao sitio-dirigida (item 4.2.2), os DNAs
mutantes foram sequenciados (item 4.1.4).

Em seguida, os plasmideos contendo o DNA mutante foram transformados
em S. cerevisiae (item 4.1.5), sendo essa transformag&o confirmada a partir de PCR
de colbnia (item 4.1.6). Com esse experimento, foi possivel verificar a presenca 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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1kb+ Mmi-K729M Mi-G533A MiIFRS 1kb+ Pd-K729M Pd-G533A PdFRS

Figura 28 — PCR de col6nia do DNA selvagem e mutante apds a transformagao em levedura. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

Apés, as colonias foram expressas como descrito no item 4.2.3, sendo a
friedelina extraida e quantificada por GC-MS (item 4.2.4). Desse modo, foi possivel

analisar a influéncia das mutagdes para a produgao global de friedelina.

5.3.1. Mutagbes que nao produziram friedelina

Posicao 729: A Figura 29 mostra os cromatogramas obtidos por GC-MS para a
enzima selvagem e os mutantes de MiFRS.



Selvagem

Mi-K729M

Mi-K729R

Mi-K729W

Mi-K729A

1.00-

075~

200~ -
Mi-K729E
150°
125°
1005
075-
050

025- WMWWWMWMM

T T T T T T T T
18.0 185 19.0 195 200 205 210 215 220 25 230 235 240 245 250 255 26.0 25

Figura 29 — Expressao da enzima MiFRS e dos mutantes da posigédo 729. A friedelina (1) foi

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

mutantes de MIFRS nao resultaram na produgédo de friedelina (1). O mesmo foi

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

(x1,000,000)

: N
050- S NN U

A N

Selvagem

I

T T T T T T T T
0 235 24.0 245 250 255 26.0 265

()

—_— N\

Pd-K726M

Pd-K726R

T T T T T T T T T T
210 215 220 25 230 235 240 245 250 255 260 265

Jt: PN NS NG

025~

Pd-K726A

A
e A

e e

T T T T T
5 18.0 185 19.0 195 200 205

T T T T
210 215 220 225

Figura 30 — Expresséao da enzima PdFRS e dos mutantes da posigao 729. Fonte: Imagem fornecida

pelo autor.

Esses resultados demonstram que o tamanho e caracteristica fisico-quimica

desse residuo (K) sdo importantes para a capacidade da enzima em realizar a

ciclizagdo do 2,3-oxidoesqualeno. Como estudos relatam que os aminoacidos

aromaticos vizinhos estdo envolvidos nas Uultimas etapas de ciclizagdo dos
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triterpenos (expansdo do anel E), acredita-se que a lisina atue na estabilizagdo e
orientagao desses residuos préoximos através de interagdes cation-r, garantindo que
0s mesmos estejam na distancia e na conformagéo ideal para interagirem com o
substrato e realizar a ciclizagéo.

Apesar da friedelina ndo 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 € um triterpeno
pentaciclico resultante de uma etapa anterior da cascata de rearranjos. Desse modo,
pode-se inferir que a troca da lisina (K) pela arginina (R), aminoacido carregado
positivamente, e pelo triptofano (W), aminoacido aromatico polar, permitiu a
estabilizacdo de uma etapa anterior da cascata de rearranjos, alterando o produto

resultante dessa ciclizagao.
5.3.2. Mutagbes que produziram friedelina

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

selvagem de MiIFRS e os mutantes da posigcéo 416.
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Figura 31 — Expresséo da enzima MiFRS e os mutantes Mi-L416Q e Mi-L416H por GC-MS. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.
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E possivel 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 estado

apresentados na Figura 32.
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Figura 32 — Expressédo da enzima PdFRS e os mutantes Pd-L414Q e Pd-L414H por GC-MS. Fonte:

Imagem fornecida pelo autor.

Foi possivel observar que os mutantes Pd-L414Q e Pd-L414H néo

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 mutagdes nessa posi¢cao

levaram a resultados mistos. Quando a modificagao foi realizada na enzima MIFRS,

observou-se que a mesma continuou a produzir friedelina em niveis quantificaveis.

Ja para os mutantes de PdFRS, esse triterpeno n&o foi produzido.

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

relacionada com o enovelamento das mesmas e com a influéncia de residuos

espacialmente proximos e a maneira como eles interagem com o residuo da posigéo

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

explicar essa diferenca produtiva.
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Em ambas as enzimas, a mutagdo para um residuo positivamente carregado
de histidina (H) levou a produgdo de um triterpeno nao-identificado pela base de
dados NIST14. Assim como visto nas mutacdes da posicao 729, acredita-se que
esse sinal seja referente a um triterpeno oriundo de etapas anteriores da ciclizagao.
A adicdo da histidina, um residuo carregado positivamente, possibilitou a presenga
de interagbes cation-t e de empilhamento-T com os aminoacidos aromaticos
vizinhos, 0 que pode explicar a perda da especificidade da enzima e a produgao
desse pico.

A quantidade de friedelina produzida nos mutantes foi posteriormente

quantificada e comparada com o teor produzido pela enzima selvagem.

Posicao 533: A Figura 33 mostra os cromatogramas obtido na analise da enzima
selvagem MIFRS e do mutante Mi-G533A.
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Figura 33 — Expressédo da enzima MiFRS e o mutante Mi-G533A. Fonte: Imagem fornecida pelo

autor.

Foi possivel observar, de modo qualitativo, um aumento na quantidade de
friedelina (1) produzida. O mesmo resultado pdde ser visto para a analise da
expresséo da enzima PdFRS e do mutante Pd-G530A (Figura 34).
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Figura 34 — Expressédo da enzima PdFRS e o mutante Pd-G530A. Fonte: Imagem fornecida pelo

autor.

Desse modo, verificou-se que a adicdo do residuo de alanina possibilitou um
aumento global na produgdo do composto de interesse. Como visto na Figura 20,
esse residuo apresenta-se espacialmente proximo da posicdo C-3 e da regido do
sitio-ativo.

Alteragcbes da glicina por aminoacidos com diferentes volumes estéricos
nessa regiao poderiam acarretar em uma desestabilizagdo da estrutura da enzima e
consequentemente na perda da atividade, como descrito na literatura para os
residuos vizinhos (L482 e W534). Portanto, a adigdo do residuo de alanina nao
provocou grandes alteracbes 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 quantificagao.

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

selvagem MIFRS e para o mutante Mi-Y609A.
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Expresséao da enzima MiFRS e o mutante Mi-Y609A. Fonte: Imagem fornecida pelo

autor.

Foi possivel verificar que o mesmo perfil cromatografico. O mesmo resultado

foi observado para o mutante Pd-Y606A em comparagdo com a enzima selvagem
PdFRS (Figura 36).
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Figura 36 — Expressédo da enzima PdFRS e o mutante Pd-Y606A. Fonte: Imagem fornecida pelo

Para

autor.

essa mutagcdo, mesmo alterando a propriedade fisico-quimica do

aminoacido, nado foi possivel verificar mudangas significativas na expressdo da

enzima. Isso indica que esse residuo, apesar de interagir com a lisina (K729), n&o

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

essa informacgao, essa levedura mutante foi selecionada para quantificagéo.
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5.4 Quantificagcao 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 alteragdes na capacidade produtiva
e realizar comparacdes intra e inter-enzimaticas.

5.4.1 Construgéo da curva analitica

Para a quantificagdo, uma curva analitica utilizando o padrao de friedelina foi
construida a partir de diluicbes sucessivas de uma solugcdo mae com concentragao
de 1 mg/mL.

Conforme descrito no item 4.2.4, a analise foi realizada utilizando um padrao
interno de colesterol na concentragao final de 40 ug/mL. A escolha por esse padrao
foi realizada pelo fato do mesmo ser estruturalmente semelhante aos triterpenos,
sem apresentar co-eluicdo no método testado.

As analises dos pontos da curva analitica foram realizadas por GC-MS a partir
do monitoramento de ion selecionado (SIM), sendo o eixo Y referente a razdo entre
as areas de friedelina e do padrao interno, enquanto o eixo X corresponde a
concentragéo de friedelina (Figura 37). A curva apresentou excelentes resultados de
linearidade, o que é expresso pelo coeficiente de correlagio (R?) de 0,996.

Curva Analitica

8-
y =0,01365x - 0,06112
R2 =0,996 *

Afriedelinal Acolesterol

—r+rr+ 1+t vt 1.t &1 1 1t [t 1 11
0 100 200 300 400 500 600
[friedelina] (png/mL)

Figura 37 — Curva analitica obtida para o padrao de friedelina. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.
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Para a quantificagdo 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 Quantificagcéo da friedelina produzida pelas leveduras

Para a determinacdo da producédo de friedelina nas enzimas selvagens e
mutantes, cada levedura foi cultivada em quadruplicata biologica e expressa
seguindo as metodologias apresentadas em 4.2.3 e 4.2.4. Apés a extragdo, as
mesmas foram analisadas por GC-MS e a concentragdo da substancia em cada
amostra foi obtida a partir da equagao da regresséo linear apresentada.

A Tabela 22 resume os valores de concentracao de friedelina em mg/L de
meio de cultura obtidos para todos os mutantes ativos.

Tabela 22 — Concentragao de friedelina em mg/L de meio de cultura obtida para as amostras apds

interpolagao dos dados na curva analitica. n = 4.

Concentracdo de Desvio

Enzima Média Afriedelinal Acolesterol
friedelina (mg/L) Padrao
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 MIiFRS (2,024
+0,169 mg/L) esta 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 padrao obtidos indicam a eficiéncia da utilizagdo do plasmideo
induzido por galactose pESC-URA para a reprodutibilidade da expresséo.

A maior produgao de friedelina foi obtida para a mutagdo 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 grafico de barras
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apresentado na Figura 38, € possivel comparar os pares de mutantes e o

comportamento que as alteragdes resultaram para ambas as enzimas.
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Figura 38 — Comparacao da concentragéo de friedelina em mg/L para os pares de genes selvagens e

mutantes. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.

No geral, é possivel observar que a enzima MIFRS é mais ativa que a enzima
PdFRS, resultando em um maior teor de friedelina em todos os mutantes, com
excecao do par Mi-Y609A/Pd-Y606A. Nesse caso, verifica-se que a presenca da
alanina interferiu de maneira negativa na produ¢do enzimatica de MiFRS, de modo
que estudos posteriores devem ser realizados para explicar essa diferenciagao entre
as enzimas.

Os mutantes Mi-G533A e Pd-G530A resultaram em um aumento global na
producao de friedelina, o que pode ser explicado pela capacidade do residuo de
alanina doar densidade eletrdnica e estabilizar o carbocation e os residuos vizinhos
sem grandes alteragdes estéricas.

Por fim, os mutantes Mi-L416Q e Mi-L416H apresentaram uma produgao
comparavel a da enzima selvagem, mesmo com a perda da especificidade do

mutante Mi-L416H que produziu um outro triterpeno. Essas mesmas modificagbes
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levaram as enzimas correspondentes Pd-L414Q e Pd-L414H a nao possuirem
atividade.

Para determinar se existe diferenga significativa entre os resultados, foi
realizada uma analise da variancia (ANOVA one-way) seguida de teste post-hoc de
Tukey a 95% de confianga para a comparagdo das médias das replicatas. Os

resultados obtidos para as enzimas e os mutantes de MiIFRS s&o apresentados na

Figura 39.
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Figura 39 — Comparagéo da concentragéo de friedelina em mg/L para o gene selvagem e os
mutantes de MiFRS. A presenca de diferencga significativa € indicada pela presenga de um asterisco
(*), enquanto barras com a mesma letra indicam a falta de diferenga estatistica (p > 0,05, n = 4).

Fonte: Imagem fornecida pelo autor.

A partir do resultado apresentado, € possivel verificar a diferencga significativa
do mutante Mi-G533A em comparacdo com os demais. E comprovado
estatisticamente que o mutante Mi-L416Q ndo altera a capacidade produtiva da
enzima, e que os mutantes Mi-L416H e Mi-Y609A resultam em diminuigdo da
guantidade de friedelina.

Essa analise estatistica também foi realizada para a enzima selvagem e os
mutantes de PdFRS (Figura 40), onde foi possivel identificar diferenca significativa
somente para o mutante Pd-G530A.
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Figura 40 — Comparagéo da concentragéo de friedelina em mg/L para o gene selvagem e os
mutantes de PdFRS. A presenca de diferenca significativa € indicada pela presenga de um asterisco
(*), enquanto barras com a mesma letra indicam a falta de diferenga estatistica (p > 0,05, n = 4).

Fonte: Imagem fornecida pelo autor.

Desse modo, a partir da quantificacdo e da analise estatistica, foi possivel
determinar a interferéncia dos mutantes na producao das enzimas MiIFRS e PdFRS,
fornecendo informacgdes sobre a importancia desses residuos para a atividade das

enzimas.
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6 CONCLUSOES

Com o presente trabalho foi possivel avaliar as enzimas friedelina sintase de
M. ilicifolia e P. davidiana quanto a especificidade e atividade a partir da realizagao
de reagbes de mutagao sitio-dirigida.

A partir dos estudos aqui apresentados, foi possivel verificar que o residuo de
lisina na posicédo 729 mostra-se essencial para a atividade da friedelina sintase.
Também foi possivel concluir que os residuos 416 e 609 apresentam resultados
mistos entre as enzimas MiFRS e PdFRS.

Foi possivel descrever um mutante que resultou em um aumento significativo
da capacidade produtiva da friedelina sintase, sendo a alteragdo da glicina pela
alanina na posicédo 533 nio descrita até 0 momento na literatura.

Esses resultados corroboram e complementam os dados apresentados até o
momento, com a realizacdo de mutagdes em posi¢cdes ainda ndo analisadas e com
um comparativo inter-enzimatico.

Desta forma, esse trabalho mostrou-se importante por fornecer informagdes
sobre a estabilidade e capacidade produtiva dessas enzimas, resultando
identificacdo do mutante mais produtivo obtido até o momento por nosso grupo de
pesquisa, com a produgao de 3,63 mg de friedelina por litro de meio de cultura.

As informagdes aqui apresentadas sobre a enzima podem auxiliar estudos
futuros sobre as proximas 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 - Transformacgéo de plasmideo em bactéria

Para a realizacdo da transformacdo 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 ug de DNA purificado ao tubo.

ApoGs, a amostra foi mantida em gelo por 30 minutos, sendo posteriormente
levada a banho-maria para realizagdo de um choque térmico (42 °C, 2 min).
Realizou-se a adicdo de 1 mL de meio Luria-Bertani e incubagdo da amostra em
modo dinamico (37 °C, 1 h, 200 rpm).

O conteudo do microtubo foi centrifugado, o sobrenadante removido e apos a
adicdo de 100 uL de agua ultrapura e ressuspensao do pellet celular realizou-se o
plagueamento da solugdo resultante em placas de Lauri-Bertani contendo o
antibiotico ampicilina.

As placas foram incubadas por 16 horas em modo estatico (37 °C) de modo

gue o aparecimento de colénias comprova o sucesso da transformacao realizada.
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A-2 — Drop-out utilizado para a produgé&o de meio minimo sem uracila (SC-URA)

O drop-out SC-URA foi produzido a partir da adicdo de quantidades definidas
dos aminoacidos obtidos comercialmente em almofariz e trituracdo com auxilio de

um pistilo.

e Adenina (Sigma-Aldrich®) — 18 mg;

e Acido p-aminobenzoico (Sigma-Aldrich®) — 8 mg;
e Leucina (Sigma-Aldrich®) — 380 mg;

e Alanina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Arginina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Asparagina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

o Acido aspartico (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;
e Cisteina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

o Acido glutamico (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;
e Glutamina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Glicina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Histidina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e myo-Inositol (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Isoleucina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Lisina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Metionina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Fenilalanina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Prolina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Serina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Treonina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Triptofano (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Tirosina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg;

e Valina (Sigma-Aldrich®) — 76 mg.
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Anexo B — Primers utilizados nas reagées 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 Sequéncias
Forward (400 nctds) AAAAGCAGGCTTAATGTGG
Forward (400-800 nctds) AATCACTCCTGAACACAGAAAG

MiFRS Forward (800-1200 nctds) GAGACATAGATGTGCCGAAG
Forward (1200-1600 ncts) GACAATCCTTCTGGTAACTTCG
Forward (1600-2000 nctds) ATACCCTGACGGTTCTTGG
Forward (400 nctds) AAAAGCAGGCTTAATGTGG
Forward (400-800 nctds) TTTCCACCTGAATACAGGAAAG

PdFRS Forward (800-1200 nctds) CCCTATGAGTCTGTCAAGTGG
Forward (1200-1600 ncts) AGAGTCAGGTGGTAGACAATCC
Forward (1600-2000 nctds) ATGATTCAGATGCCTGACG

B-2 - Primers utilizados para a PCR de coldnia.

Tabela 24 - Primers utilizados para a PCR de colénia dos genes selvagens e mutantes.

Mutantes Primers Sequéncias

forward  GGGTCGAAGATCCAAACGGTG
reverse  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAAGCACTGTTTATCTTCATAGCC

MiFRS

forward  CCAGCTGCTGCTAAACCTAC
reverse  CCCTATGAGTCTGTCAAGTGG

PdFRS

B-3 - Primers para a producédo de mutantes da posicao 416.

Tabela 25 - Primers utilizados para a produgédo dos mutantes na posicédo 416 com destaque para os

nucleotideos alterados em relagéo ao gene selvagem (violeta).

Mutantes Primers Sequéncias
] forward CTCTTTCGGTTCACAACAATGGGATGCTACTTTTG
MIFRS -L416Q reverse CAAAAGTAGCATCCCATTGTTGTGAACCGAAAGAG
. forward CTCTTTCGGTTCACAACATTGGGATGCTACTTTTG
MIFRS - L416H reverse CAAAAGTAGCATCCCAATGTTGTGAACCGAAAGAG
forward CAATCATTTGGTTCTCAGCAATGGGATGCCACCTTCGG
reverse CCGAAGGTGGCATCCCATTGTGAGAACCAAATGATTG
forward CAATCATTTGGTTCTCAGCATTGGGATGCCACCTTCGGC

reverse GCCGAAGGTGGCATCCCAATGCTGAGAACCAAATGATTG

PdFRS - L414Q

PdFRS - L414H
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B-4 - Primers para a producédo de mutantes da posicao 533.

Tabela 26 - Primers utilizados para a produgédo dos mutantes na posicdo 533 com destaque para os

nucleotideos alterados em relagdo ao gene selvagem (violeta).

Mutantes Primers Sequéncias
forward CTGGTGGTTTGGCCGCTTGGGAACCTGTTAG
reverse CTAACAGGTTCCCAAGCGGCCAAACCACCAG
forward CAAGAGGAGGATTAGCTGCTTGGGAACCAATACGTGG
reverse CCACGTATTGGTTCCCAAGCAGCTAATCCTCCTCTTG

MiFRS — G533A

PdFRS — G530A

B-5 - Primers para a producédo de mutantes da posicao 609.

Tabela 27 - Primers utilizados para a produgédo dos mutantes na posicdo 609 com destaque para os

nucleotideos alterados em relagdo ao gene selvagem (violeta).

Mutantes Primers Sequéncias

forward CCTGACGGTTCTTGGGCTGGTAACTGGGGTATC

MiFRS — YB09A
reverse GATACCCCAGTTACCAGCCCAAGAACCGTCAGG

forward GCCTGACGGTTCCTGGGCTGGAAACTGGGGTGTC

PdFRS — YGOGA
reverse GACACCCCAGTTTCCAGCCCAGGAACCGTCAGGC
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B-6 - Primers para a producédo de mutantes da posicao 729.

Tabela 28 - Primers utilizados para a produgédo dos mutantes na posicédo 729 com destaque para os

nucleotideos alterados em relagdo ao gene selvagem (violeta).

Gene Primers

Sequéncias

MiFRS — forward
K729M  reverse

GAAATCACAGGTGTTTTTATGATGAACTGCATGTTGCAC
GTGCAACATGCAGTTCATCATAAAAACACCTGTGATTTC

MIFRS — forward
K729R reverse

CAAGAAATCACAGGTGTTTTTAGAATGAACTGCATGTTGCACTATC
GATAGTGCAACATGCAGTTCATTCTAAAAACACCTGTGATTTCTTG

MiFRS — forward
K729W  reverse

CAACAAGAAATCACAGGTGTTTTTTGGATGAACTGCATGTTGCACTATCC
GGATAGTGCAACATGCAGTTCATCCAAAAAACACCTGTGATTTCTTGTTG

MiFRS — forward
K729A reverse

GAAATCACAGGTGTTTTTGCTATGAACTGCATGTTGCAC
GTGCAACATGCAGTTCATAGCAAAAACACCTGTGATTTC

MiFRS — forward
K729E reverse

GAAATCACAGGTGTTTTTGAAATGAACTGCATGTTGCAC
GTGCAACATGCAGTTCATTTCAAAAACACCTGTGATTTC

PdFRS — forward
K726M  reverse

GAAATCACAGGCGTCTTTATGAACAACTGTATGTTACAC
GTGTAACATACAGTTGTTCATAAAGACGCCTGTGATTTC

PdFRS — forward
K726R  reverse

CAAGAAATCACAGGCGTCTTTAGAAACAACTGTATGTTACACTATC
GATAGTGTAACATACAGTTGTTTCTAAAGACGCCTGTGATTTCTTG

PdFRS — forward
K726W  reverse

CAACAAGAAATCACAGGCGTCTTTTGGAACAACTGTATGTTACACTATCC
GGATAGTGTAACATACAGTTGTTCCAAAAGACGCCTGTGATTTCTTGTTG

PdFRS — forward
K726A  reverse

GAAATCACAGGCGTCTTTGCTAACAACTGTATGTTACAC
GTGTAACATACAGTTGTTAGCAAAGACGCCTGTGATTTC
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Anexo C - Sequéncia primaria dos genes selvagens de friedelina sintase
C-1 — Sequéncia primaria de aminoacidos da enzima MiFRS.

MWKIKIADRGNCPYNEYLYTTNDFVGRQIWEFDPNSGTPEELAEIEEARRKFTENRYE
VKPASDLLWMMQFLRKNNFKQTIPPLRIGEKEQVTYEDVTTALRRASSFFSALQASDG
HWPAENAGVSFFLPPFIFCLYITGHLNSIITPEHRKEILRFIYNHQNEDGGWGIHIEGHS
TVFATAFTYVCMRILGVGPDEDACARARKWILDRGGITYMASWGKTWFSVLGIFDWY
GCNPMPPEFWILPSYLPIHPAKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRFVAPITPLILQLREELH
TQPYHEIEWRKMRHRCAEEDLYFPHSLIQNFLWDSLYVASEPLLTRWPFSKIRERALE
KAMEHIHYEDENSRYITIGCVEKALCMLCCWVEDPNGEYFKKHLARIPDYLWVAEDG
MKVVSFGSQLWDATFGFQALVASNLTDEVAPTLVKAYDFIKKCQVRDNPSGNFEKMF
RHISKGSWTFSDQDHGWQLSDCTAEALKCCLLAATMPEELVGEKLDPQWIFESVNIIL
SLQEPKTGGLAGWEPVRAGQWIEMLNPMEFLENIVIEHTYIECTGSSIIAFITLKKLFPG
HRTKDIDNFIVNAIRYLEDEQYPDGSWYGNWGICFIYSTMFALGGLAAAGRTYKNCQA
VRRGVDFLLINQSDDGGWGESYISCPRKKYTPLEGRRSNVVQTAWAMLGLLYAGQA
ERDPTPLHRGAKLLINYQMEEGGYPQQEITGVFKMNCMLHYPIYRNAFPIWALGEYRK
RVPLPSKGNSMAMKINSA

C-2 — Sequéncia primaria de aminoacidos 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.

1 0(x10.000)
: 3 207
' o3 341
1 2D9 355
00 315 405 429 479 503 933 g3 580
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

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 ndo-identificado em Tr = 22,7 min.

(x10,000)

1.0

0.0
50 0

Figura 42 — Espectro de massas obtido para o sinal com Tr = 22,7 nao-identificado.
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Anexo E — Alinhamento multiplo

E-1 — Alinhamento multiplo global completo das enzimas.

Tabela 29 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 1 Y R R - €-NCcPYNE@Y

KAFRS VUK LK I AR Gl €-SDP--—| a1y

PAFRS R LK I AEEEEEE € NNP--—|OF

AtSHS 1 - e - - - - - €-NNP---

BrASS 1 e fCAE---—--—-- AGQDP,

KAGLS UK LK I AD G €-snp--- TNN

BpLUS VUK LK I AE Gl €-pG—--—- LyYSEN

LILUS UK LKJIAE Gl €-KG—--—- L

GgLUS UK LK I[E G €-2G—--—- NNESEGRQEIWE FDP

0eLUS VUK LK A DGRt TGP---

ToLUS 1 NigehewNe - - - - €-DDE--- -NEDIRE
KALUS VUK LK I A DGR €-SNp--- VGROMWE F D P e)\iless plofelr. Al
RcLUS R K T AE Gl €-NNP--- BGROMWF DPINAGHE T PEEA
BgLUS VIR LK I AE G €-NNP---

GgBAS VIR LK I AE Gl €-KDpP-—-

PSBAS VIR LK I AE Gt €-NDP---

EtBAS VUK LK I AE Gl €-NDE---

BpBAS 1 - e e - - - - €-spp---

PgBAS1 1K LK T AR GEEaE NKNDP---

PgBAS?2 1 - TR - - - - - €-NDp---

MiCAS 1 INSE - AETIGDDGE--——-- S

LaCAS 1 ADTVPADPSNAG---G

BpCAS1 1 AETARGDGEGGGGSET

BpCAS2 1 WG - — - - — - —— - —- GGSP!

KACAS 1 A - ———————

BrCAS1 1 RN — — — — — ——————

BrCAS2 1 RGN — — — — ———————

AtCAS1 L o~
AtCAS?2 1

PgCAS 1 INR)slv GROMIE FD PINIIGE

PSCAS 1 I8V GROWWE FDPERIGR

LjCAS 1 BV GROYWE FDPReIGH

GgCAS 1 I8V GROWWE F D Pel G

=

consensus
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Tabela 30 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presencga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS
KdFRS
PdFRS
AtSHS
BrASS
KdGLS
BpLUS
LjLUS
GgLUS
OeLUS
ToLUS
KdLUS
RcLUS
BgLUS
GgBAS
PsBAS
EtBAS
BpBAS
PgBAS1
PgBAS2
MiCAS
LaCAS
BpCAS1
BpCAS2
KdCAS
BrCAS1
BrCAS2
AtCAS1
AtCAS2
PgCAS
PsCAS
LjCAS
GgCAS
consensus

EVINPASBINRM Y (OFFT S KINN G K — - —[@T
N
KNE@K-—-—-@T
T
N
KDEZR—-—-—-0N
PCO---PIPHP

PCG---PIP)4
H {GTNNNIPA

KAST---@T

Z
T
|
|
H 333330

PSS---AN
PRG---AV]
50 ARHBEDKIAHE] - iBInn PQOS---DL
49 RENSAKINHE S|BIRRYIS
49 RENSAKINHE S|BIRRYIS

49 LK RFEKiHSSDLLM'

49 HDINSSAT HINHE DIBIRRVIN )3~ M PMN - ——EV|
49 HDINSS S HINHE S|RIRRGIN (03 S IMNP I G———EV)
49 HDINSSJT HiHE] - IBIRRVIR  HIgA N PMN—-——-EV]|
61 e e e

49 SDINSSRVOIMHE] - IBIRRVIN @33 S IMNL.IS———PV|
49 RNHINIE KIAHE - IBIRRIN (O A NN PGS ———VV|

ORV---{TPjA
PIN---KIPDA

MEBVTTINLRRASNIFES

0 <z =

B U < < <
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Tabela 31 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 110 YNHQNEDGGWG
KAFRS 107 YHHONEDGGWG]
PAFRS 107

AtSHS 107

BrASS 108

KAGLS 107

BpLUS 105

LiLUS 105

GgLUS 108

0eLUS 106

ToLUS 107

KALUS 107

RcLUS 107

BgLUS 107

GgBAS 107

PSBAS 107

EtBAS 107

BpBAS 107

PgBAS1 109

PgBAS2 107

MiCAS 111 Y
LaCAS 114 Y
BpCAS1 117 Y
BpCAS?2 106 Y
KACAS 107 Y
BrCAsl 106 Y
BrCAS?2 106 Y
AtCAS1 15 Y
AtCAS2 106 Y
PgCAS 106 Y
PSCAS 106 Y
L3CAS 106 Y
GgCAS 106 Y

consensus 121
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Tabela 32 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS
KdFRS
PdFRS
AtSHS
BrASS
KdGLS
BpLUS
LjLUS
GgLUS
OeLUS
ToLUS
KdLUS
RcLUS
BgLUS
GgBAS
PsBAS
EtBAS
BpBAS
PgBAS1
PgBAS2
MiCAS
LaCAS
BpCAS1
BpCAS2
KdCAS
BrCAS1
BrCAS2
AtCAS1
AtCAS2
PgCAS
PsCAS
LjCAS
GgCAS
consensus

170
167
167
167
168
167
165
165
168
166
167
167
167
167
167
167
167
167
169
167
171
174
177
166
167
166
166

75
166
166
166
166
166
181

FHIEG@STMFGTVLNYIC RLLGEGP

LHIE.HSMFlTﬁYILRlLGEGP

EGHSHMEGT

A
MHIEGHSTMEGSIVLNY I
I}HTIEGHSTMEGSIRLNY|

S
RnILDHGIAT ISWGKWL

LHIEGHSTMEFETIALNY I[®
LHIEGHSTMEFETIRALNY I[®

I\ RLLGEGPNIBEECHIED)
I\ RLLGEGP\IBEECIO[€)
AIMNIANGHGZND - -ROGE
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Tabela 33 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS
KdFRS
PdFRS
AtSHS
BrASS
KdGLS
BpLUS
L3jLUS
GgLUS
OeLUS
ToLUS
KdLUS
RcLUS
BgLUS
GgBAS
PsBAS
EtBAS
BpBAS
PgBAS1
PgBAS2
MiCAS
LaCAS
BpCAS1
BpCAS2
KdCAS
BrCAS1l
BrCAS2
AtCAS1
AtCAS2
PgCAS
PsCAS
LjCAS
GgCAS
consensus

SPGKMW MPMSYLYGIRFVGPITPLILQ
G.W YI MESYLYGK.F
HPGKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRE] TPLILQ
VYMPMSYLYGKRFVGPITELI
VYMPMSYLYGK FVGPITILERS
VYMPMSYLYGK FVGPITILIRS
VYMPMSYLYGKREVGPITELMLS
VYMPMSYLYGKRFVG ITRL
HPGKMWCYCRMVYMPMSYLYGKRF NITPLILS
CYCRE@YMPMSYLYGKRFVGPITPLILS
CYCREYMMMSYLYGKEFVGPITPLILS
KMWCYCR@VYMPMSYLYGKREVGPITPLILY
KMWCYCREVYMPMSYLYGKREVGPITPLILY
KMWCYCRMVYMPMSYLYGKREVGPITPLILS

KMWCYCRMVYMPMSYLYGKREVGPITPLIL®
KMWCYCRMVYMPMSYLYGKREVGPITPLIL®
KMWCYCRMVYMPMSYLYGKREVGPITPLIL{®

PMSYLYGKREVGPITENMIT.S

PMSYLYGKREVGPITPgK
PMSYLYGKREVGPITPgK
PMSYLYGKREVGPITREEE
PMSYLYGKREVGPITREEE
PMSYLYGKREVGPITREEE
PMSYLYGKREVGPITEEE
PMSYLYGKREVGPITPgK
PMSYLYGKREVGPITPgK
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Tabela 34 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS
KdFRS
PdFRS
AtSHS
BrASS
KdGLS
BpLUS
LjLUS
GgLUS
OeLUS
ToLUS
KdLUS
RcLUS
BgLUS
GgBAS
PsBAS
EtBAS
BpBAS
PgBAS1
PgBAS2
MiCAS
LaCAS
BpCAS1
BpCAS2
KdCAS
BrCAS1
BrCAS2
AtCAS1
AtCAS2
PgCAS
PsCAS
LjCAS
GgCAS

consensus

RENCExEDEY Y PHPL
RISIL CAKE DN Y[ pH PO
31 .CAKE DY YANHE L aNOfS

IWNIBARNLCAKEDLYYPHPL
IWNIBARNLCAKEDLYYPHPL
IWNIRARNLCAKEDLYYPHPL
IWNERARNLCAKEDLYYPHPL
IBWNOARNLCAKEDLYYPHPL
IBWNOARNLCAKEDLYYPHPL
IBWNOARNLCAKEDLYYPHPL
IBWNOARNLCAKEDLYYPHPL
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Tabela 35 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presencga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS

KAFRS

PAFRS INH THYEDENSRY T T G@VEKVLCMLECWVED P&A FKIRHLARYPDY LWVEE
AtSHS NHIHYEDENSRY IiI GVEK| LCMLACWEEDPNGVCFKKHLARIPDYIWVAE
BrASS E TINERHINA  ONGIT GEEA | Pl MLZ—\CWVEDPIS FKHLAiIP.Lw.E
KAGLS IMH T HYEDENSRY T T GIVEKVLCMLACWVEDPNEBMFKINHLARYPDYRWVAE
BpLUS HYEDENSEYlC IGEVEKVLCEMlACWREDPNEE WVAE
LILUS SvEDEMERYHC IGEVEKVL WVEDPNSE WlAE
GgLUS HYEDENSRYMC IGEVEKVLC] WVEDPNSE WEAE
0eLUS HYEDENSRYMC IGE@VEKVLCEMACWVEDPNSE HEARIPDYRWVAE
ToLUS HYEDEESRYJHC I GEVEKVLCEARWVEDPN HLARIPDY
KALUS INH THYEDENSRY IflT G@VEKVLCMLACWVEDPNEBMFKINHLARI PDY LWHAE
RcLUS B THYEDENSRY I IGCVEK LCMLACW EDPElEEA FKIMHLAR D Yl vEBE
BgLUS 81 THYEDENS[@Y NI GEIVEK LlMLAcw EDPN

GgBAS INH T HYEDE@SRY T G@VEKVLCMLACWVEDPN|

PSBAS IWH T HYEDENSRY[IMNT G@VEKVLCMLACWVEDPN|

EtBAS INH THYEDENSRY I

BpBAS INH THYEDENSRY I

PgBAS1 INH THYEDENSRY I

PgBAS2 INH THYEDENSRY I

MiCAS N vL§MLEcwVEDPESEAFRHEER

LaCAS WKV LNML@CWVEDPEISEAFKMHIER TRDY LT
BpCAS1

BpCAS2

KdCAS

BrCASl

BrCAS2

AtCAS1

AtCAS?2

PgCAS

PsCAS

LjCAS

GgCAS

consensus 361 .... S R A S KOREKR L. LK e ... *LLUx
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Tabela 36 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 405 A T WAPTLWMKANMBE T KIN®O
KAFRS 406
PAFRS 403
AtSHS 405
BrASS 408
KAGLS 406
BpLUS 403
LiLUS 403 D
GgLUS 403 D
0eLUS 404
ToLUS 406
KALUS 406
RCLUS 405
BgLUS 405
GgBAS 406 Bl
PsBAS 406 Iy
EtBAS 406
BpBAS 406
PgBAS1 407
PGBAS2 405
MiCAS 408
LaCAS 411
BpCAS1 413
BpCAS2 403
KACAS 404
BrCAS1 403
BrCAS2 403
AtCAS1 312
AtCAS2 403
PGCAS 403
PSCAS 403
LjCAS 403
GgCAS 403

consensus 421
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Tabela 37 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 464

KAFRS 465

PAFRS 462

AtSHS 464

BrASS 467 ERLYDARNEELNL
KAGLS 465 g2 R L D VN LML
BpLUS 462

LiLUS 462

GgLUS 462

0eLUS VA HiS KGAWT E SMODHGHQ

ToLUS 465 BEIT

KdLUS 465

RCLUS 464

BgLUS 464

GgBAS 465 ZERLYDRVN
PsBAS 465 ZERLEDEVN
EtBAS 465 AQHINNENY
BpBAS 465 PEOINGS S\
PgBAS1 466 8= R LY DFVN
PgBAS2 464

MiCAS 468

LaCAS 471

BpCAS1 473

BpCAS2 463

KdCAS 464

BrCASl 463

BrCAS2 463

AtCAS1 372

AtCAS2 463

PgCAS 463

PSCAS 463

LjCAS 463

GgCAS 463

consensus 481
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Tabela 38 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 524

KJFRS 525 LFKKLY PlHR
PAFRS 522 FYUK8YPGHR
AtSHS 524 K
BrASS 527 Pa
KdGLS 525 %
BpLUS 522 LERKgY PRER
LiLUS 522 LFRKLY PR
GgLUS 522 P
0eLUS 523

ToLUS 525

KdLUS 525

RCLUS 524 E LN PWE F¥iaD

BgLUS 524 W

GgBAS 525

PSBAS 525

EtBAS 525

BpBAS 525

PgBAS1 526

PgBAS2 524

MiCAS 528 V=Y VECTSIATOALWLFKERY PllHR
LaCAS 531 V@i Y VECTSIATOALMFKKLY PGHR
BpCAS1 533 V= VECTSIATOALWLFKKLEPGHR
BpCAS2 523 VY VECTSIA TOA LI FKKEY PRHR
KACAS 524 Ve v VECTSIABORLML FKK LEPRHR
BrCAS1 523 Vo= v VECTSIMATOALMAFRKLY PGHR
BrCAS2 523 V=Y VECTSIMATOALMMFRK LY PGHR
AtCAS1 432 Vo= VECTSIMATOALBEFRKLY PGHR
AtCAS2 523 Vo= v VECTSIMATOALBEFRKLY PGHR
PgCAS 523 Vo= VECTSIMATOALWAFKK LEPGHR
PSCAS 523 ®= v VECTSAATOALINKE]

LjCAS 523 Ve= Y VECTSIATOALINSF

GgCAS 523 V=Y VECTSIATQOALINSIFKKLY PGHR

consensus 541 S R R R e e folk L xRE
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Tabela 39 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 584
KdFRS 584

NFIVNE ERHOMEDGCSWY GINWGECEpRY B TIME A
REMTNCEA EDIQMPDGSWYGNWGVCFTYG&WFA IHCLEAAGKTYINNCEV

PAFRS 581 i3 TR~ AR Y T OMiE DG S WY GNWG YV CFIYB T ARG LR A GK T YMNIS{e)A
AtSHS 583 T SFIFTNIA NTQMPDGSWYGEWGICFTYGT G T EENEO S
BrASS 586 GEWT D QMPNGSWYGNWGVCFIYGT FAMIRGLIYAAGKTY[SINCllK
KdGLS 584 DIQMPDGEWYGNWGVCFTYGEWFA AAGKTYNNCEYA
BpLUS 581 Bl Ol DG S WY GEIGECETY GTWEA € NMKINePA
LiLUS 581 INEONEDG S WY G@WGHCHTY GTWE2 GKINEeNEA
GgLUS 581 INMONEDGSWY GOWGHCHTY GTWER ENCHNSLS
0eLUS 582 BNONEDG SEBGRIWGECFTY GTWE2 GKINY[sIN[Eh=
ToLUS 584 U OINSIDG S 1Y GO GECHTY GTWEA GKIY[SINCI=A
KdLUS 584 B TONIZDGSWY GNWGVCETY GIWFABBG LEIA AGK T YINNCEYA
RCLUS 583 NIQEPDGSWYGNWG CF YGTWEA AAGRTYRINCIEIA
BgLUS 583 AAGKTYMNCHFA

GgBAS 584 T‘DGSWYGNWGVCFTYG WEA AN@AA
PSBAS 584 YNNI DG ST Y GNNGVCETY GEWEA AAGKTYRNCEYA
EtBAS 584 | WD g Y GINWGVCFTYGTWE A AAGKJYINNCEE
BpBAS 584 1N 7 9N~ XS BN T OlBE DG STY GWGVCFTYGTWEA AGKT INNCIEA
PgBAS1 585 ERIONEDGSWY GNWGVCETYGEWEA AAGKTYRNCEYA
PgBAS2 583 €GLINA A GK T YN Clog¥
MiCAS 587 AAGKTY[ENCER
LaCAS 590 MDINEIS S
BpCAS1 592 YIINCE]]
BpCAS?2 582 AAGKBND CIYE
KACAS 583 AAGEN Y RNEES
BrCAS1 582 NG LA AGK TIBRNI) N
BrCAS?2 582 NG LA AGK THNI) N
AtCAS1 491 GK TR
AtCAS2 582 GK TR
PGCAS 582 EREOHSHE 139G T~ CHTEEE B
PSCAS 582 :EpMOCCHE G LA A GKYBREIN CIl
LjCAS 582 . EpMOHSHE SN@SS
GgCAS 582 :EpEOCCHE G LA AGKEENN CEH

consensus 601 ..... e e e e X B K.,
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Tabela 40 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presencga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 644
KAFRS 644 V| NN TOHE DEleiieishq e p DI DIl DI
PAFRS 641
AtSHS 643
BrASS 646 GNN
KAGLS LRI 1. LS80 NG GIGE S Y[§)S CIRKI YT ERNR SN
BpLUS 641
LILUS 641
GgLUS 641
0eLUS 642
ToLUS 644
KdLUS 644
RCLUS 643
BgLUS 643
GgBAS 644
PSBAS 644
EtBAS 644
BpBAS 644
PgBAS1 645
PgBAS2 643
MiCAS 647
LaCAS 650
BpCAS1 652
BpCAS2 642
KdCAS 643
BrCASl 642
BrCAS2 642
AtCAS1 551
AtCAS2 642
PgCAS 642
PSCAS 642
LjCAS 642
GgCAS 642

consensus 661
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Tabela 41 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presenga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 704 fipLPsKGNS
KAFRS 704 AAYRNIFPIWAL FCNPNSEAIS
PAFRS 701 GVERYNCMLEY ER Y BNfiE P WAL NPLPSKKL-
AtSHS 703 AL ROPTGI-
BrASS 706 Lislvjgiyy RN WAL AIRRT---—-
KAGLS 704 AAYRETFPWAL FCNLSSEAIS
BpLUS 701 YRNIFPIWALGEYR FA-——--
LILUS 701 YRNIFPIWALGEYR CA-----
GgLUS 701 YRNIFPIWANGE YRRV ONE G
0eLUS 702 ] YRNIFPIWALGEYR HAQT---
ToLUS 704 RNIFPIWALGEYRENVENIEEEEE
KALUS 704 GVFOENCMLEYAAYRNI FEJWAL QUQLHSEATK
RcLUS 703 AFWRN CM LY AERNFP WAL Wi PSAGEG
BgLUS 703 SEWRNCMLEIY Y IFPTWAL 1984C ' LEPLPSKND-
GgBAS 704 WAL PLPSTPVC
PSBAS 704 WALEEYREE VN
EtBAS 704 WAL PLPSTTL-
BpBAS 704 WAL PLPLGKNL
PgBAS1 705 WAL PLPSLGT-
PgBAS2 703 IKNCMLIglY AARRN T PRWAT NRLPSKSV-
MiCAS 707 S YEAYRNIFPIWALG YRRV LORIREEE
LaCAS 710 QAP----
BpCAS1 712 KAL--—-
BpCAS2 702 QAP----
KdCAS 703 NASRGQM
BrCASl 702 LQOGE--
BrCAS2 702 LQOGE--
AtCAS1 611 LQOGE--
AtCAS?2 702 LQOGE--
PgCAS 702 0GPS——-
PSCAS 702 VIEQAC-—---
LjCAS 702 WalorR--—-
GgCAS 702 W#0s0-—--

consensus 721 ......... FoT O R R L.,
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Tabela 42 — Alinhamento multiplo global de sequéncias. A ultima linha evidencia a presencga de
residuos conservados. Fonte: ClustalWwW (EMBL-EBI) e BoxShade (Swiss institute of Bioinformatics).

MiFRS 764 MAMKINSA-—-—-——-—-—-—
KdFRS 764 KPSK-—-—-———-——————-—
PdFRS = = = e
AtSHS 0 @ e ———————
BrASS =00
KdGLS 764 KPSK-—-—————————-—
BpLUS mmmmmm— e
LILUS mmmmmmmmm o
GgLUs @ ——mm—m—m
OeLUS @ ===
ToLUS @ ———————————————
KdLUS 764 MV-=——=——————————
RcLUS 763 FGFTNNL--—-—-———-——
BgLUS  m—mmmm— o
GgBAS 764 LT-—-——————————~-
PsBAS 00 @ mmmmmm—————————
EtBAS 0000 e ———
BpBAS 764 NQVVNCIGQSLYKKYK
PgBASl = o ——m———m————— oo
PgBAS2 = ——m——mm————— oo
MiCAS = —memmmmmmmmm—————
LaCAS = e ——————————
BpCAS1  mmmmmmmmmm -
BpCAS2 mmmmmmmmmm -
KdCAS 763 KT-—=——===—=——————
BrCAS1 = e
BrCAS2 = @ mmmmmmmm
AtCASl  —mmmmmm—mm -
AtCAS2 —mmmmmmmmm -
PgCAs @ mmmmmmmmm————
PsCAS @ ——m————————————
LjCAS mmmmmmmmm—— -
GgCAs @ mmmmmmmmmmmm— =
consensus 781



