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Estratégia OSMAC: Um Método Acessivel para a
Descoberta de Novas Substancias Microbianas

OSMAC Strategy: An Affordable Method for the Discovery of New
Microbial Compounds

Raissa Rezende Ferreira,® Jacqueline Santos Cruz,*™ Lidilhone Hamerski*

Natural products from microbial origin have always been an abundant source of structurally diversified
secondary metabolites, which have been used in the pharmaceutical, agrochemical, and food industries.
Furthermore, the biotechnological potential of microorganisms is huge however, the quickness to discover
new bioactive secondary metabolites has been slowing down due to the use of the same conventional
cultivation and isolation procedures. Genomic studies have been shown of the secondary metabolites
production on microorganisms is underestimated, there are many essential gene clusters for the biosynthesis
of different classes of compounds, but they are silenced under cultivation conditions. Thus, new approaches
were developed to improve the production of new bioactive metabolites by activating the silenced genes.
The OSMAC (One Strain Many Compounds) strategy has been a simple and effective approach to
activate new metabolic pathways, and consequently the synthesis of new secondary metabolites. Thus, the
paper briefly presents the main concepts of the OSMAC strategy to induce the production of secondary
metabolites that are not expressed in conventional laboratory culture conditions, and thus favour the
discovery of new microbial natural products.
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1. Introducao

Os produtos naturais, particularmente aqueles de origem microbiana, sempre foram uma
fonte abundante de metabdlitos estruturalmente diversificados e com amplas aplica¢des nas
inddstrias farmacéutica, agroquimica e alimenticia. Os registros histéricos mostram que
o uso dos micro-organismos pelos povos da regido da Suméria, Georgia e Egito datam de
aproximadamente 6000 a.C.. A levedura Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, era usada para
a fermentac@o de cerveja, vinho e pdo.' Séculos mais tarde o vinho estragado por bactérias
do género Acetobacter levou a descoberta do vinagre pelos babilonicos. Hipdcrates (420 a.C.)
considerado o pai da medicina moderna, recomendava preparados de vinagre para limpeza
de ulceragdes e no tratamento de feridas.* Durante a Dinastia Ming (1368-1644) o fungo
Shitake (Lentinula edodes) foi utilizado como tonico para aliviar dores e fadigas, associadas
ao envelhecimento, e na preven¢io de doengas cardiacas e pulmonares.’

A relevancia dos micro-organismos era conhecida desde as civilizagdes antigas, entretanto,
foi a descoberta da penicilina (Figura 1) em 1929 por Alexander Fleming que revolucionou o
desenvolvimento de medicamentos.® A producio da penicilina pelo fungo Penicillium notatum foi
um grande marco na medicina moderna sendo o primeiro firmaco bem-sucedido no tratamento
de infec¢des bacterianas.” Desde entfio, compostos derivados de micro-organismos (Figura 1)
tém sido isolados e usados na medicina, agricultura, inddstria alimenticia e pesquisa cientifica.?

Os produtos naturais de origem microbiana também ganharam espaco e importancia na
industria de cosméticos.” Nas tltimas décadas houve um aumento considerdvel na demanda
de cosméticos pelo mercado internacional, principalmente para produtos de beleza produzidos
a partir de fontes bioldgicas. A receita do mercado internacional de cosméticos em 2019 foi
avaliada em US$ 380,2 bilhdes e estima-se que a taxa de crescimento anual pode chegar a
5,3% no periodo de 2021 a 2027.'° Micro-organismos ricos em acidos graxos, peptideos,
vitaminas, lipopolissacarideos, pigmentos, além de aminoacidos e enzimas com propriedades
anti-inflamatdrias, antioxidante e anti-idade sdo alvos de investigagdo na industria cosmética
(Tabela 1).''> Até neurotoxinas como a toxina botulinica (Botox®) produzida pela bactéria
Clostridium botulinum usada inicialmente para tratamento de doengas como estrabismo e
distonia cervical, tem sido muito utilizada em tratamentos de rugas de expressdo.'>!*
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Figura 1. Metabdlitos isolados de micro-organismos utilizados como medicamentos: antibiéticos
(1, 2), imunossupressor (3) e anticolesterolémico (4)

Metabdlitos secunddrios microbianos continuam
a desempenhar um papel significativo no processo de
descoberta e desenvolvimento de produtos biologicamente

ativos. Esse arsenal quimico € resultado da constante
evolucdo e sobrevivéncia em diferentes habitats e
hospedeiros, e € formado através de vias multienzimdticas

Tabela 1. Substancias produzidas por micro-organismos usadas na industria de cosméticos

Classificacdo Substancia Espécie Aplicacao Cosmética Referéncia
Reduz a volatilidade dos
Oligossacarideo Ciclodextrina Bacillus subtilis ésteres, preservando os 15
aromas
‘. . . . Anti-i a
Acido Hialurdnico Streptococcus thermophilus nti-idade engeneragao da 16,17
Rhamnolipideo Pseudomonas sp. Emulsificante 18
Biossurfactantes Surfactina Bacillus subtilis Antirrugas 19
Manosileritritol Pseu.dozy ma SI,) ) Hidratante 20,21
Candida antartica
Soforolipideos Candida sp. Emulsificante e detergente 22
. . P " . Antioxi a
Pigmento Astaxantina Bracoccus sp ntioxidante e regeneragao 2324
Aurantiochytrium sp. da pele
. . . Protetor UV, antioxidante,
Zeaxantina Corynebacterium autotrophicum rotetor . antioxidante 25
hidratante
. Dextrana Leuconostoc mesenteriode Promove brilho e maciez da 26
Exopolissacarideos pele
Alginato Pseudomonas a.erugmo:va Espessan.te e a%ente de 27
Azotobacter vinelandii gelificacdo
Xantana Xanthomonas spp. Espessante e emulsificante. 28,29
. . Mari . Antioxi X -UV
Superdxido dismutase arinomonas sp. nt10x1da'nte .protetor UVe 30
Thermus thermophilus cicatrizante
Bacillus subtillis . .
. . . Antirrugas, esfoliante,
Enzimas e Proteinas Queratinase Streptomyces sp. . 31,32
. . remogdo de cabelo
Aspergillus candidus
Clostridium histolyticum
1 R a 1
Colagenase Vibrio alginolyticus egeneracdo da pele 33
Outros Acido Lético hazopus‘sp. Hldratantej promove maciez e 3435
Lactobacillus suavidade da pele.
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reguladas por um conjunto de genes denominados genes
biossintéticos.’**” Estes genes sdo responsaveis por modular
os substratos base, pelo transporte de produtos/substratos,
por responder aos estimulos regulatérios e de resisténcia
etc.’” Indubitavelmente, o potencial biotecnoldgico dos
micro-organismos € imenso, contudo, a velocidade de
descoberta de novos metabolitos secundarios bioativos
diminuiu devido ao uso dos mesmos procedimentos
convencionais de cultivo e isolamento.

O potencial biotecnolégico dos micro-organismos
respalda-se nos estudos de gendmica e demonstra que a
capacidade total de produgdo de metabdlitos secundarios
destes seres vivos estd subestimada. Isto significa que
as espécies consideradas cultivaveis apresentam muitos
clusters essenciais para biossintese de diversas classes
de substincias, mas estdio silenciados nas condi¢gdes de
cultivo até hoje conhecidas e testadas. Recentemente,
novas abordagens foram desenvolvidas com o objetivo de
melhorar a produgdo de novos metabdlitos bioativos. Entre
elas a estratégia OSMAC (One Strain Many Compounds —
“uma cepa muitos compostos”, tradugdo livre do inglés)
tem sido uma abordagem simples e eficaz para ativar novas
vias metabdlicas e consequentemente a sintese de novos
metabdlitos secunddrios. Assim, neste artigo € apresentado
de forma resumida os principais conceitos vinculados a
estratégia OSMAC para induzir a producio de metabdlitos
que ndo sdo expressos em condi¢des convencionais de
cultura de laboratdrio, € assim favorecer a descoberta de
novos produtos naturais microbianos.

2. Micro-Organismos: “Uma Caixinha de
Surpresas”

A influéncia dos micro-organismos no bem-estar da vida
humana vem de alguns milénios, esse fato € inquestionavel,
e ainda o serd por vérios outros.! Entretanto, hd muito que
ainda ndo sabemos sobre estes seres vivos, a comecar pelo
nimero de espécies que habitam o planeta Terra. Estima-se
que hd entre 10° ou 10° espécies de micro-organismo, mas
apenas alguns milhares foram isolados e identificados. Aqui,
entra outra estimativa, mais de 99% dos micro-organismos
do ambiente furtam-se ao cultivo em laboratério, ou seja,
sdo micro-organismos classificados como nao cultivaveis.*®
Desenvolver métodos ou tecnologias que permitirdo o
cultivo destes micro-organismos é um dos desafios que
precisa ser superado.

O parametro de cultivo ndo influéncia apenas o
crescimento ou ndo dos micro-organismos, mas também
influéncia a sintese dos metabdlicos secunddrios. Este
fato torna-se mais claro e evidente com a combinagdo
de resultados de todos os produtos génicos: genoma,
transcriptoma, proteoma e metaboloma, de diversos estudos
com micro-organismos cultivaveis.**=*!

Actinobactérias e fungos filamentosos foram os
primeiros micro-organismos a terem a sequéncias completas
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do genoma e constatou-se que eles tém um potencial para
produzir metabdlitos secundarios com estruturas complexas,
muito maior do que o observado por estudos tradicionais
de triagem apoiada em atividade bioldgica.*>** Outros
estudos corroboraram com esta conclusao e a identificacio
de clusters de genes biossintéticos (BGC, sigla em inglés)
de metabdlitos secundarios, estruturalmente distintos, foram
detectados.*¢ Os principais agrupamentos de genes que
codificam enzimas tipicamente envolvidas na biossintese de
metabdlitos secundarios sdo: policetideos sintases (PKSs),
peptideos sintetases nao ribossomicos (NRPSs), terpeno
ciclases (TCs), dimetilalil triptofano sintases (DMATSs),
terpeno-sintases e sider6foro sintetases independentes de
NRPS.3747

O genoma de fungos e bactéria demonstra a formidéavel
capacidade destes seres vivos em produzir uma gama de
substancias quimicas que poderdo desempenhar um papel
crucial na vida do ser humano, um medicamento para
tratar uma doenga sem opgdes terapéuticas ou um novo
antibidtico, por exemplo.*® Entretanto, sabe-se também que
esse arcabougo enzimético, na maioria das vezes, permanece
inativo, isso porque o metaboloma €é uma resposta da
expressio génica e o fendtipo geral do organismo, ou seja,
os metabolitos secundarios ndo dependem exclusivamente
do genoma, depende também, e principalmente, do meio
ambiente ou mutacdo.* Deste modo, encontrar ferramentas
mais eficientes para identificar os BGCs e métodos mais
eficazes para ativa-los, sob condi¢des padrao de crescimento
em laboratdrio, tem incentivado diferentes pesquisadores
das mais diversas dreas cientificas. E importante lembrar
que ha outro aspecto que requer atengdo: qual € a funcéo
biolégica dos metabdlitos secunddrios? A compreensio
da fungdo biolégica poderd contribuir para uma melhor
assimilagdo das condi¢des de cultivo que facilitariam a
ativagao de um BGC especifico ou de interesse. Na natureza,
as fungdes dos produtos do metabolismo secunddrio de
micro-organismos sdo ecoldgicas e principalmente usadas
para defesa, aquisicao de nutrientes, dicas de assentamento,
simbiose, “comunicacdo” intra e inter-espécies, entre
outras.**!

Portanto, o principal obstaculo, para atingir o potencial
das abordagens baseadas na gendmica para a descoberta de
novos produtos naturais microbianos, € ativar a expressao de
BGC:s silenciosos nas condigdes de cultivo em laboratério.
Virias abordagens sdo utilizadas para este fim, como
abordagens pleiotrépicas e especificas de vias para ativagdo
de BGC. Neste contexto, a estratégia OSMAC insere-se
como uma abordagem pleiotrdpica.>?

3. Estratégia OSMAC — Uma Cepa, Muitos
Compostos

A abordagem OSMAC, descrita pela primeira vez por
Zeeck e colaboradores, representa uma das estratégias mais
importantes para a diversificacio do perfil metabélico dos

855



Estratégia OSMAC: Um Método Acessivel para a Descoberta de Novas Substancias Microbianas

micro-organismos.>® Esta abordagem visa a obtencdo de
uma variedade de substincias a partir de uma tnica cepa
de micro-organismo. Para tanto, alteragcdes nos pardmetros
de cultivo, como: meio de cultura, condicdo de cultivo
(mudancas na temperatura, no pH e na concentracdo de
oxigénio), estado de cultivo (meio liquido, sélido, estitico
ou dindmico), co-cultivo com outras espécies, adi¢cdo
de modificadores epigenéticos, adi¢do de precursores
biossintéticos ou inibidores enzimadticos sdo utilizados para
induzir a produgdo de novos metabdlitos secundarios.>>*

3.1. Variagao do meio de cultivo

As condicdes de cultivo exercem efeito no crescimento
e no metabolismo de qualquer micro-organismo. Assim,
fontes de carbono e nitrogénio, salinidade, {ons metalicos,
fontes de enxofre, fésforo e halogénios podem regular o
grau e o padrdo da expressdo dos genes de metabdlitos
secundérios microbianos.>

A fonte de carbono exerce uma influéncia significativa
na regulagdo do metabolismo primério e secundario
microbiano. > Proporciona a base para a construgdo
de biomassa, fornece unidades de carbono para os
metabdlitos secunddrios e € uma fonte de energia para
todos os heterétrofos.? Um excelente exemplo € a quitina,
biopolimero renovdvel mais abundante nos oceanos e
constitui uma importante fonte de carbono em ambientes
marinhos. Gram e colaboradores relataram que a producéo
do antibiético peptidico andrimida (5, Figura 2) em Vibrio
coralliiltycus, uma bactéria marinha que pode ser patogénica
de corais e crusticeos, foi estimulada quando uma das
fontes de carbono no meio de cultura foi a quitina.’’”* A
producao da andrimida foi mais que o dobro em meios

contendo quitina como a tnica fonte de carbono em relacéo
as células cultivadas com glicose. Desse modo, a produgdo
de andrimida poderia ser regulada por fontes naturais de
quitina.”’

O nitrogénio € usado na sintese de proteinas essenciais
e 4cidos nucleicos, fornecendo unidades de nitrogénio para
os metabdlitos secunddrios e possuindo uma influéncia
significativa no metabolismo desses produtos.*® O consumo
desse nutriente pode afetar o pH do cultivo em caldo, por
exemplo, pelo acimulo de amo6nia.>® Estudos realizados
com o fungo Penicillium sp. mostraram a influéncia do
nitrogénio na producdo dos pigmentos PP-V (6) e PP-R
(7), quando cultivado em um meio contendo amido soldvel,
nitrato de amonio, extrato de levedura e tamp@o citrato em
pH 5.9 Apesar de haver a disponibilidade de nitrogénio
tanto no nitrato quanto na amonia, o nitrogénio da amonia
foi mais eficaz para a sintese dos pigmentos. Por outro lado,
em um meio livre de nitrato de amonio, o fungo produziu
exclusivamente os pigmentos PP-O (8) e PP-Y.01:¢2

A concentragdo da fonte de nitrogénio também alterou
significativamente o padrdo de metabdlitos secundarios
produzidos pelo Aspergillus aculeatus isolado do mamao
Cariaca papaya. A adicdo de 3,5 % de NaNO; estimulou
a producdo de conjugados do dcido L-triptofano-fenildtico
(9), além de outras substancias: N-[(25)-2-hidréxi-1-0x0-3-
fenilpropil]-L-triptofano metil éster (10), N-[(2S5)-2-hidréxi-
1-oxo-3-fenilpropil]-L-triptofano (11) e acudioxomorfolina
12).%

O cultivo de micro-organismos em diferentes meios de
cultura também possibilita a expressio de genes biossintéticos
favorecendo a sintese de novos metabdlitos. O estudo com
Streptomyces sp. marinho, em diferentes meios de cultura,
mostrou a presenca predominante de octapeptideos ciclicos
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Figura 2. Metabdlitos produzidos por micro-organismos a partir da variagdo das fontes de carbono e nitrogénio.
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(surugamida A, 13, Figura 3) quando cultivado no meio de
amido-caseina. Também foram produzidos a desferrioxiamina
E, 4cido xanturénico (14) e uma dicetopiperazina (15). Além
disso, quatro regides biossintéticas de agrupamentos de genes
de metabdlitos secundarios foram detectadas. Entre elas, o
gene relacionado como sider6foro desferrioxamina E, os
genes responsaveis pela biossintese de dicetopiperazinas, o
gene descrito para a biossintese de pepticinamina E e o gene
biossintético das surugamidas.*

A estratégia OSMAC adotada para o fungo Trichoderma
harzianum mostrou mudangas significativas na producdo
de metabdlitos secunddrios usando dois meios de cultura
diferentes, arroz e Czapek. Da cultura do arroz, foi isolado
a tricoharzina B (16) e a metil-tricoharzina. Uma nova
quinolina halogenada, a etil-2-bromo-4-cloroquinolina-3-
carboxilato (17), foi obtida da cultura de Czapek.%

A salinidade, em conjunto com a temperatura e pressao
osmotica alteram os processos fisiolégicos, morfoldgicos
e bioquimicos dentro do sistema de cultivo afetando
o metabolismo microbiano.®® A salinidade adequada é
importante para o crescimento microbiano normal, por outro
lado, a alta pressdo osmotica desidrata as células e afeta
as reagOes bioquimicas microbianas.’” A pressdo osmética
também € alterada em meios de cultura suplementados com
diferentes halogénios. Assim, o processo para restaurar o
equilibrio osmético pode ativar outras vias metabolicas, e
consequentemente ativar os genes biossintéticos que estio
silenciados no micro-organismo nessas condigdes de cultivo.
Avaliando o crescimento em diferentes salinidades, Saha
e colaboradores monitoraram a producdo de um lipidio
antimicrobiano (18, Figura 4) da actinobactéria marinha
Streptomyces thermocarboxydus usando aguas naturais

%

e 4gua do mar artificial contendo apenas NaCl. Embora
este isolado cresca em até 20% de NaCl, a produgio do
antibidtico cessou a uma concentracdo entre 5% e 10%.%

Culturas de Aspergillus falconensis isolado de sedimentos
do Mar Vermelho, produziram azafilonas cloradas (19) ap6s
fermentacdo em meio arroz suplementado com 3,5 % de
NaCl. A substitui¢do do cloreto de sédio por brometo
de s6dio na mesma propor¢do gerou novas azafilonas
bromadas (20-21), bem como um derivado nao halogenado
(22). A azafilona 21 apresentou melhor atividade inibitéria
contra o fator NK-k[f3 em linhagens de células de cancer de
mama.® A adicdo de halogé€nios ndo interfere apenas na
resposta metabdlica de micro-organismos marinhos, mas
também influencia a de terrestres. Estudos com o fungo
Dothideomycete sp., isolado da espécie de planta Tiliacora
triandra, mostraram a producdo de novos policetideos
(23-26) quando cultivado em meio suplementado com
KBr ou em dgua do mar. Entretanto, estes metabdlitos ndo
foram detectados quando esta espécie foi cultivada em meio
contendo KI ou em agua deionizada.”™

O efeito das concentragdes de foésforo na producido de
metabdlitos secundarios por micro-organismos também tem
sido alvo de pesquisas cientificas. Por outro lado, o papel do
enxofre € investigado com menos frequéncia. A associacio
entre fontes de enxofre e metabdlitos secunddrios foi
descrita principalmente para antibidticos contendo dtomos
de enxofre produzidos por micro-organismos terrestres,
a penicilina € um exemplo.”" A produ¢do do antibidtico
acido tropoditético (TDA, 27, Figura 4) produzido por
bactérias marinhas dos géneros Phaenobacter, Silicibacter,
Ruegeria e Pseudooceanicola,’*™ além de outros
compostos volateis contendo enxofre sintetizados por

Figura 3. Metabdlitos produzidos por micro-organismos em diferentes
meios de cultura

Vol. 14, No. 5
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Figura 4. Metabdlitos produzidos por micro-organismos quando cultivados em meios de cultura suplementados
com sais (18-26) e enxofre (27)

cepas do género Roseobacter, foi estimulada pela adi¢do de
dimetilsulfoniopropionato.”™” O TDA também € produzido
pela bactéria marinha do género Pseudovibrio sp. quando
cultivada em um meio limitado de fésforo.”

Os fons metalicos também afetam a estrutura fisiolégica
e a fungdo dos micro-organismos.” Os efeitos regulatdrios
dos metais sobre a sintese de metabdlitos secundarios
microbianos sdo reconhecidos hd décadas e tém sido bem
documentados para uma variedade de micro-organismos.
Virios metais com fung¢des redox, como Fe, Mn, Zn, Co,
Ni, Mo e Mg, sdo fatores-chave para muitas enzimas
microbianas envolvidas nas vias de biossintese.”” Na
Tabela 2 € possivel observar a influéncia dos fons metélicos
na producdo e/ou inibicdo de metabdlitos secunddrios.

3.2. Condicao de cultivo

Condig¢des de cultivo adequadas, como temperatura, pH,
concentracdo de oxigénio e estado fisico de cultivo (meio
de cultivo sélido ou liquido, estitico ou dindmico) sdo
essenciais para o crescimento e para as reagdes bioquimicas
dos micro-organismos.** A manipulagio destas condigdes
experimentais de cultivo geralmente resulta em uma grande
diferenciac@o entre os perfis metabdlicos.”!

A temperatura de fermentagio estd diretamente
envolvida na ativagdo/desativag@o das enzimas, sendo uma

858

caracteristica fundamental para a diversificagdo metabdlica.
Em geral compostos bioativos sdo produzidos em maior
quantidade a temperatura ambiente. Entretanto a atividade
da bactéria Serratia proteamaculans foi detectada em
temperaturas a baixo de 25°C, sendo capaz de produzir
o antibiético andrimida (5) a 8°C.°> Da mesma forma, a
estratégia de aplicar baixas temperaturas para fermentacdes
do fungo Penicillium raistrickii e do actinomiceto
Streptomyces peucetius induziu a produgdo de novos
metabdlitos bioativos (28-33, Figura 5).%%

Durante o processo de fermentagdo, o pH do meio de
cultivo pode ser alterado por decomposicao, por utilizagdo de
nutrientes e/ou por acimulo de metabdlitos secundérios.*>
Esta alteragdo geralmente afeta a atividade enzimatica
microbiana e a carga superficial da membrana. Darabpour
e colaboradores observaram que o pH ligeiramente alcalino
foi ideal para a produgdo de um antibidtico contra MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) através
da bactéria marinha Pseudoalteromonas piscicida.’” Em
contraste, o cultivo do fungo Rhytidhysteron rufulum em
meio dcido (pH 5) aumentou significativamente a producio
dos metabdlitos antitumorais espirobisnaftalenos (34-35,
Figura 6).%

Outros fatores, como a alteragdes no suprimento de
oxigénio, também influenciam as reacdes bioquimicas
e ativam diferentes conjuntos de genes funcionais para
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Tabela 2. Influéncia de fons metdlicos na producdo de metabolitos secundarios

fon Metilico Micro-organismo Metabélito Secundario Funcdo Referéncia
Cadmio Aspergillus parasiticus Versicolorina A Inibicdo da sintese 78
L Estimul dugio d
Streptomyces griseus Antraciclina stimuta a pr,o. ugdo co 79
metabdlito
L Estimul a
Cobalto Streptomyces coelicolor Prodigiosina stimula a pr/0fluga0 do 80
metabdlito
. . Estimula a produgdo do
Aspergillus sp. Aspergestressina metabélito 81
Pamphae.osphaerm Monociclina I Aumenta a pr/o'dugao do %2
quadriseptata metabdlito
Cobre p 1 p
. R a
Streptomyces actuosus Nosiheptideo eduz a pro }Jgao © 83
metabolito
A fal fon estimul
Aspergillus terreus Terreina atia Elo ton emm]:] aa 84
producdo do metabdlito
Ferro
Ciclodepsipeptideo Estimula a produg@o do
Streptomyces sp. NC-1 metabélito 85
Bacillus licheniformis Bacitracina Estimula a pr/Ofiugao do 86
metabélito
Manganés - =
Penicillium urticae Patulina Estimula a p r’0fiu§ao do 87
metabdlito
. . Estimul. dugdo d
Magnésio Ascotricha sp. Cariofileno stmuia a pr/o. 1gao ¢o 88
metabélito
Aspergillus terreus Lovastatina Aumenta a pr,O.d ugdo do 89
. metabolito
Zinco | 1 4
. . Esti a
Streptomyces coelicolor Actinorodina Simu'a a prociicad €o 90

metabdlito

HO.

OH

32

33

Figura 5. Metabdlitos secunddrios produzidos em baixas temperaturas

produgdo de diferentes metabdlitos secunddrios.”” Em sua
pesquisa, Burja e colaboradores, observaram um aumento da
producdo de lipopeptideos (36-37) a partir da cianobactéria
Lyngbya majuscula quando injetaram ar dentro do vaso do
reator acima do nivel da dgua.'®

Modificagdes nos estados de cultivo, sendo sélido ou
liquido, estitico ou dindmico, promovem alteracdes nas
vias metabdlicas, além de ativar os BGCs silenciados. A
investigacdo do perfil quimico do fungo Penicillium brocae
mostrou a produ¢do de derivados tiodicetopiperazinicos (38)
quando cultivado em meio batata dextrose dgar.'”! Por outro
lado, quando cultivado em meio liquido (Batata Dextrose ou
Czapek) outros metabdlitos formam produzidos entre eles:

Vol. 14, No. 5

penicibrocazinas (39), alcaloides dicetopiperazinas (40) e
derivados N-hidroxifenopirrozina (41).10%103

O perfil metabdlico do actinomiceto Streptomyces
sp. foi avaliado em vinte e trés diferentes condi¢des de
cultivo, em meios sélidos e liquidos. Somente os extratos
provenientes de meios sélidos foram ativos contra bactérias
Gram positivas e negativas.'™ Recentemente a modificagdo
do estado de cultivo de actinomicetos marinhos promoveu
a producdo de compostos com atividade antiparasitdria,
dentre eles a desferrioxamina B (42), bafilomicina D (43)
e bafilomicina Al (44), todos produzidos em meio sélido.
Enquanto em meio liquido foram produzidos: vertimicina
(45), estreptopirrolidina (46) e acido tricostatico (47).'%
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Figura 6. Metabdlitos secunddrios produzidos a partir de modificacdes em diferentes
parametros de cultivo

3.3. Co-cultivo

Os micro-organismos no ambiente natural, além de
enfrentarem mudangas nos fatores fisicos e quimicos,
também estdo evolvidos em uma rede de relacdes intra e
interespécies, que podem ser competitivas, antagdnicas ou
harmoénicas.>® Portanto, o co-cultivo € uma estratégia muito
eficiente para producio de metabdlicos diversificados e para
expressar os genes biossintéticos silenciados.!*

Um exemplo do co-cultivo intraespécies foi a mistura
do caldo de fermentacdo de duas linhagens epifitas do
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fungo Aspergillus sp. isolado do manguezal Avicennia
marina. Este co-cultivo levou ao isolamento de um novo
alcaloide aspergicina (48, Figura 7) que apresentou atividade
antibacteriana contra Bacillus dysenteriae e Escherichia
coli.'Semelhantemente, diferentes cepas da cianobactéria
Microcystis aeruginosa mudaram seus perfis metabdlicos
e produziram aeruciclamidas (49), aeruginosinas (50) e
cianopeptolinas (51), em reposta ao co-cultivo.'®

Novos derivados chermebilaenas A (52) e B (53),
juntamente com os ciclonerodiol (54) e metil(R,Z)-2-
metil-6-((S)-4-metil-2-oxociclohex-3-en-1-il)hept-2-
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Figura 7. Metabdlitos secunddrios produzidos a partir de co-culturas

enoato (55) ja descritos na literatura, foram caracterizados
a partir de co-culturas dos fungos Penicillium bilaiae
e P. chermesinum. E importante ressaltar que nenhum
destes fungos produziu estas substidncias quando
cultivados sozinhos sob as mesmas condi¢des. O
metabdlito 52 representa o primeiro sesquiterpeno natural
hibridizado com 4cido octadecadiendico com atividade
antimicrobiana.'®

O estudo da relag@o interespécies entre o fungo Pestalotia
sp., isolado da alga Rosenvingea sp., e uma bactéria marinha
do género Thalassospira mostrou a producio de um potente
antibidtico denominado pestalone (56).!'"° A mesma bactéria
também desencadeou a producdo de novos diterpenoides,
com atividade anticancer, quando adicionada a uma cultura
do fungo Libertella sp..""" O perfil metabdlico da espécie
Penicillium restrictum também foi modificado ao ser

Vol. 14, No. 5

cultivado com o mexilhdo Mytilus edulis. Foi observado
uma diversidade de piran-2-onas, entre elas: 5,6-di-hidro-
6S-hidréximetil-4-met6xi-2H-piran-2-ona (57), 5,6-dihidro-
4-met6xi-6S-(1’S, 2’S-dihidréxi pent-3’(E)-enil)-2H-piran-
2-ona (58) e 4-metdxi-2H-piran-2-ona (59).'2

3.4. Eliciadores quimicos

Intimeras interacdes microbiolégicas que induzem
a producgdo de metabdlitos secunddrios sdo sustentadas
por complexos mecanismos de ecologia quimica que
dependem de pequenas moléculas denominadas de
eliciadores quimicos.”"''* Estas moléculas induzem
alteracdes na biossintese dos metabdlitos secundarios via
diferentes mecanismos de agdo, ativando os seus genes
silenciosos e consequentemente induzindo a sintese
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de novos metabdlitos ou otimizando a quantidade de
metabdlitos de interesse.''*

Moléculas pertencentes a diferentes classes quimica e
com pesos moleculares diversos tem sido bem-sucedidas
como eliciadores quimicos (Figura 8) na ativagdo de BGCs.
A 5-azacitidina, o acido suberoil-bis-hidroxdmico (SBHA),
o suberoilanilida hidroxamico (SAHA), a nicotinamida,
a quercetina, o butirato de sédio e o dcido valpréico
atuam como modificadores epigenéticos.!'*'"®* Enquanto
o bortezomibe € inibidor de proteassomos.'" Os solventes
organicos como dimetilsulféxido, acetona, 1-butanol , etanol
e acetonitrila que apesar dos mecanismos de agdo serem
desconhecidos, também foram descritos como indutores de
alteracdes no perfil metabdlico de fungos.'?*1!

A manipulacio quimica epigenética de fungos revelou-
se como uma abordagem promissora para a ativacdo de
BGCs. Moléculas que alteram a regulacdo dos processos
epigenéticos sdo responsdveis pela remodelagem da
cromatina e da modificagdo covalente do DNA, levando a
alteragdes nos perfis de transcricdo e consequentemente na
producdo de metabdlitos secunddrios. 7! Neste contexto,
estudos recentes demonstram que inibidores de histona
deacetilase (HDAC) e inibidores de DNA-metil transferase,
como o SBHA e a 5-Aza, respectivamente, sdo capazes de
ativar a expressdo dos BGCs fiingicos. 122712

A incorporacdo do 4cido suberoil-bis-hidroxadmico
(SBHA) em culturas de Arthrobotrys foliicola induziu
a produc¢do da cumarina 4-etil-7-hidroxi-8-metil-
2H-cromeno-2-ona (60, Figura 9). Além disso, essa
investigagdo também isolou o 6-etil-2,4-dihidroxi-3-
metilbenzaldeido (61) e outras 2,5-dicetopiperazinas
(62-64).'> Em contrapartida, a exposi¢ao de culturas do
fungo marinho Eutypella sp. ao SBHA e a 5-Aza resultou
na ativacdo de agrupamentos de genes responsaveis
pela biossintese de sesquiterpenos. Foram identificados
dezessete novos eutipeterpenos (65-70) com potencial
anti-inflamatério, entre eles o eutipeterpeno A (65) que é

Ho, OH
IMOH y
NZSNT O HO" MOH
o}
HoN \N’go
5-Azacitidina SBHA
OH

O _NH N
Q H N
NMN
N HN

Cloridrato de

o primeiro sesquiterpeno do tipo bergamoteno incorporado
com uma unidade de dioxolanona.'?

Estudos com o fungo Aspergillus awamori, cultivado em
diferentes meios de cultura e com o uso de modificadores
epigenéticos, mostraram altera¢des no perfil quimico deste
micro-organismo. O meio arroz e malte dextrose dgar foram
identificados como os melhores meios de cultivo em termos
de diversidade de metabdlitos secundarios, produzindo
predominantemente policetideos e antraquinonas. Entre
os modificadores, a nicotinamida foi o melhor indutor
de metabdlitos. Quanto a atividade biolégica o uso dos
eliciadores induziram a producido de metabdlitos com
atividade antibacteriana (71-73), enquanto o uso dos meios
arroz e MDA induziu a producdo de metabdlitos citotéxicos
(74-75).'7

A adicdo do inibidor de proteossomos, bortezomibe,
no caldo fermentativo de Pestalotiopsis maculans levou ao
isolamento de novos xilariterpenoides (76-77).'2® Enquanto
o uso de DMSO como eliciador quimico para a inducdo de
compostos halogenados pelo fungo marinho Trichoderma
brevicompactum, gerou novas epidicetopiperazinas (78-79),
que apresentam uma ligacdo dissulfeto entre as posigdes o
e B de dois residuos de aminoacidos.'”

Ha vérias revisdes que relatam a ativagdo dos BGCs
em fungos, entretanto pouco se sabe sobre a ativagdo
de aglomerados genéticos em bactérias por eliciadores
quimicos.?*3%5! Estudos com inibidores de histona deacetilase
(HDAC), comumente usados para a expressdao de BGCs
fingicos, foram testados em bactérias do género Streptomyces
supondo que a estrutura do nucleoide desempenhasse um
papel andlogo a estrutura da cromatina.''®!"® Neste aspecto,
quando culturas de Streptomyces coelicolor e Streptomyces
tsukubaensis foram expostas ao butirato de sédio, um
inibidor de HDAC, a produgio do antibidtico actinorhodina
(80) e do imunossupressor tacrolimo (81) foi afetada
significativamente.!!6132

OH O
o OH
Z ‘ NH2 O | OH
o HO o
N
OH

Nicotinamida Quercetina

0 0« _OH
MO'Na* AI/\

"NHz Hel

SAHA ) ) Butirato de sédio Acido valproico
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o H 9 HO/\/\
N N S
H o /B\
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Figura 8. Moléculas usadas como eliciadores quimicos
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Figura 9. Metabdlitos secunddrios microbianos produzidos apds o uso de eliciadores quimicos

3.5. Adicao de precursores biossintéticos

Um precursor biossintético ¢ uma substincia quimica
capaz de ser incorporado ao produto final. Esses produtos
podem alterar as vias de biossintese de metabdlitos
secunddrios resultando em novos compostos.'* Por exemplo,
o fungo Spicaria elegans produziu novas citocalasinas
citotéxicas (82-83, Figura 10) quando cultivado em meio
contendo L- e D-triptofano.'** Enquanto o fungo Penicillium
crustosum, isolado da baga de Coffea arabica L., apés
ser tratado com 4cido ferilico e 4cido quinico, ou, dcido
cindmico e acido 3,4-metilenodioxicindmico, produziu
acido micofendlico (84) e 5-hidréxi-7-metdxi-4-metilftalida
(85).13
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3.6. Adicao de inibidor enzimatico

As enzimas possuem um papel importante na regulacdo
da biossintese de metabdlitos secundarios. Algumas
substancias quimicas podem inibir seletivamente a atividade
dessas enzimas na via biossintética e estimular o progresso
de outras vias metabdlicas.>* O fungo Chaetomium subaffine
quando cultivado na presenga de metirapona, um inibidor
do citocromo P-450, induziu a sintese de novos policetideos
(86-87, Figura 11), além de dois andlogos menos oxidados
(88-89).1% Liang e colaboradores também testaram a
hipétese de que enzimas do citocromo P-450 estariam
envolvidas na regulagcdo da biossintese de metabdlitos
secundarios, como triterpenoides. A adi¢@o de fenobarbital,
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Figura 10. Metabdlitos secunddrios produzidos apds cultivo dos micro-organismos
com precursores biossintéticos

Figura 11. Metabdlitos produzido na presenga de metirapona (86-89) e fenobarbital (90)

um indutor do citocromo P-450, potencializou a producéo
do 4cido ganodérico (90) em culturas liquidas/estaticas de
Ganoderma lucidum."*'3

4. Consideracdes Finais

Os estudos continuos de micro-organismos tém
demonstrado que os pardmetros de cultivo afetam
significativamente a sintese de metabolitos secundarios e por
consequéncia limita a descoberta de novas substincias com
atividade bioldgica. A estratégia OSMAC € uma abordagem
simples, rapida e eficaz para forgar a ativagdo de agrupamentos
de genes silenciosos e, assim, estimular a produgdo de
metabdlitos secunddrios bioativos. Além disso a estratégia
OSMAC soma-se a outras, como: analise de redes moleculares
por LC-MS/MS, mineragdo de genoma microbiano e
fracionamento guiado por ensaio bioldgico para a descoberta
de novas moléculas bioativas a partir de micro-organismos.
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