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RESUMO 
 
 

PESSOTTI, R. C. Estudo químico-biológico do metabolismo secundário de micro-organismos. 
2016. 177f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 
A crescente resistência dos micro-organismos patogênicos aos fármacos já existentes gera intensa 
demanda por novos agentes terapêuticos. Em contrapartida, a eficiência na descoberta de compostos 
com novas estruturas químicas diminuiu nos últimos anos. Tendo em vista a vasta biodiversidade 
existente de micro-organismos, a redução da eficiência na descoberta de novos produtos naturais 
não indica que todos compostos existentes já foram descritos, mas sim que as metodologias para 
isolamento dos mesmos devem ser aperfeiçoadas e diversificadas, e novos nichos devem ser 
explorados. Esta tese compreende três capítulos, que trazem abordagens que podem ser utilizadas 
na busca por produtos naturais. O capítulo 1 aborda a aplicação de conhecimentos de biologia 
molecular na pesquisa de produtos naturais, através da metagenômica. O capítulo 2 aborda o 
conceito de química ecológica para estimular o metabolismo secundário, através da utilização de 
interações microbianas. O capítulo 3 aborda o uso de genome mining para entender a capacidade 
metabólica de uma linhagem bacteriana, bem como o uso de variações nos parâmetros da cultura 
para alterar o metabolismo desta. Metagenômica: a triagem anti-parasitária das bibliotecas 
metagenômicas detectou clones bioativos contra Leishmania major. As análises químicas e 
biológicas das culturas destes clones não permitiram a identificação dos compostos responsáveis 
pelas atividades observadas. Esta abordagem apresenta grandes desafios técnicos e tem passado por 
ajustes envolvendo sequenciamento e bioinformática para aumentar a taxa de sucesso em seu uso. 
Interações microbianas: esta metodologia mostrou-se promissora para a busca por compostos 
bioativos, tendo em vista que diversos pares exibiram nova atividade antibiótica, corroborando a 
hipótese que interações microbianas podem levar à expressão diferenciada do metabolismo 
secundário. Foi escolhida para caracterização química e biológica a interação entre uma 
actinobactéria rara (Krasilnikovia sp. T082) e uma actinobactéria endossimbionte de besouro 
(Streptomyces sp. SPB78). Esta interação é robusta e estimula a biossíntese de um antibiótico polar 
capaz de inibir o crescimento de uma bactéria multirresistente. Diversas técnicas foram testadas 
para o isolamento do composto indutor e do antibiótico induzido. Este processo foi desafiador 
devido ao caráter polar de ambos compostos e pelo fato da atividade antibiótica ser instável. Foi 
demonstrado que o antibiótico induzido é capaz de inibir o crescimento do micro-organismo 
indutor, sugerindo importância ecológica deste composto. A utilização desta abordagem 
metodológica permitiu a identificação de uma linhagem pertencente a um gênero de actinobactéria 
rara que nunca teve seu metabolismo secundário estudado (Krasilnikovia). Isto foi realizado através 
da investigação de seu genoma e também através do isolamento de compostos produzidos por esta 
linhagem. Esta linhagem demonstrou potencial para a produção de metabólitos secundários, 
apresentando pelo menos 21 potenciais clusters gênicos biossintéticos detectados pelo antiSMASH 
em seu genoma. Esta linhagem foi cultivada em dois meios de cultura (ISP2 e TSB) e diferentes 
metodologias de extração foram empregadas. O metabolismo secundário desta linhagem é expresso 
de maneira diferente de acordo com a metodologia de cultivo, evidenciando a importância da 
variação da composição do meio de cultura para o acesso da real capacidade metabólica de micro-
organismos. Foram identificadas algumas dicetopiperazinas, que são conhecidas por seu amplo 
espectro de atividades biológicas, e três compostos pertencentes a uma classe de peptídeos não-
ribossomais não usuais com atividade antibiótica, que possuem estrutura química complexa e 
incomum para produtos naturais.  
 
Palavras-chave: Produtos naturais. Compostos bioativos. Actinobactéria. Interações microbianas. 
Metagenômica. 
 



 

 

3 

ABSTRACT 
 
 

PESSOTTI, R. C. Chemical-biological study of microbial secondary metabolism. 2016. 177p. 
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2016.  
 
Increasing drug resistance among microbial pathogens is a public health threat; therefore, new 
antibiotics are needed. On the other hand, the rate of discovering new compounds has diminished. 
Considering the wide biodiversity of microorganisms, reduced efficiency on the discovery of new 
natural products does not indicate that all existing compounds have been described, but that 
methods for isolation should be improved and diversified and new niches should be explored. This 
thesis comprises three chapters that demonstrate approaches that can be used in the search for 
natural products. Chapter 1 demonstrates the application of molecular biology tools on the search 
for natural products through metagenomics. Chapter 2 discusses the concept of chemical ecology 
for the stimulation of secondary metabolism by the use of microbial interactions. Chapter 3 
discusses the use of genome mining to understand the metabolic capacity of a bacterial strain as 
well as the use of different culture parameters to alter bacterial metabolism. The anti-parasitic 
metagenomic screening on metagenomic libraries detected bioactive clones against L. major. 
Chemical and biological analysis of cultures of these clones did not permit identifying the 
compounds responsible for the observed activities. This approach faces diverse technical challenges 
and is currently being improved by the use of sequencing and bioinformatics analysis in order to 
increase its hit rate. Microbial interactions: this approach has shown to be promising in the search 
for bioactive compounds, considering that several pairs exhibited new antibiotic activity, supporting 
the hypothesis that microbial interactions can stimulate differential expression of secondary 
metabolism. It was chosen for chemical and biological characterization the interaction between a 
rare actinobacteria (Krasilnikovia sp. T082), which belongs to a genus that its secondary 
metabolism has not yet been studied in the literature, and an endosymbiont actinobacteria of beetle 
(Streptomyces sp. SPB78). This interaction is robust and stimulates the biosynthesis of a polar 
antibiotic capable of inhibiting the growth of multi-resistant bacteria. Several techniques have been 
tested for the isolation process of the inducer compound and the induced antibiotic. This process 
has been particularly challenging due to the polar character of both compounds, and because the 
antibiotic activity is unstable. It has been shown that the induced antibiotic is capable of inhibiting 
the growth of the inducer microorganism, suggesting an ecological importance of this compound. 
The use of this co-culture approach led to the identification of a strain belonging to a rare 
actinobacteria genus whose secondary metabolism has never been studied before (Krasilnikovia). 
This was accomplished through sequencing and analysis of its genome and also by isolating 
compounds produced by this strain (chapter 3). This strain has shown great potential for the 
production of secondary metabolites, exhibiting at least 21 biosynthetic gene clusters detected by 
antiSMASH in its genome, and only four of them showed high similarity to any known gene cluster. 
This strain was cultured in two different culture media (ISP2 and TSB), and different methods of 
extraction were used. The secondary metabolism of this strain is expressed differently according to 
the method of cultivation, showing the importance of variation in the composition of the culture 
medium to access the actual metabolic capacity of microorganisms. Some diketopiperazine were 
isolated, which are known for their wide spectrum of biological activities, and also three compounds 
belonging to a class of non-ribosomal peptides known for their high bioactivity, which have 
complex and unusual chemical structures for natural products. 
 
 
Keywords: Natural products. Bioactive compounds. Actinobacteria. Microbial interactions. 
Metagenomics. 
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Introdução Geral 

A crescente resistência aos fármacos em diversos organismos como bactérias, fungos 

e parasitas gera intensa demanda por novos agentes terapêuticos (BERENDONK et al., 2015; 

LAXMINARAYAN et al., 2016; TAUBES, 2008). Em contrapartida, a eficiência na descoberta 

de compostos com novas estruturas químicas diminuiu nos últimos anos, sendo a grande 

maioria dos novos compostos resultante de variações de elementos estruturais já conhecidos 

(BROWN e WRIGHT, 2016; WALSH e FISCHBACH, 2010).  

Produtos naturais ainda representam importante papel na pesquisa de novos fármacos 

devido a sua grande diversidade de atividades biológicas (NEWMAN e CRAGG, 2016). Dentre 

todas fontes de produtos naturais, micro-organismos se destacam. Por exemplo, dentre todos os 

agentes antibacterianos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) entre 1981-2014, 

73% são derivados de micro-organismos (NEWMAN e CRAGG, 2016). Tendo em vista a 

ampla biodiversidade existente deste grupo, a redução da eficiência na descoberta de novos 

produtos naturais não indica que todos compostos existentes já foram descritos, mas sim que as 

metodologias para isolamento dos mesmos devem ser aperfeiçoadas e diversificadas, e novos 

nichos devem ser explorados (QIN et al., 2011).  

Análises independentes de cultura microbiana sugerem que ainda há muita 

biodiversidade a ser explorada. Métodos usados tradicionalmente na busca por esses 

metabólitos, baseados no isolamento e cultivo de micro-organismos, têm negligenciado a 

maioria dos micro-organismos existentes na natureza. Estima-se que cerca de 99% das bactérias 

e 95% dos fungos não crescem quando utilizadas metodologias clássicas de cultivo in vitro 

(DEMAIN e SANCHEZ, 2009). Além disso, conhecimentos advindos do progresso das 

técnicas de sequenciamento e anotação gênica para diversas linhagens microbianas têm 

evidenciado que há também uma grande perda da capacidade metabólica das próprias linhagens 

facilmente cultiváveis, limitando ainda mais a descoberta de novos metabólitos de origem 

microbiana (KATZ; HOVER; BRADY, 2016). O número de clusters gênico biossintéticos 

(CGB) encontrado nesses estudos é muito maior do que os metabólitos conhecidos para a 

respectiva linhagem, sugerindo que o potencial biossintético de produtos naturais microbianos 

tem sido sub-explorado pelos métodos tradicionais. Acredita-se que alguns CGB que codificam 

produtos naturais ficam silenciados ou pouco expressos em condições laboratoriais, 

necessitando talvez de influências ambientais para serem ativados, como por exemplo 

nutrientes específicos ou até mesmo interações microbianas (BERTRAND et al., 2014). 

Esta tese compreende três capítulos, que trazem diferentes abordagens que podem ser 

utilizadas para diversificar a busca por produtos naturais. Na abordagem mais clássica, 
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linhagens são isoladas do meio ambiente, comumente de solo, e cultivadas de forma axênica 

para a obtenção de produtos naturais. O capítulo 1 desta tese aborda a aplicação de 

conhecimentos de biologia molecular na pesquisa de produtos naturais, através da técnica 

conhecida como metagenômica. O capítulo 2 aborda o conceito de química ecológica para 

estimulação do metabolismo secundário, através da utilização de interações microbianas (co-

cultura). O capítulo 3 aborda o uso de genome mining para entender a capacidade metabólica 

de uma linhagem bacteriana, bem como o uso de variações nos parâmetros da cultura para 

alterar o metabolismo desta.  

É válido destacar que todos os capítulos trazem o estudo de linhagens que não são 

usualmente exploradas: metagenômica aborda micro-organismos de difícil cultivo, as 

interações microbianas foram realizadas entre linhagens endofíticas e linhagens de 

actinobactérias raras pertencentes a gêneros pouco estudados, e o capítulo 3 mostra o estudo 

mais aprofundado do metabolismo secundário de um gênero de actinobactéria rara nunca 

estudada química- ou geneticamente. 
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Capítulo 1: Metagenômica de Produtos Naturais 

 

1. Introdução  

A metagenômica apresenta-se como uma estratégia diferenciada na busca por produtos 

naturais por dispensar o isolamento de linhagens microbianas (SINGH e MACDONALD, 

2010). Metagenômica é o estudo do metagenoma, nome dado ao conjunto dos genomas presente 

em uma amostra. Essa abordagem é baseada no isolamento de DNA diretamente de amostras 

ambientais, sendo este chamado de eDNA (do inglês “environmental DNA”). Ou seja, essa 

abordagem permite estudar e explorar micro-organismos sem passar pela etapa de cultivo 

destes, evitando assim a perda de biodiversidade que este passo impõe (HANDELSMAN et al., 

1998).  

Na abordagem metagenômica o eDNA pode ser expresso de forma heteróloga em 

hospedeiros facilmente cultiváveis como Escherichia coli, e assim os respectivos produtos 

naturais codificados pelo metagenoma de micro-organismos de difícil cultivo podem ser 

expressos, isolados, determinados e avaliados biologicamente (FENG; KALLIFIDAS; 

BRADY, 2011; KATZ; HOVER; BRADY, 2016). Ao contrário dos métodos dependentes de 

cultivo, em que apenas uma linhagem é analisada por vez, a metagenômica oferece ainda a 

vantagem de se investigar diversos genomas microbianos simultaneamente (BANIK e 

BRADY, 2010).  

Uma das formas de analisar o metagenoma é através de triagem fenotípica/funcional, 

que visa a detecção de alterações fenotípicas e/ou atividades biológicas de interesse através do 

cultivo e análise dos clones que constituem a biblioteca metagenômica (EKKERS et al., 2012). 

 

1.1. Triagem fenotípica/funcional de bibliotecas metagenômicas 

Na triagem fenotípica buscam-se clones com características morfológicas diferentes do 

hospedeiro e na funcional são detectados clones com diferentes atividades biológicas, como 

antibiótica e enzimática. A probabilidade de isolar compostos utilizando-se triagem 

fenotípica/funcional depende de vários fatores como: sistema vetor-hospedeiro, tamanho do 

eDNA inserido, método de ensaio biológico para avaliação da atividade biológica e a eficiência 

da expressão heteróloga no hospedeiro de escolha (KATZ; HOVER; BRADY, 2016; 

UCHIYAMA e MIYAZAKI, 2009). 

Um exemplo de um experimento simples de triagem funcional é a busca por metabólitos 

com atividade antimicrobiana. A biblioteca metagenômica a ser ensaiada é semeada em 

diversas placas de Petri contendo meio de cultura adequado (cerca de 1.500 clones são 
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semeados simultaneamente em cada placa) e a bactéria indicadora de bioatividade é semeada 

sobre esta biblioteca na forma de top-ágar. Caso o clone tenha atividade contra esta bactéria, 

um halo de inibição é formado em volta da respectiva colônia (BANIK e BRADY, 2010). Esta 

abordagem permitiu o isolamento e caracterização, por exemplo, de novas aminas de cadeia 

longa N-aciladas, bem como um antibiótico indólico (BRADY e CLARDY, 2000; BRADY e 

CLARDY, 2005), violaceína (BRADY et al., 2001), indigo (LIM et al., 2005), petídeos cíclicos 

como nocardamina (WANG et al., 2000) e patelamida D (LONG et al., 2005) (Figura 1), e o 

polieno metatricicloeno (IQBAL et al., 2016). 

 

 
 

Figura 1: Exemplos de compostos bioativos que foram isolados empregando-se triagem 
fenotípica/funcional: aminas de cadeia longa N-aciladas, antibiótico indólico, violaceina, índigo, 
nocardamina, patelamida D, metatricicloeno. 
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1.2 Leishmaniose cutânea 

 Leishmaniose cutânea é uma doença parasitária que causa sérias lesões na pele, 

provocada por diferentes protozoários pertencentes ao gênero Leishmania, como por exemplo 

Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania infantum (EIRAS; KIRKMAN; 

MURRAY, 2015). O parasita é transmitido através do mosquito hematófago pertencente as 

espécies Phlebotomys spp. ou Lutzomyia spp.(ANDRADE-NETO et al., 2016). A incidência 

desta doença é de cerca de 0,7 - 1,3 milhões de novos casos a cada ano (ALVAR et al., 2012).  

Atualmente são utilizados para o tratamento desta doença antimoniais pentavalentes, 

pentamidina, anfotericina B, paromomicina e miltefosine (RATH et al., 2003). Entretanto, 

ainda não há disponível nenhum tratamento satisfatório para nenhuma forma de leishmaniose 

cutânea. Portanto, há grande necessidade de pesquisa por fármacos que possam combater este 

parasita. (MEARS et al., 2015). Este fato motivou o desenvolvimento de uma triagem 

antiparasitária utilizando a técnica metagenômica. 

 
2. Conclusões 

O ensaio funcional realizado com as bibliotecas metagenômicas pertencentes à coleção 

do laboratório foi capaz de detectar clones bioativos contra L. major, através de um ensaio 

inovativo ainda não descrito na literatura para a abordagem metagenômica (ensaio 

antiparasitário). Contudo, a análise química dos extratos brutos obtidos das culturas destes 

clones não permitiu a identificação do(s) composto(s) responsável(is) pelas atividades 

observadas. Talvez a metodologia utilizada para cultivo e obtenção dos extratos não tenha 

propiciado a biossíntese do(s) composto(s) bioativo(s). As análises biológicas corroboraram 

esta hipótese, pois não foi possível detectar a mesma atividade antiparasitária nem nos extratos 

nem no filtrado das culturas. Portanto, o ensaio funcional mostrou-se promissor na busca por 

clones bioativos contra L. major; entretanto, não foi possível obter o composto ativo.  

O sequenciamento e análise do eDNA isolado de solo de Cerrado evidenciou a qualidade 

do protocolo utilizado em termos de quantidade de sequências bacterianas obtidas, bem como 

a quantidade de genes relacionados à produtos naturais e resistência a antibióticos. Portanto, o 

eDNA isolado de solo de Cerrado pode ser considerado promissor para a construção de novas 

bibliotecas metagenômicas visando a busca por produtos naturais. 

Para um maior sucesso na utilização desta abordagem na busca por novos produtos 

naturais é preciso utilizar técnicas mais modernas envolvendo engenharia genética, 

sequenciamento e bioinformática. A metagenômica está adentrando uma era em que é possível 

realizar buscas guiadas por genes conservados de classes específicas de produtos naturais, 
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montar CGBs completos a partir de diferentes clones de uma biblioteca metagenômica, 

construir vetores e hospedeiros mais eficazes na expressão do CGB de interesse, o que está 

revolucionando a utilização desta abordagem. 
 
 
Capítulo 2: Aspectos biológicos e químicos no estudo de interações microbianas 
 

1. Introdução  

Com o avanço das técnicas de sequenciamento e da bioinformática diversos genomas 

de micro-organismos estão sendo sequenciados e analisados em relação ao metabolismo 

secundário. Estes dados têm evidenciado o vasto potencial metabólico ainda desconhecido até 

mesmo de linhagens já bem estudadas (BALTZ, 2008; SMANSKI; SCHLATTER; KINKEL, 

2016). Para a maioria dos CGBs identificados nos genomas não se sabe o que eles codificam, 

apesar da análise dos genes permitir a proposição das classes desses compostos. Isso porque 

estes compostos não são detectados nas culturas laboratoriais – seja pela sua baixa expressão e, 

portanto, baixa quantidade produzida, prejudicando assim sua identificação, ou pelo fato destes 

CGBs de fato não estarem sendo expressos nestas condições de cultivo (ZHU; SANDIFORD; 

VAN WEZEL, 2014). O entendimento da regulação e função destes compostos para os micro-

organismos pode ajudar a estimular sua expressão gênica, sendo, portanto, de grande valia no 

estudo de produtos naturais (BIBB, 2013; SMANSKI; SCHLATTER; KINKEL, 2016; ZHU; 

SANDIFORD; VAN WEZEL, 2014). 

Produtos naturais de origem microbiana são originados do metabolismo secundário 

destes organismos, que, ao contrário do metabolismo primário, não é considerado vital para o 

organismo. Considera-se que compostos originários do metabolismo secundário aumentam o 

fitness do organismo no ambiente no qual este está vivendo (JENKE-KODAMA; MÜLLER; 

DITTMANN, 2008). Estes compostos estão codificados em complexos CGBs presentes no 

DNA ou em plasmídeos, e sua expressão envolve diversas enzimas e reações químicas com 

grande gasto energético e de precursores. Portanto, estes CGBs não são expressos 

constitutivamente e estão sob regulação de mecanismos ainda pouco conhecidos, mas que 

devem estar relacionados a fatores presentes no meio ambiente em que as linhagens evoluíram 

tendo em vista a função destes compostos (ZHU; SANDIFORD; VAN WEZEL, 2014). 

Condições laboratoriais clássicas de cultivo para obtenção de produtos naturais são 

diferentes das condições existentes no ambiente natural dos micro-organismos, sendo menos 

desafiadoras e mais propensas ao bom e rápido desenvolvimento do micro-organismo 

(DAVIES e RYAN, 2012). Em seu nicho natural, os micro-organismos estão imersos em um 
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ambiente complexo com parâmetros abióticos variáveis e em constante relação com os demais 

seres vivos circundantes através de interações antagônicas, sinérgicas, regulatórias e 

modulatórias (BERDY, 2005; BERTRAND et al., 2014). Tendo em vista as atividades 

biológicas evidenciadas em diversos estudos, produtos naturais podem ter papel importante 

nessas interações, representando uma estratégia importante na sobrevivência dos indivíduos. 

Assim sendo, essas interações são possivelmente necessárias para ativar certas rotas 

metabólicas que não são vitais ao indivíduo (BERTRAND et al., 2014; SCHERLACH e 

HERTWECK, 2009). 

Quando duas ou mais linhagens microbianas dividem o mesmo micro-ambiente estas 

podem competir por nutriente e espaço, gerando um estresse no crescimento dos indivíduos. 

Esta interação pode ser mediada por produtos naturais que, por exemplo, podem agir inibindo 

o crescimento do competidor como forma de eliminá-lo. Assim sendo, a presença de outros 

organismos em um mesmo meio de cultivo (co-cultura) pode aumentar ou até mesmo ativar a 

expressão de CGBs que permanecem silenciosos quando a linhagem cresce em um ambiente 

de baixo estresse como o seu respectivo cultivo puro, levando ao isolamento de diferentes 

produtos naturais (BERTRAND et al., 2014; MARMANN et al., 2014; PETTIT, 2009; ZHU; 

SANDIFORD; VAN WEZEL, 2014). 

 

1.1. Interações interespecíficas: o uso da co-cultura 

Um recente estudo desenvolvido por TRAXLER e colaboradores (2013) evidenciou a 

relevância da utilização de interações microbianas como ferramenta para acessar a capacidade 

metabólica de micro-organismos. Isto foi demostrado através do estudo metabolômico por 

nanoDESI e redes moleculares (molecular networking) da actinobactéria Streptomyces 

coelicolor quando co-cultivada aos pares com outras linhagens. Apesar de S. coelicolor já ter 

sido vastamente estudada e ser bem caracterizada na literatura, TRAXLER e colaboradores 

mostraram que o seu co-cultivo com outras actinobactérias é capaz de estimular a biossíntese 

de diversos compostos que ainda não haviam sido descritos para esta linhagem, como um grupo 

de acil-desferroxaminas (figura 20), sendo que cada par apresentou compostos exclusivos 

decorrentes da interação específica, além de diversos outros compostos ainda não descritos na 

literatura (TRAXLER et al., 2013). Portanto, esse estudo mostra que mesmo linhagens já 

conhecidas e caracterizadas podem ser fonte de novos compostos através do uso de ferramentas 

que sejam capazes de ativar rotas metabólicas silenciadas no clássico cultivo simples, 

evidenciando o potencial deste tipo de abordagem para o estudo de produtos naturais.  
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Outros exemplos de compostos obtidos utilizando esta metodologia são: alchivemicina 

A (figura 20), composto antibacteriano e antifúngico produzido pelo fungo Tsukamurella 

pulmonis quando em co-cultura com Streptomyces lividans ou Streptomyces endus (ONAKA 

et al., 2011); os compostos fumiformamida e N,N'- ((1Z,3Z)-1,4-bis(4-metoxifenil)buta-1,3-

dieno-2,3-dilil)di-formamida (figura 20), produzidos quando o fungo Aspergillus fumigatus é 

co-cultivado com Streptomyces peucetius (ZUCK; SHIPLEY; NEWMAN, 2011); e o 

compostos N-demetilofiosetina, pallidorosetina A e pallidorosetina B (figura 20), produzidos 

quando o fungo Fusarium pallidoroseum é co-cultivado com a actinobactéria 

Saccharopolyspora erythrae (WHITT et al., 2014).  

 

 

 
Figura 2: Exemplos de compostos que foram isolados utilizando a técnica de co-cultura. 
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1.2. Táxon Actinobacteria e linhagens pouco exploradas: endofíticas e raras 

O sucesso do estudo de produtos naturais, principalmente quando se busca por 

bioatividade e novidade estrutural, depende em parte da escolha adequada dos organismos a 

serem explorados. O táxon Actinobacteria é conhecido por sua ampla capacidade metabólica 

(GUNATILAKA, 2006), sendo responsável por cerca da metade de todos os antibióticos já 

descobertos, como por exemplo a estreptomicina, tetraciclina e neomicina (BERDY, 2005; 

ZERIKLY e CHALLIS, 2009), representando, assim, uma importante fonte de produtos 

naturais. Portanto, o estudo de linhagens de actinobactérias ainda pouco exploradas, como, por 

exemplo, aquelas de origem endofítica e de gêneros considerados raros, pode ser considerado 

como promissor para o isolamento de novas substâncias bioativas.  

 

1.2.1. Actinobactérias endofíticas 

Endofíticos podem ser definidos como micro-organismos simbiontes que passam toda 

ou parte de sua vida colonizando tecidos da planta inter- ou intracelularmente de forma 

harmônica (SCHNEIDER; MISIEK; HOFFMEISTER, 2008). Nesta simbiose a planta oferece 

nutrientes, proteção e substrato; os micro-organismos, por sua vez, apresentam um metabolismo 

secundário diverso, podendo conferir proteção contra patógenos e herbivoria, e até mesmo 

influenciar no desenvolvimento, crescimento e produtividade de seu hospedeiro, aumentando, 

assim, sua adaptabilidade e competitividade no meio ambiente (GUNATILAKA, 2006; GUO 

et al., 2008; TAN e ZOU, 2001). Considerando esta hipótese como verdadeira, espera-se que 

ao longo da evolução haja uma seleção para micro-organismos endofíticos que tenham uma 

grande produção de metabólitos secundários biativos (SMANSKI; SCHLATTER; KINKEL, 

2016), tornando este ambiente de grande interesse para produtos naturais com potencial 

terapêutico. 

De fato, estudos de micro-organismos endofíticos têm levado à caracterização química 

de um grande número de metabólitos secundários pertencentes a diversas classes, como por 

exemplo, terpenoides, alcaloides, esteroides, flavonoides, lactonas, lignanas, fenilpropanoides, 

entre outros, com diversas atividades biológicas: antibióticas, antitumoral, anti-viral, 

antioxidantes, imunossupressores, anti-helmínticos, inseticidas etc. (BRADER et al., 2014; 

GUO et al., 2008; NEWMAN e CRAGG, 2015; STROBEL e DAISY, 2003; ZHANG; WEI; 

TAN, 2015). Fungos endofíticos têm sido estudados mais frequentemente, entretanto, bactérias 

endofíticas ainda permanecem pouco exploradas.  

Alguns exemplos de compostos isolados de actinobactérias endofíticas são: o composto 

antifúngico saadamicina, produzido pela linhagem Streptomyces sp. Hedaya48 isolada de 



 

 

13 

Aplysina fistularis (EL-GENDY e EL-BONDKLY, 2010); o terpenoide com atividade 

antibacteriana kandenol A (figura 21), produzido pela linhagem Streptomyces sp. HKI0595 

isolada de Kandelia candel (DING et al., 2012); o composto com atividade antibacteriana 

heraclemicina D (figura 21), produzido pela linhagem Streptomyces sp. Y3111 isolada de 

Heracleum souliei (LIU et al., 2014); a antraciclina com atividade antibacteriana e citotóxica 

misamicina (figura 21), produzida pela linhagem Streptomyces sp. YIM66403 (LI et al., 2015); 

e o composto com atividade antibacteriana e citotóxica 2,3-diidro-2,2-dimetil-4(1H)-

quinazolinona (figura 21), produzido pela linhagem Streptomyces sp. RLe 8 isolada de 

Lychnophora ericoides (CONTI et al., 2016). 

 

 

 
Figura 3: Exemplos de compostos isolados de actinobactérias endofíticas. 

 

 

1.2.2. Actinobactérias raras 

 São consideradas actinobactérias raras aquelas de gêneros diferentes de Streptomyces, 

que possuem frequências menores de isolamento quando utilizadas metodologias clássicas 

(TIWARI e GUPTA, 2013). Alguns exemplos são os gêneros Actinoplanes, Amycolatopsis, 

Actinomadura, Kutzneria e Krasilnikovia. Estudos de actinobactérias raras também têm levado 
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à caracterização química e biológica de vários metabólitos bioativos de diversas classes. 

Exemplos e mais detalhes sobre este grupo estão presentes no capitulo 3 desta tese. 

 

2. Conclusões 

A comunidade estudada de actinobactérias endofíticas da raiz de T. diversifolia não 

apresentou grande diversidade taxonômica, sendo todas as linhagens isoladas pertencentes ao 

gênero Streptomyces e quase metade similares a uma mesma espécie descrita na literatura como 

exercendo potencial influência positiva em rizosferas, evidenciando então uma possível relação 

positiva entre as linhagens endofíticas e a planta hospedeira, estando de acordo com a teoria da 

simbiose endofítica.  

 Ensaios biológicos de cultivos em meio sólido e líquido demonstraram grande potencial 

das linhagens endofíticas para produção de compostos bioativos. Vale destacar a elevada 

bioatividade observada contra P. syringae, um fitopatógeno Gram-negativo, reforçando uma 

possível relação positiva entre as linhagens isoladas e a planta hospedeira. 

 Os resultados aqui obtidos demonstram que interações microbianas são capazes de 

alterar o metabolismo de micro-organismos. Interações entre as linhagens endofíticas sugerem 

que linhagens relacionadas entre si são mais propensas a interagir entre si e ter seu 

desenvolvimento alterado devido ao co-cultivo, comprovando a relevância de se estudar este 

ambiente. Foram observadas muitas relações antagônicas, o que pode representar um possível 

controle populacional que poderia ser relevante para manter o status endofítico destas linhagens 

dentro do hospedeiro. Além disso, a maioria dos fitopatógenos Gram-positivos descritos são do 

táxon Actinobacteria, portanto este antagonismo entre actinobactérias endofíticas poderia 

também proteger a planta contra estes fitopatógenos. Portanto, as metodologias utilizadas 

permitiram a realização de algumas inferências ecológicas da comunidade de actinobactérias 

endofíticas isoladas da raiz de T. diversifolia. 

 A metodologia de co-cultivo mostrou-se promissora para a busca por compostos 

bioativos. Entretanto, apesar de apresentar grande potencial para o estudo de metabolismo 

secundário de micro-organismos, principalmente pela capacidade de estimular a expressão de 

clusters biossintéticos crípticos, esta técnica apresentou resultados não-reprodutíveis com as 

linhagens em estudo e condições utilizadas, provavelmente devido a variações naturais do 

metabolismo bacteriano frente a parâmetros bióticos e abióticos. 

 Foi escolhida para caracterização química e biológica a interação entre uma 

actinobactéria rara, pertencente a um gênero que ainda não apresenta nenhum estudo na 

literatura (Krasilnikovia sp. T082) e uma actinobactéria endossimbionte de besouro 
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(Streptomyces sp. SPB78). Análises por imageamento por espectrometria de massas revelaram 

que esta interação é complexa, representando, portanto, um rico material de estudo para 

compreensão de interações interespecíficas. Foram selecionados dois compostos para 

isolamento: o antibiótico e o composto que induz sua biossíntese. Diversas técnicas foram 

testadas para o processo de isolamento destes. Este processo apresentou grande complexidade 

devido ao caráter polar de ambos compostos, e pelo fato da atividade antibiótica ser instável. 

Apesar de não ter sido possível elucidar a estrutura dos compostos propostos foi possível 

realizar diversas caracterizações químicas e biológicas acerca do fenômeno observado. 

Análises biológicas demonstraram que o antibiótico induzido tem atividade bacteriolítica e é 

capaz de inibir o crescimento do micro-organismo indutor, sugerindo importância ecológica 

deste composto, o que também não tem sido demonstrado com frequência em estudos de 

interações interespecífica no campo de produtos naturais. Com relação ao composto indutor, os 

dados obtidos sugerem natureza diversa deste, provavelmente sendo alguns compostos de 

natureza glicosídica e/ou peptídica, e que não se trata de um único composto específico já que 

diversas outras linhagens de actinobactérias foram capazes de induzir o mesmo fenômeno e 

diversas frações apresentaram atividade durante o fracionamento guiado por bioatividade. 

 Vale ressaltar que o uso da metodologia de co-cultivo permitiu neste estudo a seleção 

de uma linhagem pertencente a um gênero de actinobactéria rara que nunca teve seu 

metabolismo secundário estudado (Krasilnikovia). Isto foi realizado através da investigação de 

seu genoma e também através do isolamento de compostos produzidos por esta linhagem, dados 

que estão descritos no capitulo 3 desta tese.  

 

 
 
Capítulo 3: Estudo genômico e químico do metabolismo secundário de Krasilnikovia sp. 
T082 

 
1. Introdução  

Grande parte da pesquisa em produtos naturais de micro-organismos tem sido realizada 

com linhagens do gênero Streptomyces, dando origem a compostos pertencentes a diversas 

classes de antibióticos: macrolídeos, tetraciclinas, aminoglicosídeos, polienos dentre outros 

(KATZ e BALTZ, 2016). O gênero Streptomyces tem dominado o cenário de produtos naturais 

devido ao fato de ser mais facilmente isolado e cultivado dentre os gêneros pertencentes ao 

táxon Actinobacteria (TIWARI e GUPTA, 2013). Cerca de 76% dos compostos bioativos 

isolados deste táxon entre os anos de 1940-2010 são provenientes deste único gênero, sendo o 
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restante isolado de linhagens pertencentes ao grupo das chamadas “actinobactérias raras” 

(actinobactérias de outros gêneros de isolamento mais difícil), que, apesar de ainda pouco 

representadas na pesquisa de produtos naturais, compreendem uma vasta diversidade biológica 

(BERDY, 2012; TIWARI e GUPTA, 2012).  

O sequenciamento do genoma de diversas linhagens de actinobactérias raras tem 

demonstrado que sua capacidade de metabolismo secundário é tão surpreendente quanto a de 

actinobactérias do gênero Streptomyces. Portanto, este grupo representa uma importante fonte 

de produtos bioativos (CHOI et al., 2015; TIWARI e GUPTA, 2012, 2013). Estudos de 

actinobactérias raras têm levado à caracterização química e biológica de vários metabólitos 

bioativos de diversas classes, como lactonas, macrolídeos, aminoglicosídeos, piperidinas, 

terpenoides, quinonas entre outros. Alguns exemplos de importantes compostos bioativos 

isolados de actinobactérias raras são: teicoplanina (Actinoplanes teichomyceticus), gentamicina 

(Micromonospora purpurea), vancomicina (Amycolatopsis orientalis) e eritromicina 

(Saccharopolyspora erythraea) (figura 56) (TIWARI e GUPTA, 2012).  

 

 
Figura 4: Exemplos de produtos naturais bioativos isolados de actinobactérias raras: teicoplanina 
(Actinoplanes teichomyceticus), gentamicina (Micromonospora purpurea), vancomicina 
(Amycolatopsis orientalis) e eritromicina (Saccharopolyspora erythraea) (TIWARI e GUPTA, 2012).  
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 1.1 Isolamento de actinobactérias raras 

 Tendo em vista que actinobactérias do gênero Streptomyces possuem crescimento mais 

rápido, há uma necessidade em utilizar métodos específicos para evitar o crescimento destes e 

facilitar o crescimento/isolamento de actinobactérias raras (JOSE e JEBAKUMAR, 2013). 

Esses métodos levam em consideração características específicas dos diferentes gêneros de 

actinobactérias, como resistência a altas temperaturas, a exposição em luz UV e outros tipos de 

irradiações, uso de fontes de carboidrato e nitrogênio especificas, antibióticos, etc (TIWARI e 

GUPTA, 2013). 

 Alguns grupos de actinobactérias apresentam esporos móveis, sendo este um fenótipo 

útil no isolamento específico de actinobactérias raras, tendo em vista que Streptomyces não 

possuem esta característica. Alguns exemplos são Actinoplanes, Dactylosporangium, 

Actinokineospora, Actinosynnema e Kineosporia (HAYAKAWA et al., 2000). Hayakawa e 

colaboradores desenvolveram em 2000 um método de isolamento considerando esta 

característica, que foi chamado de “Reidratação-Centrifugação” (RC). Este método também 

leva em consideração o fato de que alguns grupos possuem esporos resistentes a desidratação. 

Em linhas gerais, este método consiste em desidratar a amostra de interesse e depois reidratar 

para facilitar a liberação dos esporos móveis. Em seguida, esta solução contendo esporos passa 

por uma série de centrifugações consecutivas em que apenas o sobrenadante é coletado. Desta 

forma, espera-se que a amostra final esteja enriquecida com esporos móveis, ou seja, com 

linhagens de actinobactérias raras (HAYAKAWA et al., 2000). 

 

1.2 Krasilnikovia sp. T082 

 No ano de 2011 o pós-doutorando Dr. Matthew Traxler (atual professor da University 

of California, Berkeley) realizou um grande isolamento de actinobactérias raras de solo de 

várias partes do mundo no laboratório do Prof. Roberto Kolter (Harvard Medical School), 

utilizando a técnica RC descrita no tópico anterior. 

 As linhagens pertencentes a esta coleção foram cultivadas aos pares, experimento no 

qual a linhagem T082 se destacou (capítulo 2 desta tese). Esta linhagem interagiu com diversas 

outras linhagens, produzindo um composto com atividade antibiótica que foi somente detectado 

durante essas interações (resultado descrito no capitulo 2 desta tese). Esta resposta evidenciou 

que esta linhagem é capaz de sentir seu micro-ambiente e responder a mudanças ajustando seu 

metabolismo secundário. 

A linhagem T082 foi isolada de solo do estado de Oklahoma, EUA. Análise da 

sequência do gene do 16S rRNA evidenciou similaridade de 99% com a linhagem Krasilnikovia 
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cinnamonea, uma linhagem isolada de solo de Bangladesh (ARA e KUDO, 2007). Como a 

linhagem T082 não exibiu produção de esporos em meio de cultura em que foi relatado 

produção de esporos no artigo de descrição de Krasilnikovia cinnamonea (ARA e KUDO, 

2007), decidiu-se denominar a linhagem T082 de Krasilnikovia sp. T082. 

O gênero Krasilnikovia foi descrito pela primeira vez em 2007 e pertence à família 

Micromonosporaceae, sendo mais próximo filogeneticamente aos gêneros Couchioplanes e 

Actinoplanes (ARA e KUDO, 2007). Esta família é descrita na literatura como importante fonte 

de produtos naturais, tendo sido relatado o isolamento de compostos variados, como 

macrolídeos, lactonas, peptídeos cíclicos, ribonuclueosídeos, dentre outros. Dentro desta 

família destaca-se o gênero Micromonospora para produção de produtos naturais. Também há 

diversos metabólitos bioativos descritos para o gênero Actinoplanes, como a já citada 

teicoplanina (figura 56) a naftoquinona purpuromicina (figura 57, Actinoplanes ianthinogenes) 

(CORONELLI et al., 1974) e a xantona SCh 42137 (figura 57, Actinoplanes sp. SCC 1906) 

(COOPER et al., 1992). 

 
Figura 5: Produtos naturais bioativos isolados de actinobactérias raras pertencentes ao gênero 
Actinoplanes. 

 

 

Até o momento há apenas uma espécie descrita para este gênero Krasilnikovia: 

Krasilnikovia cinnamonea (ARA e KUDO, 2007). Esta é a única publicação a respeito deste 

gênero. Portanto, ainda não há nenhum estudo químico ou genômico a respeito do metabolismo 

secundário deste gênero, o que desperta interesse no estudo deste. 

 

2. Conclusões  

 A análise do genoma de Krasilnikovia sp. T082 demonstrou que esta linhagem tem um 

alto potencial para biossíntese de produtos naturais novos, apresentando pelo menos 21 CGBs 

detectados pelo antiSMASH. Destes 21 CGBs, apenas quatro apresentaram alta similaridade 
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com algum CGB já depositado nos bancos de dados disponíveis, evidenciando o potencial desta 

linhagem em biossintetizar compostos novos.  

 Esta linhagem foi cultivada em dois meios de cultura diferentes, e diferentes 

metodologias de extração foram empregadas. Foram identificadas algumas dicetopiperazinas, 

que são conhecidas por seu amplo espectro de atividades biológicas, e três compostos 

pertencentes a uma classe de peptídeos não-ribossomais que possuem estrutura química 

complexa e incomum para produtos naturais. Estes últimos apresentaram boa atividade contra 

bactérias Gram-positivas inclusive contra diferentes linhagens MRSA. Este estudo demonstrou 

também a relevância em utilizar a estratégia de genome mining no estudo de produtos naturais, 

já que os dados genômicos obtidos e analisados auxiliaram na rápida determinação de três 

compostos de estrutura química complexa e não-usual em produtos naturais. 

 Os resultados obtidos mostram que a linhagem Krasilnikovia sp. T082 tem crescimento 

influenciado e metabolismo secundário expresso de maneira diferente dependendo do meio de 

cultura utilizado, evidenciando a importância da variação da composição do meio de cultura 

para o acesso da real capacidade metabólica de micro-organismos. 

 

 

Considerações Finais 

É de amplo conhecimento a necessidade de buscar novos produtos naturais bioativos 

devido ao alarmante crescimento do número de linhagens microbianas clínicas 

multirresistentes. Entretanto, para aumentar as chances de encontrar produtos novos, tem-se 

percebido cada vez mais a importância de compreender mais amplamente o funcionamento do 

metabolismo secundário microbiano (principal fonte de produtos naturais) para tirar o máximo 

de proveito deste. Isto exige o uso de técnicas diferenciadas e cada vez mais multidisciplinares. 

 Informações advindas de sequenciamento do genoma de diversos micro-organismos 

têm evidenciado o grande potencial que tem sido perdido tanto em biodiversidade quanto em 

inúmeros CGBs crípticos relacionados ao metabolismo secundário. Esta tese uniu nas 

abordagens utilizadas e interpretação dos resultados conhecimentos provenientes de várias 

esferas para a investigação do metabolismo secundário microbiano, com especial enfoque em 

actinobactérias. 

Na abordagem metagenômica tratada no capítulo 1 e genome mining tratado no capítulo 

3 foram utilizadas ferramentas de bioinformática, conhecimentos sobre expressão gênica, sobre 

organização e função de genes dentro de CGBs relacionados à produtos naturais, e relação 

estrutura química-genes. Portanto, foram reunidos conhecimentos advindos de genômica, 
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biologia molecular, bioinformática e química de produtos naturais para explorar o potencial de 

micro-organismos dificilmente cultiváveis (no caso da metagenômica) e de uma actinobactéria 

rara que nunca teve seu metabolismo investigado (no caso de genome mining). 

Aqui neste trabalho o uso de metagenômica descrito no capítulo 1 mostrou-se promissor 

por ter utilizado um novo ensaio funcional antiparasitário, mas também evidenciou a 

necessidade de utilizar técnicas mais modernas envolvendo sequenciamento em massa, análises 

bioinformáticas mais detalhadas e técnicas de biologia molecular mais profundamente visando 

aumentar a chance de sucesso. Análises prévias de sequenciamento de eDNA permitem já 

prever que tipos de compostos estão codificados e depois deve ser estudada a melhor forma de 

acessar essa informação, utilizando conhecimentos sobre estrutura de um CGB e o que é 

necessário para correta expressão dos genes nele contidos. A metagenômica voltada à 

diversidade taxonômica já está bem estabelecida, mas a metagenômica voltada ao estudo de 

produtos naturais ainda está sendo aprimorada. 

No estudo de interações microbianas (tratado no capítulo 2) exemplificou-se a 

importância de levar em consideração aspectos ecológicos no momento de decidir os 

experimentos a serem realizados com as linhagens em estudo. Relações simbióticas são produto 

de um longo processo evolutivo, sendo que o metabolismo secundário dos indivíduos apresenta 

papel importante nessas interações, e isto deve ser explorado ao estudar um micro-organismo. 

Deve-se aproximar cada vez mais o modo de cultivo às condições naturais das linhagens em 

estudo, pois estas podem conter os estímulos necessários para expressão de CGBs que 

permanecem crípticos em condições clássicas laboratoriais. Relações simbióticas são 

complexas e diversas interações microbianas devem ocorrer em seu meio ambiente natural. 

Portanto, entender como diferentes linhagens microbianas interagem entre si é fundamental 

para acessar de forma mais completa o potencial metabólico presente em seus genomas. 

Os experimentos aqui realizados (descritos no capítulo 2) permitiram algumas 

inferências a respeito das relações ecológicas envolvidas na simbiose planta-micro-organismos, 

principalmente entre actinobactérias isoladas de um mesmo hospedeiro, ao ver como uma 

linhagem se comporta frente a outra. Muitas alterações fenotípicas foram observadas, o que é 

um indicativo que esta metodologia influenciou no metabolismo secundário das linhagens em 

estudo, sendo, portanto, uma ferramenta para expressá-lo de maneira diferenciada. Estas 

alterações evidenciaram uma possível competição entre as linhagens simbióticas, o que pode 

ser importante para manter um status endofítico destas linhagens e seu hospedeiro através de 

um possível controle populacional. Além disso, os micro-organismos endofíticos aqui 

estudados mostraram-se promissores pelo fato de muitas linhagens terem apresentado atividade 
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antimicrobiana, sendo, portanto, uma boa fonte de produtos naturais. Esta característica é um 

indicativo que estas linhagens possam talvez conferir proteção à planta hospedeira contra 

fitopatógenos. 

O genome mining descrito no capitulo 3 permitiu acessar a capacidade metabólica da 

linhagem de actinobactéria rara em estudo, sendo possível analisá-la sem a necessidade de 

cultivo. Os cultivos realizados evidenciaram que as condições laboratoriais não permitem 

acessar facilmente este potencial. Apesar de terem sido encontrados diversos CGBs 

interessantes, foram isolados apenas compostos simples da classe das dicetopiperazinas e um 

grupo de NRPs análogos previstos durante o genome mining. Os demais CGBs identificados 

permaneceram ou crípticos, ou foram pouco expressos (produzindo compostos em baixas 

quantidades). 

Os NRPs isolados possuem estrutura química interessante e peculiar para produtos 

naturais, e a informação gênica obtida permitiu uma determinação estrutural mais focada e 

rápida, mostrando a importância de combinar diversas metodologias até mesmo na 

determinação estrutural, algo que classicamente tem sido apenas realizado com conhecimentos 

da área de química. O estudo biológico da linhagem mostrou que essa produção dos NRPs 

isolados está ligado à fase de crescimento da linhagem, demonstrando a importância de 

investigar a parte biológica e química no estudo de produtos naturais, pois o entendimento do 

desenvolvimento de uma linhagem e como o metabolismo é alterado ao longo das diferentes 

fases de crescimento pode aumentar as chances de isolamento de diferentes compostos de uma 

mesma linhagem. 

A ciência não é estática e tem se tornado evidente a importância da multidisciplinaridade 

para ter um real entendimento e explorar ao máximo o material de estudo. É de grande 

relevância acadêmica a formação de pesquisadores capazes de entender e transitar entre as 

diferentes áreas do saber, e o desenvolvimento desta tese permitiu isso de maneira satisfatória. 
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