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Recent Advances in Genetic Manipulation of Organisms for the Production of 

Nonribosomal Peptides 

Abstract: Nonribosomal peptides (NRP) are a class of natural products biosynthesized by nonribosomal peptide 

synthetases (NRPS). These complex multimodular enzymes are present mainly in bacteria and filamentous fungi and 

each module is responsible for substrates insertion, elongation and chemical modification of the NRP chain. NRP are 

polypeptides with broad biological activity and the antibiotic property is of especial interest to the pharmaceutical 

industries in order to fight against one of the biggest challenges of modern medicine: bacterial multiresistance to 

current available drugs. Over the last years, the NRP biosynthesis have been studied and engineered in order to 

obtain structural diversity. The advances in molecular biology in the post-genomic era assured the enhancement of 

already known techniques, such as site-directed mutation, increasing the promiscuity of enzymes, furthermore the 

introduction of new techniques, as heterologous expression, complete transference of gene clusters to 

heterologous organisms allowed the identification of new compounds or increasing expression level of already 

identified products. The present review aims to highlight the relevance of mutasynthesis and heterologous 

expression for the production of new natural products biosynthesized by NRPS. 

Keywords: Nonribossomal peptides; Nonribossomal peptide synthetases; Mutasynthesis; Heterologous expression. 

 

Resumo 

Os peptídeos não ribossomais (NRP) são uma classe de produtos naturais produzidos, principalmente, por bactérias 

e fungos filamentosos. Estes compostos são biossintetizados através de maquinários enzimáticos multimodulares, 

denominados sintetases de peptídeos não ribossomais (NRPS). Cada módulo é responsável pela incorporação de um 

substrato, elongação e modificação química da cadeia do polipeptídeo.  Os NRP possuem uma ampla atividade 

biológica e a ação antibiótica é de especial interesse para as indústrias farmacêuticas na corrida para enfrentar um 

dos maiores desafios da medicina moderna, a multirresistência bacteriana aos medicamentos em uso. Nos últimos 

anos, as NRPS têm sido amplamente estudadas e geneticamente modificadas com o intuito de obter o maior 

número de compostos com diversidade estrutural. Os avanços na biologia molecular que surgiram na era pós-

genômica garantiram o aprimoramento de técnicas já conhecidas, como a mutação sítio-dirigida, aumentando a 

aceitação das enzimas por novos substratos, além de introduzir novas técnicas, como a expressão heteróloga, onde 

a transferência completa de clusters de genes para um organismo heterólogo possibilita a identificação de novos 

compostos ou até mesmo aumentar do nível de expressão daqueles já conhecidos. A presente revisão tem como 

objetivo destacar a importância da mutassíntese e da expressão em organismo heterólogo na obtenção de novos 

produtos naturais biossintetizados por NRPS. 

Palavras-chave: Peptídeos não ribossomais; Sintetases de peptídeos não ribossomais; Mutassíntese; Expressão 

heteróloga. 

* Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Química, Laboratório de Biotecnologia e Biossíntese 

Combinatória (LaBBiComb), CEP 13083-970, Campinas-SP, Brasil. 

 gabrielatormet@gmail.com  

DOI: 10.21577/1984-6835.20160135 

http://rvq.sbq.org.br/
mailto:gabrielatormet@gmail.com
http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20160135


Volume 8, Número 6 

 
Revista Virtual de Química 

ISSN 1984-6835 

Novembro-Dezembro 2016 

 

1999 Rev. Virtual Quim. |Vol 8|  |No. 6|  |1998-2025| 

 

Avanços Recentes na Manipulação Genética de Organismos 

para a Produção de Peptídeos não Ribossomais 

Gabriela D. T. González,* Renata Sigrist, Bruno S. Paulo 

Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Química, Laboratório de Biotecnologia e 

Biossíntese Combinatória (LaBBiComb), CEP 13083-970, Campinas-SP, Brasil. 

* gabrielatormet@gmail.com   

 

Recebido em 10 de junho de 2016. Aceito para publicação em 26 de dezembro de 2016 

 

1. Introdução 

2. Produtos naturais: desafios do século XXI 

3. Peptídeos não ribossomais: uma classe de produtos naturais com grande 

potencial 

4. Biossíntese de peptídeos não ribossomais 

5. Estratégias para gerar diversidade estrutural em peptídeos não ribossomais 

5.1. Mutassíntese para inserir substratos não-naturais 

5.2. Biologia sintética e produção em organismo heterólogo 

6. Conclusões e perspectivas 

 

1. Introdução 

 

Há muito tempo, o homem busca na 

natureza componentes para suprir suas 

necessidades médicas, cujos efeitos 

terapêuticos foram atribuídos de forma 

empírica ao longo dos séculos. Já no século 

XX, o trabalho pioneiro do prêmio Nobel 

Alexander Fleming, que descreveu o uso de 

culturas do gênero Penicillium como agente 

antibiótico contra vários patógenos, tais 

como Staphylococcus aureus e Haemophilus 

influenzae,
1
 ŵarĐou o iŶíĐio da ͞era dos 

aŶtiďiſtiĐos͟.2,3
  

A partir da descoberta da penicilina por 

Fleming, extensos esforços foram dedicados 

à descoberta e desenvolvimento de novos 

agentes antimicrobianos, antifúngicos, 

imunossupressores, entre outros, incluindo a 

busca por agentes com atividade biológica na 

vasta gama de compostos disponíveis na 

natureza e a síntese orgânica de fármacos 

sintéticos a partir do desenho racional de 

novas drogas. Atualmente, estas duas 

abordagens continuam sendo utilizadas na 

busca por novos agentes farmacológicos, 

sendo de grande relevância o auxílio da 

genética e da biologia molecular, 

especialmente na busca por produtos 

naturais bioativos.
2,4-7
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2. Produtos naturais: desafios do 

século XXI 

 

Os produtos naturais (PN) contribuíram 

como a maior fonte de agentes terapêuticos 

durante quase toda a história, porém devido 

às dificuldades no isolamento de PN em 

grande escala, no século XX a produção de 

fármacos mediante técnicas de síntese 

orgânica fina teve um grande avanço e, 

atualmente, encontra-se como a principal 

fonte de medicamentos aprovados pela Food 

and Drugs Administration (FDA). No entanto, 

entre os anos 1981 e 2010 os produtos 

naturais constituíam 34% dos fármacos 

aprovados pela FDA baseados em pequenas 

moléculas e este número continua 

crescendo.
6-8

 

A ação antibiótica dos produtos naturais é 

de especial interesse nas pesquisas 

desenvolvidas nas últimas décadas para 

enfrentar um dos maiores desafios da 

medicina moderna: a multirresistência de 

bactérias aos antibióticos de uso tradicional.
9
 

Dados provenientes do Relatório de 

Resistência Antimicrobiana do ano 2014, da 

Organização Mundial da Saúde (OMS),
10

 

revelaram um aumento na resistência aos 

antibióticos das principais linhagens 

bacterianas patogênicas a nível mundial, 

destacando, por exemplo, casos como a 

bactéria Escherichia coli cuja resistência aos 

antibióticos da classe das cefalosporinas já 

alcançou a terceira geração. Neste sentido, a 

OMS indicou um Plano Mundial de Ação que, 

entre outras medidas, sugere um maior 

investimento em pesquisas para o teste e 

desenvolvimento de novos antibióticos.
10

 

A busca e obtenção de novos fármacos de 

origem natural têm sido abordadas de forma 

mais rápida e eficiente através da integração 

das diversas tecnologias que surgiram a partir 

da era genômica e, mais recentemente, 

devido à iŶĐorporação de outras ͞ƀŵiĐas͟, 
como a metabolômica, metagenômica e 

proteômica, assim como diversas 

ferramentas de bioinformática, tais como 

antiSmash,
11

 NRPSpredictor,
12

 MIBiG,
13

 

RAST,
14

 Smurf,
15

 para busca e caracterização 

in silico de metabólitos secundários 

produzidos por bactérias, fungos e plantas 

com atividades não somente antibióticas, 

mas também antivirais, antifúngicas e 

antitumorais.
3,7,16

 

 

3. Peptídeos não ribossomais: uma 

classe de produtos naturais com 

grande potencial 

 

Peptídeos não ribossomais (NRP) são uma 

classe de compostos naturais produzidos em 

sua grande maioria por bactérias e alguns 

organismos eucariotos, como fungos 

filamentosos, através de vias biossintéticas 

das quais não participa o ribossomo.
17–19

 A 

principal fonte de peptídeos não ribossomais 

são as bactérias, constituindo 

aproximadamente 89% dos micro-

organismos produtores, sendo os de maior 

importância actinobactérias, proteobactérias, 

firmicutes e cianobacterias.
20

 

Os NRP são de grande importância para a 

indústria farmacêutica devido à ampla 

atividade biológica, o que os coloca entre os 

produtos naturais com maior potencial para a 

descoberta de novos fármacos.
5,17

 Entre os 

NRP mais empregados em tratamentos 

médicos estão antibióticos como a 

vancomicina e a daptomicina produzidos 

pelas bactérias Amycolatopsis orientalis
21

 e 

Streptomyces roseosporus,
22 

respectivamente; e o imunossupressor 

ciclosporina A produzido por Cylindrocarpon 

lucidum e Tolypocladium inflatum (Tabela 

1).
5,23 

Outro grande grupo de NRP são os 

sideróforos
24

 e, embora não se encontrem 

entres os NRP de maior relevância para uso 

medicinal, o entendimento do mecanismo de 

ação apresenta-se interessante por ser a 

principal fonte de acesso a ferro de alguns 

patógenos para cumprir suas funções vitais, 

como a petrobactina, em Bacillus anthracis e 

a estafiloferrina B, em Staphylococcus 

aureus.
5,25-29
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Produto Natural Atividades Biológicas Organismos Produtores Estrutura Ref. 

Bacitracinas 
mistura de nove NRP, 
maioritariamente da 

Bacitracina A 

Antibiótico 
Bacillus licheniformis, 

Bacillus subtilis 

 

30 

Toxina-HC 

Toxina produzida pelo 
fungo C. carbonum, 

afetando  às plantações 
de milho 

Cochliobolus carbonum 

 

31 
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Enniantinas 
Mistura  de NRP, 
principalmente de 

enniantina A, A1, B e B1 

Antimicrobiana e potencial 
antitumoral 

Fusarium sp. 

 
Enniantina A 

32,33 

Gramicidina S Antibacterial Bacillus brevis ATCC 9999 

 
 

34,35 
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Capreomicina 
Mistura de NRP, 

principalmente de 
capromicina IA e IB 

Antibióticos Streptomyces capreolus 

 
Capreomicina IA 

36 

Polymyxinas 
Mistura  NRP, 

principalmente de 
polymixinas B1, B2 e C 

Antibióticos 
Bacillus polymyxa e outras 

bactérias do gênero Bacillus 

 
Polimixina B1 

 

 

37,38 
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Daptomicina Antibiótico Streptomyces roseosporus 

 

22 

Ciclosporina A Imunossupressor 
Cylindrocarpon lucidum; 
Tolypocladium inflatum 

 
 

39 
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Vancomicina Antibiótico Amycolatopsis orientalis 

 

40 
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Atualmente, de forma semelhante a 

outros PN, o potencial dos peptídeos não 

ribossomais como agentes terapêuticos se 

mostra mais acessível devido ao 

desenvolvimento das novas técnicas de 

genética e biologia molecular que surgiram 

na época pós-genômica.
41

 Adicionalmente 

ferramentas de bioinformática, 

principalmente aquelas relacionadas com 

estratégias genoma guiadas (ou genome-

mining), facilitam a exploração de genes que 

codificam para metabólitos secundários de 

grande interesse anotados nos genomas 

sequenciados durante as últimas 

décadas.
4,7,16,20

  

Entre os micro-organismos sequenciados 

destacam-se o gênero das Streptomyces, um 

dos principais produtores de NRP, com 57 

projetos de sequenciamento de genoma 

completos e publicados, 232 completos, 397 

drafts (esboços) e 395 projetos de 

sequenciamento em andamento.
42

 Desta 

forma, pesquisadores ao redor do mundo se 

mostram otimistas em encontrar, entre todos 

estes novos genomas sequenciados, clusters 

de genes associados a novos NRP e, com o 

objetivo de unir todas essas informações, 

têm sido criados bancos de dados de 

metabólitos secundários, como o recém 

lançado MIBiG, o qual até a data tem 

depositado 209 clusters de genes que 

codificam para metabólitos secundários do 

tipo peptídeos não ribossomais e 149 clusters 

de genes que correspondem a metabólitos 

com características mistas de policetídeos e 

peptídeos não ribossomais.
13

 

Adicionalmente, em 2014, Wang et al.
20

 

fizeram uma busca detalhada nos dados 

disponíveis no National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)
43

 e 

verificaram que em 2699 organismos 

estudados (incluindo bactérias, archeas e 

eucariotos) foram encontrados 1531 clusters 

de genes associados à biossíntese de NRP e 

1147 associados a metabólitos com 

características mistas policetídeos e 

peptídeos não ribossomais.
20

 Estas 

informações confirmam o grande potencial 

dos peptídeos não ribossomais na descoberta 

de novos fármacos. 

 

4. Biossíntese de peptídeos não 

ribossomais 

 

O estudo da biossíntese dos peptídeos 

não ribossomais é essencial para o 

entendimento dos mecanismos pelos quais 

estes compostos atuam e que conferem a 

relevante atividade biológica que os 

caracteriza. Adicionalmente, a compreensão 

da síntese dos NRP permite o desenho de 

possíveis modificações estruturais que 

possam dar origem a novos compostos 

derivados dos naturais.  

A biossíntese de peptídeos não 

ribossomais começou a ser estudada na 

década de 1960, quando pesquisadores que 

trabalhavam na elucidação da biossíntese de 

peptídeos produzidos por diferentes espécies 

de Bacillus observaram que alguns dos 

peptídeos eram sintetizados por um 

mecanismo enzimático independente do 

ribossomo.
5
 Em 1963, Mach et al.

44
 relataram 

a primeira evidência de biossíntese de um 

peptídeo via mecanismo independente do 

ribossomo, a tirocidina, produzida pela 

espécie Bacillus brevis. 

Nas décadas seguintes, grupos de 

pesquisadores envolvidos no estudo da 

biossíntese dos antibióticos ediene,
45

 

gramicidina S,
35,46

 e polimixina B
38

 revelaram 

que, de forma semelhante à tirocidina, estes 

compostos eram sintetizados em um 

mecanismo independente do ribossomo. O 

grupo do Prof. Lipmann dedicou inúmeros 

esforços ao esclarecimento deste mecanismo 

e propuseram que a biossíntese do composto 

gramicidina S acontecia via uma reação ATP-

dependente, catalisada por enzimas 

responsáveis pela incorporação de 

aminoácidos em um mecanismo de duas 

etapas.
47,48 

A incorporação de sucessivos 

aminoácidos alongaria a cadeia peptídica 

enquanto essa permaneceria ancorada 

ĐovaleŶteŵeŶte a uŵa ͞eŶziŵa 
Đarreadora͟.49

 Adicionalmente, observaram a 

correlação de aproximadamente 70-75 kDa 

de proteínas existentes por aminoácido 
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ativado pelo grupo enzimático e propuseram 

que este maquinário estaria composto por 

um conjunto de módulos formados por 

subunidades catalíticas, cada uma das quais 

seria responsável pela incorporação de um 

aminoácido.
50,51

 

Com a chegada das técnicas de 

sequenciamento do DNA, o grupo do Prof. 

Marahiel, em 1988, sequenciou o cluster de 

genes que codifica para a biossíntese de 

gramicidina S produzida por espécies de 

Bacillus, confirmando a hipótese de um 

mecanismo regido por enzimas modulares, 

proposta anteriormente por Lipmann e 

colaboradores.
52-54

 Esses complexos 

multienzimáticos foram denominados 

sintetases de peptídeos não ribossomais 

(NRPS). 

As NRPS formam um maquinário eficiente 

para a biossíntese de moléculas e são 

constituídas por diferentes módulos. Como 

cada módulo é responsável pela incorporação 

de um único aminoácido, as NRPS são 

complexos grandes, como por exemplo, a 

envolvida na biossíntese da ciclosporina A, 

produzida por Tolypocladium niveum, que 

possui 1,6 MDa de tamanho.
23

 Cada módulo 

de NRPS é subdividido em vários domínios 

que catalisam reações específicas, que 

permitem o elongamento da cadeia e 

formação dos precursores de 

metabólitos.
18,29,55,56

 

O primeiro módulo da NRPS, denominado 

módulo de iniciação, é formado por um 

domínio de adenilação (A) e um domínio de 

tiolação (T), também conhecido como 

proteína carreadora de peptídeo (PCP). 

Então, seguem os módulos de elongação da 

cadeia que contém, obrigatoriamente, um 

domínio de condensação (C) seguido de um 

domínio de adenilação e outro de tiolação 

(Figura 1). Como parte destes módulos de 

elongação, podem ser encontradas enzimas 

acessórias como as epimerases (E), 

metiltransferases (MT) e ciclases (Cy). No 

módulo final, encontra-se um domínio de 

tioesterase (TE) que tem a função de catalisar 

a liberação do produto final, o qual ainda 

pode sofrer modificações posteriores 

promovidas por enzimas pós-NRPS, como as 

glicosiltransferases, as quais catalisam 

reações de glicosilação e tem particular 

relevância nas últimas etapas da biossíntese 

de antibióticos glicopeptídicos, como a 

vancomicina.
18,57-60

 

 

 

Figura 1. Representação da biossíntese de peptídeos não ribossomais nas NRPS
56
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Para entendermos a biossíntese dos NRP 

tomemos como exemplo a biossíntese da 

tirocidina por B. brevis (Figura 2). A tirocidina 

é um decapeptídeo cuja biossíntese é 

mediada por 10 módulos separados em 3 

sintetases denominadas TycA, TycB e TycC. O 

primeiro módulo em TycA não apresenta um 

domínio de condensação por não haver um 

aminoácido precedente ao qual condensar, e 

apresenta um domínio de epimerização que 

atua na conversão da L-fenilalanina em D-

fenilalanina, logo após a biossíntese é 

estendida ao segundo módulo em TycB ao 

qual se condensa um resíduo de prolina 

seguido de duas fenilalaninas onde ocorre 

novamente a epimerização da última L-

fenilalanina incorporada. Assim novos 

aminoácidos são condensados até o décimo 

módulo onde um domínio de tioesterase 

catalisa a condensação do primeiro 

aminoácido com o último formando sua 

estrutura cíclica.
5,61

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Biossíntese do decapeptídeo Tirocidina em Bacillus brevis, cada módulo é responsável 

pela inserção e modificação de um único aminoácido. A: adenilação, PCP: proteína carreadora 

de peptídeo, C: condensação, E: epimerização, TE: tioesterase
61

 

 

5. Estratégias para gerar 

diversidade estrutural em 

peptídeos não ribossomais 

 

A obtenção de diversidade estrutural dos 

produtos naturais, assim como o 

melhoramento nas técnicas de obtenção 

destes compostos, incluindo os NRP, tem sido 

objeto de estudo de muitos grupos de 

pesquisa no mundo. Embora NRP tenham 

grande destaque pela ampla variedade de 

propriedades farmacológicas, estes 

raramente são produzidos em quantidades 

suficientes para aplicações em larga escala. 

Além disso, muitos NRP apresentam 

propriedades terapêuticas interessantes, 

porém apresentam alta toxicidade ou baixa 

biodisponibilidade, por exemplo, e por isso 

análogos destes compostos são desejáveis 

para a criação de bibliotecas de compostos 

derivados.
60,62

 

A motivação em se produzir compostos 

análogos biossínteticos aos NRPs é que 

aumenta a quantidade de metabólitos 

diferentes que podem ser produzidos com 

estruturas alteradas, esclarecendo por 

exemplo dúvidas em relação a estrutura-

atividade que é essencial para o 
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desenvolvimento de fármacos e compostos 

relevantes. Outro motivo é que existe a alta 

incidência de re-isolamento de substâncias já 

conhecidas quando se faz prospecções de 

diversos organismos, o surgimento dessas 

bibliotecas é uma forma de inibir a repetição 

dessas estruturas.
62,63

 

O conhecimento específico da 

enzimologia dessas NRPS permite realizar 

inserções, deleções, desativações de 

sequências e consequentemente promover 

alterações estruturais que permitem 

potencializar a atividade do NRP, como foi o 

caso dos análogos do lipopeptídeo 

daptomicina que se mostraram ativas frente 

as bactérias patogênicas como S. aureus 

(resistente a meticilina).
64–66

 

As técnicas mais utilizadas para obter 

diversidade estrutural em NRP são aquelas 

relacionadas com a manipulação genética de 

bactérias e fungos produtores. Estas 

estratégias têm sido utilizadas há mais de 40 

anos e permitiram o acúmulo de 

conhecimento acerca da biossíntese de 

diversos metabólitos secundários. Contudo, 

estas metodologias da era pré-genômica 

apresentam grandes limitações por serem 

muito demoradas e aleatórias na procura das 

modificações requeridas.
7,62,67

 

A primeira metodologia empregada para a 

manipulação genética de organismos 

produtores de NRP foi a mutassíntese.  Esta 

técnica começou a ser aplicada no final da 

década de 1960 e consistia na inserção de 

mutações em linhagens selvagens, com a 

finalidade de inativar algumas vias 

metabólicas e aumentar a aceitação por 

precursores diferentes aos naturais e, assim, 

biossintetizar novos compostos.
60,67,68

  

A chegada da era pós-genômica permitiu a 

introdução de novas técnicas de biologia 

molecular para a geração de mutações 

genéticas dirigidas (e não somente aleatórias, 

como inicialmente), consequentemente a 

mutassíntese teve uma reformulação total do 

desenho dos experimentos. De igual 

importância neste ressurgimento é o avanço 

da síntese orgânica convencional que permite 

hoje ter acesso a um maior número de 

reagentes com alta pureza enantiomérica 

para serem usados como precursores não-

naturais.
41,67,68

 

Posteriormente, na década de 80, a 

introdução de técnicas de clonagem 

molecular em bactérias facilitou o isolamento 

de clusters de genes associados com a 

biossíntese de alguns dos antibióticos mais 

utilizados até o momento, motivando o 

desenvolvimento das primeiras técnicas de 

química combinatória para a obtenção de 

compostos híbridos, resultantes da 

combinação de genes provenientes de 

diferentes rotas biossintéticas.
62,69

 Este grupo 

de técnicas também foi aperfeiçoado com o 

avanço e conhecimento dos genomas dos 

organismos produtores, porém as limitações 

e desvantagens nestas metodologias são 

grandes quando comparadas às técnicas de 

mutassíntese e biologia sintética para a 

obtenção de NRP. Estas limitações surgem 

principalmente do pouco controle das 

interações proteína-proteína nas regiões 

intermódulos das NRPS, levando a baixos 

rendimentos dos produtos obtidos após a 

inserção, deleção ou inativação de genes pela 

biossíntese combinatória.
41,60,62

  

Mais recentemente, as técnicas de 

biologia sintética tiveram um incremento 

bastante significativo na sua utilização para o 

estudo, modificação e obtenção de produtos 

naturais, incluindo peptídeos não 

ribossomais. Entre estas técnicas, a 

expressão de genes em organismos 

heterólogos, Gibson-assembly
70

 e edição de 

genes com a metodologia CRISPR
71 

representam as mais recentes estratégias 

para diminuir as limitações provenientes do 

trabalho com sistemas in vivo, como 

competição por substratos, expressão 

conjunta, entre outras.
60,62

 

 

5.1. Mutassíntese para inserir substratos 

não-naturais 

 

A técnica da mutassíntese surgiu visando
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o melhoramento da metodologia da 

biossíntese precursor-dirigida (PDB), a qual 

apresentava muitas limitações devido à 

competição entre os precursores não 

naturais e naturais, o que evidentemente 

favorecia o precursor natural, resultando em 

baixos rendimentos.
67,68,72

 Para resolver esses 

problemas, foi desenvolvida uma 

metodologia na qual uma etapa chave na 

biossíntese do precursor era inativada, 

levando a incorporação apenas do substrato 

não natural (Figura 3c). Esta técnica foi 

denominada mutassíntese e foi utilizada pela 

primeira vez no ano 1969 por Shier et al.
73

 

para obter 4 novos antibióticos análogos à 

neomicina e produzidos por Streptomyces 

fradiae.
 
A inativação em uma etapa da rota 

biossintética era feita através da exposição 

da linhagem selvagem a agentes 

mutagênicos, como o 1-metil-3-nitro-1-

nitrosoguanidina, para obter mutantes que 

não fossem capazes de incorporar o 

precursor natural (mutassintons). 

Posteriormente, os mutantes obtidos eram 

testados para verificar quais tinham a rota 

biossintética alvo bloqueada e eram capazes 

de incorporar o precursor não natural. Este 

mutassinton, como no caso da PDB, era 

obtido por síntese orgânica, sendo muitas 

vezes a etapa mais desafiante da aplicação do 

processo.
67,68,74

 Anos mais tarde, o mesmo 

grupo de pesquisa publicou um trabalho com 

uma análise mais detalhada da técnica e 

sugeriram uma aplicação mais abrangente 

para a obtenção de compostos análogos aos 

produzidos naturalmente por micro-

organismos, mediante a geração de 

mutantes.
74

 

 

 

Figura 3. Esquema de obtenção de peptídeos não ribossomais quando utilizadas: a) as 

linhagens selvagens, b) a técnica de biossíntese precursor-dirigida e c) mutassíntese
68

 

 

Mutassíntese em bactérias: derivados dos 

antibióticos balhimicina, tiomarinol e 

cahuitamicina 

 

Embora a técnica de mutassíntese fora 

empregada por mais de 40 anos, a mesma foi 

reformulada após os avanços da era 

genômica e tornou-se uma das técnicas mais 

promissoras para a incorporação de 

diferentes substratos para a obtenção de 

peptídeos não ribossomais com maior 

diversidade estrutural.  

No começo da década de 2000 foram 

realizados experimentos de mutassíntese 

com genes relacionados à biossíntese da 

balhimicina, um antibiótico do tipo 

glicopeptídico biossintetizado por uma NRPS, 

cujo cluster biossintético é composto por 4 

genes, bpsA, bpsB, bpsC e bpsD, codificando 8 

módulos.
29,55 

Mutantes da linhagem 

Amycolaptosis balhimycina, responsável pela 

produção do antibiótico, foram obtidos a 

partir de deleções in frame do gene bhp, que 
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codifica a biossíntese do precursor β-

hidroxitirosina. Aos cultivos destes mutantes 

foram adicionados os compostos análogos 2-

fluor-β-hidroxitirosina, 3-fluor-β-

hidroxitirosina e 3,5-difluor-β-hidroxitirosina, 

levando à formação dos primeiros 

antibióticos fluorados análogos à 

vancomicina, alguns dos quais apresentaram 

atividade antibacteriana (Esquema 1).
75–77

 Em 

contrapartida, outro grupo de precursores 

não foi aceito, demonstrando a alta 

seletividade que apresentam os blocos 

enzimáticos das NRPS na incorporação de 

substratos e evidenciando uma das 

desvantagens do uso da mutassíntese.  

 Apesar das limitações nos experimento 

de adição dos mutassintons, o trabalho da 

balhimicina foi pioneiro na utilização da 

mutassíntese na era pós-genômica para a 

obtenção de análogos de um NRP e, permitiu 

vislumbrar um uso mais abrangente da 

técnica e, como consequência, pesquisadores 

começaram a realizar experimentos mais 

elaborados, adicionando dois mutasintons na 

mesma cultura, em uma variante da técnica 

Đhaŵada de ͞ŵutassíŶtese 
ĐoŵďiŶatſria͟.78,79

 

 

bbr pdh tba bpsA bpsB bpsC orf1  oxyA oxyB oxyC bhaA

bgtfA bgtfB bgtfC dvaC orf2  bmt pgat bhp bpsD oxyD hmaS hmo orf7    dvaA dvaB dvaD dpgA dpgC dpgD dahp

dvaE dpgB

 

Esquema 1. a) Organização do cluster biossintético da balhimicina.
80

 b) Estrutura da 

balhimicina. c) Estrutura dos mutassintons adicionados para a reação de mutassíntese do 

antibiótico. As estruturas em vermelho correspondem aos blocos não naturais incorporados 

durante a biossíntese enquanto as estruturas em preto correspondem aos não incorporados
75-

77
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Os tiomarinóis, produzidos por bactérias 

do gênero Pseudoalteromonas, são 

antibióticos de grande interesse de estudo 

devido suas estruturas híbridas formadas por 

uma porção similar aos antibióticos da classe 

das holomicinas e outra semelhante aos da 

classe das mupirocinas, como o ácido 

pseudomônico A (Esquema 2a e 2b). A 

linhagem Pseudoalteromonas sp. 

SANK73390, principal produtora, 

biossintetiza um conjunto de 7 tiomarinois 

através de sintases de policetídeo (PKS) 

homólogas às da mupirocina em conjunto a 

NRPS homólogas às da holomicina.
81–83

 

No ano 2011, Murphy et al.
84

 realizaram 

um estudo inicialmente voltado à 

confirmação do papel da PKS e da NRPS na 

biossíntesse dos tiomarinois, assim como de 

uma enzima pós-PKS, denominada TmlU 

prevista por catalisar a ligação entre as duas 

unidades na formação do híbrido. Mutantes 

ΔPKS, ΔNRPS com deleções nos segmentos 

dos genes correspondentes, assim como 

ΔTlmU, foram testados. Os resultados 

revelaram que a produção do tiomarinol 

pelos mutantes era abolida, porém produtos 

análogos à mupirocina (compostos 8-11) e à 

holomicina (compostos 12-18) eram 

recuperados nas culturas de ΔPKS e ΔNRPS, 
respectivamente (Esquema 2c). Estes 

mutantes foram utilizados em experimentos 

de mutassíntese e nas culturas do mutante 

ΔTmlU observou-se a produção dos dois tipos 

de compostos, porém não foi observada a 

formação de tiomarinois, confirmando que 

TmlU catalisa a reação de ligação das duas 

unidades na biossíntese dos híbridos. Por 

outro lado, os experimentos de mutassíntese 

demonstraram que o mutante ΔPKS era 

capaz de incorporar o ácido pseudomônico A 

para a formação de compostos análogos ao 

tiomarinol (compostos 19-23; Esquema 3c). 

Da mesma forma, o mutante ΔNRPS foi capaz 

de incorporar aminas anidro-ornitina e 

anidro-lisina, sendo observada a formação de 

dois compostos denominados tiomarinol H e 

J, respectivamente (Esquema 2d).
84

 

 Adicionalmente, os cultivos da 

linhagem selvagem Pseudoalteromonas sp. 

SANK73390 também foram suplementados 

com anidro-ornitina, em um experimento de 

biossíntese precursor-dirigida, resultando na 

obtenção dos compostos tiomarinois A e H, 

revelando que anidro-ornitina é um 

competidor do precursor natural. Os testes 

de tiomarinol H e J mostraram que os dois 

compostos apresentam atividade 

antimicrobiana contra Bacillus subtilis e 

Staphylococcus aereus resistentes à 

meticilinas, mas em níveis mais baixos 

quando comparados com tiomarinol A-G, 

demonstrando o potencial da mutassíntese 

para produção racional de novos compostos 

com atividade terapêutica.
84

 

Os antibióticos denominados 

cahuitamicinas A, B e C produzidos pela 

bactéria Streptomyces gandocaensis 

representam um dos exemplos mais recentes 

da utilização da técnica de mutassíntese para 

a obtenção de compostos inéditos. As 

cahuitamicinas foram testadas como 

inibidores da formação de biofilmes da 

bactéria Acinetobacter baumannii, espécie 

patogênica responsável por muitas infecções 

hospitalares.
85
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Esquema 2. Experimentos de mutassíntese da linhagem Pseudoalteromonas sp. SANK73390 

produtora dos antibióticos tiomarinois. a) Estruturas dos antibióticos tiomarinois A-G. b) 

Estrutura dos antibióticos ácido pseudomônico A, da classe das mupirocinas e holomicinas. c) 

Compostos obtidos pelos mutantes ΔPKS e ΔNRPS. d) Compostos obtidos após os 

eǆperiŵeŶtos de ŵutassíŶtese Đoŵ os ŵutaŶtes ΔPKS e ΔNRPS
84
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Esquema 3. a) Cluster de genes que codifica para a biossíntese das Cahuitamicinas. b) 

Esquema de biossíntese das Cahuitamicinas A, B e C. Os genes codificando para a biossíntese 

estão divididos em 4 módulos (CahA-B-C-D) subdivididos em 4 principais domínios de 

condensação (C), adenilação (A), tiolação (T) e epimerases (E)
85

 

 

A biossíntese das cahuitamicina (Esquema 

3) acontece via uma NRPS, cujo primeiro 

domínio de adenilação é capaz de incorporar 

como precursor o composto salicilato ou 6-

metilsalicilato, para formar as cahuitamicinas 

A(1) e C(3) ou B(2), respectivamente.  Com o 

intuito de estudar este mecanismo de 

biossíntese, o grupo de pesquisa desenhou 

um experimento de mutassíntese, no qual 

mutantes da linhagem S. gandocaensis com 

deleções no gene responsável pela síntese do 

precursor salicilato foram cultivados em 

meios suplementados com derivados de 

ácido benzóico. A incorporação de um dos 

mutassíntons, o 5-metil ácido salicílico, 

resultou na obtenção de duas novas 

cahuitamicinas D e E (Figura 4), de forma 

surpreendente, as duas apresentavam uma 

atividade inibitória contra biofilmes de 

Acinetobacter baumannii maior que aquela 

medida nas cahuitamicinas produzidas pela 

linhagem selvagem.
85

 

 

a) 

b) 
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Figura 4. Estruturas dos análogos D e E da Cahuitamicina
85 

 

Mutassíntese em fungos: derivados do 

antibiótico beauvericina 

 

A mutassíntese tem sido amplamente 

utilizada na obtenção de compostos 

produzidos por bactérias, porém são poucos 

os exemplos da utilização da técnica em 

fungos, principalmente para obtenção de 

peptídeos não ribossomais. Um dos exemplos 

mais recentes foi o trabalho que Xu et al 

reportaram em 2009,
79

 aplicando a 

mutassíntese combinatória para obtenção de 

derivados de beauvericina, utilizando 

mutantes do fungo Beauviera bassiana. 

A beauvericina é um agente antibiótico e 

antifúngico do tipo depsipeptídeo ciclo-

oligômero e sua estrutura é formada por três 

monômeros D-Hiv-N-metil-L-fenilalanina 

dipeptidol. A unidade D-Hiv (D-hidroxi-

isovalerato) atua como um dos precursores 

da biossíntese, sendo formado a partir da 

redução quiral de 2-cetoisovalerato (Kiv) 

promovida pela enzima KIVR, uma 2-

cetoisovaleratoredutase. Mutantes Δkivr da 

linhagem B. bassiana foram utilizados para 

experimentos de mutassíntese e as culturas 

foram suplementadas com análogos do D-Hiv 

e do aminoácido L-Phe.
29,55,78,79

 

 Quando utilizado 2-hidroxibutirato (D-

Hbu) a produção da beauvericina G3 teve 

sucesso e o rendimento foi relativamente 

alto, 8 mg mL
-1

, enquanto a produção de 

beauvericina C foi obtida a partir de D,L-2-

hidroxi-3-metilvalerato (D,L-Hmv). De forma 

mais ambiciosa, este grupo de pesquisadores 

realizou dois experimentos de mutassíntese 

adicionando dois mutassintons 

simultaneamente, no primeiro o D-Hbu e D,L-

Hmv e no segundo dois análogos aos L-Phe, o 

3-fluor-L-Phe e o 2-fluor-L-Phe, levando à 

formação de beauvericinas com diferentes 

substituintes (Tabela 2).
79

  

Este experimento mostrou-se de grande 

relevância por apresentar pela primeira vez 

um trabalho de mutassíntese que levou à 

formação de diferentes beauvericinas não 

naturais, através técnicas de fermentação 

que poderiam ser aplicadas em trabalhos de 

grande escala.
79
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Tabela 2. Estruturas dos análogos à beauvericina obtidos quando adicionados diferentes 

mutassintons
77 

 

Mutassintons 
Composto 

obtido 

Rendimento 

mg L
-1

 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 

- beauvericina 20 
M

e 

M

e 

M

e 
H H H H H H 

D-Hbu 
beauvericina 

G3 
8 H H H H H H H H H 

D-Hmv beauvericina C 12 Et Et Et H H H H H H 

D-Hbu + 

L-3-F-Phe 

beauvericina 

G3H1 
3 H H H F H H H H H 

D-Hbu + 

L-3-F-Phe 

beauvericina 

G3H2 
 H H H F F H H H H 

D-Hbu + 

L-3-F-Phe 

beauvericina 

G3H3 
 H H H F F F H H H 

D-Hbu + 

L-2-F-Phe 

beauvericina 

G3I1 
1 H H H H H H F H H 

D-Hbu + 

L-2-F-Phe 

beauvericina 

G3I2 
1 H H H H H H F F H 

D-Hbu + 

L-2-F-Phe 

beauvericina 

G3I3 
1 H H H H H H F F F 

D-Hmv + 

L-3-F-Phe 

beauvericina 

CH1 
1 Et Et Et F H H H H H 

D-Hbu + 

L-3-F-Phe 

beauvericina 

CH2 
2 Et Et Et F F F H H H 

D-Hbu + 

L-3-F-Phe 

beauvericina 

CH3 
1 Et Et Et F F H H H H 

D-Hbu + 

L-2-F-Phe 

beauvericina 

CI1 
3 Et Et Et H H H F H H 

D-Hbu + 

L-2-F-Phe 

beauvericina 

CI2 
 Et Et Et H H H F F H 

D-Hbu + 

L-2-F-Phe 

beauvericina 

CI3 
 Et Et Et H H H F F F 

D-Hmv + 

D-Hbu 

beauvericina 

BG1 
8 Et Et H H H H H H H 

D-Hmv + 

D-Hbu 

beauvericina 

AG1 
5 Et H H H H H H H H 
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5.2. Biologia sintética e produção em 

organismo heterólogo 

 

Embora a mutassíntese tenha sido 

utilizada com sucesso na modificação de NRP, 

a técnica ainda apresenta limitações 

relacionadas aos organismos selvagens 

produtores, como baixo rendimento e 

dificuldade nos cultivos dos micro-

organismos. Tendo em vista essas limitações, 

cada vez mais grupos de pesquisas na área 

dos NRP estão aplicando a biologia sintética 

para criar sistemas mais eficientes para a 

produção de metabólitos secundários. Estes 

sistemas utilizam métodos genéticos para a 

inserção de clusters de genes de rotas 

biossintéticas dos organismos produtores 

naturais em organismos heterólogos já 

geneticamente modificados para tais 

finalidades, resultando na obtenção do 

metabólito alvo sem as desvantagens 

associadas à utilização do micro-organismo 

selvagem.  Assim como na mutassíntese, as 

ferramentas de bioinformática constituem 

uma parte fundamental da biologia sintética, 

destacando servidores de uso público como o 

antiSmash
11

 ou NRPSpredictor
12

 que 

possibilitam a comparação entre as 

sequências genômicas alvo de estudo e as 

depositadas nas bases de dados em busca de 

clusters de genes associados às rotas 

biossintéticas de metabólitos secundários de 

interesse.
7,62

 

 

Sistema Red/ET para expressão 

heteróloga  

 

Uma das alternativas que oferecem a 

biologia sintética na produção de metabólitos 

em organismo heterólogos é a recombinação 

homóloga. A metodologia deste tipo mais 

conhecida é a recombinação mediada por 

fago Red/ET referida ao uso de proteínas 

expressas pelo operon do fago Red λ ;Redα, 
Redβ, RedγͿ ou pelo profago RaĐ Ŷo sisteŵa 
equivalente Rec/ET da bactéria Escherichia 

coli para promover a recombinação entre um 

fragmento linear do DNA alvo e outro circular 

do organismo heterólogo (Figura 5a). Este 

procedimento é conhecido como 

recombinação homóloga linear-circular (LCHR 

linear-circular homologous recombination).
86

 

Um tipo de recombinação homóloga mais 

recentemente estudado,
 
pode ser promovido 

pelo sistema Rec/ET e, contrário à LCHR, é 

utilizado no caso de recombinações 

homólogas entre dois fragmentos lineares 

(LLHR linear-linear homologous 

recombination).
87

 Nos dois casos é 

indispensável a existência de regiões de 

homologia formadas por sequências curtas 

nas extremidades tanto do segmento do DNA 

alvo como no vetor de clonagem. Estas 

regiƁes são deŶoŵiŶadas ͞ďraços de 
hoŵologia͟. 

 LCHR tem sido utilizada desde 2000 na 

expressão heteróloga de cluster de genes de 

produtos naturais, mas apenas em 2006 foi 

aplicada na produção de NRP. Neste trabalho 

pioneiro, realizado pela empresa de 

biotecnologia americana Cubist 

Pharmaceuticals,
65

 a técnica LCHR foi usada 

para obter derivados do antibiótico 

lipopeptídico daptomicina produzido por 

Streptomyces roseosporus, permitindo trocar 

módulo(s) da subunidade DptBC da NRPS 

responsável pela biossíntese da daptomicina 

para inserir modificações no núcleo da 

molécula.
65

 Adicionalmente, os 

pesquisadores combinaram esta técnica com 

a inativação do gene da enzima acessória 

ácido glutâmico 3-metiltransferase e 

obtiveram uma biblioteca de 120 análogos à 

daptomicina, alguns dos quais apresentavam 

propriedades terapêuticas, resultado de 

grande importância por ser este um dos 

antibióticos aprovados para uso em infecções 

na pele ocasionadas por bactérias 

Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina.  

Mais recentemente, Fu et al.
87

 testaram 

com sucesso o sistema RecE juntamente com 

RecT para promover a recombinação LLHR na 

clonagem de 10 clusters de genes de 

PKS/NRPS desconhecidos com 10-52 kb de 

Photorhadbus luminescens em vetores de 
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expressão e, posteriormente, 2 dos clusters 

foram expressos em E. coli, resultando na 

identificação dos metabolitos luminmicina A 

e luminmida A/B (Figura 5b).
71

 Embora esta 

estratégia tenha resultado em um 

incremento da eficiência da clonagem a partir 

do DNA genômico quando comparado com 

LCHR, a mesma ainda está restrita ao 

tamanho dos clusters alvo, sendo que para 

clusters de genes maiores que 60 kb é 

necessário aplicar a técnica em duas 

etapas.
60,87

 

 

 

Figura 5. a) Representação da Recombinação homóloga linear-circular e estrutura do 

antibiótico daptomicina. b) Representação da Recombinação homóloga linear-linear e 

estrutura dos metabólitos luminmicina A e luminmida A e B
71

 

 

Expressão heteróloga sistema TAR 

 

Devido às limitações nos tamanhos dos 

clusters de genes que conseguem ser 

clonados pelos sistemas Rec/ET e Red/ET, os 

pesquisadores estão constantemente em 

busca de sistemas de expressão heteróloga 

mais adequados.  Entre esses sistemas 

alternativos, destaca-se o de recombinação 

associada a transformação (TAR 

transformation-associated recombination). 

Diferentemente à recombinação Red/ET, a 

TAR tem vantagens por utilizar um organismo 

eucarioto, a levedura Saccharomyces 

cerevisiae, para a captura de fragmentos de 

DNA genômico maiores e provenientes de 

micro-organismos, plantas e mamíferos.
88

  

A clonagem baseada na metodologia TAR 

foi utilizada com sucesso na captura de um 

fragmento de 67 kb responsável pela 

biossíntese do antibiótico lipopeptídeo 

diclorado taromicina A em um trabalho 

realizado por Yamanaka et al. em 2014.
89

 O 

grupo de pesquisa não conseguiu expressar a 

taromicina A em cultivos do micro-organismo 

produtor, o actinomiceto 

Saccharomonospora sp. CNQ-490, pelo que 

desenvolveram uma metodologia partindo de 

um vetor de captura específico pACR01, 

desenhado pelo mesmo grupo. Como 
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resultado da utilização do TAR foi produzida a 

taromicina A, o qual se mostrou muito 

semelhante estruturalmente ao já aprovado 

antibiótico daptomicina e representa uma 

alternativa de se obter novos produtos 

naturais a partir de cluster de genes que não 

são expressos pelas linhagens selvagens.
89

  

Uma nova adaptação da recombinação 

TAR foi recentemente proposta por Ross et 

al.
90

 na captura e caracterização de um 

cluster de genes de 34 kb associado à 

produção de lipopeptídeos alterocromidas 

pela bactéria marinha Pseudoalteromonas 

piscicida JCM 20779. O cluster de genes alvo 

incluía aqueles codificantes a uma NRPS, 

além de uma enzima flavina-halogenase 

pouco usual na rotas biossintéticas de 

lipopeptídeos e associada com compostos 

bromados produzidos pelo micro-

organismo.
91

 O grupo de pesquisas utilizou o 

mesmo vetor de captura paCR01
89

 e realizou 

a clonagem com TAR na levedura S. 

cerevisiae, de modo o DNA genômico da 

bactéria, previamente digerido, pudesse ser 

isolado através do vetor.  Em seguida, o vetor 

de captura já contendo o cluster de genes 

alvo foi transformado em E. coli 

conjuntamente com um vetor contendo um 

gene que codifica para a enzima 

fosfopanteteinil transferase de uma linhagem 

relacionada Pseudoalteromonas 

luteoviolacea 2ta16, para funcionalizar o 

domínio PCP da NRPS; adicionalmente, o 

meio de cultivo foi suplementado com 

KBr.
91,92

 Deste modo, foi possível identificar 3 

compostos bromo-alterocromidas, além de 

estabelecer uma estratégia inovadora para a 

identificação e caracterização de novos 

peptídeos não ribossomais aproveitando as 

vantagens da captura de clusters de genes 

mediante TAR e de utilizar o sistema de 

expressão em E. coli, organismo hospedeiro 

versátil e de fácil manipulação genética 

(Figura 6).
60,90

 

 

 

Figura 6. Representação do sistema TAR e posterior expressão em E. coli para a identificação 

dos compostos bromoalterocromida A e B e alterocromida B.
90
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6. Conclusões e perspectivas 

 

Os NRP representam uma das classes de 

produtos naturais mais promissoras para a 

descoberta de novos agentes terapêuticos, 

porém são poucos os estudos descritos na 

literatura para esses compostos, se 

comparados com outras classes de produtos 

naturais, como os policetídeos, dos quais se 

tem vasta literatura descrevendo a 

caracterização in vivo, in vitro e in sílico das 

rotas biossintéticas. 

As técnicas de bioinformática 

contribuíram muito para o avanço das 

pesquisas que envolvem a produção de NRP, 

tornando-se cada vez mais uma ferramenta 

indispensável. Importante destacar o papel 

da estratégia genoma-guiada na procura de 

metabólitos secundários, comparando 

sequências desconhecidas com aquelas 

depositadas nas bases de dados públicas 

mediante o uso de servidores como o 

antiSMAH,
11

 NRPSpredictor
12

 e MIBiG.
13

  

Dentre as limitações na produção de NRP 

estão o baixo rendimento na obtenção de 

metabólitos de interesse pelas linhagens 

selvagens, principalmente pela dificuldade de 

reproduzir o meio natural de crescimento 

destes organismos. No caso específico da 

mutassíntese, as desvantagens estão 

associadas à obtenção de compostos 

análogos aos precursores naturais para 

serem utilizados como mutassintons. Nas 

últimas décadas, a síntese orgânica tem 

criado novas rotas sintéticas para a obtenção 

de moléculas parecidas com as naturais, 

porém as dificuldades encontradas tornam a 

síntese dos mutassintons tão desafiante 

quanto a própria mutassíntese. Já na 

utilização da biologia sintética para a 

obtenção de NRP as restrições estão 

sobretudo relacionadas ao tamanho do 

cluster de genes a ser clonado no sistema 

heterólogo, incentivando a busca por novos 

sistemas de expressão, cada um deles com 

suas próprias vantagens e limitações. Apesar 

destas restrições, a biologia sintética está 

entre as ferramentas mais promissoras para 

o isolamento de produtos naturais da 

linhagem selvagem, assim como para 

manipulação genética e obtenção de 

produtos naturais modificados. 
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