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Resumo

Streptomyces clavuligerus produz uma diversidade de compostos de interesse
terapéutico, com destaque para os beta-lactamicos acido clavulanico (um inibidor de
beta-lactamases) e o antibiotico cefamicinaC, e os nao beta-lactamicos holomicina e
tunicamicina. A producdo destes metabdlitos secundarios é extremamente
influenciada pela natureza e/ou concentracao da(s) fonte(s) de nitrogénio do meio.
Por exemplo, lisina é precursor dos antibioticos beta-lactamicos e sua presenca em
culturas de S.clavuligerus estimula, principalmente, a producdo de cefamicinaC. Por
outro lado, lisina também é consumido no metabolismo primario, gerando duas
moléculas de glutamato. O presente trabalho prop6s explorar as atuacdes
individuais de lisina e glutamato exdégenos no processo em batelada de producéo de
compostos bioativos. Para isto, realizaram-se cultivos submersos em batelada em
meios quimicamente definidos contendo maltose como principal fonte de carbono e
energia e lisina ou lisina+glutamato como fonte(s) de nitrogénio. Realizaram-se
cultivos preliminares em frascos agitados iniciados em pH 6,8 ou pH 7,2.
Independente do pH inicial, nos meios contendo somente lisina obtiveram-se as
maiores concentracées de cefamicinaC (~140 mg.L?) e nos meios lisina+glutamato,
além de cefamicina C (55 a 85 mg.L?) também houve a producéo de holomicina (15
a 35 mg.L1). Esta ultima foi inesperada e inédita, pois a literatura tem afirmado que a
producdo de holomicina pela linhagem selvagem de S.clavuligerus € indetectavel.
Outra particularidade dos cultivos em lisina+glutamato foi o aumento acentuado de
pH até 8,0, impedindo, assim, avaliar a atuacdo dos aminoacidos na producdo de
bioativos. Para eliminar a variacdo de pH e ao mesmo tempo investigar se a
producdo de holomicina havia sido desencadeada pela presenca de glutamato e/ou
justamente pelo aumento de pH, conduziram-se cultivos em biorreator convencional
(5L vol. util) com pH controlado em 6,8, valor usual em culturas submersas de
S.clavuligerus, ou em pH 7,4, valor préximo do inicio da producéo de holomicina em
frascos agitados. Na condicéo lisina+glutamato em pH 6,8 obteve-se ca.400 mg.L?
de cefamicinaC, um valor de gt3 a 4 vezes maior que o obtido nas demais
condigbes. Uma concentracdo de cefamicinaC desta ordem de grandeza obtida em
meio sintético nunca foi relatada na literatura. Este resultado também sustenta a
ideia de que glutamato exdgeno pode promover maior disponibilizacdo da lisina
presente no meio no sentido do aumento da producdo de cefamicinaC. Holomicina
foi produzida somente nos meios controlados em pH 7,4 (50 a 100 mg.L?),
independente da presenca de glutamato. Concentracdes desta ordem de grandeza
tém sido reportadas apenas para mutantes de S.clavuligerus melhores produtores
deste composto que apresentam, geralmente, danos genéticos associados a sintese
de &cido clavulanico. Os dados obtidos em biorreator também foram comparados
entre si por meio de estudos de modelagem e simulagdo, tanto do ponto de vista
cinético como de distribuicao de fluxos metabdlicos. O modelo cinético refletiu bem o
comportamento dos cultivos e as simula¢gdes do modelo metabdlico indicaram que a
producdo de holomicina juntamente com a utilizacdo de lisina como Unica fonte de
nitrogénio, exigiu maior demanda energética. Os presentes resultados somam-se as
evidéncias de que é possivel configurar um ambiente artificial que simule condi¢des
necessarias e suficientes do ambiente natural do micro-organismo capazes de
desencadear a producédo de metabolitos secundarios especificos.

Palavras chave: Streptomyces clavuligerus. Bioprocesso. Metabdlito secundario.
Modelagem matematica e simulacdo. Fluxos metabdlicos



ABSTRACT

Streptomyces clavuligerus produces several compounds of therapeutic interest
including the beta-lactam clavulanic acid (a powerful beta-lactamase inhibitor) and
the antibiotic cephamycin C as well as the not beta-lactam holomycin and
tunicamycin. The production of this secondary metabolites is extremely influenced by
source and/or concentration of nitrogen in the culture media. For example, lysine is a
precursor of the beta-lactam antibiotics and its presence in culture S. clavuligerus
stimulates especially the production of cephamycin C. On the other hand, this
microorganism also consumes lysine in the primary metabolism, generating two
molecules of glutamate. The present work proposed to explore the individual
performances of exogenous lysine and glutamate in the batch process of bioactive
compounds production. For this porpoise, submerged batch cultures were performed
by using a chemically defined media containing maltose as the main source of
carbon and energy coupled with lysine or lysine+glutamate as the main source(s) of
N. Preliminary cultures were made in shake flasks initiated at pH 6.8 or pH 7.2. In the
media containing only lysine were obtained the highest concentrations of cephamycin
C (-~ 140 mg.L?Y). Likewise, in the media with lysine+glutamate, in which were also
obtained cephamycin C (55 to 85 mg.L™) and holomycin (15 to 35 mg.L1). The latter
was unexpected and unpublished, since the literature has stated that the production
of holomycin by the wild strain of S. clavuligerus is undetectable. Another peculiarity
of the glutamate cultures was the sharp increase of pH to 8,0, thus preventing the
evaluation regarding the action of amino acids in the production of bioactive. This
problem was eliminated by conducting the cultures in a conventional bioreactor (5L)
with pH controlled at 6.8, usual value in submerged cultures of S. clavuligerus, or at
pH 7.4, value close to that was observed at the start of holomycin production in
shake flasks. In the lysine+glutamate condition at pH 6.8 was obtained approximately
400 mg.L' of cephamycin C, 3 to 4 times higher than other conditions. A
concentration of cephamycin C of this order of magnitude obtained in synthetic
medium has never been reported in the literature. This result also supports the idea
that exogenous glutamate may promote greater availability of exogenous lysine
leading to an increasing production of cephamycin C. Holomycin was produced only
in the controlled media at pH 7.4 (50 to 100 mg.L1), independent of the presence of
glutamate. Concentrations of this order of magnitude have been reported only for S.
clavuligerus mutants, the best holomycin producers with genetic damage associated
with CA synthesis. Moreover, the data obtained in bioreactor were also compared
with each other by means of modeling and simulation studies, both by kinetic point of
view and distribution of metabolic fluxes. The kinetic model well reflected the
behavior of the culture mediums and the simulations of the metabolic models. It also
indicated that the production of holomycin combined with the presence of lysine as
the only source of N, demanded the highest energy demand. The present results add
to the evidence that an artificially defined environment can simulate necessary and
sufficient conditions of the natural environment of the microorganism capable of
triggering the production of specific secondary metabolites.

Key-words: Streptomyces clavuligerus. Bioprocess. Secondary metabolite.
Mathematical modeling and simulation. Metabolic flux.
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1 INTRODUCAO

Durante algumas décadas apés a descoberta dos primeiros antibioticos, criou-
se 0 conceito de que as doencas infecciosas causadas por micro-organismos
patogénicos haviam permanecido em um passado distante. No entanto, com o
surgimento de bactérias patogénicas multirresistentes, as doencas voltaram a ser
uma grande ameaca a saude humana. Dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) tém relatado cerca de 440 mil novos casos anuais de infec¢des por bactérias
resistentes, com mais de 150 mil mortes (ZHU et al., 2014a). Com o aumento do
namero de bactérias patogénicas resistentes aos antibiéticos conhecidos, tornou-se
urgente a exploracdo de novos micro-organismos para a producdo de compostos
mais eficientes (WIETZ et al, 2010). Geralmente micro-organismos filamentosos
constituem a principal fonte de metabdlitos secundarios, produzindo cerca de 90%
de todos os antibioticos conhecidos. A classe dos antibidticos beta-lactamicos é,
ainda hoje, uma das mais utilizadas terapeuticamente (TORTORA et al.,, 2010)
devido a alta especificidade e toxicidade relativamente baixa de seus compostos
(BRAKHAGE, 1998). Penicilinas, cefalosporinas e cefamicinas sdo exemplos de
beta-lactamicos produzidos por fungos filamentosos ou bactérias pertencentes aos
actinomicetos utilizados para a producdo de compostos semi-sintéticos de amplo
espectro de acdo antibidtica.

O género Streptomyces, pertencente aos actinomicetos, € responsavel por
aproximadamente dois tercos de todos os biocompostos descobertos (TORTORA et
al., 2010; TIWARI e GUPTA, 2012). Um exemplo é Streptomyces clavuligerus, uma
importante espécie industrial que produz multiplos biocompostos, dos quais Vvarios ja
foram isolados e caracterizados. Dentre esses metabdlitos, dois compostos beta-
lactdmicos sdo produzidos industrialmente: o &cido clavulanico (AC) e o antibiotico
cefamicina C (CefC). Além destes compostos, S. clavuligerus produz outras vinte
clavamas, varias com atividade antifingica, e os antibidticos ndo-beta lactamicos
tunicamicina (Tun) e holomicina (Hol). A diversidade produtiva de S. clavuligerus tem
feito desta espécie um excelente modelo para o estudo das complexas relacdes
entre mecanismos controladores e biossinteses de mudltiplos metabdlitos
secundarios (FUENTE et al, 2002).

AC é um potente inibidor de beta-lactamases e atua em sinergia com

penicilinas e cefalosporinas, bloqueando o sitio ativo destas enzimas sintetizadas
20



por bactérias resistentes protegendo, assim, a atividade dos antibidticos. Um
exemplo desta importante combinacdo é Clavulin® (clavulanato de potassio e
amoxicilina) (DOMINGUES et al, 2010). CefC é estruturalmente semelhante a
cefalosporina C, a qual é produzida somente por fungos filamentosos (CRUZ et al,
2004), porém, possui maior resisténcia a beta-lactamases por apresentar um radical
metoxi na posicao 7alfa que confere maior estabilidade ao sistema biciclico de anéis
dos beta-lactamicos (BUSSARI et al, 2009). Tun € produzida por véarias espécies de
Streptomyces e consiste de uma mistura de dez ou mais homologos de
nucleosideos que interferem na formacdo de glicoproteinas em bactérias e
eucariotos. Hol é um antibidtico da classe das pirrotinas (ditiolopirrolona), bem
conhecido por inibir a sintese de RNA polimerase de bactérias que adquiriram
resisténcia a rifamicina. Tem sido demonstrado que Hol também apresenta
propriedades citotoxicas em células de mamiferos e contra células cancerigenas (LI
e WALSH, 2010).

O metabolismo do nitrogénio € um ponto chave na biossintese de bioativos
em S. clavuligerus. Sabe-se que a biossintese de CefC inicia-se com a formacéo do
raro aminoacido acido alfa-aminoadipico, através da desaminacéao da lisina, a qual é
catalisada pela enzima lisina aminotransferase (LAT). A reacdo seguinte é a
formacdo do tripeptideo L-alfa-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV), por meio da
juncdo dos aminoacidos acido alfa-aminoadipico, cisteina e valina, reacdo esta
catalisada pela enzima ACV sintetase (LIRAS, 1999). Dados da literatura tém
indicado que a adicdo de lisina ao meio de cultivo de S. clavuligerus induz aumentos
de até seis vezes na producdo de antibibtico relativamente a producdo obtida com
meios ndo suplementados com lisina (LIRAS e MARTIN, 2005; ANTONIO et al,
2012; LEITE et al., 2013). Outros compostos nitrogenados, tais como diaminas,
também podem exercer um efeito positivo sobre a producao deste antibiético (LEITE
et al, 2013). Por sua vez, o aminoacido arginina é precursor de AC, cuja sintese
inicia-se com a condensacdo de uma molécula de glicerol com uma molécula do
aminoacido arginina (FUENTE et al., 2002). Estudos demonstraram que a adicéo de
ornitina (amino&cido precursor da arginina) pode promover aumentos significativos
na producdo de AC (DOMINGUES et al., 2010). Quanto a biossintese de Hol, pouco
se sabe sobre sua origem, ndo havendo relatos na literatura acerca da influéncia da

composi¢cdo do meio sobre a sua producado. Entretanto, acredita-se que a sintese
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deste composto inicie-se com a condensacao de duas moléculas de cisteina (LI e
WALSH, 2010). Relatos disponiveis na literatura tém mostrado que a capacidade
produtiva de Hol na linhagem selvagem é insignificante (FUENTE et al.,, 2002;
LIRAS, 2014). Ainda, os resultados apresentados, entre outros ja obtidos no
laboratorio de Bioprocesso, tém comprovado a marcante influéncia de fontes de
nitrogénio na producdo de biocompostos por S. clavuligerus ATCC 27064.

A importancia e a complexidade de S. clavuligerus tém feito desta espécie um
excelente modelo para o estudo das complexas relagbes entre mecanismos
reguladores e biossinteses de multiplos metabdlitos secundarios. Com o0 avanc¢o das
Omicas das ciéncias bioldgicas (gendbmica, protedmica, metabolémica), o
comportamento deste micro-organismo tem sido investigado em diferentes niveis de
detalhamento fornecendo um numero cada vez maior de informagbes do seu
metabolismo celular.

Progressos no sentido de se obter altas concentracbes de um composto
bioativo especifico tém sido resultantes de investimentos continuos da indudstria
farmacéutica em programas de melhoramento de linhagens. Intervengbes em
regides especificas do genoma tém sido, muitas vezes, apenas parcialmente bem
sucedidas devido a resisténcia natural do micro-organismo em criar estruturas de
controle que redirecionem fluxos do metabolismo primario para o secundario. Por
outro lado, o aumento da producdo de determinado biocomposto, mesmo por
linhagens n&o manipuladas geneticamente, pode, como mencionado anteriormente,
ser promovido pela presenca e/ou concentracdo de determinados nutrientes no meio
de cultivo. Para isto, € fundamental tracar estratégias bem definidas para a
realizacdo dos bioprocessos de producéo aliadas a um conhecimento profundo do
metabolismo de S. clavuligerus.

Ferramentas de modelagem matematica e de simulacdo tém sido utilizadas
desde a década de 1970 para prever o comportamento microbiano e propor
estratégias de otimizacdo. A partir da década de 1990, com o desenvolvimento da
Engenharia Metabolica, foram surgindo novas alternativas de modelagem, dentre as
quais a analise da distribuicdo de fluxos metabdlicos tem ocupado um papel
importante. Nesta metodologia, a construcdo de modelos estequiométricos
representativos do metabolismo do organismo e sua analise permitem identificar

gargalos que afetam a biossintese de um composto de interesse. Com isto, é
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possivel propor mudancas na particdo dos fluxos que conduzam a aumentos na
producao e, assim, planejar formas para concretizar estas mudancas, com o auxilio
de ferramentas da Biologia Molecular e/ou da Engenharia de Bioprocessos
(STEPHANOPOULOS, 1998).

1.1 Consideracfes Gerais

Desde a descoberta de Streptomyces clavuligerus, ha cerca de 40 anos, tém
sido acumuladas muitas informacdes referentes a esta espécie e seus importantes
metabdlitos secundarios. Ainda assim, a complexidade de seu metabolismo tem sido
sempre um desafio a se superar quando o objetivo € aumentar a producdo de um
composto bioativo em particular. Um destaque entre os metabolitos secundarios de
S. clavuligerus € a CefC, um antibidtico beta-lactamico utilizado como matéria prima
para a producdo de cefalosporinas semissintéticas. A producdo deste biocomposto
foi o objetivo principal do presente trabalho, porém, como os genes regulatorios de
producdo de CefC fazem parte do mesmo "cluster" onde se situam 0s genes
regulatorios de producdo de AC, um importante inibidor de beta-lactamases, dados
deste biocomposto também foram considerados no presente trabalho. Os cultivos
foram realizados no modo batelada e foram utilizados meios quimicamente definidos
que permitiram a comparacdo do comportamento dos processos por meio de
modelagem matematica, tanto cinética como sob a abordagem de analise de

distribuicdo de fluxos metabdlicos.
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6 CONCLUSOES

Conclusdes mais importantes do presente trabalho:

- os dados experimentais de formacédo de células, CO2, compostos bioativos e
proteinas e de consumo de substratos permitiram propor um modelo cinético que
refletiu bem o comportamento dos cultivos realizados em biorreator nas quatro
diferentes condicbes ("L+G pH 6,8", "L+G pH 7,4", "Lisina pH 6,8", "Lisina pH 7,4").

- em decorréncia do bom ajuste do modelo cinético aos dados experimentais,
0os estudos de modelagem e simulacdo evidenciaram que Glu foi a fonte de C e
energia preferencial de S. clavuligerus independente do pH dos cultivos.

- 0 cultivo "L+G pH 6,8" foi o mais favoravel tanto para o desenvolvimento
celular como para a obtencdo da maior producdo de CefC (3 a 4 vezes maior que
nas outras condicdes), podendo-se concluir que nesta condi¢do a presenca de Glu
promoveu uma maior disponibilizagéo de Lis, que seria consumida no metabolismo
primario, para a producdo do antibiotico; este comportamento néo foi observado em
"L+G pH 7,4", provavelmente em virtude da producéo de Hol.

- Hol foi produzida somente nas condigcbes controladas em pH 7.4,
independente da composi¢éo da fonte de N, de forma que a presenca de Glu nao foi
determinante para a producao de Hol, como se havia cogitado inicialmente.

- as concentraces de Hol obtidas no presente trabalho sdo inéditas, pois a
literatura tem afirmado que a producdo deste composto pela linhagem selvagem é
indetectavel; além disto os valores de concentracdo aqui obtidos foram da mesma
ordem de grandeza das relatadas na literatura para mutantes de S. clavuligerus
super produtores desse biocomposto.

- cultivos em frascos agitados a 20°C mostraram que a formacao de NHa4* foi
retardada, no entanto isto ndo refletiu positivamente na producdo dos compostos
bioativos, sendo as maiores producdes observadas a 28°C;

- 0s balancos de N demonstraram que as maiores porcentagens de N nos
cultivos foram originadas de NH4*.

- 0s balancos de C realizados e utilizados como restricdo para simulagao de
fluxos metabdlicos apresentaram relacdo entre saida e entrada de C nos processos
préximo de 1, comprovando a precisdao dos métodos de analise empregados para

consumo de substrato e formacgao de produtos e subprodutos;
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- 0 estudo de distribuicdo de fluxos evidenciou a maior demanda energética
exigida nos cultivos em que a producdo de Hol foi detectada, sendo a condi¢céo
“Lisina pH 7,4” a que demonstrou maior necessidade de energia;

- 0S maiores valores de gasto energético resultantes nas simulacdes de
distribuicdo de fluxos provavelmente estdo associados a toxicidade que Hol exerce

sobre 0 micro-organismo;
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