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Resumo

A descoberta de farmacos a partir de produtos naturais vivencia uma nova era gragas ao uso de tecnologias
de ponta e abordagens integradas para superar as dificuldades inerentes a pesquisa com produtos naturais.
Estes sdo substancias quimicas altamente complexas e inovadoras produzidas pela biota, em especial
organismos sésseis como plantas e micro-organismos, e representam a principal fonte de inspiragdo de
novos farmacos. Resultante do reavivado interesse na descoberta de medicamentos a base de produtos
naturais, novas abordagens para a identificagdo, caracterizagdo, e reabastecimento de produtos naturais
estdo sendo desenvolvidas, que podem enderecar alguns dos desafios relacionados ao desenvolvimento
de farmacos inspirados em moléculas da biodiversidade. Almeja-se a capacidade de detecgédo e
caracterizagdo de novos produtos naturais bioativos, concomitantemente a redugéo dos custos e tempo
para obtencdo destas moléculas. Para isto, &€ necessario inovar nos processos € nas tecnologias aplicadas
a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais. A abordagem Molecular Power House (MPH)
apresentada neste trabalho faz uso de tecnologias integradas como uma forma de superar gargalos
classicos da pesquisa com produtos naturais de plantas, alinhada ao acesso a maior biodiversidade do

planeta, posicionando o Brasil no cenario mundial de descoberta de farmacos inovadores.

Palavras-chave: Descoberta e Desenvolvimento de Farmacos. Produtos Naturais. Biodiversidade

Brasileira. Molecular Power House. Cristalografia. Metabolémica.
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Abstract

Natural product-based drug discovery is experiencing a new era thanks to the use of cutting-edge
technologies and integrated approaches to overcome the difficulties inherent to natural products research.
These are highly complex and innovative chemical substances produced by the biota, in particular sessile
organisms such as plants and microorganisms, and represent the main source of inspiration for new drugs.
The increasing interest in the discovery of medicines based on natural products has pushed the development
of new approaches for the identification, characterization and resupply of natural products, which can
address some of the challenges related to the development of drugs inspired by molecules from the
biodiversity. The aim is to detect and characterize new bioactive natural products, at the same time as
reducing costs and time to obtain these molecules. For this, it is necessary to innovate in the processes and
technologies applied to the discovery of drugs from natural products. The Molecular Power House (MPH)
approach presented in this work makes use of integrated technologies as a way to overcome classic
bottlenecks in plant natural products research, which aligned with access to the greatest biodiversity on the

planet, positions Brazil in the global scenario of discovering innovative drugs.

Keywords: Drug Discovery and Development, Natural Products. Brazilian Biodiversity. Power House.

Crystallography. Metabolomics.

Introducgao

Os primeiros relatos de uso de ingredientes naturais para fins terapéuticos datam de cerca de 2.500 AC.
No entanto, os primeiros farmacos sintéticos como o hidrato de cloral (1832) surgiram no século XIX, e
somente se tornaram predominantes apds a segunda guerra mundial. Ainda hoje, mais de 50% dos

farmacos disponiveis sdo derivados de ou inspirados em produtos naturaist!,

A despeito do reconhecido potencial de descoberta de estruturas moleculares inovadoras, as dificuldades
inerentes a pesquisa com produtos naturais levaram a industria farmacéutica a investir em metodologias
sintéticas, tais como quimica combinatéria e sintese paralela, com a produg¢éo de milhares de compostos para
avaliagdo e desenvolvimento. Embora muitos farmacos inovadores tenham surgido assim, as abordagens

sintéticas ndo conseguiram superar o poder dos produtos naturais como inspiragao para novos farmacost.

Existem caracteristicas fundamentais entre compostos sintéticos imaginados (por nés humanos) ao longo
de algumas décadas, e produtos naturais que evoluiram durante milhdes de anos para desempenharem
uma fungao bioldgica especifica. Uma delas é a estrutura quimica, comumente tridimensional em produtos
naturais, proporcionando interagées privilegiadas com as moléculas biolégicas, tais como proteinas e
enzimas, que representam os alvos para tratamento de doengas. Por outro lado, compostos sintéticos
muitas vezes possuem uma estrutura mais planar, podendo limitar essas interagdes com os alvos
biolégicos. Por isso, quimicos sintéticos e medicinais tém procurado se inspirar em produtos naturais,
criando moléculas hibridas, ou moléculas com estruturas mais tridimensionais, surgindo assim um
movimento de desenvolvimento de novas metodologias dedicadas a sintese de arquiteturas mais

complexas, visando alcangar um espago quimico similar ao dos produtos naturais(2.

A FIGURA 1A traz a representagdo do espago quimico dos produtos naturais, dos farmacos ja aprovados

para uso humano, de moléculas bioativas (farmacos avangados na cadeia de desenvolvimento, mas ainda
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ndo aprovados para uso humano), e de bibliotecas quimicas comerciais de origem sintética. E notavel a
inclusdo de moléculas mais complexas na colegdo de produtos naturais e a limitagdo desta complexidade
quimica nas cole¢des sintéticas. Também chama a atengdo que os farmacos aprovados e as moléculas
bioativas contemplam também moléculas complexas, podendo indicar que a complexidade é um fator
importante para a viabilidade de estruturas quimicas como farmacos, sendo que ha muitos casos que nao

atendem as regras dos 5 de Lipinski para farmacos de administragao oral.
FIGURA 1: Espaco quimico dos produtos naturais em comparagéo com diferentes cole¢des quimicas.
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O espacgo quimico é representado via analise de componentes principais (PCA) das moléculas que compde
cada colecao, sendo cada molécula representada por um ponto no grafico. As variaveis consideradas foram
os descritores moleculares de cada molécula analisada. A PCA foi construida seguindo o descrito por
Bruder e colaboradorest®. As variaveis de complexidade foram agrupadas em um unico vetor para melhor
visualizacdo. Este aponta para os quadrantes PC1< 0. Desta forma, o quadrante oposto (PC1> 0) contém
moléculas pequenas, planares e de baixa complexidade. O vetor de falhas de Lipinski também aponta para
os quadrantes PC1< 0, sendo as moléculas mais propensas a biodisponibilidade oral localizadas nos
quadrantes opostos (PC1 >0). (A) Estao representadas a biblioteca quimica UNPD-ISDB¥!, contemplando
208.240 produtos naturais (cinza), 2.274 farmacos aprovados (azul) e 9.197 candidatos a farmaco
disponiveis no DrugBank (vermelho), e 20.000 moléculas da biblioteca ChemBridge, como exemplo de
biblioteca comercial de origem sintética (amarelo). (B) Adicionalmente estao representados os farmacos

alostéricos aprovados (n=19, verde)® e os produtos naturais alostéricos (n=225, preto)l.

Ha uma tendéncia também na exploragédo do mecanismo de regulagéo alostérica de proteinas por farmacos
em proteinas complexas, conservadas e de alto interesse clinico®Z-14, Estas novas oportunidades para o
desenvolvimento dos farmacos do futuro requerem moléculas diversas e, muitas vezes, complexas. A
FIGURA 1B traz a analise do espago quimico, representando também os farmacos alostéricos ja
aprovados!® e os produtos naturais reportados como inibidores alostéricos de proteinas de interesse
farmacéuticol?l. Fica novamente evidente a importancia da diversidade quimica dos produtos naturais para

busca e desenvolvimento de novos farmacos inovadores.

Todavia, ha ainda muito que a Natureza possa nos ensinar no contexto aqui exposto, principalmente em
relacdo a novas moléculas e arquiteturas quimicas. Para tornar a identificagdo e o desenvolvimento de
novas moléculas bioativas mais eficientes, é preciso superar os gargalos atrelados a descoberta de novos
produtos naturais bioativos. Historicamente, o mapeamento de substancias quimicas produzidas por

organismos vivos e a avaliagdo da atividade bioldgica destas requer o isolamento em alto grau de pureza
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destas substancias, bem como a obtengéo de quantidades suficientes (~10 mg) para executar os diversos
ensaios que visam determinar a estrutura quimica e caracterizar a atividade bioldgica dos produtos naturais.
Isto envolve a obtengéo de extratos da fonte natural na faixa de dezenas de gramas, bem como processos
intensivos de purificagdo que fazem uso de litros de solventes orgéanicos, entre outros consumiveis. A
pureza e a quantidade obtida do produto natural purificado também vao garantir a qualidade das analises
quimicas visando a elucidagdo estrutural, bem como a atividade bioldgica, e com isso, a identificacdo do
composto bioativo. Universidades e centros de pesquisa tém assim conseguido milhares de moléculas para
avaliacdo de atividades bioldgicas nas mais diversas areas terapéuticas ao longo dos anos. No entanto,

estima-se a existéncia de milhdes de produtos naturais'®, sendo muitos ainda desconhecidos.

Como dito anteriormente, quantidades suficientes do produto natural sdo necessarias para conseguir todas as
informacgdes relevantes para a validagdo da bioatividade, e isso pode se tornar um grande gargalo no
desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais. Os principais problemas neste ponto sdo: o
acesso a amostra natural em quantidade; o tempo dedicado ao isolamento do composto bioativo e; a
reprodutibilidade da preparagao. E dificil rastrear o organismo de origem (planta, fungo ou micro-organismo) para
repor o estoque, uma vez que o local e o periodo do ano da coleta do material, por exemplo, podem influenciar
sua composi¢ao quimica, e estas informagdes nem sempre estao disponiveis. Além disto, muitos dos produtos
naturais ainda desconhecidos sdo substancias quimicas produzidas em quantidades muito pequenas pelos
organismos da biota. Geralmente, sdo minoritarios nos extratos de produtos naturais, tornando sua deteccéo,
identificagdo e isolamento um grande desafio. Por exemplo, o isolamento do taxol levou mais de dois anos desde

a descoberta que extratos de Taxus brevifolia exerciam importante agcao anticancer.

Considerando que existem muitas proteinas alvo para doengas para as quais ainda ndo se encontraram
moléculas capazes de modular sua fungdo, que produtos naturais sdo a grande fonte de novas moléculas
bioativas, e que a industria de farmacos é cada vez mais competitiva, almeja-se a capacidade de detecgao
e caracterizagado de novos produtos naturais bioativos, concomitantemente a redugéo dos custos e tempo
para obtengdo destas novas e inovadoras substancias quimicas. Para isto, € necessario inovar também

nos processos e has tecnologias aplicadas a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais.

A abordagem MPH (Molecular Power House), realizada em colaboragédo entre o CNPEM e a Phytobios,
visa explorar exatamente estes pontos, viabilizando a descoberta de novos farmacos a partir de produtos
naturais da biodiversidade brasileira, o principal diferencial do Brasil, gerando informagdes de alto valor com
a aplicacdo da alta tecnologia. Neste artigo, serdo apresentadas as principais abordagens em uso na
plataforma MPH, com énfase no rastreamento e mapeamento de produtos naturais produzidos por plantas
brasileiras, identificagdo e caracterizagdo dos produtos naturais bioativos, gerando informagao para o
desenvolvimento de novos farmacos, e estratégias sustentaveis para a producdo dos insumos de origem
vegetal. Uma breve introdugéo aos processos de descoberta e desenvolvimento de farmacos sera dada,
visando contextualizar o problema e principal contribuicdo dos produtos naturais para inovagdo na cadeia

de desenvolvimento de novos farmacos.
Processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos

A descoberta e desenvolvimento (DD) de farmacos € um processo de alto custo e risco. Em média, o

desenvolvimento de um novo farmaco leva 20 anos, com custos médios na ordem de 1 bilhdo de ddlarest4!.
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O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos pode ser organizado em 3 grandes etapas:
Descoberta, Desenvolvimento e Registro (FIGURA 2A).

FIGURA 2: Viséo geral das etapas de descoberta e desenvolvimento de farmacos.
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Legenda: (A) Etapas de desenvolvimento de farmacos, evidenciando a etapa de Descoberta, Desenvolvimento e
Registro. (B) Detalhamento da etapa de Descoberta, evidenciando a descoberta de moléculas de partida (hits), sua
caracterizagao e otimizagdo em um candidato a molécula lider (lead) e sua validagdo em um farmaco-candidato, para a
area terapéutica do projeto.

A etapa de Descoberta é a etapa que mais contribui para a inovagao. Esta etapa envolve a obtengao da molécula
protétipo do principio ativo do novo medicamento, o farmaco-candidato. Varios estudos experimentais e
computacionais sdo empregados, partindo da triagem de milhares de moléculas em um dado modelo biolégico
da doenca, obtendo-se as moléculas de partida (hits), passando por etapas de caracterizagao e otimizacéo do
hit em um lead, e finalmente obtendo-se o farmaco-candidato, validado em experimentos exploratérios em
modelos animais (FIGURA 2B). O farmaco-candidato € uma molécula eficaz e segura nos modelos in vitro e

animais, e sua obtengao constitui o sucesso da execugdo da fase de Descoberta.

O farmaco-candidato passara entao a fase de escalonamento e aos estudos regulatérios em modelos animais

e, em seguida, aos estudos clinicos em seres humanos, todos estes constituindo a etapa de Desenvolvimento.
Inovagao, interdisciplinaridade e tecnologias como diferenciais para a etapa de Descoberta

A etapa de Descoberta € em geral realizada na academia, institutos de pesquisa e centros de pesquisa em
inovagdo radical de industrias farmacéuticas. E uma etapa multidisciplinar que envolve o conhecimento
biolégico e quimico sobre o farmaco e sobre a biologia da doenga, sendo desempenhado em geral por
bidlogos, quimicos, farmacéuticos, médicos ou profissionais de areas correlatas. Atualmente, a etapa de
Descoberta vem contando também com o papel dos informatas (quimio/bio e cientistas da
computagao/informagdo), uma vez que mais e mais a etapa de descoberta de um novo principio ativo
envolve a geracdo e mineragdo de grandes bases de dados. Novas disciplinas vém sendo também
inseridas, como a fisica voltada para imageamento bioldgico, usando novos recursos para obter imagens

de alta resolugédo de moléculas, proteinas, células e organismos inteiros.
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Os sincrotrons de quarta geragédo, como o Sirius (LNLS-CNPEM, Campinas, Brasil) ttm cada vez mais
importancia nesta etapa, mostrando em alta definicdo a biologia da doencga no inicio da etapa de Descoberta
e, ao final destes projetos, a interacdo do lead com o alvo biolégico e seu efeito no organismo. A
cristalografia de proteinas, que também utiliza raios X e fontes de luz sincrotron, tem papel central na etapa
da Descoberta de plataformas DD modernas, pois gera imagens tridimensionais da proteina alvo em
complexo com hits e leads, viabilizando o planejamento racional de moléculas baseado na estrutura do

receptor bioldgico (SBDD: structure-based drug design).

Outro diferencial de plataformas de Descoberta de farmacos é o uso de produtos naturais como moléculas
para triagem ou moléculas de partida. Como ja mencionado, os produtos naturais sempre tiveram e
continuam tendo papel importante na descoberta de novas estruturas quimicas e novos modos de agao

para o desenvolvimento de farmaco-candidatos.

Dito isto, a combinag&o de produtos naturais e tecnologias modernas, como as oferecidas por fontes de luz
sincrotron, aliada a formagéo e mineragédo de base de dados correlacionais traz diferenciais competitivos
Unicos para a etapa de Descoberta. A abordagem MPH utiliza esta combinacdo para inovar na area
farmacéutica no Brasil, empregando a biodiversidade brasileira e as tecnologias disponiveis no CNPEM,

como o Sirius e a plataforma computacional NP3,

Material e Métodos

Para este relato foram selecionadas as etapas principais da abordagem MPH (Molecular Power House),
desenvolvida pelo CNPEM e a Phytobios para descoberta de novos farmacos a partir da biodiversidade
brasileira usando alta tecnologia brasileira. Os métodos serdo descritos na se¢éo “Resultados”, juntamente
com a apresentacdo de cada etapa chave da abordagem MPH. S&o também incluidas informacdes

relevantes a partir da experiéncia de desenvolvimento de projetos em parceria com a industria farmacéutica.

Resultados e Discussao

A abordagem MPH para a descoberta de farmacos a partir da biodiversidade e novas tecnologias brasileiras

A abordagem MPH (Molecular Power House) visa viabilizar a descoberta de novos produtos naturais
bioativos, atuando desde a etapa da coleta de exemplares da biota até a produgao dos leads e farmacos-
candidatos, gerando no processo, importante informagdo molecular sobre o produto natural e seu
mecanismo de agdo. Isto garante a geragdo da informagdo quimica e biolégica para embasar o
desenvolvimento de novos farmacos, otimizando os processos da fase de Descoberta. Assim aproximam-
se o0 tempo e custo da etapa de descoberta de leads a partir dos produtos naturais dos processos
empregados em programas embasados em bibliotecas sintéticas, porém usando toda a diversidade quimica
dos produtos naturais. A partir dai, abordagens sintéticas, semissintéticas ou de extragédo dos hits e leads
a partir da fonte natural sdo empregadas, garantindo a realizagéo das etapas de otimizagdo dos hits e leads,

provas de conceito e estudos regulatérios in vivo (FIGURA 3).
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FIGURA 1: A abordagem MPH integra expedicbes de campo profissionalizadas, alta tecnologia para identificagéo e
caracterizagdo de produtos naturais bioativos (abordagem NP?®) e produgéo sustentavel dos insumos naturais visando
viabilizar plataformas de descoberta de farmacos a partir de produtos naturais para inovagao farmacéutica no Brasil.
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Coletas profissionalizadas com rastreabilidade das amostras e processo de produgao

A primeira etapa deste processo é garantir expedigcbes em campo rastreaveis para coleta, avaliagéo e
reposicdo dos compostos produzidos pela biota. A Phytobios desenvolveu um protocolo para padronizar
procedimentos de acesso, coleta e produgdo de amostras de componentes da flora no ambito da parceria
MPH. O objetivo deste protocolo foi fornecer informacgdes praticas para o planejamento e a execugéo da
amostragem, incluindo a escolha das éareas, boas praticas de manejo e a atencéo a legislagao, auxiliando
assim nos processos de tomada de decisdo sobre os melhores procedimentos a serem adotados nas
atividades de coleta de flora e nos cuidados que devem ser tomados com os ambientes onde estao as
espécies manejadas. O protocolo das expedi¢cdes de campo e coleta do material vegetal é apresentado no
Material Suplementar.

Preparacgao dos extratos vegetais

Para preparacgéo dos extratos brutos foi escolhido etanol como solvente padréo, por garantir a extragéo de
um amplo espectro de compostos, mesmo que alguns deles sejam extraidos com menor eficiéncia. As
modernas técnicas de isolamento e elucidagédo estrutural, associadas aos ensaios bioguiados de alto
desempenho, ou HTS (do inglés, high throughput screening) e técnicas de cristalografia permitiram esta
escolha de ter um solvente Unico para preparagéo dos extratos brutos. Os extratos sdo entdo concentrados
e a agua residual eliminada para seguir nas proximas etapas do processo.

182
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2022; Supl.(2): 176-192 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Descoberta de farmacos a partir de produtos naturais e a abordagem Molecular Trivella, Bruder, Oliveira, Porcaro et al
Power House (MPH)

Processo de fracionamento e construgao de bibliotecas pré-fracionadas

Os beneficios do pré-fracionamento para os esforcos de triagem tém sido discutidos anteriormente em
publicagbes cientificas. Para ensaios bioquimicos de HTS, o uso de bibliotecas pré-fracionadas reduz
significativamente o niumero de compostos presentes em amostras ativas e auxilia no isolamento e a
elucidagéo estrutural. Por exemplo, a biblioteca do National Program for Natural Products Discovery
(NPNPD), uma biblioteca pré-fracionada pertencente ao US National Cancer Institute (NCI), € composta de
sete fragdes por produto bruto extrato, e mostrou conter algo entre 2 a 28 compostos por fragdo quando
analisados por detectores LC-MS-ELSDHS,

Nés também mostramos recentemente, que bibliotecas pré-fracionadas trazem beneficios, tanto na detecgéo
quimica, como da atividade biologica de amostras naturaist’®, As fragbes enriquecidas reduzem a
complexidade das amostras (FIGURA 4A) e evidenciam compostos minoritarios, bioativos e raros (FIGURA
4B). A FIGURA 4B traz o espago quimico dos produtos naturais conhecidos detectados na biblioteca de
plantas brasileiras MPH, utilizando amostras de extratos brutos e fracdes enriquecidas. E evidente a expanséo
do espacgo quimico proporcionado pelas fragdes enriquecidas, principalmente na direcdo de moléculas mais

complexas, ainda no espago dos farmacos e moduladores alostéricos raros (FIGURA 4B).

FIGURA 4: Biblioteca pré-fracionada MPH.
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Legenda: (A) Exemplo de série cromatografica com 9 fragdes enriquecidas geradas a partir de um extrato bruto de planta.
(B) Mapeamento do espago quimico coberto por produtos naturais oriundos de amostras de extrato bruto e fragdes
enriquecidas de plantas brasileiras na biblioteca MPH.

Nesta analise as fragbes foram geradas por cromatografia liquida de fase reversa em sistema HPLC
preparativo. Os extratos brutos e fragdes enriquecidas gerados foram ressuspensos em DMSO, a
concentragdo de 10 mg/ml, e analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massas.
Os espectros de fragmentacéao obtidos foram contrastados com espectros de produtos naturais depositados
nas bases de dados GNPS e UNPD-ISDB. As anotagdes das estruturas (65% dos espectros) foram
consideradas para extragdo dos descritores moleculares dos produtos naturais e avaliagdo por analise de

componentes principais.

A abordagem NP? para prospecgio de moléculas bioativas a partir de bibliotecas pré-fracionadas

de produtos naturais

A instrumentagdo, hoje disponivel, permite a avaliagdo em alto rendimento (high throughput) e com alta
sensibilidade de alguns parametros fisico-quimicos e bioldgicos das moléculas naturais, sem a necessidade

de isolamento das moléculas e a partir de uma quantidade muito pequena da amostra natural (<ug).
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Técnicas como espectrometria de massas, ensaios bioldgicos em escala de nanolitros e cristalografia de
proteinas em larga escala s&o hoje, realidade e estao disponiveis no Brasil, como o acelerador de particulas
Sirius (LNLS-CNPEM, Campinas, SP, Brasil).

Estas técnicas, altamente sensiveis, sdo complementares e revelam a férmula molecular, a distribuicao
espacial e a atividade biolégica de moléculas naturais, mesmo que em misturas (forma de como séo
extraidas dos organismos da biota). Porém, os dados obtidos individualmente s&o imensos e incompletos.
No entanto, aplicando abordagens de mineragdo de dados e relagdo ortogonal entre as diferentes
informacgdes obtidas por tais técnicas experimentais, € possivel convoluir a informacao, retornando a
composigéo e a estrutura quimica da molécula bioativa oriunda da biodiversidade, além de sua conformagéo
e modo de interagdo com a proteina alvo. Isto retorna as informagdes desejadas sobre novas moléculas da
biodiversidade no contexto de descoberta de farmacos, em poucas etapas experimentais e quantidades

infimas da amostra da biodiversidade.

A plataforma computacional NP3, que € um conjunto de algoritmos capazes de tratar os 3 dados
experimentais e, em comparag¢do com bancos de dados correlacionais, retorna a estrutura quimica e modos

de interagdo do produto natural bioativo com a proteina alvo (FIGURA 5).

FIGURA 5: Representag&o esquematica da plataforma NP3, seus inputs experimentais, bancos de dados e algoritmos, e output.
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Conhecer a composi¢édo das amostras da biota é, portanto, um primeiro desafio. Esta etapa vem sendo
facilitada por abordagens de metabolémica baseadas em espectrometria de massasl'18l. O escaneamento
das amostras da biota por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) provém
informacdo da massa exata, espectro de fragmentacdo e tempo de retengdo cromatografico como os
parametros fisico-quimicos que descrevem cada molécula em uma amostra da biodiversidade. Os

seguintes parametros sao extraidos de analises LC-MS/MS:
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1. massa exata: férmula quimica (composi¢bes quimicas mais provaveis para uma dada molécula);

2. espectro de fragmentagdo: forma de quebra de uma dada molécula, indicando seus fragmentos
mais estaveis (fingerprint molecular);

3. tempo de retengdo cromatogréfico: revela a interagdo da molécula com matriz conhecida; no caso
de coluna de fase reversa (C18), indica a polaridade das moléculas e separa isdbmeros moleculares
(mesma férmula quimica, porém diferente arranjo espacial, conferindo diferente interagdo com a

matriz cromatografica).

A partir dos dados LC-MS/MS obtidos pode-se construir base de dados correlacionais anotadas, contendo
os espectros MS/MS de produtos naturais conhecidos e desconhecidos. Bases de dados publicas também
sao disponiveis, como UNPD-ISDB* (~300 mil espectros MS/MS calculados in silico a partir de produtos
naturais conhecidos e depositados no UNPD) e GNPS® (~10 mil espectros MS/MS experimentais de
produtos naturais). O CNPEM também esta construindo um banco de dados MS/MS de amostras da
biodiversidade (~6 mil amostras naturais, contendo ~50 mil espectros MS/MS) e moléculas sintéticas ou

naturais comerciais (~10 mil moléculas isoladas obtidas comercialmente).

Para correlacionar um novo fingerprint MS/MS com o base de dados utiliza-se como unidade de correlagao
um score de similaridade (MQScore) entre espectros MS/MS. Alguns algoritmos estéo disponiveis para isto,
como o desenvolvido no CNPEM e disponivel sob licenga GNU: NP3 MS workflow (INPI BR512021000074-
9) https://github.com/danielatrivella/NP3_MS_Workflow.

Em paralelo as analises quimicas das amostras naturais, almeja-se conhecer a bioatividade das amostras
naturais e, em particular, qual substancia que confere esta atividade bioldgica. Esta etapa é facilitada pela
abordagem NP3, através da avaliagdo de colegbes de produtos naturais pré-fracionadas por HTS (high
throughput screening), onde milhares de amostras da biodiversidade sdo avaliadas de uma s6 vez em
ensaio bioquimico ou celular. Como resultado, a cada amostra natural avaliada é retornado um valor de
bioatividade, como % de inibicdo da proteina ou % de efeito em células. Para afericdo ainda mais
quantitativa da atividade biolégica nas diferentes amostras naturais da série cromatografica presente na
biblioteca quimica pré-fracionada (vide FIGURA 4), faz-se curvas de diluigdo seriada destas amostras,
ainda em escala miniaturizada, extraindo-se os valores de poténcia (ICso ou ECso, por exemplo) de cada

amostra da série bioativa.

Comparando-se a presenca de cada fingerprint quimico LC-MS/MS com os valores de atividade bioldgica
em cada amostra da série cromatografica, extrai-se o coeficiente de correlagéo de atividade bioldgica (BCC:
bioactivity correlation coeficient) para cada fingerprint quimico (produto natural), correlacionando a
bioatividade observada com a quantidade de cada produto natural detectado por espectrometria de massas
em cada amostra da biodiversidade analisada. O BCC é calculado por correlagdo de Spearman e é
realizado automaticamente pelo algoritmo NP3 MS workflow, modulo biocorrelation, desenvolvido no
CNPEM. Com isto, obtém-se um ranking de produtos naturais candidatos a explicar a bioatividade
observada nesta série cromatografica. Ademais, os fingerprints quimicos sdo comparados a base de dados
de espectros MS/MS, onde pode-se entéo realizar a anotagéo de estruturas quimicas correspondentes a
estes fingerprints quimicos, iluminando a estrutura quimica e classes de produtos naturais presentes nas

amostras bioativas.
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Uma complementag&o importante da abordagem NP3 & o uso de cristalografia de proteinas no processo de
elucidacdo e proposi¢ao do produto natural bioativo em uma dada amostra bioativa da biota. Utilizando o
pipeline instalado na abordagem NP? é possivel capturar o produto natural bioativo diretamente em cristais
da proteina alvo, revelando sua estrutura tridimensional e o sitio de interagdo com a proteina alvo. O produto
natural bioativo, contido na mistura de moléculas naturais desconhecidas da amostra da biota, é
diretamente capturado no cristal da proteina alvo por meio da técnica de captura cristalografica, sem
necessidade de isolamento a partir da amostra da biota. A captura cristalografica consiste em incubar o
cristal da proteina com a amostra natural bioativa. Este experimento é realizado em escala de microlitros,
consumindo poucos microgramas da amostra natural. Os experimentos de difracdo de raios X sado
realizados em estagdes experimentais, como a linha Manaca do SIRIUS (LNLS-CNPEM), um acelerador
de elétrons de ultima geragdo, que entrou recentemente em operagdo no CNPEM, em Campinas-SP. Os
dados de cristalografia de proteinas provém o mapa de densidade eletrénica da proteina, o qual é utilizado
para calcular sua estrutura atdbmica em 3 dimensbes. Na abordagem NP3, a densidade eletrénica
remanescente revela a presenga do produto natural bioativo ligado a proteina, seu sitio e posi¢bes atébmicas

de interagcdo com a proteina alvo (FIGURA 5, input cristalografia de proteinas).

Dados ortogonais de espectrometria de massas e cristalografia de proteinas resultam na sugestdo da
molécula bioativa, seu potencial de inovagdo e novidade quimica e bioldgica (FIGURA 5, output). A
abordagem NP3 utiliza um minimo da amostra (~100 ug), sem necessidade de isolamento do produto
natural, pois as técnicas empregadas, em si, conseguem analisar individualmente os produtos naturais,
mesmo que em misturas complexas de amostras da biota. Tdo importante quanto a escala reduzida, € a

escala de tempo da abordagem NP3, sendo que o procedimento completo pode ser realizado em 1 semana.

Para confirmar a estrutura quimica e atividade bioldgica do produto natural sugerido pela abordagem NP3,
¢é valido investir no isolamento desta substancia natural. Porém, isto so6 é realizado para os produtos naturais
que de fato se mostrarem inovadores, tanto em relagéo a estrutura quimica, quanto ao sitio e modo de

interagdo com o alvo bioldgico (proteina).

Os estudos confirmatérios e de caracterizagao adicional do produto natural bioativo selecionado pode
requerer muito material de partida (dezenas de gramas do extrato natural) e muito trabalho de laboratério
(meses de etapas de separacdo que requerem solventes organicos). Ao mesmo tempo, o trabalho de
isolamento do produto natural deve ser acompanhado de reavaliagdo da atividade bioldgica das amostras
geradas, o que infere uma sincronia de experimentos quimicos e bioldgicos. Na abordagem classica de
descoberta de produtos naturais bioativos, a substancia de interesse s6 é revelada apds a conclusdo deste
longo e laborioso processo. Nestes casos, muitas vezes a molécula ndo tem potencial de inovagao - ndo é
nova, atua por mecanismo de acao indesejado (téxico ou ja com outras moléculas disponiveis no mercado),
é de obtencéo inviavel (por fonte sintética ou natural), ou tem propriedades farmacocinéticas nao ideais
para prosseguir na cadeia de desenvolvimento. Por isso, é essencial conhecer de antemdo quem € o
produto natural bioativo da amostra da biota e seu potencial de inovagéo na area terapéutica de estudo,
antes de partir para os esforgos de isolamento e caracterizagao adicional do produto natural bioativo. Esta
¢ a informac&o essencial que a abordagem NP2 traz, rapidamente e em escala miniaturizada, focando os
esforgos e dificuldades inerentes a pesquisa em produtos naturais apenas as amostras da biota e produtos

naturais com potencial de inovagéo.
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Estratégias de aproveitamento da informagao e potencial de inovagao

A informagdo que um complexo cristalografico alvo: proteina com atividade confirmada oferece é
extremamente valiosa para a descoberta e o desenvolvimento de farmacos. Na hipétese de que o produto
natural hit apresente bom potencial de obtengdo da fonte natural, ou por sintese (ou até semi-sintese),
estratégias de avaliagdo de analogos por estudos in silico (docking e SBDD) podem ser conduzidas. A sintese
dos anéalogos com maior potencial visa melhorar tanto a afinidade pelo alvo, quanto suas propriedades e

farmacocinéticas, uma vez que estas sao diretamente correlacionadas a estrutura quimica dos compostos.

Estratégias de aproveitamento da fonte natural para a produgcdo de novos analogos para avaliagdo
biolégica, por semi-sintese, podem ser também contempladas. Na hipotese contraria, a sintese total pode

ser empregada, porém com limitagdes inerentes a complexidade dos produtos naturais.

Alternativamente, as caracteristicas do sitio de ligagdo da molécula hit ainda podem ser aproveitadas para
realizar triagens virtuais (por computador) de bibliotecas comerciais, procurando entdo novos hits, desta vez
baseados em estruturas quimicas mais acessiveis do ponto de vista sintético. Em ambos os casos - derivados
do produto natural hit ou novas classes quimicas - ciclos de otimizagdo podem iniciar, onde cada ciclo aponta
quais porcdes das moléculas proporcionam alta afinidade e/ou pardmetro farmacoldgico adequado. Estas
analises sdo chamadas de relagao estrutura-atividade (SAR, do inglés structure activity relationship) e/ou
estrutura-propriedade (SPR, do inglés structure property relationship). Vale entdo destacar novamente a
importancia dos produtos naturais como fonte de inspiragéo para novos farmacos, sejam eles derivados da
estrutura quimica inicial ou tenham estes sido produzidos de novo a partir das informagdes valiosas fornecidas
pelo modo de interagdo com o alvo biolégico envolvido na doenga. Um exemplo de aplicacdo destas
estratégias ¢ ilustrado na FIGURA 6, a exemplo de projeto de inovagdo em desenvolvimento em parceria com
a Unidade de Inovagao Radical do Aché Laboratérios (Guarulhos, SP, Brasil), em alinhamento ao Programa
Bioprospera® do Aché 19, sendo co-financiado pela EMBRAPII (FIGURA 6A).

O projeto ilustrado na FIGURA 6 iniciou da triagem da biblioteca pré-fracionada MPH, passando pela
abordagem NP3 para a descoberta de produtos naturais bioativos e novos sitios de ligagdo na proteina alvo.
Duas classes de produtos naturais foram identificadas apoés a triagem da biblioteca MPH. Os estudos
cristalograficos mostraram a ligacdo destes produtos naturais em dois sitios distintos da proteina alvo (sitio
#1 e sitio #2) - FIGURA 6B. Estes achados sao inéditos, relacionando novos sitios € modos de ligagdo de

pequenas moléculas com a proteina alvo, assim como novas classes quimicas de ligantes desta proteina.

As informagdes estruturais obtidas para sitio de ligagdo #1 foram empregadas para triagem virtual de
moléculas comerciais, visando melhorar as propriedades fisico-quimicas do produto natural hit e sua poténcia
de ligacao ao alvo. Foi encontrada uma molécula com boas propriedades de farmaco e facil obtengao sintética,

e que ainda demonstrou melhora de poténcia ao alvo isolado e células modelos em 10 vezes.

Para o sitio #2, as informagbes estruturais foram utilizadas para desenhar racionalmente novas moléculas
da mesma classe quimica, porém com propriedades fisico-quimicas superiores e maior poténcia de inibigao
da proteina e das células alvo. Ambos os parametros foram otimizados em relagéo ao produto natural que
inspirou a série quimica. Mais importante, o sitio de ligagado desta nova classe de produtos naturais a este

alvo terapéutico mostra um novo mecanismo de regulagdo alostérica do alvo, sendo totalmente inovador.
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FIGURA 6: Bioprospecgao da biblioteca MPH e desenvolvimento de leads a partir de informagéo estrutural e de
bioatividade de produtos naturais.
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Legenda: (A) Representagdo esquematica do projeto. (B) Exemplo de uso da informacéo obtida a partir de produtos
naturais e aplicagdo da abordagem NP?® para inspirar o desenvolvimento de novos leads. VS: virtual screening, SBDD:
structure-based drug design.

A colaboragdo com o Aché Laboratérios, que possui um programa especifico para pesquisa e
desenvolvimento de produtos naturais, denominado Bioprospera® [, tem permitido o desenvolvimento de
uma abordagem translacional para a biblioteca MPH, por meio do planejamento racional de farmacos a
partir de hits identificados na biblioteca MPH visando identificar inibidores potentes, seletivos e com boas
propriedades farmacocinéticas para os alvos de interesse. Além disso, a definicdo do “Perfil de Produto
Alvo” para os candidatos & farmaco, em conexao ao desenho de ensaios e métodos de screening focados
em avaliar o potencial desses candidatos, tem guiado a identificacdo de moléculas que possam ser
utilizadas no contexto da refratariedade de tumores as terapias atuais, ou mesmo na avaliagao do potencial
sinérgico dessas moléculas com as terapias vigentes.
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Reabastecimento (resupply) de compostos hits e a importancia da rastreabilidade

No entanto, nem sempre a informacdo obtida em escala miniaturizada pode ser diretamente utilizada
para inspirar novos leads e, muitas vezes, o produto natural em si ja representa uma molécula otimizada
para avangar na cadeia de desenvolvimento de novos farmacos. Faz-se entdo necessario o

reabastecimento (resupply) de extratos, o que também é contemplado na abordagem MPH.

O resupply dos extratos selecionados nas etapas miniaturizadas do projeto é necessario para etapas de
confirmagdes da estrutura quimica e bioatividade da descoberta. Esta etapa de confirmagao requer gramas
dos extratos para o isolamento de miligramas do produto natural isolado. Ja nos casos em que produto
natural per se sera avangado para as etapas de identificagdo do alvo (em caso de prospecgao a partir de
ensaios fenotipicos), estudos em células e testes em animais, é necessario obter gramas do produto natural

isolado, requerendo, em geral, quilos dos extratos.

Na plataforma MPH, a questéo do resupply € mapeada ja na etapa das expedigdes de campo iniciais. Isto
ocorre por meio de um procedimento de coleta padronizado (vide material suplementar), que reune
ferramentas de rastreabilidade incluindo, entre outros, o registro preciso do local e condi¢des climaticas da
coleta e identificagdo assertiva da espécie botanica coletada. Este procedimento de coleta, aliado ao
registro da assinatura quimica das amostras por espectrometria de massas, resulta em uma robusta base
de dados das expedigbes e espécimes, que sdo fundamentais para garantir a rastreabilidade das amostras

e compostos bioativos, bem como do reabastecimento de extratos selecionados ao longo do projeto.

Vale também comentar que, apesar de todo esforgo de rastreabilidade, fatores externos como queimadas,
mudancas climaticas, negociacdes de areas podem continuar sendo fatores de risco para o resupply. O
gerenciamento destes riscos traz retornos do ponto de vista do potencial de novidade para estruturas
moleculares inéditas nos biomas brasileiros. Em adigédo, a robusta base de dados constituida desde a
primeira coleta da espécie permite, além de localizar a espécie em seu local original de coleta, encontrar
localizagbes adicionais alternativas, ou ainda, ampliar a fonte do produto natural de interesse para espécies
relacionadas por quimiotaxonomia. Contudo, estas sdo algumas das abordagens empregadas na

Plataforma MPH para contornar os principais riscos inerentes ao resupply de produtos naturais.

Por fim, a capacidade de adquirir quantidades suficientes dos produtos naturais bioativos para fases
posteriores do desenvolvimento, como a pré-clinica, esta melhorando. Porém, ainda existem desafios que
requerem otimizagao e processos individualizados para extragéo e isolamento do produto natural bioativo em
escala. A plataforma MPH expande alternativas para o escalonamento da produgédo de insumos naturais,
visando resolver os problemas do reabastecimento, mesmo considerando as particularidades dos diferentes
extratos vegetais e a escala de quilogramas necessaria para as etapas finais da fase de Descoberta. A
Phytobios instalou um laboratério no Piaui para preparagdo de extratos em escala de bancada. Mais
recentemente, conta com um laboratério construido no ambito do Grupo Centroflora em Campinas-SP, para

aumento da escala da produgéo customizada dos extratos em escala piloto de gramas e quilogramas.

Cadeias produtivas sustentaveis

Ja na escala de producéo industrial do IFA, a Centroflora, industria nacional da qual a Phytobios é vinculada,
também prospecta a formagao de cadeias produtivas sustentaveis como uma abordagem importante tanto para

fornecimento do insumo natural quanto para o desenvolvimento econdmico das regides ricas em biodiversidade
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através da bioeconomia. Um exemplo de uma molécula comercial obtida a partir de esforgos em torno de uma
cadeia de suprimentos sustentavel é a pilocarpina do Jaborandi. Quando é possivel utilizar a molécula isolada
para semi-sintese de ingredientes farmacéuticos ativos, o impacto socioambiental pode ser de grande relevancia.
O mercado de jaborandi tem desempenhado importante papel econdmico criando oportunidades de emprego e

proporcionando uma renda importante conectando coletores a industria farmacéutica.

Estima-se que o extrativismo do jaborandi correspondeu a maior receita para milhares de familias do
Nordeste/Norte brasileiro durante o pico de extragdo (1970-1980) no Maranhdo e no Para. Apesar das
flutuagbes de mercado e da reducao nas areas onde ocorre naturalmente, o jaborandi ainda é coletado,
principalmente em areas silvestres. No geral, essas atividades permanecem economicamente viaveis
porque o preco da pilocarpina sofreu um aumento significativo (até 36%) nas ultimas duas décadas, quando
a capacidade de oferta de pilocarpina diminuiu enquanto sua demanda n&o2%. Além disso, a pilocarpina é
atualmente o oitavo ingrediente farmacéutico mais exportado do Brasil, alcangando cerca de US$ 6,8
milhdes anol2!l, Entre as estratégias para preservar a sustentabilidade desta cadeia produtiva esta
aumentando o numero de areas cultivadas e estabelecimento de reservas naturais para manter diversidade

genética e viabilidade populacional(22,

A experiéncia adquirida no Brasil, com estas cadeias produtivas, abre portas para o estabelecimento de
novas cadeias produtivas voltadas as plantas com novas agdes medicinais, as quais comegam a serem
descobertas através da abordagem tecnoldgica e integrada para a descoberta de novos farmacos a partir
de produtos naturais descrita aqui. Isto permitira o estabelecimento de novos ‘cultivares’, produgdo
agroecoldgica ou extrativismo sustentavel, tendo impactos no desenvolvimento socioambiental do Brasil

bem como para a inovagéo farmacéutica no pais.

Conclusao

Os recentes desenvolvimentos cientificos, avangos tecnoldgicos e tendéncias de pesquisa apresentados
indicam claramente que os produtos naturais continuardo entre as fontes mais importantes de novos
medicamentos também no futuro. O estabelecimento de plataformas integradas, como a plataforma MPH,
é de fundamental importancia para avancar na pesquisa e inovagcédo farmacéutica a partir de produtos
naturais, embasando também o estabelecimento de cadeias sustentaveis. Estas atividades e perspectivas
tém impacto direto no desenvolvimento cientifico e econdmico, na inovagdo e na sustentabilidade dos
biomas brasileiros, através da bioeconomia direcionada pela inovagao farmacéutica. Apesar do alto
investimento necessario e dos riscos inerentes a etapa de Descoberta de novos farmacos, a busca por
solugdo para doengas que ndo tem cura (necessidades médicas ndo atendidas) é incessante. A natureza
pode trazer respostas e também gerar retorno sobre os investimentos realizados. A jungao de tecnologias
de ponta em uma abordagem integrada a maior biodiversidade do planeta traz para o Brasil a oportunidade

de figurar no cenario mundial de descoberta de novos farmacos.
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