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Objetivos

Produtos naturais (PNs) microbianos
apresentam caracteristicas interessantes para
aplicagbes farmacoldgicas, dificiimente obtidas
por sintese quimica." Porém, recentemente,
observou-se uma redugdo na descoberta
desses compostos, necessitando aplicar
estratégias diversificadas para a exploragao do
metabolismo secundario microbiano. O estudo
de organismos pouco explorados - tal qual as
cianobactérias - e a alteragao de condigdes de
cultivo para indugao de vias biossintéticas séo
estratégias que podem levar a descoberta de
moléculas inéditas.? Nesse estudo, quatro
linhagens de cianobactérias brasileiras foram
cultivadas empregando sete composigdes de
meio de cultivo, visando a comparacao do perfil
metabolédmico sob cada condigao.

Métodos e Procedimentos

As linhagens Anagnostidinema amphibium
CCIBt3214, Brasilonema octagenarum
CCIBt3551, Desertifilum tharense CCIBt3265 e
Komarekiella atlantica CCIBt3307 (numero de
cadastro no SisGen A531C68) foram cultivadas
em triplicatas biolégicas sob as seguintes
condi¢des de cultivo: controle (meio BG-11 ou
ASM-1), meio de cultivo Z e meio controle
suplementado por DMSO, fertilizante rico em
aminoacidos, meropenem, eritromicina e
imipenem-cilastatina.

Ademais, foram preparados brancos,
compostos por cada condigdo de cultivo sem a
adigdo de indculo biolégico. Apds oito
semanas, as biomassas e os brancos foram
coletados por centrifugacdo, liofilizados e
macerados com metanol. Os extratos obtidos
foram submetidos a analise por HPLC-MS/MS.
Efetuou-se o pré-processamento dos dados
através do software DataAnalysis.
Obtiveram-se redes moleculares pela
ferramenta Molecular Networking na plataforma
GNPS, que agrupa espectros de MS/MS
presentes em diferentes amostras de acordo
com seu padrao de fragmentagdo, obtendo
espectros consenso, denominados “features”,
que sao posteriormente agrupados em familias
moleculares, ou “clusters”, de acordo com sua
similaridade espectral.® A plataforma SIRIUS foi
utiizada para obtencdo de férmulas
moleculares putativas para os features no
processo de desreplicagdo. Pesquisas nas
bases de dados PubChem, NPAtlas e
Dictionary of Natural Products foram realizadas
para anotacéo.

Resultados

Apenas as condicbes em que houve
crescimento e acumulo de biomassa foram
analisadas por HPLC-MS/MS. A analise por
redes moleculares permitiu observar, para cada
linhagem, o numero de features detectados
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quando cultivadas sob diferentes condi¢des
(Figura 1). Observou-se uma Uunica linhagem
com maior diversidade quimica no controle,
tendo as demais produzido maior variedade de
metabdlitos em outras composi¢des de meio de
cultivo, demonstrando a efetividade da
alteracdo desse parametro como estratégia
para indugao das vias biossintéticas.

a) Desertifilum tharense CCIBt3265 | b) Komarekieila atlantica CCIBt3307

‘ ) Anagnostidinema amphibum CCIBt3214

ouso
i)

Figura 1: Diagramas de Venn, representando o
numero de features observados sob cada condigéo
de cultivo para as linhagens a) CCIBt3265, b)
CCIBt3307, c) CCIBt3214 e d) CCIBt3551.

Para a linhagem CCIBt3265, as condi¢des de
estresse quimico possuem mais features em
comum com o controle e suplementagdo com
aminoacidos do que entre si mesmas,
demonstrando que os diferentes estressores
agem em vias biossintéticas distintas. A
linhagem CCIBt3551 apresentou maior numero
de features totais e exclusivos nas amostras
cultivadas em meio Z. Nessa condicao,
apresentou dois clusters exclusivos, que foram
priorizados para desreplicagao, resultando nas
féormulas moleculares putativas dispostas na
Figura 2. Buscas em bases de dados nao
levaram a correspondéncia de PNs produzidos
por microrganismos, indicando um possivel
ineditismo quimico dessas moléculas.
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Figura 2: Clusters da linhagem CCIBt3551,
detectados exclusivamente nas amostras mantidas
sob meio de cultivo Z.

Conclusoes

Cada linhagem respondeu de forma distinta as
diferentes condi¢des de cultivo, destacando o
potencial metabdlico das cianobactérias. Para
trés das quatro linhagens analisadas, a
condicdo que promoveu maior diversidade
quimica ndo foi o controle, demonstrando a
efetividade da variagdo da composi¢ao do meio
de cultivo como estratégia de alteracdo do
perfil quimico microbiano. Ademais, os features
da CCIBt3551 exclusivos do meio de cultivo Z
foram desreplicados e, apds pesquisas em
bases de dados, constatou-se o possivel
ineditismo quimico dessas moléculas.
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