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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 peptideos ndo ribossomais (NRP) sdo uma classe de produtos naturais produzidos, principalmente, por bactérias
e fungos filamentosos. Estes compostos sdo biossintetizados através de maquindarios enzimaticos multimodulares,
denominados sintetases de peptideos ndo ribossomais (NRPS). Cada médulo é responsavel pela incorporagdo de um
substrato, elongacdo e modificagdo quimica da cadeia do polipeptideo. Os NRP possuem uma ampla atividade
bioldgica e a agdo antibidtica é de especial interesse para as industrias farmacéuticas na corrida para enfrentar um
dos maiores desafios da medicina moderna, a multirresisténcia bacteriana aos medicamentos em uso. Nos ultimos
anos, as NRPS tém sido amplamente estudadas e geneticamente modificadas com o intuito de obter o maior
numero de compostos com diversidade estrutural. Os avangos na biologia molecular que surgiram na era pds-
gendmica garantiram o aprimoramento de técnicas ja conhecidas, como a mutagdo sitio-dirigida, aumentando a
aceitagdo das enzimas por novos substratos, além de introduzir novas técnicas, como a expressao heterdloga, onde
a transferéncia completa de clusters de genes para um organismo heterdlogo possibilita a identificagdo de novos
compostos ou até mesmo aumentar do nivel de expressao daqueles ja conhecidos. A presente revisdo tem como
objetivo destacar a importancia da mutassintese e da expressdao em organismo heterélogo na obten¢do de novos
produtos naturais biossintetizados por NRPS.

Palavras-chave: Peptideos ndo ribossomais; Sintetases de peptideos ndo ribossomais; Mutassintese; Expressdo
heteréloga.
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1. Introdugao

Ha muito tempo, o homem busca na
natureza componentes para suprir suas
necessidades meédicas, cujos  efeitos
terapéuticos foram atribuidos de forma
empirica ao longo dos séculos. J4 no século
XX, o trabalho pioneiro do prémio Nobel
Alexander Fleming, que descreveu o uso de
culturas do género Penicillium como agente
antibidtico contra vdarios patégenos, tais
como Staphylococcus aureus e Haemophilus
inf/uenzae,1 marcou o inicio da “era dos
antibioéticos”.>?

A partir da descoberta da penicilina por
Fleming, extensos esforcos foram dedicados

a descoberta e desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos, antifangicos,
imunossupressores, entre outros, incluindo a
busca por agentes com atividade biolégica na
vasta gama de compostos disponiveis na
natureza e a sintese organica de farmacos
sintéticos a partir do desenho racional de
novas drogas. Atualmente, estas duas
abordagens continuam sendo utilizadas na
busca por novos agentes farmacoldgicos,
sendo de grande relevancia o auxilio da
genética e da biologia molecular,
especialmente na busca por produtos
naturais bioativos.**”’
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2. Produtos naturais: desafios do
século XXI

Os produtos naturais (PN) contribuiram
como a maior fonte de agentes terapéuticos
durante quase toda a histdria, porém devido
as dificuldades no isolamento de PN em
grande escala, no século XX a producdo de
farmacos mediante técnicas de sintese
organica fina teve um grande avan¢o 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 constituiam 34% dos farmacos
aprovados pela FDA baseados em pequenas
moléculas e este numero continua
crescendo.®®

A acdo antibidtica dos produtos naturais é
de especial interesse nas pesquisas
desenvolvidas nas ultimas décadas para
enfrentar um dos maiores desafios da
medicina moderna: a multirresisténcia de
bactérias aos antibidticos de uso tradicional.’
Dados provenientes do Relatério de
Resisténcia Antimicrobiana do ano 2014, da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS),"
revelaram um aumento na resisténcia aos
antibidéticos das  principais  linhagens
bacterianas patogénicas a nivel mundial,
destacando, por exemplo, casos como a
bactéria Escherichia coli cuja resisténcia aos
antibidticos da classe das cefalosporinas ja
alcangou a terceira geragao. Neste sentido, a
OMS indicou um Plano Mundial de A¢do que,
entre outras medidas, sugere um maior
investimento em pesquisas para o teste e
desenvolvimento de novos antibiéticos.™

A busca e obtenc¢do de novos farmacos de
origem natural tém sido abordadas de forma
mais rapida e eficiente através da integragao
das diversas tecnologias que surgiram a partir
da era genbmica e, mais recentemente,
devido a incorporacdo de outras “Omicas”,
como a metabolomica, metagenomica e
protedmica, assim como diversas
ferramentas de bioinformatica, tais como
antiSmash,™ NRPSpredictor,12 MIBIG,"
RAST,* Smurf,* para busca e caracterizacao

Vq

in silico de metabdlitos secundarios
produzidos por bactérias, fungos e plantas
com atividades ndo somente antibidticas,
mas também antivirais, antifingicas e
antitumorais.>”*®

3. Peptideos nao ribossomais: uma
classe de produtos naturais com
grande potencial

Peptideos ndo ribossomais (NRP) sdo 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 n3o participa o ribossomo.”’ ™ A
principal fonte de peptideos ndo ribossomais
sao as bactérias, constituindo
aproximadamente 89% dos micro-
organismos produtores, sendo os de maior
importancia actinobactérias, proteobactérias,
firmicutes e cianobacterias.”

Os NRP sdo de grande importancia para a
industria farmacéutica devido a ampla
atividade biolégica, o que os coloca entre os
produtos naturais com maior potencial para a
descoberta de novos farmacos.>’ Entre os
NRP mais empregados em tratamentos
médicos estdo antibidticos como a
vancomicina e a daptomicina produzidos
pelas bactérias Amycolatopsis orientalis™ e
Streptomyces roseosporus,”
respectivamente; e 0 imunossupressor
ciclosporina A produzido por Cylindrocarpon
lucidum e Tolypocladium inflatum (Tabela
1).>* Outro grande grupo de NRP s3o os
sideréforos® e, embora n3o se encontrem
entres os NRP de maior relevancia para uso
medicinal, o entendimento do mecanismo de
acdo apresenta-se interessante por ser a
principal fonte de acesso a ferro de alguns
patégenos para cumprir suas funcgdes vitais,
como a petrobactina, em Bacillus anthracis e
a estafiloferrina B, em Staphylococcus

aureus.”*?
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Capreomicina
Mistura de NRP,

listt Antibitticos
principalmente de
capromicina IA e IB

Polymyxinas

Mistura NRP, Antibicticos

principalmente de
polymixinas B4, B, e C

Streptomyces capreolus

Bacillus polymyxa e outras
bactérias do género Bacillus
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Daptomicina Antibidtico

Ciclosporina A Imunossupressor

Streptomyces roseosporus

Cylindrocarpon lucidum;
Tolypocladium inflatum
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Atualmente, de forma semelhante a
outros PN, o potencial dos peptideos nao
ribossomais como agentes terapéuticos se
mostra  mais  acessivel devido ao
desenvolvimento das novas técnicas de
genética e biologia molecular que surgiram
na época pods-gendmica.”’ Adicionalmente
ferramentas de bioinformatica,
principalmente aquelas relacionadas com
estratégias genoma guiadas (ou genome-
mining), facilitam a exploragdo de genes que
codificam para metabdlitos secundarios de

grande interesse anotados nos genomas
sequenciados durante as ultimas
décadas.*”***°

Entre os micro-organismos sequenciados
destacam-se o género das Streptomyces, um
dos principais produtores de NRP, com 57
projetos de sequenciamento de genoma
completos e publicados, 232 completos, 397
drafts (esbogos) e 395 projetos de
sequenciamento em andamento.” 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 informacGes,
tém sido criados bancos de dados de
metabdlitos secundarios, como o recém
lancado MIBiG, o qual até a data tem
depositado 209 clusters de genes que
codificam para metabdlitos secundarios do
tipo peptideos nao ribossomais e 149 clusters
de genes que correspondem a metabdlitos
com caracteristicas mistas de policetideos e
peptideos n3o ribossomais."

Adicionalmente, em 2014, Wang et al.”®

fizeram uma busca detalhada nos dados

disponiveis no  National Center for
Biotechnology ~ Information  (NCB)® e
verificaram que em 2699 organismos

estudados (incluindo bactérias, archeas e
eucariotos) foram encontrados 1531 clusters
de genes associados a biossintese de NRP e
1147 associados a metabdlitos com
caracteristicas  mistas  policetideos e
peptideos nao ribossomais.? Estas
informacbes confirmam o grande potencial
dos peptideos ndo ribossomais na descoberta
de novos farmacos.
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4. Biossintese de peptideos nao
ribossomais

O estudo da biossintese dos peptideos
nao ribossomais é essencial para o
entendimento dos mecanismos pelos quais
estes compostos atuam e que conferem a
relevante atividade biolégica que os
caracteriza. Adicionalmente, a compreensao
da sintese dos NRP permite o desenho de
possiveis modificacbes estruturais que
possam dar origem a novos compostos
derivados dos naturais.

A biossintese de peptideos nao
ribossomais comecou a ser estudada na
década de 1960, quando pesquisadores que
trabalhavam na elucidacdo da biossintese de
peptideos produzidos por diferentes espécies
de Bacillus observaram que alguns dos
peptideos eram sintetizados por um
mecanismo enzimatico independente do
ribossomo.’ Em 1963, Mach et al.** relataram
a primeira evidéncia de biossintese de um
peptideo via mecanismo independente do

ribossomo, a tirocidina, produzida pela
espécie Bacillus brevis.
Nas décadas seguintes, grupos de

envolvidos no estudo da
biossintese dos  antibidticos  ediene,”
gramicidina S,>>*® e polimixina B*® revelaram
qgue, de forma semelhante a tirocidina, estes
compostos eram sintetizados em um
mecanismo independente do ribossomo. O
grupo do Prof. Lipmann dedicou inumeros
esforgos ao esclarecimento deste mecanismo
e propuseram que a biossintese do composto
gramicidina S acontecia via uma reagdo ATP-
dependente, catalisada por enzimas
responsaveis pela incorporagao de
aminoacidos em um mecanismo de duas
etapas.””*® A incorporacio de sucessivos
aminodacidos alongaria a cadeia peptidica
enquanto essa permaneceria ancorada
covalentemente a uma “enzima
carreadora”.® Adicionalmente, observaram a
correlagdo de aproximadamente 70-75 kDa
de proteinas existentes por aminoacido

pesquisadores
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ativado pelo grupo enzimatico e propuseram
gue este maquindrio estaria composto por
um conjunto de mddulos formados por
subunidades cataliticas, cada uma das quais
seria responsavel pela incorporagdo de um
aminoacido.”*!

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 biossintese de
gramicidina S produzida por espécies de
Bacillus, confirmando a hipotese de um
mecanismo regido por enzimas modulares,
proposta anteriormente por Lipmann e
colaboradores.”*>* Esses complexos
multienzimaticos foram denominados
sintetases de peptideos ndo ribossomais
(NRPS).

As NRPS formam um maquinario eficiente
para a biossintese de moléculas e sdo
constituidas por diferentes médulos. Como
cada mddulo é responsavel pela incorporacgao
de um Unico aminoacido, as NRPS sdo
complexos grandes, como por exemplo, a
envolvida na biossintese da ciclosporina A,
produzida por Tolypocladium niveum, que
possui 1,6 MDa de tamanho.” Cada médulo
de NRPS é subdividido em varios dominios

Madule 1 Modula 2
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gue catalisam reagbGes especificas, que

permitem o elongamento da cadeia e

formacao dos precursores de
18,29,55,56

metabdlitos.

O primeiro mdédulo da NRPS, denominado
moddulo de iniciacdo, é formado por um
dominio de adenilagdo (A) e um dominio de
tiolacdo (T), também conhecido como
proteina carreadora de peptideo (PCP).
Entdo, seguem os médulos de elongacdo da
cadeia que contém, obrigatoriamente, um
dominio de condensacdo (C) seguido de um
dominio de adenilacdo e outro de tiolacdo
(Figura 1). Como parte destes mddulos de
elongagdo, podem ser encontradas enzimas
acessOrias como as epimerases (E),
metiltransferases (MT) e ciclases (Cy). No
maddulo final, encontra-se um dominio de
tioesterase (TE) que tem a funcdo de catalisar
a liberacdo do produto final, o qual ainda
pode sofrer modificagGes posteriores
promovidas por enzimas pds-NRPS, como as
glicosiltransferases, as quais catalisam
reacoes de glicosilagio e tem particular
relevancia nas ultimas etapas da biossintese
de antibidticos glicopeptidicos, como a
vancomicina.'®*"°

Médulo 3

Aminoscido 1 HzN

HN

L HM
Aminodcido 2
(@]
8]

MH-

R, Q R
Aminoacido 3
\,_,/ 5
A

TE-OH

Figura 1. Representacdo da biossintese de peptideos ndo ribossomais nas NRPS*®
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Para entendermos a biossintese dos NRP
tomemos como exemplo a biossintese da
tirocidina por B. brevis (Figura 2). A tirocidina
é um decapeptideo cuja biossintese é
mediada por 10 médulos separados em 3
sintetases denominadas TycA, TycB e TycC. O
primeiro médulo em TycA ndo apresenta um
dominio de condensagdo por ndo haver um
aminoacido precedente ao qual condensar, e
apresenta um dominio de epimerizacdo que
atua na conversdo da L-fenilalanina em D-

TycA TycB
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fenilalanina, logo apds a biossintese é
estendida ao segundo moddulo em TycB ao
qual se condensa um residuo de prolina
seguido de duas fenilalaninas onde ocorre
novamente a epimerizacdo da dultima L-
fenilalanina  incorporada. Assim  novos
aminoacidos sdo condensados até o décimo
modulo onde um dominio de tioesterase
catalisa a condensacdo do primeiro
aminoacido com o ultimo formando sua
estrutura ciclica.>®

TycC

>

Modulo 1 Médulo 2 Médulo 3

HoN o ) %
r /
" NH, o

O °r

{ NH,

OH
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Figura 2. Biossintese do decapeptideo Tirocidina em Bacillus brevis, cada médulo é responsavel
pela inser¢cdo e modificagao de um Unico aminodacido. A: adenilagdo, PCP: proteina carreadora
de peptideo, C: condensac3o, E: epimerizagdo, TE: tioesterase®’

5. Estratégias para gerar
diversidade estrutural em
peptideos nao ribossomais

A obtencdo de diversidade estrutural dos
produtos naturais, assim como o
melhoramento nas técnicas de obtencdo
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 farmacoldgicas, estes
raramente sdo produzidos em quantidades

suficientes para aplicacbes em larga escala.
Além disso, muitos NRP apresentam
propriedades terapéuticas interessantes,
porém apresentam alta toxicidade ou baixa
biodisponibilidade, por exemplo, e por isso
analogos destes compostos sdo desejaveis
para a criacdao de bibliotecas de compostos
derivados.®*®

A motivagdo em se produzir compostos
analogos biossinteticos aos NRPs é que
aumenta a quantidade de metabdlitos
diferentes que podem ser produzidos com
estruturas alteradas, esclarecendo por
exemplo duvidas em relagdo a estrutura-
atividade que é essencial para o
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desenvolvimento de farmacos e compostos
relevantes. Outro motivo é que existe a alta
incidéncia de re-isolamento de substancias ja
conhecidas quando se faz prospecgbes de
diversos organismos, o surgimento dessas
bibliotecas é uma forma de inibir a repeticao
dessas estruturas.®>®

0] conhecimento especifico da
enzimologia dessas NRPS permite realizar
insercbes, delecbes, desativacbes de
sequéncias e consequentemente promover
alteracdes  estruturais que  permitem
potencializar a atividade do NRP, como foi o
caso dos andlogos do lipopeptideo
daptomicina que se mostraram ativas frente
as bactérias patogénicas como S. aureus
(resistente a meticilina).®*™°

As técnicas mais utilizadas para obter
diversidade estrutural em NRP sdo aquelas
relacionadas com a manipulacdo genética de
bactérias e fungos produtores. Estas
estratégias tém sido utilizadas ha mais de 40
anos e permitiram o acimulo de
conhecimento acerca da biossintese de
diversos metabdlitos secundarios. Contudo,
estas metodologias da era pré-genémica
apresentam grandes limitagGes por serem
muito demoradas e aleatdrias na procura das
modificacdes requeridas.”*>®’

A primeira metodologia empregada para a
manipulagdo genética de  organismos
produtores de NRP foi a mutassintese. Esta
técnica comecgou a ser aplicada no final da
década de 1960 e consistia na inser¢dao de
muta¢des em linhagens selvagens, com a
finalidade de inativar algumas vias
metabdlicas e aumentar a aceitagdo por
precursores diferentes aos naturais e, assim,
biossintetizar novos compostos.eo’m’68

A chegada da era pds-genémica permitiu a
introducdo de novas técnicas de biologia
molecular para a geracdao de mutacdes
genéticas dirigidas (e ndo somente aleatdrias,
como inicialmente), consequentemente a
mutassintese teve uma reformulacgdo total do
desenho dos experimentos. De igual
importancia neste ressurgimento é o avancgo
da sintese organica convencional que permite

Gonzdlez, G. D. T. et al.

hoje ter acesso a um maior nimero de
reagentes com alta pureza enantiomérica
para serem usados como precursores nao-
naturais.**"%

Posteriormente, na década de 80, a
introducdo de técnicas de clonagem
molecular em bactérias facilitou o isolamento
de clusters de genes associados com a
biossintese de alguns dos antibidticos mais
utilizados até o momento, motivando o
desenvolvimento das primeiras técnicas de
quimica combinatéria para a obtencdo de
compostos hibridos, resultantes da
combinacdo de genes provenientes de
diferentes rotas biossintéticas.®*® Este grupo
de técnicas também foi aperfeicoado com o
avan¢o e conhecimento dos genomas dos
organismos produtores, porém as limitacdes
e desvantagens nestas metodologias sdo
grandes quando comparadas as técnicas de
mutassintese e biologia sintética para a
obtencdo de NRP. Estas limitagdes surgem
principalmente do pouco controle das
interacbes proteina-proteina nas regides
intermoddulos das NRPS, levando a baixos
rendimentos dos produtos obtidos apds a
insercdo, delecdo ou inativacdo de genes pela
biossintese combinatdria.**%%

Mais recentemente, as técnicas de
biologia sintética tiveram um incremento
bastante significativo na sua utiliza¢do para o
estudo, modificagdo e obtengdo de produtos
naturais, incluindo peptideos nao
ribossomais. Entre estas técnicas, a
expressao de genes em organismos
heterélogos, Gibson-assembly’® e edigdo de
genes com a metodologia CRISPR™
representam as mais recentes estratégias
para diminuir as limitagdes provenientes do
trabalho com sistemas in vivo, como
competicdo por substratos, expressao
conjunta, entre outras.®>®

5.1. Mutassintese para inserir substratos
nao-naturais

A técnica da mutassintese surgiu visando
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o melhoramento da metodologia da
biossintese precursor-dirigida (PDB), a qual
apresentava muitas limitacGes devido a
competicdo entre os precursores nao
naturais e naturais, o que evidentemente
favorecia o precursor natural, resultando em
baixos rendimentos.®”*®’? Para resolver esses
problemas, foi desenvolvida uma
metodologia na qual uma etapa chave na
biossintese do precursor era inativada,
levando a incorporacdo apenas do substrato
ndo natural (Figura 3c). Esta técnica foi
denominada mutassintese e foi utilizada pela
primeira vez no ano 1969 por Shier et al.”®
para obter 4 novos antibidticos analogos a
neomicina e produzidos por Streptomyces
fradiae. A inativacdo em uma etapa da rota
biossintética era feita através da exposicdo
da linhagem selvagem a agentes

a) Linhagem selvagem

Blocos de construgio

4
[? @
A € — @
?]7 1)
e NRP

Vq

mutagénicos, como o 1-metil-3-nitro-1-
nitrosoguanidina, para obter mutantes que
ndo 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 ndo natural. Este
mutassinton, como no caso da PDB, era
obtido por sintese organica, sendo muitas
vezes a etapa mais desafiante da aplica¢do do
processo.”%®’* Anos mais tarde, o mesmo
grupo de pesquisa publicou um trabalho com
uma analise mais detalhada da técnica e
sugeriram uma aplicacdo mais abrangente
para a obtencdo de compostos analogos aos
produzidos naturalmente por  micro-
organismos, mediante a geracdo de
mutantes.”*

b) Biossintese Precursor-Dirigida

Mutasinton

TE ) —

Figura 3. Esquema de obtengdo de peptideos ndo ribossomais quando utilizadas: a) as
linhagens selvagens, b) a técnica de biossintese precursor-dirigida e c) mutassintese®®

Mutassintese em bactérias: derivados dos
antibioticos  balhimicina,  tiomarinol e
cahuitamicina

Embora a técnica de mutassintese fora
empregada por mais de 40 anos, a mesma foi
reformulada apds os avancos da era
genbmica e tornou-se uma das técnicas mais
promissoras para a incorporagdo de
diferentes substratos para a obtencdo de
peptideos ndo ribossomais com maior

diversidade estrutural.

No comeco da década de 2000 foram
realizados experimentos de mutassintese
com genes relacionados a biossintese da
balhimicina, um antibiético do tipo
glicopeptidico biossintetizado por uma NRPS,
cujo cluster biossintético é composto por 4
genes, bpsA, bpsB, bpsC e bpsD, codificando 8
médulos.”®*®  Mutantes da  linhagem
Amycolaptosis balhimycina, responsavel pela
producdo do antibidtico, foram obtidos a
partir de delegbes in frame do gene bhp, que
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codifica a biossintese do precursor B- desvantagens do uso da mutassintese.
hidroxitirosina. Aos cultivos destes mutantes
foram adicionados os compostos andlogos 2-
fluor-8-hidroxitirosina, 3-fluor-B-
hidroxitirosina e 3,5-difluor-B-hidroxitirosina,
levando a formagdo dos primeiros
antibioticos fluorados analogos a
vancomicina, alguns dos quais apresentaram
atividade antibacteriana (Esquema 1).””””” Em
contrapartida, outro grupo de precursores
ndo foi aceito, demonstrando a alta
seletividade que apresentam os blocos
enzimaticos das NRPS na incorporacao de
substratos e evidenciando uma das

Apesar das limitacdes nos experimento
de adicdo dos mutassintons, o trabalho da
balhimicina foi pioneiro na utilizacdo da
mutassintese na era pds-genémica para a
obtencdo de andlogos de um NRP e, permitiu
vislumbrar um uso mais abrangente da
técnica e, como consequéncia, pesquisadores
comegaram a realizar experimentos mais
elaborados, adicionando dois mutasintons na
mesma cultura, em uma variante da técnica
chamada de “mutassintese
combinatéria”.”®”®

a)
bbr pdh tba bpsA bpsB bpsC orfl oxyA oxyB oxyC bhaA

BH=)

dvaE dpgB

£%
) ) e o ) ) ) ) b ) =)

bgtfA bgtfB bgtfC dvaCorf2 bmt pgat bhp bpsD oxyD hmaS hmo orf7 dvaA dvaBdvaD dpgA dpgC dpgD dahp

b)

HoN

OH

NH,

JT: H A. ba/h/mycma Abhp
2-fluor-balhimicina

OH 3-fluor-balhimicina
3,5-difluor-balhimicina

Esquema 1. a) Organizacdo do cluster biossintético da balhimicina.*® b) Estrutura da
balhimicina. c) Estrutura dos mutassintons adicionados para a reagdo de mutassintese do
antibiodtico. As estruturas em vermelho correspondem aos blocos ndo naturais incorporados

durante a biossintese enquanto as estruturas em preto correspondem aos n3o incorporados’™
77
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Os tiomarindis, produzidos por bactérias
do género Pseudoalteromonas, sao
antibidticos de grande interesse de estudo
devido suas estruturas hibridas formadas por
uma porgao similar aos antibiéticos da classe
das holomicinas e outra semelhante aos da
classe das mupirocinas, como o &cido
pseudomonico A (Esquema 2a e 2b). A
linhagem Pseudoalteromonas sp.
SANK73390, principal produtora,
biossintetiza um conjunto de 7 tiomarinois
através de sintases de policetideo (PKS)
homoélogas as da mupirocina em conjunto a
NRPS homdlogas as da holomicina.®*®

No ano 2011, Murphy et al.®* realizaram
um  estudo inicialmente voltado a
confirmacdo do papel da PKS e da NRPS na
biossintesse dos tiomarinois, assim como de
uma enzima pods-PKS, denominada TmlU
prevista por catalisar a ligacdo entre as duas
unidades na formacdo do hibrido. Mutantes
APKS, ANRPS com dele¢des nos segmentos
dos genes correspondentes, assim como
ATImU, foram testados. Os resultados
revelaram que a producdo do tiomarinol
pelos mutantes era abolida, porém produtos
analogos a mupirocina (compostos 8-11) e a
holomicina  (compostos  12-18) eram
recuperados nas culturas de APKS e ANRPS,
respectivamente  (Esquema  2c). Estes
mutantes foram utilizados em experimentos
de mutassintese e nas culturas do mutante
ATmIU observou-se a produc¢do dos dois tipos
de compostos, porém ndo foi observada a
formagao de tiomarinois, confirmando que
TmlU catalisa a reagao de ligagcdo das duas
unidades na biossintese dos hibridos. Por
outro lado, os experimentos de mutassintese

Vq

demonstraram que o mutante APKS era
capaz de incorporar o acido pseudomaonico A
para a formacdo de compostos analogos ao
tiomarinol (compostos 19-23; Esquema 3c).
Da mesma forma, o mutante ANRPS foi capaz
de incorporar aminas anidro-ornitina e
anidro-lisina, sendo observada a formacao de
dois compostos denominados tiomarinol H e
J, respectivamente (Esquema 2d).**

Adicionalmente, o0s cultivos da
linhagem selvagem Pseudoalteromonas sp.
SANK73390 também foram suplementados
com anidro-ornitina, em um experimento de
biossintese precursor-dirigida, resultando na
obtencdo 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  a
meticilinas, mas em niveis mais baixos
guando comparados com tiomarinol A-G,
demonstrando o potencial da mutassintese
para producdo racional de novos compostos
com atividade terapéutica.®*

Os antibidticos denominados
cahuitamicinas A, B e C produzidos pela
bactéria Streptomyces gandocaensis

representam um dos exemplos mais recentes
da utilizagao da técnica de mutassintese para
a obtencdo de compostos inéditos. As
cahuitamicinas  foram  testadas como
inibidores da formagdo de biofilmes da
bactéria Acinetobacter baumannii, espécie
patogénica responsavel por muitas infec¢oes
hospitalares.®
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Esquema 2. Experimentos de mutassintese da linhagem Pseudoalteromonas sp. SANK73390
produtora dos antibidticos tiomarinois. a) Estruturas dos antibidticos tiomarinois A-G. b)
Estrutura dos antibidticos acido pseudomonico A, da classe das mupirocinas e holomicinas. c)
Compostos obtidos pelos mutantes APKS e ANRPS. d) Compostos obtidos apds os
experimentos de mutassintese com os mutantes APKS e ANRPS®
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Esquema 3. a) Cluster de genes que codifica para a biossintese das Cahuitamicinas. b)
Esquema de biossintese das Cahuitamicinas A, B e C. Os genes codificando para a biossintese

estdo divididos em 4 modulos (CahA-B-C-D) subdivididos em 4 principais dominios de
condensacdo (C), adenilagdo (A), tiolacdo (T) e epimerases (E)*

A biossintese das cahuitamicina (Esquema
3) acontece via uma NRPS, cujo primeiro
dominio de adenilagdo 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  cahuitamicinas D e E (Figura 4), de forma
intuito de estudar este mecanismo de surpreendente, as duas apresentavam uma
biossintese, o grupo de pesquisa desenhou atividade inibitéria contra biofilmes de

um experimento de mutassintese, no qual Acinetobacter baumannii maior que aquela
mutantes da linhagem S. gandocaensis com  medida nas cahuitamicinas produzidas pela
deleg¢des no gene responsavel pela sintese do  linhagem selvagem.®

precursor salicilato foram cultivados em
meios suplementados com derivados de
acido benzdico. A incorporacdo de um dos
mutassintons, o 5-metil acido salicilico,
resultou na obtengdo de duas novas
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Figura 4. Estruturas dos analogos D e E da Cahuitamicina®

Mutassintese em fungos: derivados do
antibidtico beauvericina

A mutassintese tem sido amplamente
utilizada na obtencdo de compostos
produzidos por bactérias, porém s3o poucos
os exemplos da utilizacdo da técnica em
fungos, principalmente para obtengdo de
peptideos nao ribossomais. Um dos exemplos
mais recentes foi o trabalho que Xu et al
reportaram em 2009,”° aplicando a
mutassintese combinatdria para obtencdo de
derivados de beauvericina, utilizando
mutantes do fungo Beauviera bassiana.

A beauvericina é um agente antibidtico e
antifingico do tipo depsipeptideo ciclo-
oligbmero e sua estrutura é formada por trés
mondmeros D-Hiv-N-metil-L-fenilalanina
dipeptidol. A unidade D-Hiv (D-hidroxi-
isovalerato) atua como um dos precursores
da biossintese, sendo formado a partir da
reducdo quiral de 2-cetoisovalerato (Kiv)
promovida pela enzima KIVR, uma 2-
cetoisovaleratoredutase. Mutantes Akivr da
linhagem B. bassiana foram utilizados para

experimentos de mutassintese e as culturas
foram suplementadas com analogos do D-Hiv
e do aminoacido L-Phe.?>>"®7°

Quando utilizado 2-hidroxibutirato (D-
Hbu) a producdo da beauvericina G; teve
sucesso e o rendimento foi relativamente
alto, 8 mg mL", enquanto a producdo 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 mutassintese
adicionando dois mutassintons
simultaneamente, no primeiro o D-Hbu e D,L-
Hmv e no segundo dois analogos aos L-Phe, o
3-fluor-L-Phe e o 2-fluor-L-Phe, levando a
formacdo de beauvericinas com diferentes
substituintes (Tabela 2).”

Este experimento mostrou-se de grande
relevancia por apresentar pela primeira vez
um trabalho de mutassintese que levou a
formagao de diferentes beauvericinas nao
naturais, através técnicas de fermentagao
gue poderiam ser aplicadas em trabalhos de
grande escala.”
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Tabela 2. Estruturas dos analogos a beauvericina obtidos quando adicionados diferentes

mutassintons’’

O (@] j)\l/}\/ R, R4
o o o
OH OH (@]
D-Hiv D-Hbu D-Hmv R1)\)J\N o Ro
0.0 | Or
o) o] (@] REQJN/ \N o
o o7 o - F Rg PO
Iing NHz NH, /E\R3O R
L-Phe L-2-F-Phe L-3-F-Phe Re
. Composto Rendimento
Mutassintons oth: do mg L R R, Ri RRb, Rz, R R, Rg Ry
- beauvericina 20 MMM H H H H H H
e e e
D-Hbu beaU\éerlcma 8 H H H H H H H H H
3
D-Hmv beauvericina C 12 Et Et Et H H H H H H
D-Hbu + beauvericina
I-3-F-Phe GaHs 3 H H H F H H H H H
D-Hbu + beauvericina
I-3-F-Phe GaH, H H H F F H H H H
D-Hbu + beauvericina
|-3-F-Phe GaH, H H H F F F H H H
D-Hbu + beauvericina
|-2-F-Phe Gl 1 H H H H H H F H H
D-Hbu + beauvericina
|-2-F-Phe Gl 1 H H H H H H F F H
D-Hbu + beauvericina
|-2-F-Phe Gl 1 H H H H H H F F F
D-Hmv + beauvericina
|-3-F-Phe CH, 1 Et Et Et F H H H H H
D-Hbu + beauvericina
|-3-F-Phe CH, 2 Et Et Et F F F H H H
D-Hbu + beauvericina
L-3-F-Phe CH, 1 Et Et Et F F H H H H
D-Hbu + beauvericina
|-2-F-Phe o, 3 Et Et Et H H H F H H
D-Hbu + beauvericina
[-2-F-Phe cl, Et Et Et H H H F F H
D-Hbu + beauvericina
I-2-F-Phe al, Et Et Et H H H F F F
D-Hmv + beauvericina
D-Hbu 8G, 8 Bt Et H H H H H H H
D-Hmv + beauvericina
D-Hbu AG, 5 Bt H H H H H H H H
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5.2. Biologia sintética e produgdo em
organismo heterdlogo

Embora a mutassintese tenha sido
utilizada com sucesso na modificacdo de NRP,

a técnica ainda apresenta limitagGes
relacionadas aos organismos selvagens
produtores, como baixo rendimento e
dificuldade nos cultivos dos micro-

organismos. Tendo em vista essas limitacGes,
cada vez mais grupos de pesquisas na area
dos NRP estdo aplicando a biologia sintética
para criar sistemas mais eficientes para a
producao de metabdlitos secunddrios. Estes
sistemas utilizam métodos genéticos para a
insercdo de clusters de genes de rotas
biossintéticas dos organismos produtores
naturais em organismos heterélogos ja
geneticamente  modificados para tais
finalidades, resultando na obtencdo do
metabdlito alvo sem as desvantagens
associadas a utilizacdo do micro-organismo
selvagem. Assim como na mutassintese, as
ferramentas de bioinformatica constituem
uma parte fundamental da biologia sintética,
destacando servidores de uso publico como o
antiSmash™  ou NRPSpredictor12 que
possibilitam a comparagdo entre as
sequéncias genomicas alvo de estudo e as
depositadas nas bases de dados em busca de
clusters de genes associados as rotas
biossintéticas de metabdlitos secundarios de
interesse.”®?

Sistema Red/ET

heterdloga

para expressao

Uma das alternativas que oferecem a
biologia sintética na produgado de metabdlitos
em organismo heterdlogos é a recombinagao
homdloga. A metodologia deste tipo mais
conhecida é a recombinacdo mediada por
fago Red/ET referida ao uso de proteinas
expressas pelo operon do fago Red A (Reda,
Redp, Redy) ou pelo profago Rac no sistema
equivalente Rec/ET da bactéria Escherichia
coli para promover a recombinagdo entre um

Gonzdlez, G. D. T. et al.

fragmento linear do DNA alvo e outro circular
do organismo heterdlogo (Figura 5a). Este
procedimento é conhecido como
recombinag¢do homdloga linear-circular (LCHR
linear-circular homologous recombination).®®
Um tipo de recombinacdo homdloga mais
recentemente estudado, pode ser promovido
pelo sistema Rec/ET e, contrario a LCHR, é
utilizado no caso de recombinacgOes
homodlogas entre dois fragmentos lineares
(LLHR linear-linear homologous
recombination).’’” Nos dois casos &
indispensavel a existéncia de regides de
homologia formadas por sequéncias curtas
nas extremidades tanto do segmento do DNA
alvo como no vetor de clonagem. Estas
regioes sao denominadas “bracos de
homologia”.

LCHR tem sido utilizada desde 2000 na
expressao heterdloga de cluster de genes de
produtos naturais, mas apenas em 2006 foi
aplicada na producdo de NRP. Neste trabalho
pioneiro, realizado pela empresa de
biotecnologia americana Cubist
Pharmaceuticals,® a técnica LCHR foi usada
para obter derivados do antibidtico
lipopeptidico daptomicina produzido por
Streptomyces roseosporus, permitindo trocar
modulo(s) da subunidade DptBC da NRPS
responsavel pela biossintese da daptomicina
para inserir modificagdes no nucleo da
molécula.®” Adicionalmente, 0s
pesquisadores combinaram esta técnica com
a inativagdo do gene da enzima acessoéria
acido  glutdmico  3-metiltransferase e
obtiveram uma biblioteca de 120 analogos a
daptomicina, alguns dos quais apresentavam
propriedades terapéuticas, resultado de
grande importancia por ser este um dos
antibiodticos aprovados para uso em infec¢Ges

na pele ocasionadas por bactérias
Staphylococcus  aureus  resistentes  a
meticilina.

Mais recentemente, Fu et al®¥” testaram

com sucesso o sistema RecE juntamente com
RecT para promover a recombinacao LLHR na
clonagem de 10 clusters de genes de
PKS/NRPS desconhecidos com 10-52 kb de
Photorhadbus Iluminescens em vetores de
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expressao e, posteriormente, 2 dos clusters
foram expressos em E. coli, resultando na
identificagdo dos metabolitos luminmicina A
e luminmida A/B (Figura 5b).”* Embora esta
estratégia tenha resultado em um
incremento da eficiéncia da clonagem a partir

a) LCHR

Vetor circularcom
“bragos de homologia” B

1 Vetor linearcom

l Transformacio em linhagemde E. coli
Contendo o sistemai-Red (Redafh)

E. coli com vetor recombinante

Daptomicina

Vq

do DNA gendémico quando comparado com
LCHR, a mesma ainda esta restrita ao
tamanho dos clusters alvo, sendo que para

s

clusters de genes maiores que 60 kb é

necessario aplicar a técnica em duas
etapas.®*¥
b) LLHR
Fragmento de DNA gendmico com
T}

“bragos de homologia”

“bragos de homologia” A

l Transformagdo em linhagem de E. coli
Contendo osistema RecET

d) A ﬁﬁ/\/\/\/\/\
0 | P

O Luminmicina A
(6]

NH
NH HN
o]
NTIeS N e
= 0 & H
>— B >— — b
S Luminmida A

o i Luminmida B

Figura 5. a) Representacdo da Recombina¢do homologa linear-circular e estrutura do
antibidtico daptomicina. b) Representacdo da Recombinacdo homdloga linear-linear e
estrutura dos metabdlitos luminmicina A e luminmida A e B’

Expressdo heterdloga sistema TAR

Devido as limitagdes nos tamanhos dos
clusters de genes que conseguem ser
clonados pelos sistemas Rec/ET e Red/ET, os
pesquisadores estdo constantemente em
busca de sistemas de expressdo heterdloga
mais adequados. Entre esses sistemas
alternativos, destaca-se o de recombinagdo
associada a transformacdo (TAR
transformation-associated  recombination).
Diferentemente a recombinacdo Red/ET, a
TAR tem vantagens por utilizar um organismo
eucarioto, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, para a captura de fragmentos de

DNA genOmico maiores e provenientes de
micro-organismos, plantas e mamiferos.®

A clonagem baseada na metodologia TAR
foi utilizada com sucesso na captura de um
fragmento de 67 kb responsavel pela
biossintese do antibidtico lipopeptideo
diclorado taromicina A em um trabalho
realizado por Yamanaka et al. em 2014.¥ O
grupo de pesquisa ndo 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 especifico pACRO1,
desenhado pelo mesmo grupo. Como
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resultado da utilizacdo do TAR foi produzida a
taromicina A, o qual se mostrou muito
semelhante estruturalmente ao ja aprovado
antibiético daptomicina e representa uma
alternativa de se obter novos produtos
naturais a partir de cluster de genes que nao
sdo expressos pelas linhagens selvagens.®

Uma nova adaptagdo da recombinacgdo
TAR foi recentemente proposta por Ross et
al®® na captura e caracterizacdo de um
cluster de genes de 34 kb associado a
producao de lipopeptideos alterocromidas
pela bactéria marinha Pseudoalteromonas
piscicida JCM 20779. O cluster de genes alvo
incluia aqueles codificantes a uma NRPS,
além de uma enzima flavina-halogenase
pouco usual na rotas biossintéticas de
lipopeptideos e associada com compostos
bromados produzidos pelo micro-
organismo.” O grupo de pesquisas utilizou o
mesmo vetor de captura paCR01* e realizou
a clonagem com TAR na levedura S.

DNA gendmico
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cerevisiae, de modo o DNA genbmico da
bactéria, previamente digerido, pudesse ser
isolado através do vetor. Em seguida, o vetor
de captura ja 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 2tal6, para funcionalizar o
dominio PCP da NRPS; adicionalmente, o
meio de cultivo foi suplementado com
KBr.*>*? Deste modo, foi possivel identificar 3
compostos bromo-alterocromidas, além de
estabelecer uma estratégia inovadora para a
identificacdo e caracterizacdo de novos
peptideos ndo ribossomais aproveitando as
vantagens da captura de clusters de genes
mediante TAR e de utilizar o sistema de
expressao em E. coli, organismo hospedeiro

versatil e de facil manipulacdo genética
(Figura 6).5%%°
o]
NH,
0
Bromoalterocromida A )
OHNI.\rrNHE
o] HN OO
[y Ny
HC ° :
o]
NH,

J H%H L\\ﬂ,NHg

NHZ

L\n’
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Figura 6. Representac¢do do sistema TAR e posterior expressao em E. coli para a identificacdo
dos compostos bromoalterocromida A e B e alterocromida B.*
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6. Conclusodes e perspectivas

Os NRP representam uma das classes de
produtos naturais mais promissoras para a
descoberta de novos agentes terapéuticos,
porém s3ao poucos os estudos descritos na
literatura para esses compostos, se
comparados com outras classes de produtos
naturais, como os policetideos, dos quais se
tem vasta literatura descrevendo a
caracterizacdo in vivo, in vitro e in silico das
rotas biossintéticas.

As técnicas de bioinformatica
contribuiram muito para o avanco das
pesquisas que envolvem a producdo de NRP,
tornando-se cada vez mais uma ferramenta
indispensavel. Importante destacar o papel
da estratégia genoma-guiada na procura de
metabdlitos secundarios, comparando
sequéncias desconhecidas com aquelas
depositadas nas bases de dados publicas
mediante o uso de servidores como o
antiSMAH,™ NRPSpredictor12 e MIBiG."

Dentre as limitagcbes na producdo de NRP
estdo o baixo rendimento na obtencdo de
metabdlitos de interesse pelas linhagens
selvagens, principalmente pela dificuldade de
reproduzir o meio natural de crescimento
destes organismos. No caso especifico da

mutassintese, as desvantagens estdo
associadas a obtengdo de compostos
andlogos aos precursores naturais para

serem utilizados como mutassintons. Nas
Ultimas décadas, a sintese organica tem
criado novas rotas sintéticas para a obtengao
de moléculas parecidas com as naturais,
porém as dificuldades encontradas tornam a
sintese dos mutassintons tdo desafiante

quanto a prdpria mutassintese. Jad na
utilizacdo da biologia sintética para a
obtencdo de NRP as restricdes estao

sobretudo relacionadas ao tamanho do
cluster de genes a ser clonado no sistema
heterdlogo, incentivando a busca por novos
sistemas de expressao, cada um deles com
suas proéprias vantagens e limitagdes. Apesar
destas restricGes, a biologia sintética esta

Vq

entre as ferramentas mais promissoras para
o isolamento de produtos naturais da
linhagem selvagem, assim como para
manipulacdo genética e obtencdo de
produtos naturais modificados.
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