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EXPLORING MICROBIAL NATURAL PRODUCTS IN THE FRONTIERS OF CHEMISTRY AND BIOLOGY. The chemistry of
natural products has been remarkably growing in the past few decades in Brazil. Aspects related to the isolation and identification
of new natural products, as well as their biological activities, have been achieved in different laboratories working on this subject in
the country. More recently, the introduction of new molecular biology tools has strongly influenced the research on natural products,
mainly those produced by microorganisms, creating new possibilities to assess the chemical diversity of secondary metabolites. This
paper describes some ideas on how the research on natural products can have a considerable input from molecular biology in the
generation of chemical diversity. We also explore the role of microbial natural products in mediating interspecific interactions and
their relevance to ecological studies. Examples of the generation of chemical diversity are highlighted by using genome mining,
mutasynthesis, combinatorial biosynthesis, metagenomics, and synthetic biology, while some aspects of microbial ecology are also
discussed. The idea to bring up this topic is linked to the remarkable development of molecular biology techniques to generate useful
chemicals from different organisms. Here, we focus mainly on microorganisms, even though similar approaches have also been
applied to the study of plants and other organisms. Investigations in the frontier of chemistry and biology require interactions between
different areas, characterizing the interdisciplinarity of this research field. The necessity of a real integration of chemistry and biology
is pivotal to finding correct answers to a number of biological phenomena. The use of molecular biology tools to generate chemical
diversity and control biosynthetic pathways is largely explored in the production of important biologically active compounds. Finally,
we briefly comment on the Brazilian organization of research in this area, the necessity of new strategies for the graduation programs,
and the establishment of networks as a way of organization to overcome some of the problems faced in the area of natural products.
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INTRODUCAO

No final do ano de 2012,' a SBQ, no seu trabalho de estimular
a reflex@o de grandes temas de interesse pela comunidade, e tendo
como foco o Férum Mundial da Ciéncia que ocorrerd na cidade do
Rio de Janeiro em novembro de 2013, langcou um documento para
nortear a discussdo dos vrios topicos que a sociedade julga interes-
santes para o referido férum. Entre eles estdo: educacio (todos os
niveis); vida (incluindo firmacos e medicamentos); matérias-primas e
materiais, “novos e velhos” (incluindo nanociéncia e nanomateriais);
biodiversidade (incluindo recursos naturais ndo minerais); energia,
dgua, alimentos e ambiente, inovagdo e a indudstria quimica. Neste
aspecto a Quimica de Produtos Naturais desempenha um papel de
grande importancia. Todavia, esta subdrea da quimica requer uma
aproximacao de outras dreas do conhecimento devido ao seu carater
interdisciplinar. Entre as dreas de destaque nesta interdisciplinarida-
de estd a biologia, mais especificamente, a biologia molecular que
contempla uma série de tépicos como: gendmica, incluindo genome
mining, metagendmica, manipulagio genética, mutassintese, biossin-
tese combinatdria, biologia sintética etc., e a ecologia, com enfoque
especial nas relagdes entre organismos.

Ha 6 anos, em um nimero especial de Quimica Nova,? apresen-
tamos uma proposta com énfase na importancia da aproximacao dos
estudos na drea de produtos naturais a uma nova drea do conhecimento
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conhecida como biologia quimica. Ressaltamos naquela ocasido que
estudos interdisciplinares sdo da maior relevancia para o melhor
desenvolvimento da drea de produtos naturais. Esta drea continua
avancando e as novas ferramentas de trabalho surgidas com o de-
senvolvimento da biologia molecular e dos métodos analiticos que
permitem estudos estruturais mais detalhados passaram a propiciar
oportunidades valiosas para os estudos de produtos naturais. Autor
da frase “Acredito que o maior desafio da Ciéncia nesse novo século
seja o de tentar entender como a natureza opera através da com-
preensdo de seus mecanismos. A Quimica tem um papel fundamental
nessa historia, uma vez que a base dos fenémenos biologicos é qui-
mica. No entanto, isso exige um esforgco concentrado no sentido de
unir diferentes disciplinas, como a Quimica e a Biologia. Sem isso
qualquer esforco ndo terd sucesso”, o Prof. Otto Gottlieb, um dos
mais brilhantes quimicos que o Brasil ja teve, hd tempos ressaltava
a importancia do estudo interdisciplinar, envolvendo principalmente
quimica e biologia. No seu entendimento, a explicacdo para muitos
dos fendmenos bioldgicos € encontrada com a quimica.

A importancia da biologia para a quimica pode ser destacada até
mesmo nos nomes de departamentos de quimica ao redor do mundo,
como € o caso das tradicionais Universidade de Harvard e Universidade
de Cornell com seus Department of Chemistry and Chemical Biology.
Além disso, Biologia Quimica passou a fazer parte de programas de
pés-graduacdo em muitas universidades, como € o caso da Universidade
Princeton. Biologia Quimica € uma drea relativamente nova e abrangen-
te, que vai do estudo de enzimologia a quimica medicinal, e de biologia
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estrutural a protedmica. Como reflexo desta abordagem, € notério tam-
bém o aparecimento de novas revistas que enfatizam o estudo biolégico-
-quimico, como sio os “Bio Journals” da American Chemical Society:
ACS Chemical Biology em 2006, ACS Synthetic Biology em 2012
e ACS Neuroscience 2012 e outros. Ou ainda, o Integrative Biology
de 2009 e publicado pela Royal Society of Chemistry. Certamente, o
lancamento dessas revistas revela a importancia da integracdo entre
quimica e biologia para o estudo de inimeros fendmenos e que esta
integracdo ¢ importante para o desenvolvimento da ciéncia.

No presente trabalho focalizamos o uso de ferramentas de
biologia molecular para um melhor estudo da quimica de produtos
naturais e suas aplicacdes com a possibilidade de atender, pelo menos
parcialmente, aos grandes desafios atuais e futuros do planeta e da
humanidade, que sdo: educagao; cidadania plena; mudancga climdtica;
produgdo e qualidade dos alimentos; acesso e qualidade da dgua;
seguranca energética; preservacdo de ecossistemas e das espécies;
doengas emergentes e qualidade de vida, que estdo destacadas em
publicagdo de recente documento? da SBQ. Esta discussdo enfatizard
especialmente micro-organismos, o que ndo descarta abordagens
semelhantes para outros organismos como plantas e artropodes.

DISCUSSAO
Historico

Na virada do século a comunidade de produtos naturais tes-
temunhou o afastamento do interesse da industria farmacéutica
com relacdo aos metabdlitos secunddrios em fun¢do das diversas
dificuldades como a frequente redescoberta das mesmas entidades
quimicas, dificuldades técnicas associadas a purifica¢do e a elucidagio
estrutural, além de novas abordagens para o acesso rapido a colecdes
de compostos, como a quimica combinatoria.

Mais recentemente, a importancia dos produtos naturais na des-
coberta de novos farmacos foi revista por diversas razdes.’ Os inves-
timentos na sintese de alto desempenho e sintese combinatéria ndo
levaram aos resultados esperados, e, por outro lado, houve também
uma evolugdo nos processos para purificacdo e caracterizagio de com-
postos. Porém, alguns programas de reavaliagio de produtos naturais
se mostraram bem sucedidos: o policetideo macrolidico rapamicina,
por exemplo, foi inicialmente descoberto como composto antiftin-
gico. Posteriormente, andlogos da rapamicina foram identificados
por apresentarem excepcional atividade como imunossupressores na
terapia de transplantes*e também no tratamento de cancer no figado.*
Poliéteres ionéforos como a nigericina e salinomicina despertaram
a atencdo, recentemente, por apresentarem atividade seletiva sobre
células-tronco do cincer.’

Genome Mining como estratégia para a busca de novos
produtos naturais

Ainda no final da década de 90, impulsionados pelo Projeto do
Genoma Humano, foram iniciados os programas de sequenciamento
de diversos organismos, desencadeando os estudos gendmicos com-
parativos. Adicionalmente, houve um grande avango nas ferramentas
que possibilitam a manipulagdo genética desses organismos assim
como do conhecimento detalhado da genética de organismos modelo
como Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e Streptomyces co-
elicolor. Com o estabelecimento destas plataformas tornou-se possivel
a producdo de andlogos estruturais por modificagdo dos genes que
codificam médulos e dominios enzimaticos possibilitando a geracio
de diversidade molecular. Ainda, a rapidez e menor custo associado
ao sequenciamento de genomas propiciaram um folego novo para
alimentar a busca por novos alvos com atividade farmacoldgica.
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As informagoes reveladas pelo genoma forneceram evidéncias da
elevada capacidade intrinseca dos micro-organismos para a producio
de metabdlitos secunddrios. As informacdes de anotacio do genoma
proveram subsidios para antecipar os elementos estruturais relacio-
nados a um dado metabdlito cognato e descodificar seu maquindrio
biossintético. Enfim, € possivel estabelecer como os genes biossin-
téticos responsdveis pelas diversas etapas envolvidas na producéo de
um produto natural especifico estiio organizados.

Streptomyces coelicolorfoi o primeiro micro-organismo sequen-
ciado, a partir do qual se pode reconhecer a existéncia de um nimero
muito maior de etapas biossintéticas codificadas no genoma quando
comparado ao nimero de metabdlitos conhecidos. Até a divulgacio
do genoma de S. coelicolor apenas trés antibiéticos e um pigmento
eram conhecidos. Jd o genoma revelou a presenca de mais de 20
clusters que codificavam para pigmentos, lipideos complexos, mo-
léculas sinalizadoras e sideréforos.® Posteriormente, a publicagéo do
sequenciamento de S. avermitilis, linhagem produtora da avermectina,
indicou a presenga de 30 clusters biossintéticos.” A informacao forne-
cida pelo genoma revelou a existéncia de um grande niimero de etapas
metabdlicas esperando para serem descobertas e evidenciou que a
capacidade para a produgdo de metabdlitos por micro-organismos
ndo era completamente acessada sob as condi¢des de cultivo em
laboratério. Ou seja, determinados compostos sdo produzidos apenas
em resposta a estimulos fisicos, quimicos e bioldgicos especificos.
Com esses subsidios muitos grupos de pesquisa em todo o mundo
iniciaram um grande programa de genome mining na busca por novos
produtos naturais e vias biossintéticas.

Atualmente, o uso das sequéncias gendmicas tornou-se uma
ferramenta de rotina dos laboratérios em todo o mundo permitindo a
identificagdo de um grande niimero de clusters de genes biossintéticos
(6rfdos ou cripticos) com o potencial para direcionar a producio de
novos produtos naturais, além de possibilitar a elucidagio de inimeras
vias biossintéticas. Programas de incentivo para o uso dessa ferramen-
ta como Genome to Natural Products do NIH tém impulsionado ainda
mais o crescimento da drea, que se tornou um campo dinamico e de
rapido avango. As tecnologias de sequenciamento de proxima geragao
s@o hoje bastante acessiveis em termos de prego, rapidez e precisdo
da informacdo gerada. Além disso, as plataformas mais amigdveis
de apoio ao tratamento dos dados permitem criar uma interface para
aplicac@o desses recursos em qualquer laboratdrio, permitindo que
pesquisas integrativas e sustentdveis se desenvolvam incorporando
diversos especialistas.

A base de dados do NCBI®mantém dados de sequéncias e mapas
de cerca de 1000 organismos (totalmente sequenciados ou em pro-
gresso) dos trés principais dominios (Bacteria, Archaea, e Eukaryota),
enquanto a base de dados GOLD (Genomes Online) retine cerca de
7000 projetos completos e 21000 em andamento. Os dados incluem
informagdes de mais de 23000 genomas de bactérias e 600 archeas.’
O uso de algoritmos como BLAST para alinhamentos e comparagdo e
HMMER para identificagdo de dominios especificos facilitam a busca
de novos clusters de genes. Programas como o antiSmash,'® NRPS
predictor,' SBSPKS" e NP.searcher' possibilitam a identificacao,
anotacdo e andlise de genes biossintéticos. Os dados de sequencia-
mento permitem categorizar os fungos filamentosos e actinobactérias
entre 0s micro-organismos com maior capacidade genoma-codificada
para a producdo de metabdlitos secunddrios.

Os genes que codificam para produtos naturais microbianos em
geral encontram-se como agrupamentos lineares no genoma juntos
a genes responsdveis por modificagdes (mono-oxigenases, glicosil
transferases), genes transcricionais, de transporte e auto-imunidade.
Esses fatores em geral facilitam a busca e o estudo das etapas metab6-
licas. A partir de previsdes in silico facilitadas pelo crescente nimero
de sequéncias depositadas em bases de dados € possivel predizer
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diversas fungdes bioldgicas. Metodologias baseadas nas especifici-
dades frente a substratos puderam ser refinadas direcionando a busca
pelos metabdlitos desconhecidos em fung@o de propriedades fisico-
-quimicas.'* Outras estratégias como a dele¢do de genes associadas a
avaliacdo do perfil metabdlico, expressao heteréloga, reconstitui¢do
in vitro e aproximagdes genomisotépicas permitiram a descoberta
de novos policetideos, terpenoides e peptideos ndo-ribossomais."

Coeliquelina (1), peptideo ndo-ribossomal, (NRPS), e orfamida
A (2), lipopeptideo ciclico (Figura 1), sdo produtos naturais que
marcaram o inicio da utilizacdo de métodos baseados em andlise
de bioinformdtica e genomisotdpico, respectivamente. Coeliquelina
pode ser identificada fazendo-se uso de informagdes estruturais com-
binadas a previsdes das propriedades fisico-quimicas do metabdlito
guiadas pelo genoma de S. coelicolor." Ja a descoberta da orfamida
A, produzida por Pseudomonas florescens Pf-5, foi direcionada pela
previsdo de subunidades incorporadas ao longo da biossintese.'?
Precursores isdtopo-marcados estdveis adicionados ao meio de cultivo
foram incorporados ao produto natural, facilitando a identificagio
da molécula de interesse. Em ambos 0s casos as previsdes por bio-
informdtica permitiram a descoberta dos alvos sem a necessidade
de qualquer manipulacdo genética. E importante, entretanto, que os
genes de interesse ndo se encontrem silenciados. Posteriormente, a
descoberta da salinilactama (3)!'°de Salinispora tropica também foi
guiada pela combinagdo de previsdes genoma-guiadas e incorporagio
de substratos.

A aplicacgdo de outras estratégias como reconstitui¢do in vitro,
expressao heterdloga e delecdo/complementagdo/avaliagdo de perfil
metabdlico obrigatoriamente envolvem manipulacio genética. Nas
metodologias envolvendo reconstitui¢@o in vitro, substratos e interme-
didrios sdo incubados com as enzimas biossintéticas recombinantes e
as estruturas dos produtos formados ao longo das etapas individuais
podem ser determinadas. A estratégia facilita ainda a elucidacio de
etapas desconhecidas.

Em um exemplo recente, reconstitui¢do in vitro e andlise precisa
das fungdes das enzimas codificadas pelo genoma permitiram a elu-
cidagdo do processo de formacdo do sistema anel tetronato, presente
em antibidticos desta classe.!” As enzimas participantes da biossintese
das aglomerinas foram expressas individualmente em E. coli e a
reconstitui¢do in vitro evidenciou um mecanismo de desidratacio
em duas etapas envolvendo O-acilagdo-eliminacdo na formacdo da
dupla ligacdo exociclica. Estudos andlogos permitem transposi¢ao
dos mecanismos enzimaticos para outros metabdlitos mais complexos
por comparacdo das anotagdes do genoma.

Em algumas situagdes, o cluster de genes identificado por bio-
informdtica encontra-se silenciado. No caso das aspiridonas, como
exemplificado pela aspiridona A (4), metabdlitos de Aspergillus
nidulans codificados por um sistema PKS-NRPS identificado por
genome mining, a biossintese do produto genoma-codificado nio
era evidenciada em cultivo."”® Um promotor apropriado foi utilizado
para induzir a expressdo do locus adp e, fazendo-se a comparacio
do perfil das linhagens selvagem e mutante, foi possivel identificar
e caracterizar o produto natural.

O desenvolvimento de ferramentas apropriadas para organizar os
clusters de genes acima de 40 kb que codificam para determinados
metabdlitos constituia um obstaculo hd poucos anos. No entanto,
diversas metodologias de assembly foram desenvolvidas em anos
recentes permitindo a organizagdo de clusters completos por apro-
ximagdes in vitro e in vivo e facilitando a utilizagdo da expressao
heteréloga de genes cripticos.!” Outro avango consiste na introducdo
de vetores hibridos para a preparagdo de cole¢des de cromossomos
artificiais (BAC e PAC) facilitando a transferéncia de clusters com-
pletos para expressido heter6loga em plataformas bem estabelecidas
como Streptomyces™ e Saccharomyces.”!
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Laspartomicina (5), holomicina (6),” piridomicina (7),** chaxa-
micinas A»-D (8-11), emericelamida A (12)*® e acetilaszonalenina
(13),” (Figura 1) sdo apenas alguns exemplos de compostos bioa-
tivos derivados das vias NRPS/PKS descobertos por estratégias de
genome mining.*® Adicionalmente as vias modulares, as estratégias
de mining tém possibilitado explorar o terpenoma de diversas bacté-
rias. Utilizando informag¢des do genoma e andlises de bioinformatica
foi possivel até o0 momento identificar inimeros terpenos ciclicos e
elucidar novos mecanismos de ciclizagdo.”

A demanda por novos compostos bioativos impulsionou também
um grande crescimento em projetos voltados para a exploracio de
micro-organismos nao cultivdveis. Estudos metagendmicos com-
parativos realizados a partir do sequenciamento do eDNA total
permitem a identificac@o de etapas metabdlicas e clusters de genes.
Adicionalmente, a metagendmica funcional permite a identificacio de
fungdes especificas. Limitacdes relacionadas a baixa expressdo em E.
coli podem ser contornadas pela expressdo em outros sistemas como
Streptomyces, Pseudomonas e Bacillus, mas diferengas relacionadas
a “codon usage”, auséncia de elementos regulatérios e enovelamento
ainda caracterizam uma dificuldade a ser ultrapassada.*

Pederina (14), onamida (15), briostatina (16) e apratoxina (17)
(Figura 2) sao exemplos de compostos com atividade antitumoral
cuja descoberta foi direcionada por metagenoma. Pederina € um po-
licetideo produzido por uma bactéria simbionte do besouro Paederus
fuscipes. O cluster de genes hibridos PKS/NRPS responsavel pela sua
biossintese foi identificado utilizando-se estratégias de andlise guiada
pela sequéncia e biblioteca metagendmica.?' Mais recentemente,
apratoxina A foi identificada a partir do consércio microbiano de
Lyngbya bouillonii utilizando biblioteca metagendmica e amplifica-
¢do de deslocamento muiltiplo.*?

Adicionalmente, estudos de metagenome mining podem ser
conduzidos para mapeamento de clusters de genes biossintéticos néo
previamente detectados para revelar biomoléculas potencialmente
relevantes de diversas fontes;*® ou ainda para elucidar mecanismos
de biossintese.*

As estratégias de mining constituem claramente alternativas via-
veis para a busca de novas moléculas bioativas, no contexto voltado
para a obtencio de substincias com aplicag@o terapéutica. No caso de
farmacos aprovados como antibidticos, por exemplo, existe um grande
desafio em se encontrar moléculas candidatas para possivel introdugio
no mercado, em uma condig¢ao onde resisténcia de micro-organismos
patogénicos aos tratamentos existentes € crescente. Como o interesse
das grandes industrias farmac€uticas em farmacos com atividade
antibidtica € baixo, a descoberta de novos antibidticos encontra-se
a cargo das Universidades e Companhias de Biotecnologia. Esta ¢
uma das frentes que redes de genome mining t€ém atuado como faci-
litadoras, gerando um arsenal significativamente maior para inspirar
a busca por novos compostos ativos.

Genome mining em plantas

As pesquisas sobre o metabolismo secunddrio em plantas sempre
foram bastante voltadas para a o isolamento, caracterizagio fitoquimi-
ca e defini¢do de etapas metabdlicas por estudos biossintéticos com
pouca inclusdo de estudos bioquimicos moleculares. Recentemente,
problemas relacionados a devastacdo e restricdo de coleta, além da
importancia da preservacdo dos ecossistemas e das espécies tém
direcionado estudos de genome mining em plantas.

Muitas vezes em funcio da pequena quantidade e estabilidade de
metabdlitos e enzimas de interesse, os estudos realizados requerem
o processamento de uma grande quantidade de material além de
metodologias sofisticadas de purificagdo e caracterizacdo que de-
mandam tempo. Um avanco considerdvel foi atingido em estratégias
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Figura 1. Produtos naturais microbianos descobertos por estratégias de genome mining

baseadas em biologia molecular de plantas desde o sequenciamento
do genoma de Arabdopsis thaliana em 2000 e os avangos dos projetos
de sequenciamento do arroz. No Brasil existe o interesse econdmico
especifico pela cana de actcar e soja.

No contexto mundial redes colaborativas foram formadas para se-
quenciamento de outras plantas, de interesse do agronegdcio, frutiferas
e medicinais. Atualmente, os dados adquiridos pelo sequenciamento
possuem qualidade crescente, assim como o nimero cada vez maior
de organismos completamente ou parcialmente sequenciados e as pla-
taformas para apoio no tratamento dos dados. Os dados gerados pelo
continuo sequenciamento podem ajudar a suportar as informagoes de
anotacdo e andlise de genes biossintéticos em plantas nativas e de inte-
resse da comunidade de produtos naturais, além de criar oportunidades
para o florescimento de solugdes criativas e de maior impacto na drea.

Engenharia metaboélica

A complexidade e diversidade estrutural dos metabdlitos secun-
darios produzidos por bactérias, fungos, plantas e outros organismos
confere a estes compostos inimeras distingdes quando comparados as
colegdes de moléculas geradas por sintese combinatéria. Ao mesmo
tempo, a sintese quimica como estratégia Uinica para obtenco destes
alvos em escala que viabilize estudos de atividades farmacoldgicas
é invidvel e, pela mesma razdo, a obtengdo de andlogos estruturais &
bastante restrita. Neste sentido, a engenharia metabdlica se apresenta
como uma importante alternativa para aumentar de forma significativa
a produc¢do de metabdlitos secunddrios.

A possibilidade de promover a reconstrucio in vitro possibilitou a
caracterizacdo de etapas individuais, a identifica¢@o de intermedidrios
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Figura 2. Produtos naturais com atividade antitumoral cujas descobertas foram direcionadas por metagendémica

biossintéticos, além de permitir um melhor entendimento de como
as etapas metabdlicas podem ser manipuladas para a produgdo de
analogos estruturais. Por meio da manipulagdo in vitro € possivel
alcancar um nivel de diversificagdo inalcangdvel naturalmente.*

A engenharia metabdlica acopla as previsdes originadas por
genome mining e manipulacdo in vitro. Deste principio evoluiram
os conceitos de biossintese combinatéria e mutassintese moderna.

A biossintese combinatdria, em geral, toma proveito da versatili-
dade do maquindrio das enzimas modulares. Os genes que codificam
para os complexos multienzimaticos que atuam neste arranjo colinear
permitem a evolugdo destes sistemas. A alteracdo, troca e delecio
de médulos e dominios individuais das PKSs e NRPSs permitem a
obtencdo de moléculas modificadas, possibilitando ampliar o grupo
de metabdlitos gerados através de um maquindrio por redefini¢do das
vias biossintéticas.>® Até o momento, a biossintese combinatdria de
produtos naturais permitiu: a varia¢do do estado redox de blocos de
construcdo existentes através de delecdo ou inativagdo de dominios
enzimdticos redox; diversificagdo das subunidades incorporadas ao
longo da biossintese por experimentos de troca de dominios; aumento
da flexibilidade do mdédulo iniciador; obtencao de fragmentos trun-
cados ciclicos e aciclicos realocando-se o dominio da tioesterase;
alteragdo das enzimas pds-modificadoras.* A diversidade estrutural
possivel de ser gerada, em principio, € limitada por quo longe se pode
ir para relaxar a especificidade dos dominios enzimaticos individuais.

A mutassintese € uma metodologia que combina a sintese quimica
e a engenharia metabdlica.’” O conceito € andlogo ao da biossintese
dirigida pelo precursor, no entanto, neste caso o micro-organismo
¢é geneticamente modificado a partir da inativagdo de um gene
impedindo a incorporagdo de um substrato especifico pela enzima.
A biossintese pode ser restaurada a partir da adi¢do de andlogos es-
truturais, mutassintons, ao meio de cultivo originando a diversidade
molecular. Como a competi¢do enddgena € minimizada, o rendimento
do processo pode ser ampliado.

A mutassintese foi essencialmente demonstrada hd mais de 40
anos,*® entretanto o aumento na disponibilidade de intermedidrios
sintéticos e das informagdes relacionadas as sequéncias de genes para

facilitar andlises in silico convergiram para retomar as expectativas
de aplicag@o da mutassintese como metodologia para ampliar diver-
sidade molecular. Andlogos da rapamicina,® borrelidina,* FK-506
e FK520,*' ansamitocina e geldanamicina,* entre outros, sdo exem-
plos de moléculas cujas aproximagdes mutassintéticas permitiram a
obtencdo de andlogos.

Em geral a engenharia de etapas metabdlicas também pode ser
utilizada para amplificar a producdo de um metabdlito por mutagénese
randomica e triagem; alterando-se a distribui¢ao do fluxo metabdlico
pela adi¢@o de precursores biossintéticos, pela manipulagdo racional
de sistemas regulatodrios especificos que governam a produgdo de me-
tabdlitos secundérios ou ainda utilizando-se expressdo heteréloga.

Os exemplos apresentados servem para mostrar que manipulacio
genética de micro-organismos, associada com os avancos na drea de
biologia sintética tem-se apresentado como uma ferramenta altamente
vantajosa, uma vez que a sintese quimica (ou etapas dela) de firmacos
e outros insumos quimicos por diversas rotas podem ser substituidas
pela fermentacdo de um micro-organismo. Um grande avango em
termos de qualidade cientifica e inovacdo para a obten¢do de novos
produtos naturais e produtos naturais modificados podera ser alcan-
cado quando pesquisas em biossintese, biologia molecular, bioinfor-
madtica e sintese quimica estiverem atuando de maneira integrada.*

E importante também mencionar que as estratégias de mining
permitem ndo somente que genes e vias biossintéticas sejam eluci-
dados, mas também revela inimeras enzimas envolvidas em reagdes
bioquimicas ndo usuais que podem vir a gerar aplicagdes biotecno-
l6gicas adicionais.

Ecologia Quimica

Historicamente, a quimica de produtos naturais tem sido im-
pulsionada e direcionada para a descoberta de compostos tteis para
0 homem, com aplicacdo como farmacos, agroquimicos, corantes,
fragrancias, aromatizantes, etc. Por outro lado, os esforgos da co-
munidade cientifica para tentar descrever a real funcdo dos produtos
naturais para seus organismos produtores s3o menos expressivos.*
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Os organismos estdo constantemente interagindo entre si em
um ecossistema; estabelecendo relagdes com individuos da mesma
espécie (intraespecificas) ou de diferentes espécies (interespecificas).
Os produtos naturais podem desempenhar diversos papéis vitais nas
relacdes intraespecificas, como agentes quorum sensing (sinalizado-
res) em bactérias, atraentes de gametas em algas e fungos, feromonios
sexuais e de alarme em insetos, etc. Nas relagdes interespecificas, se-
jam simbiOnticas ou parasitdrias, os produtos naturais também podem
desempenhar fungdes vitais, por exemplo na atracio de polinizadores
e na defesa quimica contra predadores ou competidores. Em todas
estas situacgdes, os produtos naturais atuam como sinais quimicos.

No Brasil, as pesquisas na drea de Ecologia Quimica estdo mais
voltadas a drea de feromdnios de insetos, para controle de pragas da
agricultura. Uma drea pouco explorada envolve o estudo de relacdes
simbidnticas interespecificas.

A simbiose em geral € uma relac@o de longa duragdo, encontrada
com frequéncia nas comunidades terrestres e aqudticas, com papel
fundamental no surgimento das principais formas de vida na Terra e
na geracdo de diversidade bioldgica.*

Os micro-organismos surgiram e se diversificaram previamen-
te aos macro-organismos multicelulares. Estes organismos mais
complexos constituiram novos habitats para 0s micro-organismos,
fontes de nutrientes e prote¢do, fazendo com que muitos micro-
-organismos se tornassem dependentes de seus hospedeiros para a
sobrevivéncia. Por outro lado, os compostos bioativos produzidos
pelos micro-organismos podem ser usados como agentes de defesa
pelos hospedeiros. Como resultado, plantas, animais e humanos
tém se envolvido em complexas interagdes com micro-organismos
durante sua evolugao.*64’

Os produtos naturais podem resultar das interagdes de organismos
entre si e destes com o ambiente, e devem desempenhar funcdes
especificas nestas associacdes simbidticas, representando uma das
vantagens adaptativas e evolutivas para os organismos produtores.*’
Como consequéncia desta funcdo ecoldgica, os produtos naturais
microbianos representam importantes fontes para a bioprospec¢ao
de novos compostos com possivel aplicacdo na medicina (firmacos),
agricultura (agroquimicos) e nos estudos de processos bioldgicos
(biologia quimica).

Recentemente, David J. Newman e Gordon M. Cragg enfati-
zaram que hd um “reconhecimento de que um niimero significativo
de farmacos ou prototipos baseados em produtos naturais sdo, na
verdade, produzidos por micro-organismos ou interagdes microbianas
com ‘hospedeiros dos quais os micro-organismos foram isolados’,
e portanto esta area de pesquisa em produtos naturais deve ser ex-
pandida significativamente” .’

De fato, a pesquisa com micro-organismos que vivem em asso-
ciacdes simbidticas com outros organismos como plantas, insetos,
organismos marinhos e nematoides, ¢ mesmo em associagdo com
outros micro-organismos, estd sendo cada vez mais explorada na
quimica de produtos naturais em diversos paises como uma alternativa
para a busca de substancias com atividade bioldgica.

A maioria dos trabalhos relacionados a micro-organismos
simbiontes segue as estratégias tradicionais da quimica de produtos
naturais, envolvendo o isolamento da linhagem microbiana de seu
habitat, o cultivo em laboratdrio e a triagem dos extratos obtidos em
diferentes ensaios bioldgicos para o isolamento e identificaciio dos
produtos naturais. Isto permite a identificagdo de produtos naturais
bioativos, foco da bioprospecg¢ao, porém nao fornece respostas para a
dificil questao que envolve as razdes pelas quais os produtos naturais
sdo biossintetizados. Trabalhos mais recentes t€ém sido conduzidos
para se determinar a funcdo real destes produtos naturais para o
micro-organismo produtor. Exemplos elegantes da determinagdo da
fun¢do ecoldgica de produtos naturais microbianos incluem estudos
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realizados com insetos, que abrigam um surpreendente niimero de
micro-organismos simbiontes.

As formigas sdo um exemplo fascinante de antiga interac¢do
simbidtica com micro-organismos. Formigas Apterostigma den-
tigerum coevoluiram em mutualismo com o fungo basidiomiceto
Leucoagaricus sp., o qual € cultivado em jardins como fonte de
alimento. Porém, fungos filamentosos parasitas do género Escovopsis
podem comprometer a viabilidade dos ninhos de formigas, devido
ao efeito toxico frente a Leucoagaricus sp. Como forma de protecao,
as formigas carregam actinobactérias, principalmente dos géneros
Pseudonocardia e Streptomyces, em estruturas especializadas em seu
corpo. As actinobactérias produzem antimicrobianos que controlam
a infecc@o por Escovopsis sp., protegendo a fonte de alimento das
formigas. Pseudonocardia spp. produz o depsipeptideo ciclico den-
tigerumicina (18), que inibe o fungo parasita Escovopsis sp., além
de outros fungos patogénicos, sem toxicidade ao fungo alimento das
formigas.*® Antimicinas A-A, (19-22), valinomicina (23) e actinomi-
cinas D e X, (24-25) (Figura 3) foram identificadas em espécies de
Streptomyces em associa¢do com as formigas cortadeiras Acromyrmex
echinatior e possuem atividade antibi6tica relacionada com a protegio
das formigas contra patGgenos.”’ Diversas espécies Streptomyces
spp., associadas a formiga cortadeira Acromyrmex octospinosus,
produziram o antibiético macrolideo candicinina D (26) (Figura 3),
que, juntamente com outros antibiéticos produzidos por essas acti-
nobactérias, deve auxiliar no combate aos fungos patogénicos que
possam causar morte de fungos Leucoagaricus sp..*

Vespas Sceliphron caementarium estdo em simbiose com
Streptomyces sp., que produz o polieno macrociclico escelifolactama
(27) (Figura 3), substancia com atividade antifiingica frente a Candida
albicans resistente a anfotericina B.>! Vespas Philanthus spp. cultivam
bactérias simbiontes especificas Streptomyces spp. que sdo incorpora-
das no casulo para prote¢do contra patégenos. Essas actinobactérias
produzem as substancias antibidticas estreptoclorina (28), piericidina
A, (29), piericidina B, (30), glucopiericidina A (31) piericidina A
(32), piericidina C, (33), 9’-desmetil-piericidina A, (34), piericidina
B, (35) e piericidina IT-143-B (36) (Figura 3), sugerindo que essa
relagdo favorece a sobrevivéncia das vespas através da protecdo das
larvas no casulo contra patégenos.*?

Streptomyces sp., simbionte do besouro Dendroctonus frontalis,
é responsdvel pela producdo da micangimicina (37) (Figura 3), que
inibe o crescimento do fungo Ophiostoma minus, competidor natural
do fungo Entomocorticium sp. Este ultimo fungo possui importante
funcdo protetora durante o desenvolvimento de larvas do besouro
Dendroctonus frontalis.>*>*

Estes, entre outros exemplos, mostram que o estudo dos micro-
-organismos associados a outros organismos pode auxiliar na com-
preensio da fungdo dos produtos naturais microbianos na manutencio
da relagdo simbidtica.

Porém, os maiores desafios da Ecologia Quimica envolvem,
além da elucidac@o das estruturas quimicas dos produtos naturais
envolvidos na mediacdo de relagdes intra e interespecificas, a com-
preensdo da intrigante questdo de como as mensagens transmitidas
estdo relacionadas as estruturas quimicas destes metabdlitos,* isto
é, a relacdo entre estrutura quimica e fungdo bioldgica.

Reconhecido pesquisador na area de Ecologia Quimica, Jerrold
Meinwald considera que “O impacto da pesquisa em produtos
naturais no entendimento da quimica, ecologia e evolucdo, assim
como na prdtica da medicina, agricultura e ciéncias ambientais, ndo
podem ser subestimados. Neste contexto, a elucidagdo da quimica
da Natureza, realizada principalmente em conjung¢do com o estudo
de sistemas receptores e transdutores, constituem um dos grandes
desafios intelectuais da humanidade”.*

O entendimento da fun¢@o dos produtos naturais em seus
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Figura 3. Produtos naturais microbianos envolvidos na simbiose de formigas com actinobactérias (18-26) e na simbiose de actinobactérias com vespas (27-

36) e com besouro (37)

ecossistemas €, portanto, essencial para preservagao da biodiversidade
e pode, ainda, contribuir com inovag¢ao através da descoberta de subs-
tancias com aplicagdes terapéuticas e agroquimicas, possibilitando o
almejado desenvolvimento sustentdvel do Brasil.

A Figura 4 sumariza algumas das abordagens mais modernas
discutidas neste texto para o acesso a produtos naturais microbianos,
além das tradicionais que continuam dando sustentacdo a esta drea.

CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, pesquisas em genome e metagenome mining sio in-
cipientes e ainda dificultadas pelos altos custos de sequenciamento.

A montagem de algumas facilities de sequenciamento tem sido
apoiada por algumas universidades e agéncias de fomento, o que
pode viabilizar o sequenciamento de um maior nimero de linhagens,
entretanto a formacao especifica em Bioinformadtica ainda € bastante
carente. Faltam também recursos humanos capacitados para atuar nas
dreas mencionadas, o que pode vir a ser minimizado com as politicas
de incentivo as dreas de fronteira do conhecimento. Os cursos de
formacdo em nivel superior possuem curriculos muito engessados
e com pouco dinamismo para acompanhar algumas das tendéncias
mundiais. Por outro lado, a P6s-Graduagao aparentemente ainda nio
encontrou uma forma de valorizar as dreas que atuam na interface
do conhecimento.
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Figura 4. Principais estratégias de trabalho com micro-organismos para o acesso a produtos naturais e seus derivados e andlogos, envolvendo as aborda-

gens mais tradicionais (a-c) e as abordagens mais modernas (d-j), que permitem o acesso a diversidade estrutural e entendimento da fungdo dos metabdlitos

secunddrios para o organismo produtor

A pesquisa no Brasil € realizada majoritariamente nas universi-
dades e por pds-graduandos que almejam os seus titulos de mestrado
e/ou doutorado. Esta situag@o cria uma série de dificuldades, pois
esses alunos querem, em geral, em fun¢do da demanda, ter formacdo
especializada em uma determinada disciplina. Assim, egressos de
programas de pds-graduacdo podem ter dificuldades em conseguir
fixagdo na carreira académica se néo tiverem a formagdo em uma de-
terminada drea, ou seja, quimicos requerendo quimicos de formagao.
A organizagdo departamental que ainda persiste nas universidades
dificulta sobremaneira a contratacdo de pessoal formado em dreas
de interface. Esta situacdo ja foi lembrada em 2003 no documento
gerado pela SBQ e conhecido como eixos mobilizadores da quimica.>
Todavia os problemas parecem persistir ainda nos varios concursos
para ingresso na carreira universitdria.

Ainda os cursos de pds-graduag@o sio também organizados em
temas muito especificos ndo prestigiando conhecimento interdisci-
plinar, criando a expectativa de que os projetos onde se adicionam
conhecimento ao que ja existe sdo garantidos como bem sucedidos,
0 que por sua vez somente gera inovacgao incremental, onde o risco
basicamente inexiste. Atuando desta forma as chances de descobertas
de impacto certamente serdo minimas. Por outro lado ndo hd expectativa
de desenvolvimento de projetos de risco e de interfaces onde as chances
de descoberta de grande impacto seriam majoradas substancialmente.
Os incentivos na forma de chamadas especificas que facilitem o finan-
ciamento e a aproximacao de diversos especialistas também podem
promover o avango esperado para essas dreas de pesquisa.

Nao se pode afirmar que a CAPES, que ¢ a grande agéncia
organizadora da pds-graduacdo no pais, esteja alheia ao problema

da formacdo inter e multidisciplinar, pois hd vdrios programas de
pds-graduacio, incluindo biotecnologia, que se enquadram na drea
multidisciplinar. O que ndo se sabe exatamente ¢ o quio multidis-
ciplinares esses programas sdo efetivamente. Um programa de p6s-
-graduagdo em biologia quimica estd em funcionamento na UNIFESP
- Campus Diadema, Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e
Farmacéuticas.

Uma grande mudanca tem sido experimentada pela drea de
produtos naturais microbianos no exterior, através da inser¢do das
ferramentas moleculares no entendimento e manipulacio de vias
biossintéticas, tanto na academia quanto em empresas de biotecno-
logia, como recentemente enfatizado em artigo publicado na revista
Chemical & Engineering News.*® A biodiversidade brasileira oferece
indimeras possibilidades para o desenvolvimento de pesquisas que
propiciem, simultaneamente, sua preservagdo, com base em seu
conhecimento mais detalhado, e inovagdo, por meio da descoberta
de substancias com potencial aplicacdo nas inddstrias quimica e
farmacéutica. O pafs experimenta um momento favordvel ao de-
senvolvimento de projetos mais ousados e inovadores. Sdo muitas
as possibilidades para estudantes de graduacdo e pds-graduacio
estudarem e desenvolverem parte de suas pesquisas em centros de
exceléncia no exterior e, assim, incorporarem estratégias modernas
de trabalho em suas pesquisas, o que certamente podera ter reflexos
muito positivos no futuro da nagio.
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